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1 Einleitung

Tinnitus ist eine subjektive Gerauschempfindung ohne einen externen
akustischen Stimulus. Tinnitus wird oft als ,Ohrklingeln® oder ,Ohrgerausch®
beschrieben (Jastreboff and Sasaki, 1994). Fur viele Menschen bedingt
dieses Ohrgerausch eine erhebliche Einschrankung ihrer Lebensqualitat. So
sind Schlafstoérungen, Konzentrationsmangel und Depression nicht selten
Folgen eines Tinnitus (Dobie, 2003; Moller et al., 2003).

Der genaue Pathomechanismus von Tinnitus ist nicht geklart. In den meisten
Fallen kann er jedoch mit einem akustischen Trauma in Verbindung gebracht
werden (Penner und Jastreboff, 1996). Obwohl bei bestehendem Tinnitus
meist eine Schadigung des Innenohres, beispielsweise durch akustische
Traumata oder ototoxische Substanzen vorliegt, gibt es Anlass, die
Manifestierung des Tinnitus zentralen Strukturen zuzuweisen. So schlugen
Versuche kurativer Therapien fehl, bei denen eine Durchtrennung des
cochlearen Anteils des Hornerven (Nervus cochlearis, Abb. 1.1, 3) Tinnitus
beseitigen sollte (Wazen et al., 1997). Messungen der spontanen Feuerrate
(SFR) in Hornervenfasern am Tiermodell zeigten eine Abnahme der SFR in
den Hornervenfasern sowohl nach akustischem Trauma (Liberman und
Kiang, 1978) als auch nach Applikation ototoxischer Substanzen, z.B.
Salizylat (Muller et al., 2003), Quinin (Mulheran, 1999) oder Aminoglykosiden
(Kiang et al., 1970). Dies konnte ein Hinweis darauf sein, dass eine
Verminderung der SFR einer Manifestation von Tinnitus vorausgeht.

In zentralen Strukturen der Horbahn und des Hoérkortex konnte dagegen
nach akustischem Trauma oder substanzinduziertem Tinnitus eine Zunahme
der spontanen Feuerrate (SFR) nachgewiesen werden. So zeigt sich eine
SFR-Zunahme nach akustischem Trauma im dorsalen Nucleus cochlearis
(DCN) (Abb. 1.1, 4) (Kaltenbach et al., 2004), nach Salizylat-Behandlung
jedoch im inferioren Colliculus (IC) (Abb. 1.1, 8) (Jastreboff und Sasaki,
1986; Chen und Jastreboff, 1995). Hingegen zeigte eine andere Studie, in

der unter gleichen Bedingungen die Auswirkungen von akustischem Trauma



und systemischer Salizylat-Applikation untersucht wurde, nach akustischem
Trauma eine Zunahme der SFR im IC, nach Salizylat-Gabe jedoch eine
Abnahme der SFR im IC (Ma et al., 2006). Zusatzlich gibt es Hinweise auf
eine Mitbeteiligung des limbischen Systems, das eng mit der Horbahn und
dem auditorischen Cortex verschaltet ist (Wallhausser-Franke, 1997).
Aspirin® kann in hohen Dosen beim Menschen Tinnitus auslésen (McFadden
et al., 1984). Auch im Tiermodell fuhrt die systemische Applikation
hochdosierten Natrium-Salizylats verlasslich zu einer Verhaltensanderung,
die auf die Wahrnehmung eines Tinnitusgerausches schlielRen (Jastreboff
und Sasaki, 1994; Ruttiger et al., 2003). Tiere werden in diesem Modell auf
ein akustisches Signal konditioniert. Den Erkenntnissen klassischer
Konditionierung folgend, entwickelten Jastreboff und Sasaki 1994 ein
Verhaltensmodell, in dem ein durch Tinnitus erklarbares Verhalten nach
Salizylatgabe erzeugt wurde. Weiterentwickelt und in dieser Arbeit zur
Anwendung gekommen ist das Modell von Ruttiger et al, 2003. Dieses
Modell bedient sich, wie das Modell von Jastreboff, der operanten
Konditionierung. Versuchstiere (weibliche Wistar-Ratten) werden darauf
konditioniert, bei Wahrnehmung eines frequenzlosen Rauschens auf eine
Trinkkanule zuzugreifen. Nach Auslosen eines Tinnitus durch systemische
Applikation von Natrium-Salizylat zeigen Ratten das erlernte Verhalten auch
ohne dass frequenzloses Rauschen eingespielt wird.

In Analogie zu Studien von McFadden und Plattsmier, 1984 und Tunstall et
al., 1995 kann im Tiermodell nach Salizylatgabe ein echter Hinweis auf
Tinnitus auch an einer akut verminderten Horschwelle sowie an verminderten
otoakustischen Emissionen erkannt werden. Neben der Induktion eines
Tinnitus erhoht Natrium-Salizylat auch dosisabhangig die Horschwelle und
fuhrt zu einer Verminderung otoakustischer Emissionen (McFadden und
Plattsmier, 1984), hervorgerufen durch eine verminderte Motilitat der
aulderen Haarzellen im Innenohr (Tunstall et al., 1995). Die dadurch fehlende
Schallverstarkung erklart den messbaren Horverlust und die verminderten

otoakustischen Emissionen.



Neben Horverlust und Tinnitus finden sich nach systemischer Salizylat-Gabe
auch auf molekularer Ebene Veranderungen im auditorischen System. Als
molekularen Marker fur plastische Veranderung, bzw. Veranderungen der
neuronalen Aktivitat, lassen sich aktivitatsabhangige Gene nachweisen, wie
beispielsweise c-Fos. C-Fos wird nach anhaltender Erregung, vor allem
durch neuartige Reize, im Zellkern von Nerven- und anderen Zellen gebildet
und zeigt plastische Veranderung der Zellen als Reaktion auf neue
Reizmuster an (Hughes und Dragunow, 1995). Immunhistochemische
Untersuchungen im auditorischen System ergaben nach Salizylat-Applikation
eine vermehrte c-Fos-Expression, u.a. im auditorischen Kortex (AC) (Abb.
1.1, 10) und im medialen Corpus Geniculatum (MGB) (Abb. 1.1, 9) (Ehret
und Fischer, 1991; Friauf, 1992, Wallhausser-Franke, 1997). Die Expression
aktionsabhangiger Gene konnte daher Hinweis auf die Pathophysiologie des

Salicylat-induzierten Tinnitus geben.
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Abb. 1.1: Die Hérbahn

Uber das AuBen- und Mittelohr ins Innenohr geleitete Schallwellen werden auf die
Endolymphe des Ductus cochlearis Ubertragen. Hier sitzen die Sinneszellen des
auditorischen Systems, die inneren Haarzellen. Mechanische Reizung der &ufleren
Haarzellen regt diese zu einer Motilitdtszunahme an, die zu einer Schallverstarkung und
schlieRlich zu einer Erregung der inneren Haarzellen fihrt. Die Erregung der inneren
Haarzellen wird synaptisch auf Dendriten bipolarer Nervenzellen des Ganglion spirale (2)
Ubertragen, deren Axone den Nervus cochlearis (3) bilden und mit ihren Fortsatzen im
Nucleus cochlearis dorsalis (4) und Nucleus cochlearis ventralis (5) enden. Hier kreuzen
Nervenfasern zur Gegenseite und erregen kontra- und ipsilateral Neuronen im Nucleus
olivaris superior (6). Uber den Lemniscus medialis (7) gelangt die Erregung zu den Colliculi
inferiores (8). Letzte Umschaltstation vor Erreichen des primaren auditorischen Kortex (10)
sind die Nuclei corpores geniculati medialis (9). Der primare auditorische Kortex (Area 41
nach Brodman) unterliegt einer tonotopen Organisation, d.h., dass entsprechende
Abschnitte der Cochlea in umschriebenen Kerngebieten des primaren Horkortex
reprasentiert sind (modifiziert nach: Risto llmoniemi Bio Mag-laboratorio).

FUr Tinnitus, meist nach Knalltrauma, aber auch mit psychischer oder
kieferorthopadischer Ursache, gibt es bislang keine absolut wirksame

kausale Therapie. Aktuell gelten Infusionstherapien mit Plasmaexpandern,



Glukokortikoiden, Procaintherapie, sowie psychosomatische Therapien und
Retraining Therapien als Behandlungsstandard bei den verschiedenen
Tinnitusformen (Leitlinien der Dt. Ges. f. Hals-Nasen-Ohren-Heilkunde, Kopf-
und Hals-Chirurgie, AWMF, 2004). All diese Therapien konnten bislang aber
keinen durchschlagenden Erfolg aufweisen und Studien zeigen, dass diese
Therapien kaum Uberlegenheit gegeniiber Placebos haben (Lockwood et al.,
2002).

Im Hororgan wird seit Dekaden die Funktion einer NO/cGMP-Signalkaskade
fur die normale Horfahigkeit vermutet. cGMP wird durch eine I0sliche
Guanylyl-Cyclase (sGC) aus Guanidin-Triphosphat gebildet. Primarligand zur
Bildung von cGMP ist Stickstoffmonoxid (NO), ein einfaches diatomisches
Gas. Seine geringe molare Masse (30.01 g/mol) und seine chemischen
Eigenschaften bedingen seine Funktion im biologischen Organismus. Uber
Diffusion erreicht das unpolare lipophile Molekul verschiedene Zellen und
Zellkompartimente und ist somit inter- und intrazellularer Botenstoff. Nach
wenigen Sekunden wird das Radikal durch verschiedene Redox- und
Radikalfangersysteme zu inaktiven Stickstoff- und Sauerstoffverbindungen
oxidiert (Moncada et al., 1991; Moncada, 1992). NO wird in einer ATP-
abhangigen Reaktion aus dem terminalen Guanidinstickstoff des L-Arginin
und freiem Sauerstoff durch eine Stickoxidsynthase (NOS) synthetisiert (Abb.
1.2 A). Hierbei entstehen NO und Citrullin (Ignarro, 1999; Loscalzo und
Welch, 1995). Derzeit werden drei verschiedene Stickoxidsynthasen
unterschieden. Zum einen zwei konstitutiv exprimierte NOS (NOS I+l1l), die
beide mit einem kalziumabhangigen Calmodulin-Komplex assoziiert sind.
Aktivierung des Calmodulins durch Kalzium-lonen (Ca2+) (Abb. 1.2, 1)
uberfuhrt die NOS in ihre aktive Form (Abb. 1.2, 2). Die NOS | wird vor allem
in neuronalen, die NOS Ill Uberwiegend in epithelialen Geweben exprimiert.
Eine weitere Form der NOS, die NOS II, kommt vor allem in Makrophagen
vor und wird Dbeispielsweise durch Kontakt mit bakteriellen
Lipopolysachariden und mechanischer Reizung induziert (Hess et al., 1999;
Takumida et al., 2000). Auch in der Cochlea und in zentralen Strukturen des

auditorischen Systems wurden NOS und I6sliche Guanylyl-Cyclase (sGC)



(Abb. 1.2, 3) in inneren , und auReren Haarzellen, Stitzzellen, dem
Spiralganglion, Afferenzen und Efferenzen nachgewiesen (Fessenden und
Schacht, 1998; Shen et al. 2005; Reuss und Riemann, 1999; Michel et al.,
1999; Fessenden et al., 1999; Heinrich et al., 2004). Sowohl in aul3eren als
auch in inneren Haarzellen sowie in den Stutzzellen des Cortischen Organs
kommt es zu einer Co-Expression der beiden NOS-Isoformen NOS | und
NOS lll, wobei meist eine hohere NOS-III-Expression nachgewiesen werden
konnte (Franz et al., 1996; Hess et al., 1998; Heinrich et al., 2004)

Durch Aktivierung der Ioslichen Guanulyl-Zyklase (sGC) (Abb. 1.2, 3)
induziert NO die Bildung von cGMP (Abb. 1.2, 4). cGMP wiederum stimuliert
die Phosphorylierung verschiedener Proteinkinasen (PK), vor allem der
Proteinkinase-G-l/ll  (PKG-I/ll) (Abb. 1.2, 5), und wird Uber eine
Phosphodiesterase (PDE) (Abb. 1.2, 6) wieder abgebaut. Hieraus folgen eine
Vielzahl verschiedener und teils nur bedingt bekannter
Regulationsmechanismen. Gut verstanden ist die Einflussnahme des
NO/cGMP/PKG-I/lI-Signalweges auf die intrazellulare Kalzium-Homoostase
durch Regulation von Kalziumkanalen (Clementi, 1998), die u.a. fur den
Tonus glatter Muskulatur eine entscheidende Rolle spielt (Ignarro, 2002).

Im zentralen Nervensystem (ZNS) konnten weitere Funktionen des
NO/cGMP/PKG-I/lI-Signalweges nachgewiesen werden. Aktivierung von N-
Methyl-D-Aspartat-Rezeptoren (NMDA-R) (Abb. 1.2, B) und der so bedingte
Kalzium-Einstrom in Nervenzellen fuhren uber Kalzium-Calmodulin-
Komplexe (Abb. 1.2, 1) zur Aktivierung des NO/cGMP/PKG-I/II-Signalwegs
(Shin und Linden, 2005). Dieser Mechanismus nimmt eine zentrale Rolle bei
NO-vermittelten Funktionen im ZNS, beispielsweise bei Lern- und
Gedachtnisvorgangen (Long-Term-Potentiation) und Neurotransmission ein
(Abb. 1.2, C). Neben Einflissen auf die Kalzium-Homoostase moduliert NO
auch die Expression von Immediate Early Gens (IEG) (Haby et al., 1994,
Ciani et al., 2002) zu denen u.a. auch c-Fos gehort und vermittelt so seinen
Einfluss auf die neuronale Plastizitat (Hopper und Garthwaite, 2006; Deora et
al., 1998). Weiterhin scheinen NO-vermittelte Funktionen eine neuro- oder
zytoprotektive Wirkung zu haben (Abb. 1.2, D) (Ciani et al. 2002, Dawson et
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al., 1993). Die genaue Rolle der NO-vermittelten Wirkung im Innenohr ist
noch unklar. Es gibt Hinweise auf einen moglicherweise protektiven Einfluss
des NO, das seine Wirkung, wie schon in Muskel- und Nervenzellen gezeigt
(Clementi, 1998; Ignarro, 2002; Shin und Linden, 2005), Uber eine Regulation
der Ca**-Homdostase entfaltet. So konnten Heinrich et al., 2005 eine
verstarkte Expression der NOS IIl im Innenohr nach akustischem Trauma
feststellen, nachdem Heinrich et al., 2004 bereits ein ,NO-Sicherungs-
System® im Cortischen Organ postuliert hatten und so dem NO/cGMP/PKG-
I/ll-Signalweg eine protektive Rolle zuschrieben. Darlber hinaus zeigen
verschiedene Studien die den Ca?"-Einfluss auf NOS in Haarzellen in vitro
untersuchen (Shen et al., 2005, Shen et al., 2006) ebenfalls eine mogliche
protektive Funktion des NO/cGMP/PKG-I/II-Signalwegs.

Ziel dieser Arbeit war es nun Uber eine Modulation von cGMP zu prufen, ob
der NO/cGMP/PKG-I/Il-Signalweg ein Salizylattrauma bei Ratten positiv
beeinflusst. So wurde fur diese Arbeit folgende Hypothese aufgestellt: Wenn
traumatische Einflusse zu einer gesteigerten NOS-Aktivierung fuhren und
somit den NO/cGMP/PKG-I/lI-Signalweg induzieren, sollte eine
pharmakologisch erzeugte Anhebung der cGMP-Konzentration Uber eine
Manipulation der nachweislich in der Cochlea exprimierten PDE (Abb. 1.2, 6)
den pathophysiologischen Phanotyp abschwachen.

Um diese These zu prufen, wurden Ratten im Verhaltensmodell operant
konditioniert und mit Salizylat traumatisiert, um Tinnitus zu induzieren. Uber
die Applikation eines s (Abb. 1.2, 7) sollte der Abbau von cGMP durch die
PDE-5 (Abb. 1.2, 6) vermindert werden. So wird die Konzentration von cGMP
erhoht und damit der gesamte NO/cGMP/PKG-1/11-Signalweg verstarkt.

Die Arbeit umfasste zwei Testphasen: In der ersten Phase wurden Tinnitus
und Horverlust der Ratten nach einer akuten, posttraumatischen Applikation
des PDE-5-Inhibitors gepruft. In einer zweiten Testphase wurde den Ratten
der PDE-5-Inhibitor Uber einen Zeitraum von mehreren Tagen zugefuhrt und
die Wirkung auf das Salizylattrauma Uber einen Zeitraum von drei Wochen

getestet.
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Zytoprotektion ?

t

Abbildung 1.2: NO/cGMP/PKG-I/lI-Pfad

Nach Uberfiihrung von Calmodulin in seine aktivierte Form durch Ca®*-lonen induziert dieser
Komplex (1) die NO-Synthese durch Aktivierung einer Stickoxid-Synthase (NOS) (2). NO
seinerseits fuhrt Uber Induktion der lI6slichen Guanulyl-Cyclase (sGC) (3) zu einer
Hochregulation von cGMP (4). Dieser Pfad wird mit der Aktivierung von Proteinkinasen (PK),
insbesondere der Proteinkinase-G-I/I(PKG) (5), fortgesetzt und erreicht verschiedene
Zielstrukturen, die u.a. eine Zytoprotektion bewirken kénnten (E). Abgebaut wird cGMP
durch eine Phosphodiesterase (PDE) (6), dieser Prozess kann durch Hemmung der PDE mit
einem PDE-5-Inhibitor (7) beeinflusst werden, woraus eine verstarkte cGMP-Wirkung
resultiert (modifiziert nach: www.biocarta.com/pathfiles/h_nos1Pathway.asp).
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2 Material und Methoden

2.1 Tiere und Haltung

Fur den Versuch wurden 20 weibliche Albino-Ratten (Wistar, Eigenzucht)
ausgewahlt, je zehn stammten aus dem gleichen Wurf und waren zu Beginn
der Konditionierung 13 bzw. 10 Wochen alt. Die Ratten wurden zu funft in
einem Kafig (Typ IV Hochhaltungskafig) gehalten und konnten nach Belieben
fressen (Futter fur Versuchstiere, Prodimi Kliba SA, Kaiseraugst, CH-4303)
und trinken (Leitungswasser). Lediglich in der Nacht vor einem
Konditionierungstraining oder einem Verhaltenstest wurden sie Wasser- und
Futter-depriviert (12h vor Konditionierungstraining/Verhaltenstest kein
Wasser und 3 Pallets (10g) pro Tier), um eine Motivationssteigerung zu
erreichen. Folgten ein oder mehrere Tage mit Versuchen bzw.
Konditionierung aufeinander, wurde den Tieren mindestens 1 Stunde am Tag
Wasser und Futter frei zur Verfugung gestellt. Das durchschnittliche Gewicht
der Ratten lag zu Beginn bei 240g, wobei die jungeren Tiere etwa 210g
wogen, die alteren etwa 270g. Das Gewicht wurde vor jeder
Konditionierungssitzung und jedem Verhaltenstest mit einer Laborwaage
(Viper SW 3, Mettler Toledo) kontrolliert.

13



2.2 Konditionierungskafig

Die Konditionierung und die Verhaltenstests wurden alle in einem
Konditionierungskafig, im Folgenden ,Skinnerbox" genannt, durchgefuhrt. Die
Skinnerbox basiert auf der Grundausfuhrung der Firma TSE
(Konditionierungskafig Ratte, 30 x30 cm) und wurde fur den Versuch
zusatzlich mit Lautsprechern, Lichtern, einem metallenem Bodengitter, einer
Kunststoffplattform als Ruheplattform, einer Trennwand und zwei
Zuckerwasserspendern ausgestattet (Abbildung 2.1).

2.2.1 Aufbau

Die Skinnerboxen standen in einer schallisolierten Kammer (typische
Abschwachung 40dB). Der Grundriss der Box wurde durch eine
Kunststofftrennwand in zwei gleichgroe Korridore geteilt. Das Bodengitter
und die Kanten der Trennwand konnten zur Applikation schwacher
elektrischer Schocks unter Strom gesetzt werden; an einer Seite der Kammer
befand sich eine Ruheplattform, auf der die Ratte vor elektrischen Schocks
geschutzt war. Ein Mikrosensor unter der Plattform registrierte, wenn die
Ratte sich auf der Plattform befand. Gegenuber der Ruheplattform befanden
sich zwei Erker, in denen jeweils eine Trinkkanule und eine Lichtschranke
installiert waren. Das Unterbrechen der Lichtschranke wurde
computergestutzt registriert und offnete unter Belohnungsbedingungen
(s. 2.3) ein Magnetventil (magnetic shutters, neoLab 3-1167) fur 0.5
Sekunden, wodurch ein Tropfen Zuckerwasser (3%ige Saccharoseldsung)
aus der Kanule abgegeben wurde. Feinreguliert wurde die Tropfengrofle
Uber einen Durchflussminderer. Uber einen Lautsprecher (Beyerdynamik DT
911) konnte die Kammer beschallt werden. Schallereignisse wurden uber
eine digital-analoge Soundkarte (PCI-MIO-16 E, Nationalinstruments, USA)

14



generiert. Gegenuber den Trinkkanulen waren zwei Leuchtquellen
angebracht. Uber eine Kamera (Dexxa WebCam, USB) im Deckel der Box

konnte das Verhalten der Tiere auf einem externen Monitor beobachtet

werden.
=
| Zuckerwasser
. zentraler
Magnetventile Lautsprecher
Durchflussregler
Zuckerwasser- | zentraler linker Lautsprecher Trennwand  rechter Lautsprecher
spender Lautsprecher \

Fotosensor
— Trennwand

/
Zuckerwasser-
/ spender
/

1 A |
schockbares A
Bodengitter \ i se——
Plattformsensor metallene
k —] ’_/Trinkkanﬂle
| |

Ruheplattform
Kamera P

T~ Fotosensor

schockbares
Bodengitter

Abbildung 2.1: Gezeigt ist der schematische Aufbau der verwendeten Skinnerbox.
Durch Zugriffe wahrend der Tonphase auf die metallenen Trinkkandlen der
Zuckerwasserspender konnten sich die Versuchstiere ,belohnen®. Jeder Zugriff wurde von
einem Fotosensor registriert und computergestitzt aufgezeichnet. Das metallene,
schockbare Bodengitter diente der Lernverstarkung bei ,falschen® Zugriffen, d.h. Zugriffen
wahrend der Stillephasen. Uber eine USB-Kamera wurden Training und Versuch auf einen
Monitor aul3erhalb des Versuchsraumes Ubertragen.

2.2.2 Funktion

Ziel der Konditionierung war es, die Ratten auf ein Schallereignis
(breitbandiges Rauschen) zu pragen. So wurde den Ratten die Mdglichkeit
gegeben, bei einem Schallereignis durch Unterbrechen der Lichtschranke
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einen Zuckerwassertropfen als Belohnung zu bekommen. Durchbrach die
Ratte die Lichtschranke dagegen in einer Stillephase, folgte ein elektrischer
Schock, appliziert Uber das Bodengitter, als Bestrafung (,footshock®). Die
Stromstarke betrug in der Regel minimal 0.1 mA und konnte in 0.1 mA-
Schritten bis maximal 0.5 mA gesteigert werden. Zugriffe, Belohnungen und
Bestrafungen wurden in einem digitalen Protokoll computergestutzt
aufgezeichnet.

2.3 Konditionierungsablauf

Um das Ziel der Ton/Stille-Unterscheidung zu erreichen, wurden die Ratten
Uber einen Zeitraum von 14 Wochen darauf konditioniert, ein frequenzloses
Bandrauschen von Stille zu unterscheiden. Pro Woche wurde zwischen drei
und funf Mal konditioniert. Die Konditionierung basierte auf zahlreichen
Erfahrungen und einer etablierten Trainingsmethode von Ruttiger et al
(Ruattiger et al., Hearing Research 2003).

Um den Versuchsbedingungen gerecht zu werden, erfolgte ein mehrstufiges
Konditionierungsprogramm, in dem die Ratten sukzessiv mit neuen, hoheren
Anforderungen umgehen mussten. Begonnen wurde mit einem
Konditionierungstraining ohne Bestrafung durch elektrische Schlage. Hier
sollten die Tiere zuerst lernen, dass bei Zugriff auf die Kanule wahrend einer
Tonphase eine Belohnung folgt. Im weiteren Verlauf wurde dann nicht mehr
jeder Zugriff belohnt bzw. nur noch belohnt, wenn die Ratte abwechselnd auf
die Trinkkanulen zugriff. Ein solches Konditionierungstraining dauerte
zwischen 20 und 30 Minuten und begann beispielsweise mit einer Tonphase
(70 dB SPL) von 120 Sekunden und wechselte danach zu einer Stillephase
von 60 Sekunden. Die Dauer der verschiedenen Phasen wurde nach den
ersten ,Trainingseinheiten® verandert (z.B. 120 Sekunden Tonphase und 120

Sekunden Stillephase) und spater auch variabel gestaltet (per Computer
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eingestellt auf z.B. 60 +/- 20 Sekunden Tonphase, 60 +/- 20 Sekunden
Stillephase). So sollte gewahrleistet werden, dass die Ratten kein
LZeitgefuhl® entwickeln, sondern strikt nach ,Ton“ oder “Stille® ihre
Entscheidung fur oder gegen einen Zugriff auf die Kanule treffen.

Nach dem sechsten Konditionierungstraining wurde zusatzlich eine
Bestrafung in Form leichter elektrischer Schocks bei Zugriff auf die Kanulen
wahrend der Stillephase eingefuhrt. Der applizierte elektrische Schock war
anfangs schwach (0.1-0.2 mA) und wurde bei jedem fehlerhaften Zugriff
ausgelost. Im Verlauf der Konditionierung wurde der Schock randomisiert
(z.B.: durchschnittlich nur jeder vierte Fehler wird bestraft) dafur aber deutlich
starker in der Intensitat (0.4-0.5 mA).

Eine weitere Modifizierung bestand darin, die Lautstarken wahrend der
Tonphase zu variieren. So wurden die Ratten beispielsweise wahrend 120
Sekunden Tonphase 40 Sekunden mit 70 dB SPL, die folgenden 40
Sekunden mit 50 dB SPL und die letzten 40 Sekunden nur noch mit 20 dB
SPL beschallt. Auch hier wurden viele unterschiedliche Konstellationen
eingesetzt (z.B. 70-40-70-20 dB SPL oder 40-20-70 dB SPL wahrend einer
Tonphase). So sollte gewahrleistet werden, dass die Ratten auch bei der
Wahrnehmung leiser Ohrgerausche noch auf die Kanulen zugreifen.

Um der Versuchssituation, in der es uber einen langeren Zeitraum keine
Belohnung gibt, gerecht zu werden und die Motivation der Ratten aufrecht zu
erhalten, immer weiter auf die Kanulen zuzugreifen, wurde in mehreren
sechzigminutigen Konditionierungstrainings nur sehr vereinzelt eine

Belohnung auf einen Zugriff gewahrt.
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2.4 Tinnitus-Modell

Dem gesamten Versuch zugrunde liegt die Erkenntnis, dass Salizylat auch in
niedrigen Dosen im Verhaltensmodell ein durch Tinnitus bedingtes Verhalten
erwirkt werden kann (Jos J. Eggermont und Larry E. Roberts, Neurosciences
No 11, November 2004). Der Aufbau des Modells und die applizierten
Mengen von Natrium-Salizylat und Saline orientieren sich an Ruttiger et al.,
2003.

2.4.1 Vortest mit Natrium- Salizylat

Nachdem die Ratten 14 Wochen lang darauf konditioniert worden waren
breitbandiges Rauschen von Stille zu unterscheiden, sollte der
Konditionierungserfolg durch reversible Induktion von Tinnitus durch Natrium-
Salizylat im Versuch Uberpruft werden. Mit diesem Experiment sollte zum
einen gezeigt werden, dass die Tiere gelernt haben, Rauschen von Stille zu
unterscheiden, zum anderen, dass sich die applizierte Dosis Natrium-
Salizylat eignet, um eine durch Tinnitus erklarbare Verhaltensanderung
hervorzurufen.

Dazu wurden die Ratten in zwei Gruppen a zehn Tiere geteilt und mit 350
mg/kg Korpergewicht (KG) Natrium-Salizylat (Sodium-Salicylate, Minimum
99.5%, Firma: Sigma) intraperitoneal appliziert. Dazu wurde Natrium-
Salizylat in Injektionswasser (Ampuwa, Fresenius, Deutschland) gelost
(70mg Natrium-Salizylat/ml Injektionswasser). Die Kontrollgruppe wurde mit
2ml Saline (Natrium-Chlorid-Losung, 0,9%, Fresenius, Deutschland),
intraperitoneal (i.p.) appliziert, behandelt. Drei Stunden nach der Applikation
wurde der Verhaltenstest gestartet, da hier das Maximum des Natrium-
Salizylat-induzierten Tinnitus zu erwarten ist (Chen und Jastreboff, 1995;
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Eggermont und Kenmochi, 1998). In den ersten 180 Sekunden glich der
Versuch einem Konditionierungstraining bei dem jeder Zugriff auf die
Trinkkanule belohnt wurde, allerdings ohne Bestrafung bei einem Zugriff
wahrend der Stilleperiode. Alle 60 Sekunden wurde zwischen Ton- und
Stillephase gewechselt. Nach 180 Sekunden wurde dann in den
Versuchsmodus umgeschaltet in dem nur noch selten Belohnungen (alle 120
Sekunden) gegeben wurden. Mindestens 20 Minuten musste ein solcher
Verhaltenstest andauern, um ein aussagekraftiges Ergebnis zu erhalten.

Nach zwei Tagen wurde das Experiment mit umgekehrter Behandlung
wiederholt. Ratten, die zuvor mit Natrium-Salizylat behandelt wurden,
bekamen nun Saline, die Kontrollgruppe bekam nun entsprechend Natrium-
Salizylat. Dieser Verhaltenstest wurde in einen Zeitraum von 14 Tagen

zweimal durchgefuhrt.

2.5 Phosphodiesterase-5-Inhibitor (PDE-5-Inhibitor)

Fur diesen Versuch wurde ein selektiver Phosphodiesterase-5-Inhibitor
(PDE-5-Inhibitor) ausgewahlt, den man fur diesen Versuch in
Injektionswasser l0ste. Als Losungsansatz wurden 5 mg PDE-5-Inhibitor pro
1 ml Injektionswasser gewahlt. Die zu applizierende Menge PDE-5-Inhibitor
fur eine Ratte betrug 3 mg/kg KG, woraus sich 1,2 ml/kg KG i.p. applizierte
Losung ergaben. Die Kontrollgruppe bekam stattdessen 0,5 ml Saline/Tier
i.p. injiziert. Drei Stunden vor dem Verhaltenstest wurde zehn Ratten
Natrium-Salizylat (350mg/kg KG) und zehn Ratten Saline (2 ml) i.p. injiziert.
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2.6 Das PDE-5-Inhibitor-Experiment

Mit diesem Experiment sollte ein moglicher Einfluss eines PDE-5-Inhibitors
auf den Natrium-Salizylat-induzierten Tinnitus Uberpruft werden. In zwei
unterschiedlichen Versuchen wurde ein moglicher Effekt gepruft. Im ersten
Teil des Versuchs (Akuttest) erfolgte die einmalige Gabe des PDE-5-
Inhibitors, 2.5 Stunden nach der Applikation von Natrium-Salizylat. Hierbei
ging es um die Frage eines mdglichen akuten Einflusses auf den Tinnitus.

Der zweite Teil des Versuchs (orale Langzeitapplikation) stand unter der
Fragestellung eines moglichen Einflusses des PDE-5-Inhibitors auf die
Remission des mit Natrium-Salizylat induzierten Tinntius. Dazu wurde der

PDE-5-Inhibitor Uber einen Zeitraum von 5 Tagen kontinuierlich appliziert.

2.6.1 Akut-Test mit dem PDE-5-Inhibitor

Die Fragestellung, die diesem Versuch zugrunde lag, war, ob der PDE-5-
Inhibitor schon einmalig, kurz nach dem Salizylattrauma appliziert, einen
Einfluss auf das Verhalten von Ratten mit Natrium-Salizylat induziertem
Tinnitus bzw. auf die mit Saline behandelten Kontrolltiere hat. Dazu wurden
die Ratten in vier Gruppen eingeteilt und in vier Einzelversuchen im Zeitraum
von drei Wochen behandelt (Tabelle 2.1).
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Tabelle 2.1: Aufteilung der Versuchsgruppen fiir die intraperitoneale Applikation des
PDE-5-Inhibitor

Block | Block Il Block IlI Block IV
Gruppe A |SCY / PDE-5-1 Sal / PDE-5-I SCY / Sal Sal/ Sal
Gruppe B |Sal/ Sal SCY / PDE-5-I Sal / PDE-5-I SCY / Sal
Gruppe C |SCY / Sal Sal/ Sal SCY /PDE-5-1 |Sal / PDE-5-I
Gruppe D |Sal / PDE-5-I SCY / Sal Sal/ Sal SCY / PDE-5-I

Legende: PDE-5-1 = PDE-5-Inhibitor i.p.
Sal = Saline i.p.
SCY = Salicylat i.p.

Drei Stunden vor dem Verhaltenstest wurde zehn Ratten Natrium-Salizylat
(350mg/kg KG; gelost in Injektionswasser (Fresenius, Deutschland),
zwischen 1.5 ml und 2.1 ml Injektionsvolumen) und zehn Ratten Saline (2 ml)
i.p. injiziert. 30 Minuten vor dem Verhaltenstest bekamen dann zehn Ratten
(funf mit Na-Salizylat und funf mit Saline behandelt) i.p. einen appliziert, den
anderen zehn Ratten (wieder funf mit Natrium-Salizylat und funf mit Saline)
wurden 0.5 ml Saline als Kontrollsubstanz injiziert.

Der nun folgende Verhaltenstest lief nach dem gleichen Schema ab, wie im
,vortest mit Natrium-Salizylat® (2.4.1) bereits beschrieben. Dieser Akuttest
wurde in insgesamt vier Versuchsblocken (Tabelle 2.1) durchgefuhrt, die
insgesamt 20 Tage umfassten. Jede Ratte hatte am Ende jede der vier
moglichen Behandlungen erfahren (Abb. 2.2). Am jeweils ersten Tag eines
Versuchsblocks wurde der Verhaltenstest durchgefuhrt. Darauf folgten vier
Tage, in denen sich die Ratten erholen konnten und noch einmal
konditioniert wurden, um Ergebnisveranderungen durch Verlernen

vorzubeugen.
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2.6.2 Orale Langzeitapplikation eines PDE-5-Inhibitor

Mit diesem Versuchsteil sollte eine mogliche Wirkung eines PDE-5-Inhibitor
auf das Verhalten von Ratten mit Natrium-Salizylat-induziertem Tinnitus und
Ratten mit Saline-Behandlung bei einer konstanten, diesmal oralen Gabe
eines s (10 mg/kg KG) uber einen Zeitraum von funf Tagen Uberprift werden.
Der wurde in einem Gemisch aus Solutol (gelartige Tragersubstanz, Bayer),
Injektionswasser und Zucker gelost (Tabelle 2.2). Der PDE-5-Inhibitor, in
Solutol geldst, wird im Folgenden nur noch PDE-5-Inhibitor genannt und

Saline in Solutol geldst im Folgenden nur noch Saline.

Tabelle 2.2: Ansatz fiir die orale Applikationslésung des s

Losungsansatz fiir den PDE-5 Inhibitor, oral appliziert

Ein Milliliter enthalt: 5mg
0.8 ml Injektionswasser
0.2 ml Solutol
0.3 g Zucker

Eine Einwegspritze mit einem modifizierten Aufsatz wurde zur Applikation
benutzt. Als Spritzenaufsatz wurde eine Einwegkanule (Durchmesser 0,5
mm, BD Microlance) per Hand abgeschliffen und mit einem kurzen
Silikonschlauch Uberzogen. Den Ratten konnten so peroral die
entsprechenden Loésungen in den Rachen vor den Osophagus auf den
Zungengrund appliziert werden.

Es wurden wieder zwei Gruppen mit je zehn Tieren gebildet. Der Versuch
bestand aus zwei Blocken a einer Woche in denen die Behandlungen und
die Verhaltenstests durchgefuhrt wurden. Zwischen diesen beiden Wochen
lagen 14 Tage, in denen sich die Tiere erholen konnten und noch einmal
nachkonditioniert wurden. Drei Wochen nach dem zweiten Verhaltenstest
wurde ein letzter Verhaltenstest —,Langzeittest® (Tabelle 2.3)- durchgefihrt,

um mogliche Langzeitauswirkungen des s zu erfassen. Hier schloss sich eine
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weitere Woche mit - und Saline-Applikation an, in der noch fehlende
Hormessungen durchgefuhrt wurden. Dazu wahlte man zwei Gruppen a

sechs Tiere.

Tabelle 2.3: Zeitlicher Ablauf der Versuchsreihen des oralen Langzeittests

Woche 1 243 4 5+6+7 8
Erholung Erholung und Applikation
Versuchsteil |Block | |und Block Il Ende Woche 7 | fir
Konditionierung Langzeittest Hoérmessungen

Die Applikation von bzw. Saline begann morgens am Tag 1 eines
Versuchsblocks und wurde zweimal taglich (morgens und abends) funf Tage
lang weitergefuhrt. Am Nachmittag des ersten Tages wurde der erste
Verhaltenstest (Vortest, ohne vorherige Natrium-Salizylat-Applikation)
durchgefuhrt. Dieser Test konnte so Auskunft dartber geben, ob der PDE-5-
Inhibitor per se einen Effekt auf Verhalten und Hormessungen hat. Am
Abend des ersten Tages begann dann die Natrium-Salicylat-Applikation
(250mg/kg KG) und wurde bis zum Morgen des dritten Tages vier Mal
wiederholt. Vom dritten bis zum funften Tag wurden nachmittags die
Verhaltenstests durchgefuhrt (Tabelle 2.4). An jeden Verhaltenstest
schlossen sich bei sechs Ratten noch Hormessungen an.
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Tab. 2.4: Schematischer Ablauf eines Versuchsblocks im oralen Langzeittest

1.Tag 2.Tag 3.Tag 4.Tag 5.Tag
PDE-5-I/ PDE-5-I/ PDE-5-I/ PDE-5-I/ PDE-5-I
Morgan Saline oral Saline oral Saline oral Saline oral Saline oral

SCY/Saline i.p. [SCY/Saline i.p.

Mittags \Vortest Kein "Nach 8 Std." |"Nach 30 Std." ['Nach 50 Std."
\Veraltenstest |H6rmessungen|H6rmessungen|Hormessungen
PDE-5-1/ PDE-5-1/ PDE-5-1/ PDE-5-1/
Abends Saline oral Saline oral Saline oral Saline oral

SCY/Saline i.p.[SCY/Saline i.p.

Legende: PDE-5-| =, oral
SCY = Natrium-Salizylat, i.p.

2.7 Datenauswertung

Um das Verhalten zu quantifizieren, wurde die Zahl der Zugriffe auf die
Belohnungsquellen, erfasst durch die Unterbrechung der Lichtschranke pro
Minute, herangezogen. Als Mal} fur den Konditionierungserfolg wurde eine
Zugriffsrate der Ratten wahrend der Stilleperiode berechnet. Zur leichteren
Unterscheidung der Begriffe Zugriffshaufigkeit und Zugriffsrate bei Stille
wurde die Zugriffsrate bei Stille als Tinnitusindex definiert. Der Tinnitusindex
beschreibt das Verhalten der Tiere wahrend der Stilleperiode und ist nicht
gleichzusetzen mit einer subjektiven Gerauschwahrnehmung. Wahrend der
Konditionierungsphase und den Kontrollversuchen wird bei den Versuchs-
tieren medikamentos kein Tinnitus induziert.

Trotzdem gibt es hier Zugriffe auf die Trinkkanilen wahrend der
Stilleperioden. Eine Aussage Uber Tinnitus gibt nur der direkte Vergleich von

Versuchs- und Kontrollgruppe im Experiment.
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Der Tinnitusindex wird nach der folgenden Formel definiert:

Zugriffe bei Stille (pro Minute)/Dauer der Stille
Tinnitusindex:

Zugriffe bei Gerausch (pro Minute)/Dauer des Gerausch

Nach Abschluss der Konditionierung musste der Tinnitusindex als Ausdruck
des Konditionierungserfolges kleiner als 0.1 sein, und, um im Experiment
zwischen Versuchs- und Kontrollgruppe ausreichend grof3e Unterschiede zu
erreichen, sowie dem Experiment die notige Aussagekraft zu geben. Erst
wenn der Tinnitusindex 0.1 wiederholt unterschritten wurde, konnte ein Tier

in die Versuchsreihen aufgenommen.

2.8 Hormessung

Im Anschluss an einen Verhaltenstest wurde an einer Gruppe von jeweils 6
Versuchs- und Kontrolltieren das Horvermoégen bestimmt, um den Horverlust
durch Natrium-Salizylat und die modgliche Wirkung des s objektiv zu
quantifizieren (Hormesskammer, IAC 400 Industrial Acoustic Company,
Niederkruchten Germany und ein zusammengesetzter elektrophysiologischer
Aufbau mit einer Multi 10 Karte E-6052, National Instruments, Austin, TX).

Die Horschwelle wurde durch BERA-Messungen bestimmt (brain stem
evoked response audiometry). Hierbei werden Uber externe Elektroden die
auditorisch evozierten Hirnstammpotentiale erfasst. Dazu wurden am

narkotisierten Tier drei Silberdrahtelektroden (Durchmesser: 0.25 mm,
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Goodfellow, England) subdermal mit Hilfe einer Einwegkanule angebracht.
Direkt hinter dem zu messenden Ohr wurde die Signalelektrode platziert, die
Referenzelektrode Uber der Stirn und die Erdungselektrode am Rucken des
Tieres. Die gesamte Hormessung dauerte etwa 45 Minuten.

2.8.1 Klick-Horschwelle

Die Ratten wurden mit Klickreizen der Lautstarke 20-210 dB SPL beschallt
(Beyerdynamik DT 911). Die Lautstarke erhohte sich in 5 dB SPL Schritten.
Die Signale wurden jedem Ohr mit 64-256 Wiederholungen prasentiert. Die
Klick-Reize hatten eine Lange von 0.1 ms, die Aufnahmezeit des
Hirnstammpotentials betrug 10 ms und die Aufnahmeintervalle 14 ms.

Zur Kontrolle der Schallreize wurde direkt neben der Ohrmuschel der Ratten
ein Mikrofon (Bruel & Kjaer, Typ 2670, 3.51 mV/pa) aufgestellt.

2.8.2 Frequenzspezifische Horschwelle

Zur Messung der frequenzspezifischen Horschwelle wurde ein Ohr mit
Sinustdnen mit einem Frequenzspektrum von 1 kHz -45.25 kHz beschallt
(Dauer: 3 ms, Ein- und Ausblendrampe jeweils 1 ms Dauer). Hierzu wahlte
man das nach der Klick-Horschwellen-Messung Ohr mit der niedrigeren
Horschwelle aus. Aufnahmezeit und Aufnahmeintervall waren 10 bzw. 14 ms.

Bei jeder Frequenz wurden Messungen fur aufsteigende Schalldriicke
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zwischen 20-100 dB SPL Abschwachung durchgefuhrt und Uber 32-128
Wiederholungen gemittelt.

2.8.3 Bestimmung der auditorischen Hirnstammpotentiale

Die Schwellen wurden durch visuellen Vergleich, das heil3t nach
Abschatzung durch den Versuchsleiter bestimmt. Die Summenpotentiale
hoher Schalldruckexposition wurden mit denen niedriger
Schalldruckexposition verglichen. Der niedrigste Schalldruck, ab dem eine
synchrone Signalform des Summenpotentials in der Messung zu erkennen

war, wurde als Schwelle definiert.

2.9 Narkose

Als Narkose wurde eine Mischung aus Ketavet (Ketaminhydrochlorid, 100
mg/ml, Pfizer Erlangen) und Rompun (Xylzinhydrochlorid, 2%, Bayer
Leverkusen) verwendet. Drei Teile des Hypnotikums Ketavet wurden mit
einem Teil des Muskelrelaxanz Rompun gemischt. Von diesem Ansatz
bekamen die Ratten 0,01 ml/kg ihres Korpergewichts gespritzt.
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2.10 Statistik

Die Ergebnisse der Verhaltenstests und Hormessungen wurden mit dem
Mann-Whitney-U-Test (parameterfreier statistischer Test zum Vergleich des
Mittelwerts zweier Stichproben gleicher Verteilungen) und dem Student’s t-
Tests auf Signifikanz Uberpruft (p < 0.05).
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3 Ergebnisse

3.1 Konditionierung

Um einen moglichen Einfluss eines selektiven s auf das Verhalten von
Ratten mit Natrium-Salizylat induziertem Tinnitus zu untersuchen, wurden 20
adulte Ratten Uber einen Zeitraum von 14 Wochen - wie in ,Material und
Methoden® beschrieben - konditioniert. Durch Konditionierung auf ein
frequenzloses Rauschen (bedingter Reiz) kann im Verhaltensmodell Tinnitus
gezeigt werden (Ruttiger et al, 2003). Als Vorgabe wurde ein
Konditionierungsziel definiert, bei dem die Ratten einen Tinnitusindex von 0.1
— definiert in Material und Methoden (2.7) — unterschreiten mussten. Der
Tinnitusindex trifft eine Aussage uber das konditionierte Verhalten, bei dem
Zugriffe auf die Trinkkanulen wahrend der Stillephase vermieden werden
sollen. Nimmt dieser Index zu, d.h. greifen die Ratten wahrend der
Stillephase vermehrt auf die Trinkkanulen der Zuckerwasserspender zu,
kann (1) entweder das konditionierte Verhalten von den Ratten verlernt
worden sein oder (2) die Ratten zeigen die Verhaltensanderung auf Grund
eines subjektiven Ohrgerausches, also Tinnitus. Um Fehler, die durch
Lernverlust der Tiere zustande kommen, auszuschliellen, wurden fur
Versuchs- und  Kontrollgruppe Tiere mit moglichst gleichem
Konditionierungsstand ausgewahilt.

Die Konditionierungsphase wurde in progressiven Konditionierungseinheiten
durchlaufen. Zu Beginn erfolgte die Gewohnung an den Konditionierungs-
kafig (Skinnerbox) und an das Prinzip der Belohnung wahrend einer
Tonphase bzw. keiner Belohnung wahrend der Stillephase. Ab der zweiten
Woche wurde als negative Verstarkung (,Bestrafung®) ein elektrischer

Schock bei Zugriffen auf den Zuckerwasserspender wahrend der Stillephase
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eingefuhrt. Weitere MalRinahmen zur intensiveren Konditionierung waren das
Trainieren mit randomisierter Belohnungsgabe, bei der durch intermittierende
Verstarkung eine dauerhafte Motivation erreicht werden sollte. Auch die
Bestrafung wurde randomisiert und durch hohere Intensitat qualitativ
verstarkt. Eine weitere Neuerung stellte die Einfuhrung variabler Lautstarken
dar. So sollte die Fahigkeit der Ratten, das frequenzlose Rauschen von Stille
zu unterscheiden, geschult werden, damit auch ein bei der Ratte schwacher
Tinnitus im Verhaltenstest mit Zugriffen auf den Zuckerwasserspender
wahrend der Stillephase beantwortet wird und sich in einer signifikanten
Anderung im Tinnitusindex niederschlagt. Wie die in Abbildung 3.1
dargestellte Entwicklung des Tinnitusindex zeigt, sinkt dieser nach
EinfUhrung von Bestrafung rapide ab (Abb. 3.1, mit * markiert) und erreicht
nach sechs bis sieben Wochen ein konstant niedriges Niveau. Die leichte
Zunahme im Tinnitusindex in der achten und neunten Woche ist auf ein
solches Konditionierungstraining mit variabler Lautstarke zurtckzufihren
(Abb. 3.1, mit ** markiert). Das bei diesem Training gespielte Rauschen
umfasste auch schwachere Schalldruckpegel, die fur die Ratten nicht so klar

von reiner Stille abgrenzbar sind wie die bisher gewohnten 65 dB SPL.
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Abb. 3.1 Entwicklung des Tinnitusindex im Konditionierungsverlauf

Dargestellt ist der Konditionierungserfolg 20 adulter Ratten (Wistar, Eigenzucht) tber einen
Zeitraum von 14 Wochen. Aufgetragen sind die Mittelwerte des Tinnitusindex (n=20) eines
reprasentativen Konditionierungstrainings jeder Woche. Die vertikalen Markierungen auf den
Balken zeigen die Standardabweichung. Mit (*) markiert ist die Einfihrung von ,Bestrafung*
in Form elektrischer Schocks bei Zugriffen in der Stilleperiode; mit (**) markiert ist die
Einfuhrung von Konditionierungen mit variabler Lautstarke.

Abb. 3.2 zeigt exemplarisch ein Konditionierungstraining mit variabler
Lautstarke. Zu erkennen ist, dass ein Zusammenhang zwischen
Tinnitusindex und Lautstarke besteht, d.h. die Ratten nicht stur ,Ton“ oder
,kein Ton“ unterscheiden, sondern die verschiedenen Lautstarken
unterschiedlich wahrnehmen und sich dies in ihrem Verhalten widerspiegelt
(Rattiger et al., 2003).
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Abb. 3.2: Relative Zugriffsrate wiahrend eines Konditionierungstrainings mit variabler
Lautstiarke wahrend der Tonphase

Dargestellt sind relative Mittelwerte (n=20) eines einzelnen Trainings bezogen auf die
Zugriffe pro Minute bei variablen Schalldruckpegeln. Die vertikalen Markierungen auf den
Balken stellen die Standardabweichung dar. Wahrend des Konditionierungstrainings wurde
in der Tonphase zwischen 65 dB SPL und 15 bzw. 35 dB SPL abgewechselt (65-35-65-15
dB SPL, bzw. 65-15-65-35 dB SPL). Mit jeder Intensitat wurde 30 Sekunden lang beschallt,
sodass die Tonphase insgesamt immer 120 Sekunden dauerte. Die Stillephase dauerte
immer 40 Sekunden. Zu erkennen ist eine analog zum Schalldruckpegel stetige Zunahme
der Zugriffsrate. Bei den mittleren Lautstarken 15 und 35 dB SPL fallt auRerdem eine
gréRere Standardabweichung auf als bei 65 dB SPL und Stille.

Abbildung 3.3 zeigt das Ergebnis des letzten Konditionierungstrainings vor
Beginn der Testphase. Gefordertes Konditionierungsziel fur den Eintritt in die
Versuchsphase war ein Tinnitusindex < 0,1. Alle zwanzig Ratten erflllten
dieses Zulassungskriterium fur die Versuche und unterschritten den

Tinnitusindex von 0,1.
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Abb. 3.3: Tinnitusindex nach abschlieRendem Konditionierungstraining

Die Abbildung zeigt den Tinnitusindex aller Ratten (n=20) im letzten Konditionierungstraining
vor Eintritt in die Versuchsphase. Alle Ratten erfiillten das definierte Kriterium; einen
Tinnitusindex < 0.1. Diese Abbildung steht exemplarisch fir die Iletzten 6-10
Konditionierungstage, in denen jedes Tier den Tinnitusindex von < 0.1 im Durchschnitt
unterschritt.

Weiterhin musste fir das Experiment eine durchgehend hohe Motivation,
gemessen in Zugriffen pro Minute wahrend der Tonphase, sichergestellt
werden, um dem Ergebnis Aussagekraft zu verleihen. Die in Abbildung 3.4
dargestellten Mittelwerte zeigen die absolute Zahl der Zugriffe auf die
Zuckerwasserspender pro Minute Uber einen Zeitraum von 24 Wochen.
Wahrend der reinen Konditionierungsphase (Wochen 1-14) greifen die
Ratten relativ konstant haufig zu. Nach Eintritt in die Versuchsphase bieten
die Zugriffe pro Minute beim Konditionierungstraining, das der ,Auffrischung”
des erlernten Verhaltens diente, ein heterogeneres Bild. Da eine genaue
Beurteilung aller Tiere auf Grund individuellen Verhaltens schwer zu
verwirklichen war, wurden zur Orientierung Mittelwerte herangezogen. Keine
der Ratten hatte jedoch in der Einzelbetrachtung wahrend der
Konditionierungstage im Durchschnitt weniger als zehn Zugriffe pro Minute
wahrend der Tonphase, womit die Motivation der Tiere ausreichend hoch

war, um dem Ergebnis die notige Aussagekraft zu verleihen.
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Abb. 3.4: Entwicklung der Zugriffshaufigkeit bei Konditionierungstrainings iiber einen
Zeitraum von 24 Wochen

Aufgetragen gegen die Zeitachse sind die Mittelwerte der absoluten Zugriffe von 20 Tieren
wahrend der Tonphase. Die vertikalen Striche stellen die Standardabweichung dar. Wahrend
der ersten 14 Wochen wurde ausschlief3lich konditioniert (Konditionierungsphase), ab der
15. Woche zusétzlich Verhaltenstests (Versuchsphase) durchgefiihrt. Ab der Pfeilmarkierung
(*) dargestellt sind die Mittelwerte der Konditionierungstrainings zwischen den
Verhaltenstests in der Versuchsphase (n=20); hiermit konnte zum einen Uberprift werden, in
wie weit konditioniertes Verhalten verlernt wurde. Zum anderen wurde das
Konditionierungsniveau stabilisiert.

Zusammenfassung

Alle Tiere erreichten das angestrebte Konditionierungsniveau, ausgedruckt

durch einen Tinnitusindex <0.1.

3.2 Test auf die Induzierbarkeit von Tinnitus

Der Test auf die Induzierbarkeit von Tinnitus verifizierte das
Verhaltensmodell von Ruttiger et al., 2003 und diente als Erfolgskontrolle der
Konditionierungsphase. Die pharmakologische Induktion eines Phantom-

Gerauschs mit Natrium-Salizylat wurde an zwei aufeinanderfolgenden
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Versuchstagen an allen 20 Ratten unter Versuchsbedingungen je zweimal
getestet (n=20, doppelt gemessen).

Drei Stunden vor dem Verhaltenstest bekamen die Ratten intraperitoneal
350 mg/kg KG Natrium-Salizylat bzw. Kontrollsubstanz (0,5 ml Saline)
injiziert, da nach drei Stunden das Maximum der Natrium-Salizylat-Wirkung
zu erwarten ist (Chen und Jastreboff, 1995; Eggermont und Kenmochi,
1998). Der Verhaltenstest dauerte mindestens 20 Minuten und wurde wie in
Material und Methoden beschrieben, ohne Bestrafung und nur mit
vereinzelter Belohnung durchgefuhrt (siehe 2.4). Das Balkendiagramm in
Abbildung 3.5 zeigt die Mittelwerte des Tinnitusindex aller 20 Ratten aus
beiden Tests (n=20, doppelt gemessen). Der Tinnitusindex von Tieren die mit
Natrium-Salizylat behandelt wurden war signifikant hoher als der der
Kontrollgruppe [0.30 +0.22 SD gegen 0.067 +0.13 SD, n=20, doppelt
gemessen, p <0.01]. Die durchschnittliche Aktivitat, gemessen in Zugriffen
pro Minute wahrend der Tonphase, war mit 13.5 bei der Kontroligruppe
gegenuber 12.7 bei der Versuchsgruppe (Natrium-Salizylat) vergleichbar
hoch; es konnte kein statistisch signifikanter Unterschied ermittelt werden.
Dieser Verhaltenstest bildete die Grundlage fur die folgenden Versuche in
denen mdogliche Einflisse eines s auf das Verhalten von Tieren untersucht

wurde, die mit Natrium-Salizylat behandelt wurden.
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Abb. 3.5: Tinnitusindex bei Ratten mit Natrium-Salizylatbehandlung und Kontrolle
(Saline)

Dargestellt ist der Tinnitusindex von 20 Ratten bei zwei Verhaltenstests. Die Balken zeigen
die Mittelwerte, die vertikalen Striche die Standardabweichung. Jede Ratte wurde innerhalb
von 14 Tagen zweimal mit Natrium-Salizylat und zweimal mit Kontrollsubstanz (Saline)
behandelt (n=20 doppelt, getestet). Der Tinnitusindex der mit Natrium-Salizylat behandelten
Tiere war dabei signifikant hdher als der Tinnitusindex der Kontrolltiere [0.30 + 0.22 SD
gegen 0.067 = 0.13 SD, n=20, doppelt gemessen, p < 0.01].

Zusammenfassung

Die Ergebnisse des Verhaltenstests zeigen eine deutliche Zunahme im
Tinnitusindex bei Ratten, die zuvor mit Natrium-Salizylat behandelt worden
sind, gegenuber den Kontrolltieren. Das konditionierte Verhalten wurde auch

ohne Bestrafung und Belohnung beibehalten.

3.2.1 Akute Applikation eines PDE-5-Inhibitors

Nach Konditionierung und Prufung der Induzierbarkeit von Tinnitus im

Verhaltensmodell konnte nun im nachsten Schritt geprift werden, ob die
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intraperitoneale Applikation eines PDE-5-Inhibitors kurz nach der
Tinnitusinduktion mit Natrium-Salizylat einen Einfluss auf das Verhalten der
Versuchstiere hat. Hierzu wurden 20 Ratten in vier Versuchsgruppen (A-D) a
funf Tiere aufgeteilt. Jedes Tier wurde einmal mit jeder der vier
Behandlungsmaoglichkeiten, die in Tabelle 3.1 dargestellt sind, behandelt.
Daraus resultierten vier Behandlungstage, die auf vier Wochen verteilt
wurden. Zwischen den Behandlungstagen sollten sich die Versuchstiere drei
Tage erholen und anschliefend durch einmaliges Nachkonditionieren gegen
Verlernen des konditionierten Verhaltens geschutzt werden. Eine solche

Woche wird in Tabelle 3.1 als ,Block” beschrieben.

Tabelle 3.1: Aufteilung der Versuchsgruppen fiir die intraperitoneale Applikation des
PDE-5-Inhibitors

Block I Block II Block III Block IV
Gruppe A |SCY/PDE-5-1 |Sal/PDE-5-I SCY/Sal Sal/Sal
Gruppe B |Sal/Sal SCY/PDE-5-1 |Sal/PDE-5-1 SCY/Sal
Gruppe C |SCY/Sal Sal/Sal SCY/PDE-5-1 Sal/PDE-5-1
Gruppe D |Sal/PDE-5-1 SCY/Sal Sal/Sal SCY/PDE-5-1
PDE-5-I=PDE-5-Inhibitor i.p. |Sal=Saline i.p. SCY=Salizylat i.p.

Jeder dieser vier Versuche begann drei Stunden vor der Testsitzung mit der
intraperitonealen Applikation von Natrium-Salizylat (350mg/kg KG), bzw.
Saline als Kontrollsubstanz. 2.5 Stunden nach der Applikation von Natrium-
Salizylat oder Kontrollsubstanz bekamen die Ratten 3 mg/kg KG PDE-5-
Inhibitor intraperitoneal bzw. 0.5 ml Saline als Kontrollsubstanz injiziert. 30
Minuten spater wurde der Verhaltenstest durchgefuhrt. Die Aktivitat wahrend
der Tonphase im zwanzigminutigen Verhaltenstest erreichte in allen
Testgruppen ein ahnlich hohes Niveau (Abb. 3.6). Dabei mussten bei jedem

Verhaltenstest mindestens drei Zugriffe pro Minute wahrend der Tonphase
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durch das Versuchstier erfolgen, um als aussagekraftig gewertet zu werden.

Alle Ratten erfullten bei jedem Verhaltenstest dieses Kriterium (n=20).

25
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0

OSaline/Saline ENa-Salizylat/Saline B Saline/PDE-5-1 [ONa-Salicylat/PDE-5-I

Abb. 3.6: Zugriffshdufigkeit von Ratten auf die Zuckerwasserspender wdhrend der
Tonphase im 20miniitigen Verhaltenstest ohne Bestrafung bzw. Belohnung

Die Balken stellen die Mittelwerte der Zugriffshaufigkeit dar, die vertikalen Striche die
Standardabweichung, Stichprobengréfle n=20. Zwischen den einzelnen Versuchsgruppen
konnten keine statistisch signifikanten Unterschiede festgestellt werden (p < 0.05,
nichtparametrischer Paarvergleichstest nach Wilcoxon). PDE-5-1=.

Wie erwartet, unterschieden sich die mit Saline vorbehandelten Tiere
(Saline/Saline, Saline/) durch einen deutlich geringeren Tinnitusindex von
denen, die mit Natrium-Salizylat (Natrium-Salizylat/Saline, Natrium-Salizylat/
) behandelt wurden (Abb. 3.7). Diese beiden Gruppen sind im Vergleich
signifikant verschieden und somit ist das Tinnitus-Modell auf der Basis von
Natrium-Salizylat erneut bestatigt (Vergleich der zusammengezogenen
Mittelwerte beider mit Saline behandelter Gruppen mit den
zusammengezogenen Mittelwerten der mit Natrium-Salizylat behandelten
Gruppen [0.049 + 0.048 gegen 0.45 + 0.27, n=20, p < 0.05]). Zwischen den
Tieren, die mit Natrium-Salizylat und einem PDE-5-Inhibitor behandelt

worden sind und den Kontrolltieren (Natrium-Salizylat/Saline) konnte jedoch
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leider kein signifikanter Unterschied im Tinnitusindex gemessen werden
[0.50 £ 0.29 gegen 0.41+0.25, n=20, n.s.] (Abbildung 3.7, mit ,n.s.”

markiert).
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Abb. 3.7: Tinnitusindex bei vier Versuchsgruppen nach einem 20 miniitigen
Verhaltenstest (ohne Bestrafung bzw. Belohnung)

Die Balken reprasentieren den Tinnitusindex von vier Versuchsgruppen mit unterschiedlicher
Vorbehandlung: 3h vor der Testsitzung wurde den Ratten Natrium-Salizylat bzw. Saline
intraperitoneal appliziert, 30 min. vor dem Verhaltenstest wurde dann Saline als Kontroll-
oder ein PDE-5-Inhibitor als Testsubstanz gespritzt. Die Balken stellen die Mittelwerte des
Tinnitusindex dar, die vertikalen Striche die Standardabweichung (StichprobengréRe n=20).
Signifikante Unterschiede ergeben sich zwischen den mit Saline vorbehandelten Tieren
(Saline/Saline, Saline/PDE-5-Inhibitor) und den Tieren, die Natrium-Salizylat zur
Tinnitusinduktion bekommen haben (Natrium-Salizylat/Saline, Natrium-Salizylat/PDE-5-
Inhibitor. Es konnte kein signifikanter Unterschied (*n.s.) zwischen den Versuchsgruppen
Natrium-Salizylat/Saline und Natrium-Salizylat/PDE-5-Inhibitor im Paarvergleich nach
Wilcoxon festgestellt werden.

Zusammenfassung

Der PDE-5-Inhibitor hat in der verabreichten Form und Konzentration keinen
im Verhaltenstest statistisch nachweisbaren Effekt auf die durch Applikation
von Natrium-Salizylat erwirkte Verhaltensanderung. Auch in der mit Saline
behandelten Kontrollgruppe konnte durch den PDE-5-Inhibitor kein statistisch

messbarer Unterschied festgestellt werden.
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3.2.2 Hormessungen nach dem PDE-5-Inhibitor—Akuttest

Natrium-Salizylat in hohen Dosen fuhrt bekanntermallen zu akutem,
reversiblem Horverlust. Um zu prifen, ob sich die PDE-5-Inhibitor-
Behandlung auf eine Salizylat-induzierte Horminderung auswirkt, wurde eine
Stunde nach dem Verhaltenstest bei sechs Ratten eine Horschwellenprifung
mittels BERA (Brain Stem Evoked Response Audiometry) durchgefuhrt. Zwei
Verfahren kamen dabei zur Anwendung: zum einen eine
frequenzunspezifische Horschwellenermittiung mit ,Klick-Reizen®, zum
anderen eine frequenzspezifische Horschwellenermittlung, aufsteigend in
zwOlIf Schritten von 1 kHz bis 45.25 kHz.

Bei der Horschwellenermittlung durch ,Klick-Reize® zeigte sich ein deutlicher
Horverlust in der mit Natrium-Salizylat behandelten Gruppe gegenuber den
mit Saline behandelten Tieren [33.3 + 2.8 gegen 7.5 + 2.6, n=6, p < 0.05].
Die Horschwellen der Ratten, die 30 Minuten vor dem Verhaltenstest
zusatzlich mit dem PDE-5-Inhibitor behandelt worden waren, zeigten keine
statistisch signifikanten Unterschiede zu den Horschwellen der Tiere, die mit
Natrium-Salizylat und Saline behandelt worden waren [34.2 + 3.03 gegen
32.3 + 2.6, n=6, n.s.] (Abb. 3.8).
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Abb. 3.8: Horschwellen bei Stimulation durch "Klick-Reize" nach akuter Behandlung
mit Natrium-Salizylat und einem PDE-5-Inhibitor

Die Abbildung zeigt die Mittelwerte der Hérschwellen (in dB SPL) derselben Ratten (n=6)
nach unterschiedlicher Behandlung. Die Versuchsgruppen wurden gegeneinander auf
statistisch signifikante Unterschiede mit dem nicht-parametrischen Paarvergleichstest nach
Wilcoxon verglichen. Signifikante Unterschiede (bei p < 0.05) ergaben sich zwischen den
Tieren, die Natrium-Salizylat zur Tinnitusinduktion bekommen hatten (Natrium-
Salizylat/Saline, bzw. Natrium-Salizylat/ PDE-5-Inhibitor), und den mit Saline vorbehandelten
Tieren (Saline/Saline, Saline/PDE-5-Inhibitor) [33.3 + 2.8 gegen 7.5+ 2.6, n=6, p <0.05].
Der PDE-5-Inhibitor selbst hatte keinen statistisch messbaren Effekt auf die Hoérschwelle
(kein signifikanter Unterschied zwischen Saline/Saline und Saline/PDE-5-Inhibitor und
zwischen Natrium-Salizylat/Saline und Natrium-Salizylat/PDE-5-Inhibitor) [34.2 + 3.03 gegen
32.3 £ 2.6, n=6, n.s.] (n.s.).

Die Auswertung der frequenzspezifischen Horschwellenermittiung ergab ein
ahnliches Bild wie die Horschwellenermittlung bei ,Klick-Reizen®. Auch hier
zeigte sich ein signifikanter Unterschied zwischen der ,Tinnitus-Gruppe®, die
mit Natrium-Salizylat behandelt wurde und den mit Saline behandelten
Kontrolltieren (p < 0.01).

Der Vergleich von PDE-5-Inhibitor behandelten Ratten mit den Kontrolltieren
weist auch bei der frequenzspezifischen Horschwelle keinen statistisch
messbaren Unterschied auf (Abb. 3.9). Die grofte Differenz zeigt sich
zwischen den beiden mit Saline behandelten Gruppen bei 2.83 kHz, weist
aber im nicht-parametrischen Paarvergleich nach Wilcoxon statistisch keinen
messbaren Unterschied auf [54 +8.9 (Saline/PDE-5-Inhibitor) gegen
48.8 + 8.5 (Saline/Saline), n=6, n.s.].
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Abb. 3.9: Frequenzspezifische Horschwellen von Versuchs und Kontrollgruppen nach
Behandlung mit einem PDE-5-Inhibitor

Das Liniendiagramm zeigt die Horschwellen von Ratten (n=6) mit unterschiedlicher
Behandlung bei Frequenzen von 1 kHz bis 45.3 kHz. Die vertikalen Striche zeigen die
Standardabweichung. Zu erkennen ist ein durchschnittlicher Horverlust von 10 bis 15 dB
SPL zwischen der Tinnitusgruppe (behandelt mit Natrium-Salizylat=SCY, also SCY/ PDE-5-
Inhibitor bzw. SCY/Saline) und der Kontroligruppe (behandelt mit Saline/Saline, bzw.
Saline/PDE-5-Inhibitor). Es zeigen sich signifikante Unterschiede im Paarvergleich nach
Wilcoxon zwischen den mit einem PDE-5-Inhibitor behandelten Tieren und den Kontrolltieren
(p <0.05).

Zusammenfassung

Auch in der Hormessung des Akuttest zeigt sich, dass die Behandlung mit
einem PDE-5-Inhibitor in der durchgefuhrten Art, bei der angewendeten
Applikationsform und bei der injizierten Konzentration keinen statistisch
signifikanten Unterschied zur Kontrollbehandlung mit Saline aufweist. Weder
die absolute Horschwelle bei ,Klickreizen noch die frequenzspezifische
Horschwelle wurden durch den PDE-5-Inhibitor beeinflusst.
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3.3 Orale Langzeitapplikation eines PDE-5-Inhibitors

3.3.1 Verhaltenstests

In einem zweiten Ansatz sollte gepruft werden, ob die kontinuierliche,
mehrtagige Gabe eines PDE-5-Inhibitors einen Effekt auf die Remission von
Natrium-Salizylat-induziertem Tinnitus hat.

Die bereits im Akuttest behandelten 20 Ratten wurden in zwei Gruppen a

zehn Tiere aufgeteilt und in zwei Versuchsblocken je einmal als

Versuchsgruppe und einmal als Kontrollgruppe verwendet. Jeder

Versuchsblock umfasste funf ahnlich aufgebaute Behandlungstage (Tab. 3.2)

Tab. 3.2: Zeitplan fiir einen Block der PDE-5-Inhibitor Langzeitapplikation

1.Tag 2.Tag 3.Tag 4.Tag 5.Tag
PDE-5-1/ PDE-5-1/ PDE-5-1/ PDE-5-1/ PDE-5-
Morgens | Saline oral Saline oral Saline oral Saline oral Saline oral
SCY/Saline i.p. [SCY/Saline i.p.
Mittags Vortest Kein "Nach 8 Std." ['Nach 30 Std." |"Nach 50 Std."
\Veraltenstest |Hormessungen [Hérmessungen |[Hérmessungen
PDE-5-1/ PDE-5-1/ PDE-5-1/ PDE-5-1/
Abends Saline oral Saline oral Saline oral Saline oral
SCY/Saline i.p. [SCY/Saline i.p.
Legende: PDE-5-1 = PDE-5-Inhibitor, oral
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Morgens und abends erfolgte jeweils die orale Applikation des PDE-5-
Inhibitors (10mg/kg KG) bzw. der Kontrollsubstanz (Saline), sowie vom
Abend des ersten bis zum Morgen des dritten Tages insgesamt viermal eine
intraperitoneale Gabe von Natrium-Salizylat (je 200mg/kg KG, insgesamt
800mg/kg KG), bzw. Kontrollsubstanz (Saline) bei allen Versuchstieren
(Tab. 3.2). Durch die im Abstand von 12 Stunden wiederholt erfolgende
Verabreichung des PDE-5-Inhibitors sollte ein gleichmafig hoher Blutspiegel
erzielt werden.

Zwischen den Applikationen wurden dann die Verhaltenstests und
Hormessungen durchgefuhrt (Tab. 3.2). Am ersten Tag wurde ein ,Vortest®
durchgefuhrt, vor dem lediglich eine orale Dosis PDE-5-Inhibitor sowie
Kontrollsubstanz, aber noch kein Natrium-Salizylat appliziert wurde. Die
Ergebnisse des Vortests dienten als Referenzwert zu den folgenden
Verhaltenstests, um einen maoglichen Effekt des PDE-5-Inhibitors per se auf
das Verhalten der Ratten zu detektieren. Nach Gabe des PDE-5-Inhibitor,
bzw. Saline, viermaliger Gabe von Natrium-Salizylat (je 200mg/kg KG,
insgesamt 800mg/kg KG) ebenfalls im Abstand von 12 Stunden wurde am
dritten Tag acht Stunden nach der letzten Injektion von Natrium-Salizylat der
Verhaltenstest ,Nach acht Stunden“ durchgefuhrt, mit anschlieRender
Hormessung an 4-6 ausgewahlten Ratten (Tab. 3.2). Es folgten nach
gleichem Schema die Tage vier und funf mit den Verhaltenstests 30 Stunden
(Abb. 3.10 + 3.11, ,Nach 30 Stunden®) und 50 Stunden (Abb. 3.10 + 3.11,
.,Nach 50 Stunden®) nach der letzten Salizylatapplikation, an die sich
ebenfalls Hormessungen anschlossen (n=5-6, siehe Kapitel 3.3.2). Nach
Abschluss der beiden funftagigen Versuchsblocke, zwischen denen zwei
Wochen mit Erholung (freier Zugang zu Futter und Wasser) und
Rekonditionierung lagen, wurde drei Wochen spater ein einmaliger
Verhaltenstest durchgefuhrt. Fur diesen Verhaltenstest wurden die
verbliebenen Ratten entsprechend der Einteilung aus dem letzten
Versuchsblock in zwei Gruppen a neun (mit einem PDE-5-Inhibitor
behandelt) und a sieben Versuchstiere (Kontrolle, mit Saline behandelt)

aufgeteilt. Dieser Verhaltenstest nach drei Wochen sollte Aufschluss geben
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Uber die Persistenz von Tinnitus Uber die Zeit und das Wirkungsprofil des
PDE-5-Inhibitors. Im Anschluss an den Verhaltenstest wurde ebenfalls eine
Hormessung durchgefuhrt (vgl. Kapitel 3.3.2).

Wahrend der Versuche verstarben funf Tiere, so dass die Anzahl der
Versuchstiere im Verlauf von 20 auf 15 reduziert werden musste. Hierdurch
ergeben sich Variationen in den ,n-Zahlen® der Versuchsauswertung. Um
dem Experiment die notige Aussagekraft beizumessen, wurden nur
Verhaltenstests gewertet, in denen die Zugriffshaufigkeit von drei Zugriffen
pro Minute nicht unterschritten wurde.

Abbildung 3.10 zeigt, dass sich die Zugriffshaufigkeiten innerhalb der
Versuchsgruppen an den einzelnen Versuchstagen nur gering
unterschieden. Es konnten keine statistisch signifikanten Unterschiede
festgestellt werden (p < 0.05). Im Vergleich der einzelnen Verhaltenstesttage
gegeneinander lag die Zugriffshaufigkeit im Test nach drei Wochen
signifikant hoher als im Test 50 Stunden (p <0.01) und 30 Stunden
(p < 0.05) nach der letzte Applikation von Natrium-Salizylat.
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Abb. 3.10: Zugriffshaufigkeit von Ratten auf die Zuckerwasserspender wahrend der
Tonphasen in fiinf Verhaltenstests (jeweils mindestens 20 min ohne Bestrafung bzw.
Belohnung)

Dargestellt sind Mittelwerte aller Ratten (n=16-20). Statistisch signifikant (im Wilcoxon-
Paarvergleich) getestet wurde ,nach drei Wochen* gegen nach ,30 Stunden® (p<0.05) (*)
und ,nach 50 Stunden® (p<0.01) (**). Beachte: Es zeigt sich in keiner Testphase ein
signifikanter Unterschied zwischen Kontroll- und Wirksubstanz.

Der Tinnitusindex der verschiedenen Versuchsgruppen im Test mit
kontinuierlicher Gabe des PDE-5-Inhibitors ist in Abbildung 3.11 dargestellt.

Eine signifikante Erhohung des Tinnitusindex zeigt sich nach Natrium-
Salizylat-Applikation verglichen mit dem Vortest gegen die Versuchsgruppen
im Test ,Nach acht Stunden® (im Paarvergleich nach Wilcoxon getestet)
[0.02 = 0.07, n=18-19, doppelt gemessen, gegen 0.55 + 0.52, n=16 doppelt
gemessen, p<0.05] dieser statistisch messbare Unterschied im
Tinnitusindex bleibt auch im Verhaltenstest ,Nach 50 Stunden® noch
bestehen [0.02+0.07, n=18-19, doppelt gemessen, gegen 0.16 = 0.24, n=16-
17 doppelt gemessen, p < 0.05]. Erst im Verhaltenstest ,Nach drei Wochen®
gibt es keinen statistisch messbaren Unterschied im Tinnitusindex im

Vergleich zum Vortest mehr.
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Abb. 3.11: Tinnitusindex von Ratten nach oraler Langzeitbehandlung mit einem PDE-
5-Inhibitor

Als Balken dargestellt sind die Mittelwerte der Zugriffshaufigkeit auf Zuckerwasserspender
von Ratten mit Natrium-Salizylat (SCY) und einem PDE-5-Inhibitor, bzw. Kontrollsubstanz
(Saline) behandelt wurden. Die vertikalen Striche zeigen die Standardabweichung an. Die
Stichprobengrée variiert, da funf Tiere wahrend der Behandlung verstarben (n=15-20).
Statistisch signifikante Unterschiede ergibt der Vergleich des Tinnitusindex (Paarvergleich
nach Wilcoxon) des Vortests (sowohl Versuchsgruppe als auch Kontrollgruppe) gegen die
Verhaltenstests nach 8, 30 und 50 Stunden (*). Nach drei Wochen findet sich kein
Unterschied im Tinnitusindex mehr. Die Versuchs- und die Kontrollgruppe sind zu den
einzelnen Zeitpunkten nicht statistisch signifikant verschieden (n.s.).

Zusammenfassung

Mit der Langzeitapplikation eines PDE-5-Inhibitors sollte primar ein Effekt auf
die Remission des Natrium-Salizylat-induzierten Tinnitus gepruft werden.
Vergleicht man Versuchs- und Kontroligruppe an den einzelnen Tagen
miteinander, so zeigt sich, dass bei keinem der Verhaltenstests eine
statistisch  signifikante  Differenz  im  Tinnitusindex zwischen der
Versuchsgruppe (PDE-5-Inhibitor) und der Kontrollgruppe (Saline)
nachweisbar wurde. Betrachtet man den Verlauf der Tinnitus-Remission, so
scheint es, dass die mit einem PDE-5-Inhibitor behandelten Ratten einen
tendenziell gleichmafigeren Erholungsverlauf zeigen als die Kontrolltiere
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(Saline). Die Kontrolltiere weisen bereits im in Verhaltenstest 30 Stunden
nach der letzten Natrium-Salizylat-Applikation bereits einen niedrigeren
Tinnitusindex auf als im Verhaltenstest ,Nach 50 Stunden®. In der
Versuchsgruppe aber sinkt im Verhaltenstest ,Nach 50 Stunden der
Tinnitusindex im Vergleich zum Verhaltenstest ,Nach 30 Stunden“ noch
einmal deutlich (Abbildung 3.11)

Ein signifikanter Effekt des PDE-5-Inhibitors auf das Verhalten der mit
Natrium-Salizylat behandelten Versuchstiere konnte jedoch zu keiner Phase
des Langzeittests nachgewiesen werden.

3.3.2 Hormessungen

Wie bereits im Akuttest (Kapitel 3.2), wurden auch nach der kontinuierlichen
oralen Applikation des PDE-5-Inhihibitors Hormessungen durchgefuhrt. An
vier Tagen in jedem Versuchsblock (Tabelle 3.2), sowie einmalig drei
Wochen nach der letzten Applikation von Natrium-Salizylat wurde das
Horvermogen der Versuchstiere getestet. Fur die Hormessungen wurden zu
Beginn 12 Ratten ausgewahlt, die in zwei Gruppen a 6 Tiere aufgeteilt
wurden. An einer Gruppe wurde die Wirkung des PDE-5-Inhibitors
untersucht, die zweite Gruppe mit Kontrollsubstanz (Saline) behandelt. Da
direkt zu Anfang eine Ratte der Kontrollgruppe verstarb, reduzierte sich die
n-Zahl hier auf funf. Im Verlauf der Versuche verstarben weitere Tiere, bzw.
wurde ein Tier wegen schlechtem Allgemeinzustand und hierdurch deutlich
beeinflussten Ergebnissen aus der Auswertung gestrichen (Tabelle 3.3).
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Tabelle 3.3: Ubersicht iiber die den Versuchen zugrundeliegenden ,,n“-Zahlen

Vortest: n=11
.Nach acht Stunden“: n=11
,Nach 30 Stunden®: n=8
»,Nach 50 Stunden*: n=9
.,Nach drei Wochen*: n=9

Wie in Material und Methoden (Kapitel 2.8) beschrieben, gliedert sich die
Hormessung in zwei Teile. Zum einen die Ermittlung der Horschwelle durch
breitbandige ,Klick-Reize", zum anderen frequenzspezifisch im Bereich von 1
kHz bis 45.3 kHz. Beide Messungen wurden nacheinander durchgefluhrt, fur
die frequenzspezifische Horschwellenmessung wurde das in der ,Klick-Reiz"-
Messung bessere Ohr ausgewahlt.

In Abbildung 3.12 ist der Horschwellenverlauf nach ,Klick-Reizung®
dargestellt. Der ,Vortest® zeigt die frequenzunspezifische Horschwelle nach
einmaliger oraler PDE-5-Inhibitor-Applikation (10mg/kg KG) ohne Tinnitus-
Induktion. Es folgten dann 4 intraperitoneale Injektionen Natrium-Salizylat
(200mg/kg KG) Uber einen Zeitraum von 48 Stunden. Parallel dazu erfolgte
die orale Applikation des PDE-5-Inhibitors.

Statistisch wurden die Daten mit einem ,Student’s t-Test” ausgewertet. Zu
erkennen ist eine signifikante Horschwellenerhohung acht Stunden nach der
vierten und letzten Natrium-Salizylat-Injektion im Vergleich der addierten
Mittelwerte von Versuchsgruppe (PDE-5-Inhibitor) und der Kontrollgruppe
(Saline) verglichen mit den entsprechenden Mittelwerten des ,Vortest*
[33.6 +6.36 gegen 6.1 +2.14, n=11, p <0.05]. Im Verlauf zeigt sich eine
konstante Remission des Tinnitus. Ab 50 Stunden nach der letzten Natrium-
Salzylat-Injektion ist keine signifikante Horschwellenerhhung im Vergleich
zum ,Vortest* (=Ausgangsniveau) mehr nachweisbar. Vergleicht man die mit
einem PDE-5-Inhibitor behandelte Versuchsgruppe mit der Kontrollgruppe
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(Saline), so zeigen sich bei der Ausgangsmessung (,Vortest”) und bei
Messungen nach Wiedererlangen des Ausgangsniveaus (,Nach 50
Stunden®, bzw. ,Nach drei Wochen") keine signifikanten Unterschiede. Wie
aber stellt sich die Erholung, die Remission des Natrium-Salizylat-induzierten
Tinnitus bis zum Erreichen des Ausgangsniveaus im Test ,Nach 50 Stunden®
dar?

Acht Stunden nach der letzten Injektion von Natrium-Salizylat haben
Versuchs- und Kontrollgruppe einen fast identischen Horverlust von etwa 30
dB. 22 Stunden spater ist die Horschwelle beider Testgruppen weiter
gesunken (Abb. 3.12, ,Nach 30 Stunden®). Hier zeigt sich ein Unterschied
zwischen der Versuchs- (PDE-5-Inhibitor) und der Kontrollgruppe (Saline).
Die Versuchsgruppe weist eine um 7 dB niedrigere Horschwelle auf als die
mit Saline behandelte Kontrollgruppe. Dieser Unterschied verfehlt jedoch die
festgelegte Signifikanzgrenze von p <0.05 [13.8 dB SPL + 10.37 dB gegen
20.5 dB SPL = 4.14 dB, n=8, n.s. bei p < 0.05].
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Abb. 3.12 : Frequenzunspezifische Horschwellen nach Tinnitus-Induktion und
oraler PDE-5-Inhibitor-Applikation

Die Abbildung zeigt den Horverlust (in dB) nach Tinnitus-Induktion durch viermalige
Applikation von Natrium-Salizylat (200mg/kg KG). Finf Messungen wurden Uber einen
Zeitraum von drei Wochen durchgefiihrt (n=15-20). Die vertikalen Striche beschreiben die
Standardabweichung. Auf der Ordinate ist die relative Lautstarke in dB SPL, auf der
Abszisse der Zeitpunkt der Hérmessung, angegeben in Stunden nach der letzten Applikation
von Natrium-Salizylat, aufgetragen. Bis 30 Stunden nach der letzten Applikation von
Natrium-Salizylat sind die Horschwellen signifikant zum Vortest erhdht (*). Der
Horschwellenunterschied zwischen Versuchs- (PDE-5-1) und Kontrollgruppe (Saline) ,Nach
30 Stunden® bleibt marginal oberhalb der Signifikanzgrenze (n.s.*). Auch die zu anderen
Zeitpunkten gemessenen Horschwellen zeigen keinen signifikanten Unterschied zwischen
Versuchsgruppe (PDE-5-1 + SCY) und Kontrollgruppe (Saline + SCY) (n.s.).

Einen detaillierteren Uberblick Uber den Horverlust bietet die
frequenzspezifische Hormessung.

In den Abbildungen 3.13-3.17 ist im Liniendiagramm der Horverlust zu den
Zeitpunkten ,Vortest”, ,Nach acht Stunden®, ,Nach 30 Stunden®, Nach ,50
Stunden“ und ,Nach drei Wochen® dargestellt. Die Frequenzmessungen
wurden im Anschluss an eine ,Klick-Reiz“-Messung nur auf dem in dieser
Untersuchung besseren Ohr durchgefuhrt. Gemaly des Horvermogens der
Ratte zeigt sich eine ,Bestfrequenz® bei ca. 8 kHz. Erkennbar ist dies durch
einen wannenformigen Kurvenverlauf. Abbildung 3.13 zeigt die Horschwellen
der Frequenzmessungen des ,Vortest® ohne Tinnitusinduktion durch
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Natrium-Salizylat. Versuchsgruppe und Kontrollgruppe beschreiben nahezu
identische Kurvenverlaufe. Lediglich bei 43.5 kHz unterscheiden sich beide
Gruppen, jedoch ohne statistische Signifikanz. Acht Stunden nach der letzten
von vier Natrium-Salizylat Injektionen (Abbildung 3.13) zeigt sich eine
Erhohung der Horschwelle. Im Mittel steigt die Horschwelle um 10 dB, am
starksten verandert sich die Horschwelle um die Bestfrequenz herum (4-
16 kHz) und bei hohen Frequenzen (bis45.3 kHz). Hier findet man
durchschnittlich 11 dB  Horschwellenerhohung, wohingegen die sehr
niedrigen Frequenzen im Durchschnitt nur 8 dB Horverlust zeigen.

Im Remissionsverlauf nimmt die Horschwelle dann wieder ab. Bei einigen
Frequenzen erreichen die Ratten schon 30 Stunden nach der
Tinnitusinduktion (nahezu) ihren Ausgangswert aus dem Vortest (4, 5.66, 16,
22.3 kHz; Abbildung 3.14), wahrend bei anderen Frequenzen erst 50
Stunden nach der Tinnitusinduktion eine ausgepragte Schwellenabnahme
eintritt (Abbildung 3.15). Auch hier Iasst sich aber, ahnlich wie bei der ,Klick-
Reiz“-Messung, uber alle Versuchstage hinweg ein Kkontinuierlicher
Remissionsverlauf feststellen. 50 Stunden nach der Tinnitusinduktion haben
Versuchs- und Kontrollgruppe dann das Ausgangsniveau vom ,Vortest®
erreicht. Es zeigt sich aber vor allem in der Versuchsgruppe (PDE-5-Inhibitor)
ein inhomogeneres Bild: Verglichen mit den Werten aus dem Vortest (Abb.
3.13) weichen die Hoérschwellen 50 Stunden nach Tinnitusinduktion bei
einigen Frequenzen zum Teil deutlich von denen aus dem Vortest ab.
Sowohl Verbesserungen (z.B. bei 4 und 16 kHz, jeweils 4 dB) als auch
Verschlechterungen (z.B. bei 2.83 und 11.3 kHz 4 bzw. 5 dB) lassen sich
verzeichnen. Bei der mit Saline behandelten Kontrollgruppe gibt es ebenfalls
Differenzen; hier sind die gemessenen Horschwellen ,Nach 50 Stunden®
aber durchweg niedriger als im Vortest.

Im Vergleich von Versuchsgruppe und Kontrollgruppe sind in der
Gesamtbetrachtung der einzelnen Testtage keine signifikanten Unterschiede
zu erkennen. Lediglich bei Einzelbetrachtung der Frequenzen kénnen im
.otudent’s t-Test” signifikante Unterschiede zwischen Versuchsgruppe und
Kontrollgruppe ausgemacht werden. Die deutlichsten Unterschiede zeigen
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sich, wie in Abbildung 3.14 zu sehen, ,Nach acht Stunden® bei hohen
Frequenzen (32 und 45.3 kHz). Wahrend bei der Kontrollgruppe (Saline) ein
Horverlust von 6 dB (32 kHz) und 8 dB (45.3 kHz) zu verzeichnen ist, nimmt
die Horschwelle bei der Versuchsgruppe (PDE-5-Inhibitor) um 14 dB (32
kHz), bzw. 11 dB (43.5. kHz) zu. Statistisch signifikant ist nur der Unterschied
bei 45.3 kHz. Nach 30 Stunden (Abb. 3.15) sind zwischen Versuchs- und
Kontrollgruppe keine signifikanten Unterschiede mehr erkennbar. 50 Stunden
nach der letzten Natrium-Salizylat-Injektion (Abb. 3.16) gibt es dann mehrere
Frequenzen, bei denen signifikante Unterschiede zwischen der Versuchs-
und der Kontrollgruppe bestehen. Bei 11.3, 16 und 32 kHz ist die
Horschwelle der Versuchsgruppe jeweils signifikant hoher als die der
Kontrollgruppe (p <0.05). Fur alle anderen Frequenzen konnten keine
signifikanten Unterschiede nachgewiesen werden. Die in diesem
Versuchsteil untersuchte Langzeitwirkung eines PDE-5-Inhibitors zeigt damit
keine eindeutige Verbesserung der Horschwellenabwanderung nach
Natrium-Salizylat-induziertem Tinnitus.

In der Gesamtbetrachtung der einzelnen Versuchstage konnten keine

signifikanten Unterschiede festgestellt werden.
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Abbildungen 3.13 bis 3.17 (A-E): Frequenzspezifische Ho6rschwelle zu

unterschiedlichen Zeitpunkten nach Applikation eines PDE-5-Inhibitors und vor bzw.
nach Tinnitusinduktion

In den Liniendiagrammen dargestellt sind die Mittelwerte (n=5-n=6) frequenzspezifischer
Horschwellen. Frequenzen sind aufsteigend von 1 kHz bis 45,3 kHz auf der Abszisse
abgetragen, die Ordinate gibt den Hoérverlust in dB an. Durch vertikale Striche ist die
Standardabweichung (SD) markiert; die der Kontrollgruppe nach oben, die der
Kontrollgruppe nach unten.

Die Abbildungen A-E beginnen mit der frequenzspezifischen Hoérschwelle des Vortest (A)

und zeigen den Remissionsverlauf von der Tinnitusinduktion (B) bis zum Test ,Nach drei
Wochen* (E).
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Tinnitusindex im Verhaltenstest
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Abb. 3.18: Erholung im Langzeittest — Vergleich zwischen Tinnitusindex (A) und
Horschwellenverschiebung (B)

Die Abbildung (A) zeigt den Tinnitusindex an den einzelnen Versuchstagen vom Vortest bis
zum Test drei Wochen nach der letzten Applikation von Natrium-Salizylat (n=15-20).
Darunter abgebildet (B) ist der entsprechende Hoérverlust in der frequenzunspezifischen
Horschwellenmessung (n=5-6). Zu erkennen ist, dass sich die Horschwelle bereits im Test
,Nach 50 Stunden“ wieder auf dem Niveau des ,Vortest® befindet, wohingegen der
Tinnitusindex zu diesem Zeitpunkt im Vergleich zum Vortest noch signifikant erhéht ist und
erstim Test ,Nach drei Wochen® das Ausgangsniveau erreicht hat.

Zusammenfassend zeigt die Auswertung der Experimente, dass es zwischen

der Behandlung mit einem PDE-5-Inhibitor und der Kontrollbehandlung
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(Saline) in keinem der vier Versuchsteile einen signifikanten Unterschied
gegeben hat. Weder fur die akute Applikation des PDE-5-Inhibitors, noch fur
eine orale Langzeitbehandlung konnte ein signifikanter Einfluss auf den
Tinnitusindex oder den Horverlust gezeigt werden.

In einem  parallelen  Projektabschnitt ~wurde mit identischer
Applikationsmethode der gleiche PDE-5-Inhibitor in Tinnitus-induzierendem
akustischem Trauma studiert. Hier zeigte sich interessanterweise — im
volligen Gegensatz zur vorliegenden Studie — eine signifikante Wirkung des
PDE-5-Inhibitors. Damit deutet sich zum ersten Mal an, dass Salizylat und
akustisches Trauma Tinnitus Uber unterschiedliche Signalwege induzieren

(siehe Kapitel 4, Diskussion).
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4. Diskussion

In der vorliegenden Arbeit wurde der Effekt eines PDE-5-Inhibitors auf das
Tinnitusverhalten und die Horfahigkeit der Ratte nach systemischer Gabe
von Salizylat mit Hilfe von Verhaltenstest und Hormessungen untersucht.
Salizylat in ausreichender Menge systemisch appliziert fuhrt bei Menschen
und Tieren zu Tinnitus (McFadden et al., 1984, Jastreboff und Sasaki, 1994,
Ruttiger et al., 2003).

Die genauen pathophysiologischen Zusammenhange des Salizylat-
induzierten Tinnitus sind ungeklart und werden kontrovers diskutiert. Man
geht zurzeit davon aus, dass Salizylat eine direkte Wirkung auf das zentrale
aber auch auf das periphere Hororgan hat. Wahrend einige Autoren die
Ursache von Tinnitus nach Salizylatgabe primar in der pathologischen
Aktivierung cochlearer NMDA-Rezeptoren sehen (Guitton et al., 2003; Peng
et al., 2003; Ruel et al., 2008; Panford Walsh et al., 2007), wird von anderen
ein Ungleichgewicht in der lateralen Inhibition von zentralen auditorischen
Projektionen fur die Manifestation von Tinnitus verantwortlich gemacht.
verantwortlich gemacht (Eggermont, 2003).

Unabhangig von der primaren Ursache des Tinnitus herrscht Einigkeit, dass
Tinnitus, sowohl nach einem Schalltrauma, als auch nach Salizylat-
Applikation, mit Veranderungen neuronaler Aktivitat im auditorischen System
einhergeht (Panford-Walsh et al.; 2007, Cazals et al. 2000; Bauer et al.
2000). So wurden in elektrophysiologischen und molekularbiologischen
Untersuchungen des auditorischen Systems mehrfach Erhdhungen von
spontanen neuronalen Aktivitaten (SFR) beobachtet (fur Reviews: Eggermont
und Roberts, 2004; Cazals, 2000).

Immunhistochemische Untersuchungen der ,Immediate Early Genes® cFos
und dem ,Brain Derived Neurotrophic Factor (bdnf), Markern fur Plastizitat
im Nervensystem (Hughes und Dragunow, 1995), geben weitere stutzende

Hinweise auf eine neuronale Aktivitatszunahme nach Salizylat-Applikation in
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weiten Teilen des zentralen Horsystems (Wallhausser-Franke et al., 2003)
und der Cochlea (Panford-Walsh et al., 2007).

Geht man von einer kausal peripheren Genese des Tinnitus durch eine
vorausgegangene Schadigung der Haarzellen aus, so ware ein moglicher
therapeutischer Ansatz fur die Behandlung von Tinnitus einen Schaden an
Horzellen einzugrenzen. Salizylat fuhrt Uber eine Veranderung der NMDA-
Rezeptoren in Haarzellen (Ruel et al., 2008) und im Spiralganglion zu einer
Blockade von GABA (Bauer et al., 2000; Eggermont und Kenmochi, 1998)
oder Interaktion mit dem Protein Prestin der aulleren Haarzellen (Oliver et
al., 2007) zu einer Schadigung von Haarzellen, bzw. afferenten Nerven. Geht
man von einer neuroprotektiven Funktion des NO/cGMP/PKG-I/II-
Signalweges in Haarzellen, Afferenzen und Spiralganglien aus, so konnte in
der Manipulation dieses Signalwegs durchaus therapeutisches Potential
liegen. Heinrich et al.,, 2005 konnten eine verstarkte Synthese von eNOS
nach akustischem Trauma im Innenohr feststellen. Er vermutete in der
Aktivierung des  NO/cGMP/PKG-I/Il-Signalweges  einen  moglichen
endogenen zytoprotektiven Mechanismus gegen Stress im Innenohr.
Untersuchungen an Stiutzzellen des Cortischen Organs, ebenfalls nach
Schalltrauma, ergaben einen Anstieg der intrazellularen Kalzium-
Konzentration und weisen auch hier dem NO/cGMP/PKG-I/Il-Signalweg eine
ausschlaggebende Rolle zu (Matsunobu und Schacht, 2000). Geht man von
solch einer Hypothese aus, dann konnten PDE-5-Inhibitoren durch eine
putative protektive NO-Wirkung traumatische Einflisse im Innenohr
antagonisieren und so Tinnitus aufhalten. Uber eine pharmakologische
Erhohung der Wirkkaskade von NO durch einen PDE-5-Inhibitor, wie in der
vorliegenden Arbeit durchgefuhrt, 1asst sich prufen, ob diese Kaskade auf
den Salizylat-induzierten Schaden des Innenohres Einfluss nimmt. Die
Arbeitsgruppe um Yamashita zeigte sowohl fur innere Haarzellen, als auch
fur aulRere Haarzellen (Shen et al., 2005, 2006), dass der traumainduzierte
Anstieg von Ca®" {ber die Aktivierung der NO/cGMP/PKG-I/Il-Kaskade
inhibiert wird. Er vermutet, dass so die Zellen vor einer Ca**-Intoxikation

geschutzt werden.

58



4.1 Verhaltenstests

Operante Konditionierung als Grundlage fur ein Tiermodell, in dem Tinnitus
nachgewiesen werden kann, hat zahlreich Anwendung gefunden und ist eine
etablierte Methode (Ruttiger et al., 2003; Bauer et al., 2000; Salvi et al.,
2004). Mit Hilfe der operanten Konditionierung konnen Nager wie Ratten
erlernen, Tinnitus durch eine Verhaltensanderung anzuzeigen. Durch
Applikation von Salizylat oder durch ein akustisches Trauma kann ein
Tinnitusverhalten induziert werden. Ein solches Tier-Verhaltensmodell zur
Tinnitus-Prafung ist nur in wenigen Laboratorien weltweit etabliert. In der
vorliegenden Studie wurde Natrium-Salizylat eingesetzt, das ab einer Dosis
von 150mg/kg KG im Tiermodell ein subjektives Ohrgerausch auslost
(Rattiger et al., 2003; Lobarinas et al., 2004). Es sollte explizit gepruft
werden, ob der PDE-5-Inhibitor nach einmaliger Gabe den zuvor mit Natrium-
Salizylat induzierten Tinnitus verandern bzw. optimalerweise vermindern
kann. Hierzu wurde 2.5 Stunden nach der Natrium-Salizylat-Applikation der
PDE-5-Inhibitor (3mg/kg KG) intraperitoneal appliziert und 30 Minuten spater
ein Verhaltenstest durchgefuhrt. In einem alternativen Ansatz sollte gepruft
werden, ob der PDE-5-Inhibitor einen Einfluss auf die Remission des
induzierten Tinnitus ausubt. Hier erfolgte Uber einen Zeitraum von funf Tagen
eine tagliche, orale Applikation des PDE-5-Inhibitors. Innerhalb dieser Zeit
wurden die Tiere dreimal nach Salizylat-Applikation auf Tinnitus getestet
(Abb. 3.2, Kapitel 3.3.1).

Kontroll- und die mit dem PDE-5-Inhibitor behandelte Versuchsgruppe
zeigten in Kurz- und Langzeitexperiment nach Tinnitusinduktion eine
deutliche, signifikante Zunahme im Tinnitusindex, d.h. die
Verhaltensanderung zeigte die Wahrnehmung von Tinnitus in beiden
Versuchsansatzen an. Zwischen Versuchs- und Kontrollgruppe konnten
jedoch keine signifikanten Unterschiede festgestellt werden. Weder nach
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Saline- noch nach Natrium-Salizylat-Applikation konnte der PDE-5-Inhibitor
das Verhalten signifikant beeinflussen.

Sicherlich lasst sich nicht ausschlielRen, dass der Versuchsaufbau das
Ergebnis beeinflusst hat. Daher sollte gepruft werden, ob eine Applikation
des PDE-5-Inhitors im Akuttest vor der Tinnitusinduktion ebenfalls ohne
Effekt bleibt. Auch sollte, bevor eine Wirkung vollig ausgeschlossen wird, der
Effekt einer Erhdhung der applizierten Dosis untersucht werden. Diese
Versuchsvarianten scheinen sinnvoll, da nicht veroffentlichte Ergebnisse
zeigen, dass der PDE-5-Inhibitor Horverluste nach Schalltrauma positiv
beeinflussen kann. Da Horverlust und Tinnitus eng korreliert sind (Tan et al.,
2007) qilt es der Frage nach einer Wirkung des PDE-5-Inhibitors weiter

nachzugehen.

4.2 Hérmessungen

Verschiedene Studien zeigen einen Horverlust nach Applikation hoher Dosen
Salizylats (Myers und Bernstein, 1965; McFadden et al., 1984; Wecker und
Laubert, 2004). Pathophysiologisch wird ein Motilitdtsverlust der aufl3eren
Haarzellen angenommen. Salizylat scheint mit seinen positiven Ladungen
eine kompetitive Bindung mit der Chlorid-Bindungsstelle des Motorproteins
Prestin einzugehen. Dadurch, so wird vermutet, konnte der aktive
Verstarkungsmechanismus der &aulleren Haarzellen blockiert werden,
wodurch der Effekt der Horminderung durch Salizylat erklart wird (Kakehata
und Santos-Sacchi 1996; Tunstall et al., 1995; Wecker und Laubert, 2004).
Alternativ wurde vorgeschlagen, dass Salizylat auf die NMDA-Rezeptoren
des auditorischen Nervens in der Postsynapse (Ruel et al., 2008), bzw. den
Spiralganglien (Peng et al., 2003) wirkt oder uber die Blockade von
inhibitorischen GABAergen Efferenzen (Panford-Walsh, 2007) die
Horfahigkeit beeinflusst. Offenbar als Folge all dieser Salizylataktivitaten

wurde eine Schwellenverschiebung von 20-30 dB SPL im primaren Horkortex
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(Al) nach Salizylat-Behandlung bei Versuchstieren beschrieben (Ochi und
Eggermont, 1996).

Auch die in dieser Arbeit beschriebenen Ergebnisse reproduzieren den
Horverlust nach Natrium-Salizylat-Applikation. Sowohl die Kontrolltiere, als
auch die mit dem PDE-5-Inhibitor behandelten Tiere wiesen in den
frequenzspezifischen und frequenzunspezifischen HOrmessungen einen
reversiblen Horverlust von durchschnittlich 20 dB nach Applikation von
Natrium-Salizylat (vergleichbar mit den Studien von Ochi und Eggermont,
1995) auf. In der Auspragung des Horschwellenverlusts unterschieden sich
Kontroll- und Versuchsgruppe nur gering. Lediglich nach Langzeitapplikation
von PDE-5-Inhibitor und Natrium-Salizylat ergeben sich einige Unterschiede.
So ist die Horschwelle in der BERA-Messung nach ,Klick-Reiz“-Stimulation
30 Stunden post Salizylat bei den mit dem PDE-5-Inhibitor behandelten
Tieren gegenuber den Kontrolltieren erniedrigt. Statistisch kann hier jedoch
nur eine Tendenz, keine Signifikanz ausgemacht werden [13.8
dB + 10.37 dB (PDE-5-Inhibitor) gegen 20.5 dB + 4.14 dB (Saline), n=8, n.s.].
In den frequenzspezifischen Hormessungen zeigt sich nach der
Langzeitapplikation das umgekehrte Bild: Hier scheint die Kontrollgruppe bei
Einzelbetrachtung einiger Frequenzen eine tendenziell, teilweise auch
signifikant, niedrigere Horschwelle zu haben als die Versuchsgruppe. In der
Gesamtbeurteilung der frequenzspezifischen Hormessungen relativiert sich
dieser Eindruck jedoch: Es kann zu keinem Zeitpunkt ein signifikanter
Einfluss des PDE-5-Inhibitors auf die Horschwellen gefunden werden. Die
Kontroversitat der Ergebnisse erschwert die Interpretation, legt aber den
Schluss nahe, einen signifikanten Effekt von PDE-5-Inhibitoren auf einen
durch Natrium-Salizylat erzeugten Horverlust auszuschlielen. Dieses
Ergebnis ist im Hinblick auf eine detaillierte Studie in der ein identischer
PDE-5-Inhibitor auf Tinnitus, durch akustisches Trauma verursacht, getestet
wurde, durchaus interessant. So zeigen unveroffentlichte Ergebnisse, dass
der PDE-5-Inhibitor aus der vorliegenden Studie, vor einem Schalltrauma
appliziert, signifikant protektive Effekte zeigt. Weitere Studien zu den

Unterschieden zwischen Salizylat-induziertem Horverlust und Horverlust

61



durch Schalltrauma werden Aufschluss geben, ob Tinnitus tatsachlich auf der
Ebene von Haarzellen und Hornerv Uber unterschiedliche Signalwege
ausgelost wird.

Zusammenfassend zeigen die in der vorliegenden Studie dargestellten
Ergebnisse keinen Effekt von PDE-5-Inhibitoren auf die Tinnitusinduktion und
den Horverlust durch Salizylat. Dieses Ergebnis weist aber — zusammen mit
den in einer parallelen Studie beobachteten positiven Effekten des gleichen
PDE-5-Inhibitors auf Tinnitus und Horverlust durch akustisches Trauma —
erstmals auf verschiedene Signalwege mit denen Noxen in Haarzellen und

Hornerv akustische Fehlwahrnehmungen induzieren konnen hin.
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5. Zusammenfassung

Als Tinnitus beschreibt man eine Phantomwahrnehmung aufgrund einer
Fehlfunktion des auditorischen Systems. Von Tinnitus sind mehr als 8% der
Bevdlkerung in Industriestaaten betroffen. Tinnitus kann bei Menschen und
Tieren durch akustisches Trauma, aber auch durch hohe Konzentrationen
von Salizylat (Aspirin ®) ausgelost werden. Im Hinblick auf die Suche nach
neuen Therapien ist die endogene Neuroprotektion von besonderem
Interesse. Bei der endogenen Neuroprotektion kommt dem durch Ca*"-
Einstrom aktivierten NO/cGMP/PKG-Signalweg eine besondere Bedeutung
zu. In In-vitro-Experimenten verschiedener Autoren wurde nachgewiesen,
dass der NO/cGMP/PKG-Signalweg in den Haarzellen Uber einen
Riickkopplungsmechanismus einen Trauma-induzierten Ca?*-Einstrom in die
Haarzellen blockiert. Mogliche toxische intrazellulare Ca?"-Konzentrationen
konnen dadurch reduziert, und die Zellen so geschutzt werden. Daruber
hinaus konnten NO-synthetisierende Enzyme und NOS-Aktivitat in
cochlearen Neuronen und Haarzellen nachgewiesen werden. Um eine
putativ protektive Funktion des NO/cGMP/PKG-Signalweges auf ototoxische
Traumata zu prufen, bietet sich eine pharmakologische Manipulation des
cGMP-Spiegels, zum Beispiel durch PDE-5-Inhibitoren, an. Vorstudien
zeigen, dass cGMP im Innenohr, besonders in den Haarzellen, vor allem
durch PDE-5 hydrolysiert wird. In der vorliegenden Studie wurde daher ein
eingesetzt um den Einfluss der Verstarkung des zytoprotektiven Signalwegs
auf Salizylat-induzierten Tinnitus zu prufen. Die Studie wurde mit 20 Ratten
durchgefuhrt, die Uber drei Monate in einem Verhaltensmodell fur Tinnitus
konditioniert wurden. Der Effekt des s auf das Horvermdgen und Tinnitus
nach Salizylattrauma wurde im Akut- und im Langzeittest studiert. Im Akut-
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Test wurde der direkt im Anschluss an die Gabe von Salizylat appliziert. Im
Langzeittest wurde der PDE-5-Inhibitor an funf aufeinander folgenden Tagen
mehrfach taglich verabreicht. An zwei der funf Tagen wurde mit Salizylat
Tinnitus erzeugt. In diesem Test sollte explizit die Abklingphase von
Horverlust und Tinnitus nach Tagen und Wochen beobachtet werden. In
beiden Tests konnte nach statistischer Auswertung von Tinnitusverhalten
und Hormessung im Vergleich von - und Kontrollgruppe keine signifikanten
Unterschiede nachgewiesen werden. Unter  den gegebenen
Versuchsbedingungen zeigte der auf den Salizylat-induzierten Horverlust
und korrelierten Tinnitus keinen Einfluss. Interessanterweise zeigte sich in
einer parallelen Studie, in der die Wirkung des gleichen PDE-5-Inhibitors
unter vergleichbaren Bedingungen auf die Horfunktion von Ratten nach
akustischem Trauma getestet wurde, ein signifikanter Effekt: Die Horfahigkeit
blieb hier im Vergleich zu unbehandelten Tieren signifikant besser erhalten.
Bewertet man das Ergebnis der dieser Arbeit zugrunde liegenden Studie im
Kontext dieses parallel erbrachten Befundes, so deutet sich an, dass
Salizylat und akustisches Trauma einen Horverlust und Tinnitus
moglicherweise Uber unterschiedliche Signalwege induzieren. Das
Ausbleiben eines Effekts der -Behandlung auf Salizylat-induzierten Tinnitus
und Horverlust in der vorliegenden Studie ist ein weiterer, interessanter
Befund, der einen besseren Einblick in die therapeutischen Strategien bei der
Behandlung von Horverlust und Tinnitus gewahrt.
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