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5 Einleitung / Ziel der Dissertation

Die Cochleaimplantation stellt heutzutage einen weitverbreiteten chirurgischen Eingriff
zur Wiederherstellung eines tiefgreifenden Horverlustes dar. Der funktionelle Ersatz
des Corti-Organ durch ein Cochleaimplantat (Cl) verbessert nicht nur die Horfunktion,
sondern auch die soziale Situation der Patienten (Singh et al., 2015, Davis et al., 2016).
Trotz Verwendung spezieller Elektrodendesigns, geringerer Insertionstiefe der
Elektrodentrager, schonender Operationstechniken und intraoperativer
Glukokortikoidapplikation kann es durch Cochleaimplantation, sofern vorhanden, zur
Beeintrachtigung oder Verlust des Restgehdrs kommen (Balkany et al., 2006,
Gstoettner et al., 2006, Ludwig et al., 2022, Miranda et al., 2014, Tarabichi et al., 2021,
Kuthubutheen et al., 2015, Braun et al., 2011). Die zugrundeliegenden molekularen
Mechanismen zur Entwicklung otoprotektiver Ansatze sind bislang im Detail noch

unverstanden.

In umfangreichen Vorarbeiten wurde erstmalig gezeigt, dass neben eines direkten
strukturellen Schadens durch die Implantation und der Beeintrachtigung der
Mikrozirkulation, die durch nitrosativen Stress induzierte Hemmung zytoprotektiver
Mechanismen bei Schadigungen des Innenohrs von Bedeutung ist (Dinh et al., 2011,
Li et al., 2007, Weiss et al., 2017, Arpornchayanon et al., 2011).

Stickstoffmonoxid (NO) hat innerhalb der Cochlea eine ambivalente Funktion, da es je
nach Konzentration unterschiedliche physiologische und pathophysiologische
Prozesse moduliert (Heinrich und Helling, 2012). Das Molekdl ist unter anderem fur
die cochleare Mikrozirkulation und die interzellulare Signalkommunikation mittels gap
junctions von Relevanz und tragt so entscheidend zur Aufrechterhaltung des
endocochlearen Potenzials bei (Heinrich und Helling, 2012, Zhao et al., 2006). In
grolRen Mengen besitzt Stickstoffmonoxid jedoch ebenfalls zytotoxische Eigenschaften
und kann Uber die Bildung reaktiver Stickstoffspezies zu direkten Zellschaden und
indirekt zur Einleitung des programmierten Zelltodes fuhren (Yamashita et al., 2004,
Kurabi et al., 2017).

Survivin (BIRC5) ist ein Protein, welches die Caspase-vermittelte Apoptose hemmt
und konnte im Rahmen von Larmtraumata und Gentamicin-induzierter Ototoxizitat
innerhalb cochlearer Strukturen nachgewiesen werden (Knauer et al., 2010,
Habtemichael et al., 2010a). Survivin als solches wird eine potenzielle otoprotektive

Funktion zugesagt (Knauer et al., 2010).
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Nachweislich ist Stickstoffmonoxid in der Lage, die Expression des zytoprotektiven
Apoptoseinhibitorproteins Survivin in der Cochlea, einschlieldlich deren lateraler Wand,
dem Ort der funktionellen Mikrozirkulation des Corti-Organs, zu modulieren (Engels et
al., 2008, Fetz et al., 2009, Habtemichael et al., 2010a, Knauer et al., 2010). Auf welche
Weise diese Regelkreise bei einem Implantationstrauma Mikrozirkulation und
Horerhalt beeinflussen und Uber welche Signalwege sie otoprotektiv oder ototoxisch

wirken, ist unbekannt.

Basierend auf den Vorarbeiten wird postuliert, dass es bei Resthorigkeit nach
Cochleaimplantation durch direkte und indirekte Traumata der cochlearen Strukturen
zur eNOS/iINOS-induzierten NO-Bildung und so zu einer Modulation der Survivin-
Expression kommt. Diese Stressbedingungen konnen einen Horverlust oder auch
einen intrinsischen Schutzmechanismus auslosen. Es soll daher erstmalig die
Bedeutung des Survivin-NO-Signalweges bei Resthorigkeit im
Meerschweinchenmodell untersucht werden. Dabei wird zum einen die Frage
beantwortet, inwiefern eine Cochleaimplantation die Survivin-Expression sowie die
iINOS-Expression innerhalb der Cochlea reguliert. Zudem richtet sich die Fragestellung
dieser Arbeit nach einer Aktivitatssteigerung der endothelialen NO-Synthase im Sinne
einer Phosphorylierung nach Cochlea-Implantation. Die Ergebnisse werden im Kontext
der gegenwertigen Literatur gesetzt und die Rolle eines Survivin-NO-Signalweges im

Rahmen der Cochlea-Implantation diskutiert.



6 Literaturdiskussion

6.1 Anatomische Grundlagen des menschlichen Ohres

Das menschliche Ohr ist ein paarig angelegtes Sinnesorgan und dient zum einen der
akustischen Wahrnehmung und spielt zum anderen eine wichtige Rolle fur den
Gleichgewichtssinn. Anatomisch lasst sich das Ohr in die drei Bereiche aulderes Ohr,

Mittelohr und Innenohr unterteilen.

6.1.1 Ohrmuschel und auBerer Gehodrgang

Der aul3ere Teil des Ohres wird durch die Auricula auris (Ohrmuschel) und den Meatus
acusticus externus (aullerer Gehorgang) gebildet. Letzterer ist etwa drei Zentimeter
lang und endet in einem s-formigen Verlauf am Trommelfell. Er besteht in seinem
Verlauf zu zwei Drittel aus Knorpel und zu einem Drittel aus Knochen. Das Gerust der
Ohrmuschel besteht aus elastischem Knorpel, der durch seine Faltung die klassische
Form des Ohres erzeugt. Dieses besteht aus verschiedenen Erhebungen,
Einsenkungen und Falten. Auricula und Meatus acusticus externus haben die
Funktion, die Schallwellen zum Trommelfell weiterzuleiten. (Merchant und Joseph B.
Nadol, 2010)

6.1.2 Mittelohr

Das Mittelohr besteht aus einem pneumatisiertem Raum im Felsenbein (Pars petrosa
ossis temporalis), der sogenannten Paukenhohle (Cavum tympani), welche Uber die
eustachische Rohre (Tuba auditiva) eine direkte Verbindung zum Pharynx aufweist.
Zudem gehort der Warzenfortsatz (Processus mastoideus), ein mit Schleimhaut
ausgekleideter pneumatisierter Hohlraum im Os temporale, ebenfalls per definition
zum Mittelohr. Die Tuba auditiva dient zum Druckausgleich im Mittelohr. Den
Ubergang von duferem Ohr zu Mittelohr stellt das Trommelfell (Membrana tympani),
eine schwingungsfahige Membran, dar. Uber die sogenannten Gehdérkndchelchen
Hammer (Malleus), Amboss (/ncus) und Steigbugel (Stapes) erfolgt die Schallleitung
von der Membrana tympani zum ovalen Fenster (Fenestra ovalis) und damit zum
Innenohr. Dort wird eine Flussigkeit (Perilymphe) in Bewegung versetzt. Das
Trommelfell wird durch die Schallwellen in der Luft in Schwingung versetzt und leitet

die Energie uber die Gehorknochelchen in das Innenohr weiter. Mittels dieses
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Schallleitungsapparates findet eine Impendanzanpassung statt. Ohne diese wurde ein
Grofteil der Schallwellen beim Mediumwechsel von Luft zu Perilymphe reflektiert
werden. Es muss folglich ein hoherer Druck am ovalen Fenster wirken als am
Trommelfell, um die Perilymphe im Innenohr in Schwingung zu versetzen. Diese
Impendanzwandlung wird Uber zwei Mechanismen erreicht. Zum einen sind die
Gehorknochelchen Uber Gelenke miteinander verbunden und fuhren Uber eine
Hebelwirkung zu einer Kraftverstarkung. Zum anderen sorgt das Verhaltnis der
Grundflache zwischen Trommelfell und Steigbugel fur eine Druckerh6hung. Diese
beiden Mechanismen sorgen dafur, dass der Druck auf dem ovalen Fenster ungefahr
20-mal hoher ist als der Druck auf dem Trommelfell und die Reflexionsverluste, durch
die sich andernden Widerstande verringert werden (Merchant und Joseph B. Nadol,
2010).

6.1.3 Aufbau des Innenohrs

Eingebettet in das Felsenbein besteht das Innenohr aus einem knochernen
Gangsystem, in welchem sich ein membrandses (hautiges) Labyrinth befindet.
Zwischen dem knochernen und dem hautigen Labyrinth befindet sich der
Perilymphraum, in welchem sich die Perilymphe befindet. Diese hat eine ahnliche
Elektrolytzusammensetzung wie der Liquor cerebrospinalis (Hirnwasser). Uber den
Ductus perilymphaticus steht der Perilymphraum mit dem Subarachnoidalraum in
Verbindung. Innerhalb des hautigen Labyrinthes befindet sich der sogenannte
Endolymphraum, welcher mit einer kaliumreichen und natriumarmen Endolymphe
geflllt ist. Im Saccus endolymphaticus erfolgt die Ruckresorption der Endolymphe.
Zum Innenohr gehoren die Gehoérschnecke (Cochlea) und das Gleichgewichtsorgan
(Vestibularorgan) (Merchant und Joseph B. Nadol, 2010).

6.1.3.1 Vestibularorgan

Anatomisch besteht das Gleichgewichtsorgan aus den beiden Makulaorganen
Sacculus und Utriculus sowie drei Bogengangen. Das Vestibulum dient der Detektion
von Dreh- und Linearbeschleunigungen und ist damit essentiell fur den
Gleichgewichtssinn und die raumliche Orientierung (Merchant und Joseph B. Nadol,
2010).



Auf einer knochernen Erhebung (Crista ampullaris) im Endolymphraum sitzt das
Sinnesepithel bestehend aus Sinneszellen (Haarzellen) und Stutzzellen. Die
Haarzellen ragen mit ihren Stereovilli in eine Gallertmasse, welche aus
Mukopolysacchariden besteht (Cupula ampullaris). In den Makularorganen beinhaltet
die Cupula zusatzlich Calziumkarbonat-Kristalle, die sogenannten Otolithen. Dadurch
besitzt die Cupula in den Makulaorganen eine hohere Dichte als die sie umgebene
Endolymphe. Durch Tragkeitsphanomene kommt es bei Bewegungen zum Abknicken
der Stereovilli. Dadurch werden Kaliumkanale geoffnet und Kalium stromt entlang des
Konzentrationsgradienten von der Endolymphe in die Zelle hinein und I6st eine
Depolarisation aus. Dieser Impuls wird uUber die bipolaren Zellen des Ganglion
vestibulare zum Stammhirn weitergeleitet und dort verarbeitet (Merchant und Joseph
B. Nadol, 2010).

Die makularen Organe Sacculus und Utriculus dienen der Detektion von
Linearbeschleunigungen. Sie sind senkrecht zueinander orientiert wobei der Sacculus
fur die vertikale und der Utriculus fur die horizontale Linearbeschleunigung
verantwortlich ist (Merchant und Joseph B. Nadol, 2010).

Die drei Bogengange (Canales semicirculares anterior, posterior und lateralis) stehen
ebenfalls senkrecht zueinander und dienen der Detektion von Drehbeschleunigungen.
In den Ampullen befindet sich das dafur notwendige Sinnesepithel (Merchant und
Joseph B. Nadol, 2010).

6.1.3.2 Cochlea

Die Horschnecke befindet sich ebenfalls als kn6cherner Hohlraum im Felsenbein und
ist in drei Gange gegliedert, welche sich schneckenférmig um eine knocherne Achse
(Modiolus) winden. Die Spitze der Cochlea (Cupula cochleae) zeigt dabei nach vorne
unten und die Cochela-Basis (Basis cochleae) zeigt in Richtung Meatus acusticus
internus. Beim Menschen besitzt die Cochlea zweieinhalb Windungen. Vom Modiolus
zieht eine dunne Knochenleiste (Lamina spiralis ossea) nach lateral. An ihr setzen die
Reillner- und Basilarmembran an und unterteilen die Horschnecke in drei
Kompartimente. Die drei Gange lassen sich in die mit Perilymphe geflllte Scala
vestibuli und Scala tympani sowie die mit Endolymphe geflllte Scala media (Ductus
cochlearis) unterteilen. Die Scala vestibuli beginnt am ovalen Fenster und geht am
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Helicotrema in die Scala tympani Uber. Diese schlie3t mit dem runden Fenster
(Fenestra cochleae), welches zur Paukenhohle hin ragt, ab. Die Scala media gehort
zum endolymphatischen System und ist nach oben hin durch die Reisner-Membran
und nach unten hin durch die Lamina spiralis ossea und die Basilarmembran vom
Perilymphraum abgegrenzt (Merchant und Joseph B. Nadol, 2010). Die Reisner-
Membran besteht aus zwei Zellschichten, einer Epithelschicht und einer
Fibroblastenschicht (Duvall und Rhodes, 1967). Sie enthalt verschiedene lonen-
Kanale. (Yeh et al., 1997). Mit dem Corti-Organ sitzt innerhalb des Ductus cochlearis
das eigentliche Sinnesorgan der Cochlea, welches fur die Horwahrnehmung
verantwortlich ist. Die Scala media ist Uber den Ductus reuniens mit dem
Endolymphraum des Vesitbularorgans verbunden (Merchant und Joseph B. Nadol,
2010).

Die Perilymphe ahnelt in ihrer Zusammensetzung dem Liquor cerebrospinalis. Sie ist
natriumreich und kaliumarm. Sie wird als eine Art Ultrafiltrat des Liquor cerebrospinalis
angesehen. Die Endolymphe ahnelt einer intrazellularen Elektrolytzusammensetzung.
Sie ist natriumarm und kaliumreich (Raphael und Altschuler, 2003). Die Perilymphe
wird von den Marginalzellen der Stria vascularis in der Lateralwand produziert und im
Sacculus endolymphaticus resorbiert. Die Epithelzellen des membrandsen
Labyrinthes sind mit tight juntions ausgestattet, die dafur sorgen, dass die Endolymphe
nicht in den Interzellularraum abflieRen kann (Raphael und Altschuler, 2003). Die
unterschiedlichen Konzentrationen an lonen in den jeweiligen Kompartimenten der

Horschnecke sind essentiell fur den physiologischen Ablauf der Horwahrnehmung.
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Abbildung 1: Schematischer Querschnitt einer Cochlea-Windung modifiziert
nach Habtemichael et al. (2010) und Samaha et al. (2021)

6.1.3.2.1 Cochleare Lateralwand

Die Lateralwand besteht aus der Stria vascularis sowie dem spiralen Ligament und
bildet die laterale Begrenzung der Scala media. Die Stria vascularis besteht aus einem
dreischichtigen prismatischen Epithel, welches sich von medial nach lateral in
Marginal-, Intermediar- und Basalzellen unterteilen lasst (Raphael und Altschuler,
2003).

Die Marginalzellen zeichnen sich durch eine hexagonale und polarisierte Form aus.
Sie sind mit Mikrozillien besetzt und untereinander mittels tight junctions verbunden
(Anniko, 1976). Durch die enge Verbindung der Zellen untereinander wird die
Endolymphe vom restlichen Gewebe der Lateralwand abgegrenzt. Die Marginalzellen
spielen eine wichtige Rolle bei der Aufrechterhaltung des endolymphatischen
Potenzials. Wichtig dabei ist auch eine enge Vernetzung der Zellen untereinander
mittels gap junctions (Wu et al., 2019). Die Zellen sorgen mittels Na*-Kanale, einem
Na*-K*-2CI-Cotransporter sowie einer Na*-K*-ATPase fir eine hohe

Kaliumkonzentration und eine niedrige Natriumkonzentration in der Endolymphe



(Mizuta et al., 1997, Iwasa et al., 1994, Wangemann et al., 1995, Erichsen et al., 1996,
Raphael und Altschuler, 2003).

Basalzelle
Endothelzelle

Intermedidrzelle

Marginalzelle

Pericyt

Abbildung 2: Schematische Darstellung der Stria vascularis modifiziert nach
Samaha et al (2021)

Die Intermediarzellen der Stria vascularis enthalten Melanin und werden im weiteren
Sinne als Melanozyten angesehen (Hilding und Ginzberg, 1977). Sie stammen
embryologisch aus der Neuralleiste (Renauld et al., 2022). Sie spielen ebenfalls eine
Rolle bei der Aufrechterhaltung des endocochlearen Potenzials, wobei die genauen
physiologischen Mechanismen noch Grundlage aktueller Forschungen sind. (Hibino et
al., 2010, Takeuchi et al., 2000, Ando und Takeuchi, 1999, Steel und Barkway, 1989).

Eine Interaktion mit den Marginalzellen wird angenommen (Locher et al., 2015).

Die Basalzellen bilden die Grenzschicht zwischen Stria vascularis und spiralem
Ligament. Da sie ebenfalls tight junctions und keine Na*-K*-ATPase besitzen, wird
davon ausgegangen, dass sie eine Barrierefunktion inne haben (Forge, 1984, Kitajiri
et al., 2004).

Die Stria vascularis enthalt zudem ein Kapillarbett, welches essentiell fur die

Aufrechterhaltung der Elektrolythomobostase ist. Die Kapillaren bilden eine Blut-
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Labyrinth-Schranke, welche ebenfalls den Einstrom von toxischen Substanzen in die
Cochlea verhindert (Shi, 2011). Diese Barriere besteht aus Endothelzellen, welche
untereinander mittels tight junctions verbunden sind, einer basalen Membran,
Perizyten und perivaskularen Makrophagen (Sakagami et al., 1982, Shi, 2009, Shi,
2010, Shi et al., 2008).

Das spirale Ligament besteht zum grofdten Teil aus Fibrozyten, extrazellularem
Bindegewebe und Kapillaren (Henson et al., 1984). Das spirale Ligament hat
unterschiedliche Funktionen. Es dient zur Verankerung der Stria vascularis und Uber
das Kapillarnetz der metabolischen Versorgung der Marginal-, Intermediar- und
Basalzellen (Henson et al., 1984, Raphael und Altschuler, 2003). Zudem steht das
spirale Ligament mit der Basilarmembran in Verbindung. Es wird davon ausgegangen,
dass die Fibrozyten im spiralen Ligament mit ihren kontraktilen Elementen die
Spannung der Basilarmembran beeinflussen (Henson und Henson, 1988, Sim, 1990).
Ebenfalls sind die Fibrozyten des spiralen Ligaments an der Kaliumhomodostase
beteiligt (Spicer und Schulte, 1991, Wangemann, 2006, Weber et al., 2001). Es steht
in Kontakt mit den perilymphatischen Raumen der Scala vestibuli und Scala tympani
und mittels NA*-K*-ATPasen und gap junctions soll es den Transport von K*- lonen

aus der Perilymphe in die Endolymphe unterstitzen (Spicer und Schulte, 1991).

6.1.3.2.2 Corti-Organ und Limbus

Das Corti-Organ ist das eigentliche Sinnesorgan, welches fur die Wahrnehmung von
akustischen Reizen verantwortlich ist und befindet sich in der Scala media. Es sitzt der
Basilarmembran sowie der Lamina spiralis ossea auf und besteht aus Stutz- und
Sinneszellen, der Tektoriaimembran und den Nervenenden der bipolaren

Spiralganglienzellen.

Das Sinnesepithel sitzt mit seinen Stutz- und Haarzellen einer schwingungsfahigen
Membran, der sogenannten Basilarmembran auf. Diese begrenzt die Scala media von
der Scala tympani nach unten hin ab und setzt sich aus Mesothelzellen und
Extrazellularmatrix zusammen (Cabezudo, 1978, Raphael und Altschuler, 2003). Die
Membran lasst sich in zwei Abschnitte unterteilen. Die Pars tecta liegt medial, schlief3t
an die Lamina spiralis ossea an und wird durch diese verstarkt. Aufgrund dessen ist
dieser Teil der Membran in seiner Schwingungsfahigkeit eingeschrankt (Raphael und
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Altschuler, 2003). Die Pars pectinata liegt lateral und grenzt an das spirale Ligament
und ist schwingungsfahiger. Die Dicke der Basilarmembran nimmt zur Spitze der
Cochlea hin zu. Umgekehrt verhalt es sich mit der Spannung der Basilarmembran,
diese nimmt zum Apex hin ab (Nadol, 1988, Roth und Bruns, 1992). Jeder Bereich der
Membran, von Basis bis Apex, hat dadurch eine eigene Elastizitat und wird von
bestimmten Frequenzen unterschiedlich stark zu schwingen angeregt. Dieses

Phanomen nennt sich Tonotopie (Merchant und Joseph B. Nadol, 2010)

Sulcus spiralis internus

Membrana tectoria  duBere Haarzelle Nyel-Raum ihnere Haarzelle
Interdentalzellen

duBerer Tunnel

duRere Grenzzelle

Hensen-Zellen

Claudius-Zellen

Boettcher-Zellen Deiters-Zellen

Basilamembran Corti-Tunnel

innere

duBere Pfeilerzelle

Pfeilerzelle Phalangenzellen

Nervenfaser

Abbildung 3: Schematische Darstellung des Corti-Organ modifiziert nach
Habtemichael et al. (2010)

Medial auf der Lamina spiralis ossea aufsitzend befindet sich der Limbus (Limbus
spiralis). Dieser besteht aus Fibrozyten und Interdentalzellen und grenzt nach lateral
an den inneren Sulcus. Studien zeigen, dass die medialen Interdentalzellen eine Rolle
im Kalium-Recyclingmechanismus von Peri- zu Endolymphe spielen (Spicer et al.,
2000). Die Interdentalzellen befinden sich oberhalb der Fibrozyten und produzieren
ebenfalls eine extrazellulare Matrix, welche die sogenannte Tektorialmembran
(Membrana tectoria) bildet. Diese liegt dem Corti-Organ von oben auf und steht in
Verbindung mit den Stereozilien der auReren Haarzellen (aHZ) (Kimura, 1966). Ein

Kontakt zu den inneren Haarzellen (iHZ) konnte bisher nicht beschrieben werden
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(Matsumura, 2001). Hauptsachlich aus Kollagenen und Glykopeptiden bestehend, ist
die Membrana tectoria zellfrei (Goodyear und Richardson, 2018). Namensgebend ist
das fur das Innenohr spezifische alpha-Tectorin (Goodyear et al., 2017). Sie spielt eine
Rolle in der cochlearen Signalverarbeitung (Lukashkin et al., 2010).

Die eigentlichen Sinneszellen des Corti-Organ stellen die Haarzellen dar (Raphael und
Altschuler, 2003). Es lassen sich die inneren (iHZ) von den dulReren (aHZ) Haarzellen
abgrenzen (Raphael und Altschuler, 2003). Die iHZ haben eine rein sensorische
Funktion, sie nehmen uber Stereozilien im apikalen Bereich mechanische Reize war
und leiten dieses Signal in Form einer Neurotransmitterausschuttung in den basalen
Zellabschnitten an die bipolaren Nervenzellen des N. vestibulocochlearis weiter
(Raphael und Altschuler, 2003). Die aHZ wirken als qualitativer und quantitativer
frequenzspezifischer Signalverstarker und modulieren das Horsignal (Ashmore, 2008,
Patuzzi, 2011, Raphael und Altschuler, 2003).

Die iHZ befinden sich medial des Corti-Tunnels. Lateral grenzen sie an die inneren
Pfeilerzellen und zu den anderen drei Seiten an die Phalangenzellen. Der apikale
Zellabschnitt ragt mit seinen Stereozilien in die Endolymphe der Scala media
(Merchant und Joseph B. Nadol, 2010). Sie sind auf der Pars tecta der
Basilarmembran lokalisiert aufgrund dessen ihre Zellkorper bei akustischen Reizen
nicht vibrieren (Raphael und Altschuler, 2003). Apikal besitzen die iHZ etwa 20-50
aktinhaltige Stereozilien, die in ihrer Anzahl zum Apex hin abnehmen und
untereinander durch dunne proteinhaltige Faden, den sogenannten tip links,
miteinander verbunden sind. (Raphael und Altschuler, 2003, Flock und Cheung, 1977,
Kachar et al., 2000). Zudem variieren sie in ihrer Lange, wobei sich das langste
Stereozilium lateral befindet und die Lange nach medial hin abnimmt (Ashmore, 2008).
Durch eine Schwingung der Endolymphe kommt es an den Stereozilien zu einer
Abscherbewegung. Verlauft diese in Richtung des langsten Stereoziliums, 6ffnen sich
Kaliumkanale und die iHC wird depolarisiert (Merchant und Joseph B. Nadol, 2010).
Uber eine Offnung von spannungsabhangigen Ca?*-Kanzlen kommt es letzten Endes
zu einer Transmitterausschuttung und Signalweiterleitung (Raphael und Altschuler,
2003).

Die aHZ besitzen einen ahnlichen Aufbau wie die iHZ, sind in drei Reihen angeordnet

und sitzen speziellen Stutzzellen, den Deiters-Zellen, auf (Raphael und Altschuler,

2003). Medial schlief3en die aHZ mit den Hensen-Zellen ab, wahrend sie lateral an die
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Corti-Lymphe des Nuel-Raums grenzen (Raphael und Altschuler, 2003). Diese hat
eine ahnliche Elektrolytzusammensetzung wie die Perilymphe. Wie die iHZ besitzen
auch die aHZ Stereozilien (Merchant und Joseph B. Nadol, 2010). Das Grofte findet
sich dabei wiederum lateral und ragt mit seiner Spitze in die Membrana tectoria und ist
in dieser verankert (Raphael und Altschuler, 2003). Im Zytoskelett der Zellen befinden
sich Aktin und Mikrotubuli mit ihren assoziierten Proteinen (Flock et al., 1982). Wie die
iHZ besitzen sie Kationenkanale, welche bei Scherbewegungen der Stereozilien
offnen und zur Depolarisation der Zelle fuhren (Raphael und Altschuler, 2003). Es
kommt nun jedoch nur bedingt zu einer basalen Transmitterausschuttung. Vielmehr
besitzen die aHZ ein lateral angelegtes Zisternensystem sowie ein spezielles
Motorprotein, Prestin, welches bei Depolarisation zu einer Verkurzung und bei
Repolarisation zu einer Elongation der gesamten Zelle fuhrt und das Corti-Organ
zusatzlich in Schwingung versetzt. (Zheng et al., 2000, Ashmore, 2008, Triffo et al.,
2019). Basal besitzen die Haarzellen sowohl Afferenzen als auch Efferenzen. Die
Efferenzen aus dem Nucleus olivaris superior und dem Corpus trapezoideum sind
dabei jedoch Uberwiegend (Raphael und Altschuler, 2003). Durch die Langenanderung
der Zelle und der dadurch bedingten Schwingungsverstarkung dienen die aHZ der
Amplifikation von Horsignalen und der gezielten Verstarkung von bestimmten
Frequenzen (Triffo et al., 2019, Ashmore, 2008).

Im Corti-Organ befinden sich verschiedene Stutzzellen. Diese haben zum einen eine
strukturgebende Funktion, zum anderen spielen sie aber auch eine Rolle in der
Elektrolythomoostase, indem sie K*-lonen recyceln und Uber Fibrozyten an die Stria
vascularis zuruckfuhren (Kikuchi et al., 2000a, Wangemann, 2002b). Sie
kommunizieren dabei mittels gap junctions, was deren wichtige Bedeutung fiur die
Horwahrnehmung untermauert (Forge et al., 1999, Jagger und Forge, 2015). Es ist
ebenfalls beschrieben, dass die Stlutzzellen eine efferente Innervation erfahren und so
uber ihre gap junctions einen Einfluss auf das Horempfinden haben (Zhao et al., 2022).
Die Struktur des Corti-Organs beinhaltet drei Tunnelsysteme, welche mit Corti-Lymphe
gefullt ist und miteinander kommunizieren. Die Corti-Lymphe ahnelt in ihrer
Zusammensetzung der Perilymphe. Die inneren und aul3eren Pfeilerzellen begrenzen
den Corti-Tunnel. Die aHZ sind vom Nuel-Raum umgeben und sitzen den Deiters-
Zellen auf. Nach Lateral befindet sich der auf3ere Tunnel, welcher durch Deiters-Zellen
und eine dulere Grenzzelle begrenzt wird. Uber Hensen-, Boettcher- und Claudius-

Zellen kommt lateral der Ubergang zum Epithel der Lateralwand (Raphael und
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Altschuler, 2003, Merchant und Joseph B. Nadol, 2010). Die apikalen Anteile der Stutz-
und Sinneszellen sind mittels tight junctions verbunden und bilden die Retikularlamina.
Diese bildet zum einen eine Barriere zwischen Endolymphe und Corti-Lymphe und
zum anderen sorgt sie fur die mechanische Stabilitat und Integritat der iHZ und aHZ
(Leonova und Raphael, 1997, Raphael und Altschuler, 2003).

Abbildung 4: Lichtmikroskopische Aufnahme einer Meerschweinchen-Cochlea
A: Corti-Organ mit exemplarisch markierten &uRBeren Haarzellen (aHZ); B:
Lateralwand mit Stria vascularis (SV) und Spiralligament (SL); C: Limbus mit
Nervenfasern (NF), Fibrozyten (FL) und Interdentalzellen (ID); RM: Reisner-Membran;
BM: Basilarmembran; SGC: Spiralganglienzellen; SV: Scala vestibuli; SM: Scala
media; ST: Scala tympani. Anfarbung mittels Survivin-Antikorper.

6.1.3.2.3 Spiralganglienzellen

Die Zellkorper der Spiralganglienzellen (SGZ) liegen im Rosenthal-Kanal. Dieser
windet sich spiralférmig um die zentrale knocherne Achse der Cochlea. Die Dendriten
ziehen durch die Lamina spiralis ossea zu den jeweiligen Haarzellen. Den grofdten Teil
bilden dabei die Afferenzen von den Synapsen der iHZ. Ebenfalls ziehen Efferenzen
zu den aHZ. Es lassen sich zwei Typen von SGZ unterscheiden. Die bipolaren Typ |
SGZ machen 90-95% aus und bilden eine Synapse mit den inneren Haarzellen. Die
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kleineren pseudounipolaren Typ Il SGZ stehen mit den aHZ in Kontakt und machen
nur etwa 5% der SGZ aus (Raphael und Altschuler, 2003). Uber den N.
vestibulocochlearis ziehen die Axone der SGZ zum Hirnstamm (Merchant und Joseph
B. Nadol, 2010).

6.2 Physiologie der Cochlea

Die Schallwellen gelangen durch den Meatus acusticus externus zum Trommelfell und
versetzen dieses in Schwingung. Uber die Gehdrkndchelchen Hammer, Amboss und
Steigbugel wird die Energie auf das ovale Fenster und somit auf die Cochlea
ubertragen. Dort wird das ovale Fenster nach innen ausgelenkt und versetzt dadurch
die Scala vestibuli und deren Perilymphe in Schwingung. Der Mechanismus der
Impendanzanpassung ist detailliert Kapitel 6.1.2 zu entnehmen. Es entsteht eine
Welle, die innerhalb der Perilymphe durch die Scala vestibuli Gber das Helicotrema in
die Scala tympani wandert. Das Fenestra cochcleae (runde Fenster) wird durch die
Welle in Richtung Mittelohr ausgelenkt und die Welle dadurch abgedampft (sog.
Wechseldruckphanomen). Im Verlauf wandert die Welle in die gegenlaufige Richtung
und fuhrt zur Auslenkung des ovalen Fensters Richtung Mittelohr. So entsteht ein Auf-
und Abwartsschwingung der Reissner- und Basilarmembran sowie der Endolymphe in
der Scala media, welche letztendlich zu einer Auslenkung der Haarzellen und einem
elektrischen Signal fuhrt. Die Welle wandert von Schneckenbasis zur Schneckenspitze
und fuhrt dabei zu unterschiedlich starken Schwingungen. Dies ist abhangig von der
jeweiligen Frequenz, welche an bestimmten Orten der Cochlea zu einer maximalen
Auslenkung und Schwingung der Endolymphe fuhrt. In Richtung Basis haben hohe
Frequenzen ihr Amplitudenmaximum. Tiefe Frequenzen lenken die Bereiche nahe der
Schneckenspitze maximal aus. Dieser Mechanismus wird Tonotopie genannt und
sorgt dafur das ein akustischer Reiz innerhalb der Cochlea in seine verschiedenen
Frequenzen aufgeteilt wird und die korrespondierenden Cochlea-Abschnitte maximal
in Schwingung versetzt werden. Das menschliche Ohr ist in der Lage Frequenzen
zwischen 20 Hz und 20 kHz wahrzunehmen (Merchant und Joseph B. Nadol, 2010).

Kommt es durch die Wanderwelle am jeweiligen Amplitudenmaximum zu einer
Schwingung der Basilarmembran und Endolymphe, so wird die Membrana tectoria
ebenfalls in Bewegung gesetzt und verschiebt sich im Verhaltnis zu den aHZ. Werden

dabei die Stereozilien zum langsten Stereozilium hin ausgelenkt, offnen sich
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mechanosensible Kationenkanale. Durch einen Einstrom von Kalium-lonen wird die
Zelle depolarisiert (Merchant und Joseph B. Nadol, 2010). In unmittelbarer Nahe zur
Lateralwand der aHZ befindet sich das Motorprotein Prestin, welches bei
Zelldepolarisation Chlorid-lonen abgibt und dadurch zu einer Verklrzung der
gesamten Zelle fuhrt (Ashmore, 2019). Die darauffolgende Hyperpolarisation durch
einen Ausstrom von Kalium-lonen fuhrt zu einer Aufnahme von Chlorid-lonen in das
Prestin-Molekul und somit zu einer Verlangerung der aHZ (Frolenkov et al., 1998, Ge
et al.,, 2021). Durch diese Auf- und Abbewegung der aHZ wird die Endolymphe
unterhalb der Membrana tectoria vermehrt in Bewegung versetzt und sorgt fur eine
Erregung der iHZ. Dieser Verstarkungsmechanismus finden vor allem in den Regionen
der frequenzspezifischen Amplitudenmaxima statt und verstarkt dort die
Signalwahrnehmung (Triffo et al., 2019, Ashmore, 2008, Ashmore et al., 2000).

Die Motilitat der aHZ kann zudem durch efferente Bahnen aus dem Nucleus olivaris
superior und dem Corpus trapezoidem beeinflusst werden. Mittels des
Neurotransmitters Acetylcholin wird die Zelle hyperpolarisiert und der cochleare
Verstarkermechanismus der Haarzelle moduliert (Raphael und Altschuler, 2003).

Durch den vermehrten Endolymphstrom werden die Stereozilien der iHZ ausgelenkt
und es kommt auch hier, bei Auslenkung zum langsten Stereozilium hin, zu einer
Offnung von Kationen-Kanalen mit anschlieRender Depolarisation der Sinneszelle
durch Einstrom von Kalium- und Calcium-lonen (Raphael und Altschuler, 2003). Dieser
Einstrom erfolgt aufgrund der elektrischen Potenzialdifferenz tUber der Zellmembran.
Daraufhin offnen sich an der lateralen Zellwand und basal spannungsabhangige
Calcium-Kanale, was wiederum zu einer prasynaptischen Glutamat-Ausschuittung
fuhrt. Werden die Stereozilien in die gegengesetzte Richtung ausgelenkt, schliel3en
die mechanosensiblen Kationen-Kanale und die Neurotransmitterausschittung
sistiert. Die Kationen-Kanale sind in vertikaler Ruheposition der Stereozilien teilweise
geoffnet und sorgen fur einen geringe Ausschattung von Glutamat. Dies wiederum
fuhrt zu einer gewissen Spontanaktivitat innerhalb des auditorischen Systems in
Abwesenheit von akustischen Reizen. Die Frequenz der Stereozilienbewegung stimmt
mit der Frequenz des akustischen Reizes Uberein, was wiederum zu einer standigen
Signalubertragung an der Synapse fuhrt. Die iHZ interagieren mit bipolaren Typ | SGZ.
Durch Bindung von Glutamat an ionotrope Rezeptoren wird das Signal letzten Endes
weitergeleitet (Raphael und Altschuler, 2003, Merchant und Joseph B. Nadol, 2010).
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6.3 Pathophysiologie der Cochlea

Eine Schadigung der Cochlea kann durch verschiedene Prozesse entstehen und fuhrt
dabei zur Innenohrschwerhdrigkeit bis hin zum kompletten Horverlust. Dabei spielen
metabolische beziehungsweise mechanische Schadigungen sowie
Durchblutungsstorungen des Innenohrs eine besondere Rolle. Diese mechanischen
und metabolischen Stérungen spielen beispielsweise bei verstarkter Larmexposition,
wie sie auch im Rahmen einer Cochleaimplantation vorkommen kann, eine Rolle (Pau
et al., 2007). Ebenso kann es durch die Implantation zu direkten Schadigungen
einzelner Innenohrstrukturen kommen (von llberg et al., 2011, Roland und Wright,
2006). Genaueres dazu wird in Kapitel 6.4.2 ausfuhrlicher erlautert Weiterhin besitzen
eine Vielzahl an Medikamenten, wie beispielsweise Aminoglykoside, Zytostatika und
Schleifendiuretika ototoxische Eigenschaften (Yu et al., 2021). Erkrankungen wie der
Morbus Meniére, der idiopathische HOrsturz, endolymphatischer Hydrops, die
Presbyakusis  (Altersschwerhdrigkeit) und genetische  Erkrankungen  wie
beispielsweise das Alport-Syndrom fuhren letzten Endes ebenfalls zu einer
Innenohrschwerhorigkeit (Yu et al., 2021, Young, 2020).

6.3.1 Mikrozirkulationsstorungen der Cochlea

Die Cochlea mit ihren Strukturen wird durch die Arteria cerebelli anterior inferior
(AICA), einem Ast der A. basilaris, mit Blut versorgt (Shi, 2011). Eine gute
Durchblutung des Innenohrs spielt eine entscheidende Rolle fur die Aufrechterhaltung
des endocochlearen Potentials und eine normale Produktion der Endolymphe (Shi,
2011). Storungen der cochlearen Mikrozirkulation werden bereits seit langem als
mogliche  Ursachen fur Larmschwerhorigkeit, Altersschwerhorigkeit, den
idiopathischen Horsturz und Morbus Meniére angesehen, da die sensorischen
Haarzellen besonders empfindlich auf eine Ischamie reagieren (Shi, 2011,
Wangemann, 2002a, Nuttall, 1999). Die Blutversorgung des Innenohrs wird durch
einen Autoregulationsmechanismus sichergestellt, der auch bei schwankenden
Blutdruckverhaltnissen, eine ausreichende Durchblutung gewahrleistet (Nakashima,
1999). Fur diese Autoregulation spielen sowohl zellulare Strukturen wie glatte
Muskelzellen, Perizyten und Fibrozyten, als auch lokale Metaboliten, wie
Stickstoffmonoxid (NO), Prostaglandine, Adenosintriphosphat (ATP), Laktat und
Kalium eine Rolle und werden aktuell in der Wissenschaft diskutiert (Shi, 2011).

16



6.3.2 Larmexposition

Das Innenohr kann durch eine erhdhte Larmbelastung auf verschiedene Art und Weise
geschadigt werden, was letzten Endes zu einem zeitlich begrenzten bis hin zu einem
permanenten Horverlust fuhren kann. Dabei sind vor allem die Haarzellen
Ausgangspunkt fur mechanische und metabolische pathophysiologische
Veranderungen. (Kurabi et al., 2017).

Eine temporare Veranderung der Horschwelle (temporary threshold shift, TTS) nach
Larmbelastung kann durch unterschiedliche pathophysiologische Prozesse entstehen.
Eine Rolle bei der TTS spielt die Entkopplung aHZ-Stereozilien von der
Tektorialmembran (Nordmann et al., 2000). Ebenfalls konnen die tip links zwischen
den Stereozilien reversibel brechen und diese zwischenzeitlich in ihrer Funktion
einschranken, was wiederum zu einer reduzieren mechanoelektrischen Transduktion
fuhrt (Zhao et al., 1996, Kurian et al., 2003). Des Weiteren kommt es bei
Uberstimulation der iHZ zu einer gesteigerten Glutamat-Ausschittung an den
Synapsen, welche wiederum zu einer Exzitotoxizitat der SGZ fuhrt (Puel et al., 1998).
Es konnte zudem gezeigt werden, dass durch die Gabe des Antioxidans D-Methionin
ein TTS verhindert werden konnte, welches die Rolle von oxidativen und nitrosativen
Stress durch reaktive Sauerstoffspezies hervorhebt (Cheng et al., 2008). Daruber
hinaus konnte in diversen Versuchen gezeigt werden, dass eine Larmbelastung mit
Veranderungen des cochlearen Blutflusses einhergeht (Thorne und Nuttall, 1987,
Kimura, 1986, Shin et al., 2019).

Eine permanente Veranderung der Horschwelle (permanent threshold shift, PTS)
kommt durch eine irreversible Schadigung der Haarzellen zustande (Kurabi et al.,
2017). Schadigungen der Lateralwand und der Neurone spielen jedoch ebenfalls eine
Rolle (Kurabi et al., 2017). Eine massive Larmbelastung kann zu direkten Schaden an
den Stereozilien der Haarzellen fuhren und deren Funktion erheblich einschranken und
sogar irreversibel aufheben (Liberman, 1987, Liberman und Beil, 1979). Eine starke
akustische Uberstimulation kann dariiber hinaus die komplette Integritat des Corti-
Organs zerstoren, dabei die tight junctions zwischen Haarzellen und Stutzzellen
aufheben und folglich die Barrierefunktion der Retikularlamina aufheben (Kurabi et al.,
2017). Dies fuhrt zum Einstrom von Endolymphe in die Cortilymphe und schlussendlich

zum Zelluntergang der Haarzellen (Kurabi et al., 2017, Ahmad et al., 2003). Es konnte
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zudem gezeigt werden, dass durch akustische Uberstimulation Typ Il- und Typ IV-
Fibrozyten im spiralen Ligament untergehen (Wang et al., 2002). Diese am K*-
Recyclingmechanismus beteiligten Zellen sind bei der Aufrechterhaltung des
endocochlearen Potenzials beteiligt (Wang et al., 2002). Letzten Endes spielt auch
eine Apoptose und Nekrose von Haarzellen durch oxidativen und nitrosativen Stress
eine entscheidende Rolle in der Pathophysiologie der Cochlea (Kurabi et al., 2017).

Diese Thematik wird in Kapitel 6.7.1 weiter ausgefuhrt.

6.4 Cochleaimplantation

Die Cochleaimplantation stellt einen bisher einzigartigen Ansatz zum Erhalt einer
Sinnesmodalitat dar. Die Geschichte einer elektrischen Stimulation des Ohres geht
dabei bis ins 18. Jahrhundert zurick (Mudry und Mills, 2013). Die erste Implantation
einer Elektrode durch das runde Fenster in die Cochlea fand 1961 durch William House
und John Doyle statt (Mudry und Mills, 2013). Im Laufe der Jahre wurden die Cls in

ihrer Technologie zunehmend verbessert und die Operationstechniken angepasst.

Das CI setzt sich aus einem externen und einem internen, implantierbaren, Teil
zusammen. Der interne Teil besteht aus einer Spule mitsamt Magnet, einem
Signalprozessor sowie einer Elektrode, welche Uber einen Stimulator elektrisch
stimuliert wird. Der aulRere Teil des Cl setzt sich aus einem Mikrofon, Sprachprozessor,
Akku und ebenfalls einer Spule mit Magnet zusammen. Die Elektrode wird nahe dem
runden Fenster in die Scala tympani implantiert. Der Rest des implantierbaren Teils
liegt aulRen auf dem Schadelknochen in einer chirurgisch geschaffenen Vertiefung auf.
Uber das Mikrofon werden akustische Signale im Sprachprozessor verarbeitet und
uber die aulere Spule durch die Haut auf die innere Spule Ubertragen. Diese stehen
Uber die Magnete miteinander in Kontakt. Uber den Signalprozessor werden
elektrische Signale generiert, welche Uber die Elektroden die Nervenfasern
stimulieren. Die Stromversorgung des Implantates erfolgt dabei von auf3en mittels
Induktion (Wang und Puel, 2018).

Eine Weiterentwicklung des klassischen Cls, Uber das vollelektrisch gehort wird, stellt
die sogenannte elektrisch-akustische Stimulation (EAS) dar. Sie stellt eine Art Hybrid-
System aus Cl und klassischen Horgerat dar, wodurch sowohl tiefe Frequenzen
akustisch mittels Horgerats, als auch hohere Frequenzen elektrisch mittels CI
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wahrgenommen werden konnen (von llberg et al., 1999, von llberg et al., 2011). Dabei
werden kurzere Elektrodentrager implantiert. Diese erreichen aufgrund ihrer
verkurzten Lange erst gar nicht den tonotopen Bereich des Tieftonrestgehors. Durch
die Methode der EAS konnen auch Patienten behandelt werden, die im Tieftonbereich
ein gutes Residualgehor  vorweisen, aufgrund ihrer  ausgepragten
Innenohrschwerhdrigkeit im Mittel- und Hochfrequenzbereich jedoch kein koventionell
ausreichend vertarkbares Sprachverstehen mehr besitzen (Gifford et al., 2010). Daher
ist es fur den Erfolg der EAS von essentieller Bedeutung Strategien fur den
Restgehorerhalt zu entwickeln (Mamelle et al., 2019). Auferdem konnte
nachgewiesen werden, dass Patienten mit EAS ein signifikant besseres
Sprachverstandnis, gerade in Situationen mit Storgerauschen, aufweisen, als
Patienten mit rein elektrischer oder akustischer auditorischer Stimulation (Weissgerber
et al., 2019, Baumann und Helbig, 2009, Rader, 2015, Rader et al., 2013).

6.4.1 Indikation

Grundsachlich gilt, dass fur Cochleaimplantate Patient*innen in Frage kommen,
welche durch ein Implantat ein besseres Sprachverstehen und eine bessere
Sprachentwicklung erreichen als durch ein herkdbmmliches Horgerat. Die
Cochleaimplantation erfahrt eine Vielzahl moglicher Indikationen, von denen sowohl
Kleinkinder, Jugendliche und Erwachsene profitieren (Szyfter et al., 2019). Generell
gilt, dass zur Indikationsstellung sowohl die audiologischen Untersuchungsbefunde,
die zu erwartende verbesserte Sprachentwicklung sowie soziale Aspekte eine Rolle
spielen (Deutsche Gesellschaft fir Hals-Nasen-Ohrenheilkunde, 2020). Die moglichen
OP-Indikationen befinden sich in einem konstanten Anpassungsprozess und werden
von der Deutschen Gesellschaft fur Hals-Nasen-Ohrenheilkunde, Kopf- und Hals-
Chirurgie e.V. aktualisiert. Um die hohen Qualitatsstandards dieses Eingriffs
sicherzustellen, werden Cl-implantierende Zentren von der oben genannten
Fachgesellschaft zertifiziert. Grundsatzlich lassen sich die Indikationen in zwei
Gruppen unterteilen: Pra- und postlingual, also vor und nach Spracherwerb. Fur
pralingual ertaubte Kinder ist eine fruhzeitige CI-Versorgung essentiell, um eine
ausreichende Kommunikationsfahigkeit zu gewahrleisten (Deutsche Gesellschaft fur
Hals-Nasen-Ohrenheilkunde, 2020). Auch pralingual ertaubte Erwachsene kdnnen

von einer Cl-Versorgung profitieren (Eisenberg, 1982, Lammers et al., 2018).
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Postlingual besteht ebenfalls bei Kindern und Erwachsenen die Indikation zur ein- oder
beidseitigen Versorgung mittels Cl (Hoppe et al., 2015, Hoppe et al., 2017, Leigh et
al., 2016). Weitere Indikationen bestehen bei einer einseitigen Taubheit, bei
asymmetrischen Horverlust und bei auditorischen Synapto-/Neuropathien (Van de
Heyning et al., 2016, Doge et al., 2017, Benchetrit et al., 2021, Arndt et al., 2011,
Walger et al., 2011). Die dringliche Versorgung mittels Implantat ist bei ossifizierenden
Meningitiden und Labyrinthitiden mit Horverlust gegeben (Deutsche Gesellschaft fur
Hals-Nasen-Ohrenheilkunde, 2020). Besteht eine Indikation fur beide Ohren sollte die
Implantat-Versorgung beidseits erfolgen und kann sowohl ein- als auch zweizeitig
erfolgen (Laszig et al., 2004).

6.4.2 Schadigung der Cochlea nach Implantation

Cochleare Strukturen konnen nach einer Elektrodeninsertion auf vielfaltige Art und
Weise geschadigt werden. Eine unsanfte Operationstechnik und unterschiedliche
anatomische Gegebenheiten konnen bei Implantation zu direkten strukturellen
Schaden des Hororgans fuhren und dessen Integritat zerstoren (von llberg et al.,
2011). Diese sind beispielsweise eine Ruptur der Basilarmembran, Fraktur der Lamina
spiralis ossea oder Verletzung von Blutgefal3en (von llberg et al., 2011, Roland und
Wright, 2006, Wright und Roland, 2013, Tanaka et al., 2014). Dies kann bei
Unterbrechung der Barriere zwischen Peri- und Endolymphraum zu einem
Zusammenbruch des endocochlearen Potenzials und Verlust von Perilymphe fuhren
(von llberg et al., 2011). Unmittelbar nach dem Einfuhren der Elektrode legt diese sich
in den meisten Fallen an die Lateralwand an. Dabei kdnnen Druckschaden, Ablésung
und Risse im spiralen Ligament und Rupturen in der Basilarmembran entstehen
(Addams-Williams et al., 2011, Adunka et al., 2004, von llberg et al., 2011). Daruber
hinaus steigt durch das Einbringen der Elektrode in den Perilymphraum der
intracochleare Druck, welches Schaden &hnlich einer hohen Larmbelastung
verursachen kann (Greene et al., 2016, Todt et al., 2014). Die Bohrung im Rahmen
der Cochleostomie kann durch Vibration und erhdhte Larmbelastung ebenfalls zu einer
Schadigung des Organs und zum Funktionsverlust der Haarzellen fuhren (Pau et al.,
2007, Dalchow et al., 2013). Es konnte gezeigt werden, dass durch die Cochleostomie
Schalldruckpegel von Uber 130 dB entstehen (Yu et al., 2014). Die Elektrodeninsertion

kann eine direkite und indirekte Immunreaktion auslosen und so zu
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Entzindungsreaktionen und oxidativem Stress fuhren, welche ebenfalls einen
Haarzellverlust durch Apoptose begunstigen konnen (Astolfi et al., 2016, Dinh et al.,
2011, Simoni et al., 2020). Hierbei scheint TNF-alpha als proinflammatorisches Zytokin
eine Rolle zu spielen (Ren und Stankovic, 2018, Scherer et al., 2010, Arpornchayanon
et al., 2013, Eisenhut, 2019). Histopathologisch wurde letztlich nachgewiesen, dass
das Einbringen einer Elektrode zu intracochlearer Fibrose und Sklerose fuhrt (O'Leary
et al., 2013, Seyyedi und Nadol, 2014, Foggia et al., 2019, Reiss et al., 2015, Li et al.,
2007, Somdas et al., 2007, Fayad et al., 2009).

6.4.3 Restgehorerhalt im Rahmen der Cochleaimplantation

Der Erhalt des Restgehors im Rahmen der EAS spielt eine entscheidende Rolle fur
das Horrehabilitationsresultat und in Sonderheit das Sprachverstehen des Patienten
(von llberg et al., 2011, Lin et al., 2021). Aufgrund der tonotopen Eigenschaften der
Cochlea befindet sich der Frequenzbereich des Restgehors in den medialen und
apikalen Abschnitten der Cochlea und somit hauptsachlich im Tieftonbereich (Gao und
Yi, 2022). Der Versuch, das Restgehor zu erhalten, baut dabei auf mehreren Saulen
auf (Lin et al., 2021).

Zum einen wird im Rahmen der Implantation eine sanfte Operationstechnik verwendet.
Dabei hat sich in Studien gezeigt, dass der Zugang Uber das runde Fenster
atraumatischer ist als eine direkte Cochleostomie (Hoskison et al., 2017, Lin et al.,
2021, Adunka et al., 2004). Eshraghi et al. konnten in ihren Studien zeigen, dass
letztere zu einer signifikant hoheren Rate an Restgehdrverlust fuhrt als der Zugang
durch das runde Fenster (Eshraghi et al., 2017). Die Frage nach dem Zugangsweg zur
Cochlea bleibt jedoch in der Literatur kontrovers diskutiert, da es ebenfalls Studien
gibt, die keinen Unterschied bezuglich des Restgehorerhalts zwischen den beiden
Zugangsmoglichkeiten sehen (Sun et al., 2015). Neueste Reviews sehen jedoch das
runde Fenster als vorteilhafter (Avasarala et al., 2022).

Des Weiteren scheint die Geschwindigkeit, mit der die Elektrode implantiert wird, eine
Rolle zu spielen und wird in der Literatur diskutiert (Lin et al., 2021). Ein gleichmaliges
und langsames Einfuhren der Elektrode vermindert Volumenverschiebungen in der
Scala tympani und somit auch Krafte, die auf die Strukturen der Cochlea wirken und
diese schadigen konnen (Todd et al., 2007, Kontorinis et al., 2011). Die Frage nach
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der idealen Insertionsgeschwindigkeit bleibt jedoch weiterhin offen und wird
Gegenstand weiterer Forschungen bleiben (Lin et al, 2021). Neueste
Veroffentlichungen zeigen jedoch, dass eine wahrend der Elektrodeninsertion,
intraoperativ, durchgefuhrte Elektrocochleographie mit direktem Feedback fur den
Operateur mit einer langeren mittleren Insertionszeit und positiven Effekt fir den Erhalt
des Residualgehors assoziiert sind (Hoing et al., 2024).

Das Einfligen eines Implantats in die Cochlea kann zu einer Fremdkorperreaktion mit
Inflammation und Fibrose fuhren, was wiederum zu Haarzelluntergang und Verlust des
Residualgehors fuhren kann. (Simoni et al.,, 2020, Astolfi et al., 2016). Anti-
inflammatorische Substanzen sind daher notwendig, um den Entzindungsprozess
und den strukturellen Umbauprozess innerhalb der Cochlea zu reduzieren (Khater und
El-Anwar, 2017). In Studien konnte gezeigt werden, dass sowohl lokal als auch
systemisch applizierte Glukokortikoide einen positiven Einfluss auf den Erhalt des
Restgehors haben (Skarzynska et al., 2018, Wang et al., 2018, Braun et al., 2011).

Die optimale Elektrodenauswahl ist ebenfalls essentiell. Die Elektrode sollte den
anatomischen Gegebenheiten und der Atiologie des Horverlustes des Patienten
angepasst sein, um eine atraumatische Insertion und ein optimales Ergebnis zu
erreichen (Lin et al., 2021, von llberg et al., 2011, Adunka und Kiefer, 2006). Das
EinfUhren der Elektrode um 18-20mm in die basale Windung der Cochlea deckt zum
einen den hohen Frequenzbereich durch elektrische Stimulation ab und schitzt zum
anderen die mittleren und oberen cochlearen Strukturen, welche die tonotopischen
Frequenzbereiche des Residualhorens darstellen (von llberg et al., 2011, Adunka und
Kiefer, 2006)

Der Horerhalt stellt ein wichtiges chirurgisches Qualitatsmerkmal dar. Bei erfahrenen
Chirurg*innen liegt der Erhalt des Restgehors heutzutage zwischen 95-98% (Mamelle
et al., 2019, Moteki et al., 2018, Santa Maria et al., 2013). Dennoch kann es durch
bisher nicht eindeutig erklarbare Ursachen bei einigen Patienten direkt oder mit
zeitlicher Verzogerung nach der Cochleaimplantation zu einem Verlust des
Residualgehors kommen (Woodson et al., 2010, Yao et al., 2006, Gstoettner et al.,
2009, Gstoettner et al., 2006, Santa Maria et al., 2013).
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6.4.4 Pathophysiologie des Restgehorverlustes

Die Implantation kann zu strukturellen Schaden der Cochlea-Strukturen fuhren und
somit direkt die Haarzelle schadigen oder die elektro-mechanische Transduktion durch
Veranderung oder Verlust des endocochlearen Potentials beeinflussen (Roland und
Wright, 2006, Wright und Roland, 2013, Tanaka et al., 2014, von llberg et al., 2011).
Eine Larmbelastung durch das chirurgische Vorgehen kann pathophysiologisch
ebenfalls eine Rolle spielen (Pau et al., 2007).

Ein direkter Kontakt der Elektrode zur Lateralwand kann diese schadigen. Die Stria
vascularis enthalt Zellen, welche fur die Aufrechterhaltung des endocochlearen
Potenzials wichtig sind (Shi, 2011). Zudem enthalt sie ein Kapillarbett, welches die
Blut-Labyrinth-Schranke bildet und toxische Substanzen daran hindert, in die Cochlea
zu gelangen (Shi, 2011, Shi, 2016, Zhang et al., 2012). Durch die Elektrodeninsertion
kann die Lateralwand geschadigt werden und durch einen Entzindungsprozess in
ihrer Funktion beeintrachtig werden (Wright und Roland, 2013). Tanaka et al. konnten
zeigen, dass ein Verlust des Residualgehors nach Cochleaimplantation mit einer
verminderten Dichte der Stria vascularis einhergeht (Tanaka et al., 2014).

Eine Fremdkorperreaktion fihrt zu einer chronischen Inflammation innerhalb der
Cochlea und konsekutiv durch Zunahme an Fibrozyten und Extrazellularmatrix zu
Fibrosierung und Sklerosierung (O'Leary et al., 2013, Seyyedi und Nadol, 2014, Gao
und Yi, 2022). Die inflammatorische Antwort beinhaltet mehrere Signalwege, an denen
unter anderem TNF-alpha, IL-1-beta und andere proinflammatorische Zytokine
beteiligt sind (Jia et al., 2013). Diese Zytokine konnen letzten Endes zu einer Apoptose
von Haarzellen und anderen wichtigen Zellen der Cochlea fuhren (Bas et al., 2012).
Auch die Lateralwand kann durch Inflammation beeintrachtig werden (Wright und
Roland, 2013). Die Stria vascularis sowie die Blut-Labyrinth-Schranke werden in ihrer
Struktur geschadigt, sodass die Elektrolythomdostase nicht weiter aufrechterhalten
werden kann (Gao und Yi, 2022). Ebenfalls wird in der Literatur eine mogliche
Schadigung und Funktionseinschrankung von Synapsen zwischen Haarzellen und
SGZ durch chronische Inflammation diskutiert (Gao und Yi, 2022, Liberman und
Kujawa, 2017)
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6.5 Physiologie von Stickstoffmonoxid

Stickstoffmonoxid (NO) besitzt eine Vielzahl biologischer Aktivitaten und tragt in der
Cochlea einen wichtigen Teil zu einer Vielzahl von physiologischen und
pathophysiologischen Prozessen bei (Pacher et al., 2007, Takumida und Anniko,
2002, Thomas et al.,, 2008). Das Molekul besteht aus einem Stickstoff- und
Sauerstoffatom, ist ungeladen und besitzt ein geringes Molekulargewicht (Thomas et
al., 2008). Aufgrund seiner elektrischen Neutralitat und der Eigenschaft, sowohl in
hydrophiler als auch hydrophober Umgebung Ioslich zu sein, kann es frei zwischen
Zellmembranen und Membranen von Zellorganellen, wie Mitochondrien, diffundieren
(Thomas et al., 2008, Heinrich und Helling, 2012). Das Molekul an sich ist sehr flichtig
und besitzt nur eine kurze Halbwertszeit im Sekundenbereich (Heinrich und Helling,
2012).

NO hat eine Vielzahl unterschiedlicher Funktionen im menschlichen Koérper. Durch
eine Relaxation von glatten Muskelzellen ist es an der Tonusregulation von
Blutgefallen beteiligt (Robbins und Grisham, 1997). Zudem tragt NO eine
entscheidende Rolle bei der Regulation und Pathophysiologie des kardiovaskularen
Systems, da es ebenfalls an der Thrombozytenaggregation und Chemotaxis von
Leukozyten beteiligt ist (Forstermann und Sessa, 2012, Napoli et al., 2006). Das
Molekul stammt hierbei aus den Endothelzellen der Gefalde (Moncada, 1994, Robbins
und  Grisham, 1997). Die Wirkung wird dabei durch zyklisches
Guanosinmonophosphat (cGMP), einem Signalmolekul, vermittelt und spielt bei vielen
unterschiedlichen Krankheitsbildern, wie beispielsweise der Entstehung von
Atherosklerose, eine Rolle (Ménica et al., 2016, Napoli et al., 2006).

Daruber hinaus dient NO als Botenstoff im zentralen und peripheren Nervensystem, in
dem es unter anderem mit N-Methyl-D-Aspartat-Rezeptoren (NMDA) interagiert
(Zhang und Snyder, 1995). Ferner spielt es eine modulierende Rolle bei chronischer
und akuter Inflammation und greift dort in unterschiedliche Mechanismen ein (Guzik et
al., 2003). Ebenso kann NO die Transkription von Genen, die mRNA-Translation und
die post-translationale Modifikationen von Proteinen modulieren (Forstermann und
Sessa, 2012).

Letztlich wird das Molekdl in wenigen Sekunden inaktiviert, da es mit
Sauerstoffmolekulen reagiert und oxidiert (Robbins und Grisham, 1997). Dadurch

entstehen neben Nitrit und Nitrat auch reaktive Sauerstoffspezies (ROS) und reaktive
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Stickstoffspezies (RNS), welche zu oxidativen Stress und Zelluntergang fuhren
(Robbins und Grisham, 1997, Forstermann und Sessa, 2012). Die Rolle von ROS und
RNS wird in Kapitel 6.7.1 weiter ausgefuhrt.

6.6 Synthese durch Stickstoffmonoxid-Synthasen

Die Synthese von NO im menschlichen Organismus kann grundsatzlich durch zwei
Mechanismen erfolgen. Zum einen durch das Enzym Stickstoffmonoxid-Synthase
(NOS), welche in drei Isoformen vorliegt (Heinrich und Helling, 2012, Férstermann und
Sessa, 2012). Zum anderen ist eine enzymunabhangige Synthese durch direkte
Reduktion von Nitrit zu NO mdoglich. Dies geschieht haufig in saurem und

ischamischem Milieu (Weitzberg und Lundberg, 1998, Zweier et al., 1999).

Die konstitutiv exprimierten Formen neuronale NOS (nNOS, NOS [) und endotheliale
NOS (eNOS, NOS IIl) sind abhangig von Calcium und Calmodulin, wohingegen die
induzierbare NOS (iNOS, NOS Il) Calcium-unabhangig agiert (Heinrich und Helling,
2012, Forstermann und Sessa, 2012). Fur die Synthese von NO bendtigen alle drei
Isoformen L-Arginin als Substrat, Sauerstoff sowie reduziertes
Nikotinamidadenindinukleotidphosphat (NADPH) als Co-Substrat und
Flavinmononukleotid (FMN), Flavinadenindinukleotid (FAD) und Tetrahydrobiopterin

als Co-Faktoren (Heinrich und Helling, 2012, Forstermann und Sessa, 2012).

Wahrend der Enzymreaktion werden mittels Redoxreaktionen Elektronen von NADPH
uber FAD und FMN auf eine Haem-Gruppe ubertragen (Forstermann und Sessa,
2012). Dabei werden die Substrate Sauerstoff reduziert und L-Arginin oxidiert, sodass
als Produkt der enzymatischen Reaktion NO und L-Citrullin entstehen (Stuehr et al.,
2001, Forstermann und Sessa, 2012). Calmodulin spielt dabei eine wichtige Rolle fur
den Elektronentransfer auf die Haem-Gruppe (Abu-Soud und Stuehr, 1993). Je nach
Isoform ist die Bindung von Calmodulin an die jeweilige NO-Synthase abhangig oder
unabhangig von der intrazellularen Calcium-Konzentration (Forstermann und Sessa,
2012, Hemmens und Mayer, 1998).

Die Produktion von NO kann entweder durch eine Hochregulation der Anzahl an
Synthasen oder eine gesteigerte Aktivitat der Enzyme erreicht werden (Heinrich und
Helling, 2012).
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6.6.1 Induzierbare Stickstoffmonoxid-Synthase (iNOS)

Die iINOS liegt nicht permanent im Gewebe vor. Vielmehr wird ihre Expression durch
bestimmte Stoffe, wie bakterielle Lipopolysaccharide (LPS), Tumornekrosefaktor
alpha (TNF-alpha) und andere proinflammatorische Zytokine auf transkriptioneller
Ebene induziert (Robbins und Grisham, 1997). Sie stimmt in ihrer Proteinsequenz zu
etwa 50% mit der von eNOS und nNOS Uberein, kann jedoch, wenn exprimiert,
unterschiedliche Mengen an NO bilden (Heinrich und Helling, 2012, Knowles und
Moncada, 1994). iNOS ist in der Lage NO-Konzentrationen im mikromolaren Bereich
zu produzieren, wohingegen bei eNOS und nNOS lediglich nanomolare Mengen
erreicht werden (Heinrich und Helling, 2012). Folglich fuhrt eine Aktivierung der iNOS
zu einem starken Anstieg der NO-Konzentration (Robbins und Grisham, 1997). Ferner
besteht ebenfalls ein Unterschied im Bezug zu ihrer Abhangigkeit zu Calcium und
Calmodulin. Im Gegensatz zu den konstitutiv exprimierten Isoformen bindet
Calmodulin bereits bei sehr niedrigen intrazelluldaren Ca?*-Konzentrationen an iNOS
aufgrund dessen es als eine Art Untereinheit betrachtet wird (Cho et al., 1992). Die
iNOS wird unabhangig von Calcium aktiviert (Forstermann und Sessa, 2012).

Physiologisch und pathophysiologisch nimmt das Enzym im menschlichen
Organismus verschiedene Rollen ein. INOS wurde anfanglich in Makrophagen
entdeckt und es wurde postuliert, dass NO in hoheren Konzentrationen bei der
unspezifischen Immunabwehr eine Rolle spielt (Forstermann und Sessa, 2012, Wei et
al., 1995). Dabei entsteht aus NO und O% Peroxynitrit (ONOO"), welches als ROS und
RNS zu bakteriellen DNA-Schaden fuhrt (Valko et al., 2007). Auch aulerhalb des
Immunsystems scheint NO eine tragende Rolle zu spielen. In hohen Konzentrationen
besitzt das Molekul zytotoxische Eigenschaften, da es direkt mit DNA interagiert und
zu Strangbruchen fuhrt (Fehsel et al., 1993). Li et al. konnten nachweisen, dass sich
einige Zelltypen diese Eigenschaften zur Abwehr von Tumorzellen zunutze machen
(Li et al., 1991). Allerdings fuhrt dies auch zu zytotoxischen Effekten an gesunden
Zellen (Fehsel et al., 1993). Einerseits durch direkte Interaktion von NO mit der DNA,
andererseits durch ROS und RNS (Férstermann und Sessa, 2012). Weiterhin ist das
Enzym ein Mediator bei inflammatorischen Erkrankungen und eine erhéhte Expression
mit hoher NO-Produktion spielt pathophysiologisch eine tragende Rolle bei der
Entstehung eines septischen Schocks und Multiorganversagens (Forstermann und
Sessa, 2012).

26



Nach Watanabe und Hess et al. kann iINOS nicht in der unstimulierten Cochlea
nachgewiesen werden (Watanabe et al., 2000b, Hess et al., 1999). Shi und Popa et
al. konnten in ihren Untersuchungen jedoch vereinzelt eine Basalexpression in
bestimmten cochlearen Zellstrukturen nachweisen (Popa et al., 2001, Shi et al., 2003).
Eine erhohte iINOS-Expression liel3 sich in der Cochlea nach Stimulation mit
bakteriellen Endotoxinen detektieren (Takumida et al., 2000, Shi et al., 2003, Hess et
al., 1999, Watanabe et al., 2000b, Watanabe et al., 2000a). Dies impliziert, dass INOS
eine pathophysiologische Rolle im Rahmen einer intracochlearen Inflammation spielt
(Watanabe et al., 2000b). Eine Behandlung mit ototoxischen Substanzen, wie
Aminoglykosiden und Cisplatin, fuhrte ebenfalls zu einer Expressionssteigerung des
Enzyms (Watanabe et al., 2002, Li et al., 2006, Liu et al., 2008). Auch eine akustische
Uberstimulation durch Beschallung mit hohen Schalldruckpegeln induziert eine
Hochregulierung der Synthase sowie einen intracochlearen Anstieg der NO-
Konzentration (Shi et al., 2003, Shi und Nuttall, 2003, Shi et al., 2002). Unter
ischamischen Bedingungen und in Meerschweinchen mit endolymphatischen Hydrops
konnte eine erhohte INOS-Expression ebenfalls detektiert werden (Michel et al., 2000,
Morizane et al., 2005).

Eine basale Expression von iNOS wird in der Literatur kontrovers diskutiert wird. Unter
pathologischen Bedingungen konnte eine Expressionssteigerung des Enzyms
nachgewiesen werden (Shi et al., 2003).

6.6.2 Konstitutive Stickstoffmonoxid-Synthasen

Zu den konstitutiven Stickstoffmonoxid-Synthasen gehoren die nNOS und eNOS,
(Forstermann und Sessa, 2012, Heinrich und Helling, 2012). Diese beiden Enzyme
lassen sich permanent in einer Vielzahl von Geweben nachweisen und auch in der
Cochlea werden sie dauerhaft exprimiert (Forstermann und Sessa, 2012, Heinrich und
Helling, 2012, Heinrich et al., 1997, Heinrich et al., 1998).

Durch eine intrazellulare Calcium-Erhohung bindet Calmodulin an das Enzym und
ermoglicht einen Elektronentransfer, was letzten Endes durch zahlreiche
Redoxreaktionen zur Produktion von NO fuhrt (Hemmens und Mayer, 1998).
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6.6.2.1 Neuronale Stickstoffmonoxid-Synthase (nNOS)

Die nNOS konnte in zahlreichen Geweben nachgewiesen werden (Forstermann et al.,
1994). Darunter zahlen Neuronen des zentralen und peripheren Nervensystems,
Ganglien des vegetativen Nervensystems und neben Epithelzellen verschiedenster
Organsysteme auch glatte Muskelzellen von Gefallen (Forstermann et al., 1994,
Forstermann und Sessa, 2012).

In der Cochlea konnte nNOS im Corti-Organ und in der Lateralwand nachgewiesen
werden (Takumida und Anniko, 2002, Heinrich et al., 1997). Heinrich et al. konnte die
beiden konstitutiv exprimierten NO-Synthasen in ahnlichen zellularen als auch
subzellularen Regionen innerhalb der Cochlea feststellen (Heinrich et al., 2004). Es
besteht die Moglichkeit eines Kompensationsmechanismus zwischen eNOS und

NNOS unter pathophysiologischen Bedingungen (Heinrich et al., 2004).

NO, produziert von der nNOS, hat unterschiedliche physiologische Funktionen nicht
nur im Nervensystem, sondern auch in der Peripherie (Forstermann und Sessa, 2012).
Es ist bei der neuronalen und synaptischen Plastizitdt insbesondere bei der
Langzeitpotenzierung im Rahmen von Lernprozessen von groler Bedeutung
(Blackshaw et al., 2003, Bon und Garthwaite, 2003). Dartber hinaus scheint die
Isoform ein wichtiger Faktor bei der Neurogenese zu sein (Zhou und Zhu, 2009). Es
konnte ebenfalls nachgewiesen werden, dass nNOS an der zentralen Regulation des
systemischen Blutdrucks beteiligt ist (Toda et al., 2009, Togashi et al., 1992). In der
Peripherie konnte nNOS in Nervenzellen nachgewiesen werden, welche die glatten
Muskelzellen von Gefalden innervieren (Forstermann und Sessa, 2012). Die neuronale
Isoform scheint neben der eNOS auch fur die Tonusregulation von Gefal3en relevant
zu sein (Forstermann und Sessa, 2012). Zudem ist sie fur die Aufrechterhaltung einer
penilen Erektion bedeutsam (Rajfer et al., 1992).

Pathophysiologisch ist von der nNOS produziertes NO bei einer Vielzahl an
neurodegenerativen Erkrankungen, wie beispielsweise Morbus Alzheimer und Morbus
Parkinson, von Relevanz (Zhou und Zhu, 2009). Ein starker Anstieg der NO-

Konzentration kann zu Exzitotoxizitat und Nervenzelluntergang fuhren (Brown, 2010).
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6.6.2.2 Endotheliale Stickstoffmonoxid-Synthase (eNOS)

Die eNOS findet sich vornehmlich in Endothelzellen von Gefalen, Iasst sich jedoch
auch in einer Vielzahl anderer Gewebe inklusive der Cochlea nachweisen
(Forstermann et al., 1994, Heinrich et al., 1998, Li et al., 2002).

Die Produktion von NO durch eNOS wird zum einen durch die Expression des Enzyms
und zum anderen durch Modulation der Enzymaktivitat beeinflusst (Li et al., 2002). Die
Expression kann dabei durch physikalische Stimuli, Wachstumsfaktoren, Hormone
und andere Mediatoren, wie TNF-alpha und bakterielle Endotoxine, gesteuert werden
(Lietal., 2002). Fur die Regulation der Enzymaktivitat spielen sowohl der intrazellulare
Calciumspiegel (siehe dazu Kapitel 6.6) als auch eine Phosphorylierung und
Dephosphorylierung von bestimmten Aminosauren des Enzyms eine Rolle (Fleming
und Busse, 2003).

Die Phosphorylierung kann an verschiedenen Tyrosin-, Threonin- und Serinresten
stattfinden (Fleming, 2010). Unterschiedliche Stimuli initieren Uber Kinasen die
Phosphorylierung von verschiedenen Proteinbestandteilen des Enzyms und flhren
somit zu einer Aktivitatssteigerung oder -minderung der Synthase (Fleming, 2010).
Wichtige Phosphorylierungsorte sind dabei Serin 1177 (Ser1177) und Threonin 495
(Thr495) (Dimmeler et al., 1999, Fleming und Busse, 2003). Zu den wichtigsten Stimuli
zahlen der vaskulare endotheliale Wachstumsfaktor (VEGF), Bradykinin, Insulin,
Ostrogen und erhéhte intrazellulare Calciumspiegel (Fleming, 2010). Auf das Endothel

wirkende Scherkrafte stellen ebenfalls einen wichtigen Stimulus dar (Fleming, 2010).

Serin 1177 liegt in unstimulierten Endothelzellen dephosphoryliert vor und wird durch
die oben genannten Stimuli mittels spezieller Proteinkinasen phosphoryliert
(Forstermann und Sessa, 2012). Wichtig sind dabei die Proteinkinase A (PKA),
Proteinkinase B (Akt1), Calmodulin-abhangige Kinase Il (CaMKIl) und die AMP-
aktivierte Proteinkinase (AMPK) (Fleming, 2010). Eine Phosphorylierung von Ser1177
ermoglicht einen besseren Elektronentransfer durch die Redoxkaskade des Enzyms
und steigert somit die NO-Produktion (Forstermann und Sessa, 2012). Laut Fleming
et al. ist Threonin 495 in unstimulierten Zellen durchgehend phosphoryliert, stort die
Bindung von Calmodulin an das Enzym und mindert letzten Endes dessen Aktivitat
(Fleming et al., 2001). Man geht davon aus, dass dabei die Proteinkinase C (PKC)
eine tragende Rolle spielt (Michell et al., 2001). Eine Dephosphorylierung von Thr495

fuhrt zu einer Aktivitatssteigerung von eNOS (Forstermann und Sessa, 2012). Es
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existieren zahlreiche weitere Phosphorylierungsorte, die bei der Aktivitatsregulation
von eNOS eine Rolle spielen (Fleming, 2010). Einfachheitshalber wird sich in diesem
Kapitel auf Ser1177 und Thr495 beschrankt.

Die NO-Produktion durch eNOS hat grof3e Relevanz fur das kardiovaskulare System
und ist dabei an einer Vielzahl von physiologischen Ablaufen beteiligt (Forstermann
und Sessa, 2012). Neben Vasodilatation und Blutdruckkontrolle besitzt eNOS anti-
inflammatorische und anti-atherosklerotische Eigenschaften, aufgrund dessen ihr eine
vasoprotektive Rolle zukommt (Forstermann und Sessa, 2012). Eine
Endotheldysfunktion mit reduzierter eNOS-Aktivitat kann letzten Endes zu multiplen
Pathologien des kardiovaskularen Systems fuhren (Forstermann, 2010, Forstermann
und Sessa, 2012).

In der Cochlea konnte eNOS im Corti-Organ, den SGZ und in der Lateralwand
nachgewiesen werden (Heinrich et al., 1998, Heinrich et al., 2004, Heinrich et al.,
2019). Ebenfalls gelang der Nachweis in den Endothelzellen kapillarer Gefalle von
Stria vascularis und Spiralligament (Yamane et al., 1997). Die hochsten
Konzentrationen fanden sich in Zellen, welche die Retikularlamina und somit die
Barriere zwischen Endo- und Perilymphe bilden: den inneren und auf3eren Pfeiler- und
Haarzellen sowie den Deiters-Zellen (Heinrich et al., 1998). Heinrich et al. konnten
zudem zeigen, dass eine intratympanale Injektion von ototoxischen Substanzen sowie
eine akute Larmbelastung des Innenohrs zu einer Steigerung der eNOS-Expression
fuhrt (Heinrich et al., 2005, Heinrich et al., 2006, Heinrich et al., 2019). Ob es sich bei
der nachgewiesenen Hochregulierung von eNOS um einen otoprotektiven oder
otodestruktiven Mechanismus handelt, bleibt weiterhin offen und Gegenstand weiterer
Forschungen (Heinrich et al., 2006). Es gibt jedoch Anzeichen, die durchaus
nahelegen, dass eNOS eine otoprotektive Rolle spielen konnte (Heinrich et al., 2019,
Heinrich et al., 2021).

6.7 Wirkung von Stickstoffmonoxid in der Cochlea

NO ist physiologisch und pathophysiologisch in der Cochlea auf vielfaltige Art und
Weise von Relevanz (Heinrich und Helling, 2012). Niedrige NO-Konzentrationen sollen
eine zytoprotektive Rolle spielen wohingegen ein massiver Anstieg der NO-Produktion,
beispielsweise durch erhdhte iINOS-Expression, zu zytotoxischen und
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pathophysiologischen Veranderungen in der Cochlea fuhrt (Shi et al., 2003, Shi und
Nuttall, 2003, Ruan, 2002, Fessenden und Schacht, 1998, Heinrich und Helling, 2012).
Heinrich und Helling (2012) beschrieben die Auswirkungen von NO auf die cochleare
Mikrozirkulation, die interzellulare Signalkommunikation mittels gap junctions sowie

den synaptischen Signaltransfer (Heinrich und Helling, 2012).

Im Allgemeinen ist bekannt, dass NO eine grof3e Bedeutung fur die Tonusregulierung
von Blutgefallen hat (Foérstermann, 2010, Foérstermann und Sessa, 2012).
Brechtelsbacher et al. (1994) und Jiang et al. (2004) gelang der Nachweis einer
basalen NO-Produktion innerhalb der versorgenden Gefalde der Cochlea und damit
auch eine, den Vasotonus regulierende Funktion, des Molekuls (Brechtelsbauer et al.,
1994, Jiang et al., 2004). Eine Inhibition der NO-Synthasen durch Applikation von N©-
nitro-L-Arginin-Methyl-Ester  (L-NAME) fuhrte zu einer Verringerung des
Gefalddurchmessers und einer daraus resultierenden Reduzierung des cochlearen
Blutflusses (Jiang et al., 2004, Brechtelsbauer et al., 1994). Dieser Effekt konnte durch
die Gabe des Substrates L-Arginin rickgangig gemacht werden (Brechtelsbauer et al.,
1994). Die eNOS konnte in Endothelzellen der Stria vascularis und des Spiralligaments
nachgewiesen werden (Heinrich et al., 1998, Yamane et al., 1997). Zudem geht man
davon aus, dass neben eNOS auch nNOS aus Typ V-Fibrozyten an der NO-Produktion
in der Lateralwand beteiligt ist (Dai et al., 2011). Shi et al. (2003) postulierten, dass ein
Anstieg von iINOS unter pathologischen Bedingungen und damit eine stark erhohte
NO-Konzentration in der Cochlea zu Untergang von Marginalzellen der Stria vascularis
und Einschrankungen der cochlearen Mikrozirkulation fuhrt (Shi und Nuttall, 2003).
Ebenfalls scheinen die Perizyten die Mikrozirkulation in der Cochlea zu beeinflussen
(Heinrich und Helling, 2012). Sie besitzen kontraktile Elemente und alle drei Isoformen
der NOS konnten nachgewiesen werden (Dai et al., 2009, Shi et al., 2008, Shi et al.,
2001). Daruber hinaus inhibiert NO auf direktem Weg spannungsabhangige Calcium-
Kanale in Perizyten und fuhrt so zu einer Relaxation (Sakagami et al., 2001). NO ist
somit durch verschiedenste Mechanismen an der Regulation des cochlearen
Blutflusses beteiligt und tragt entscheidend zur Aufrechterhaltung der Horfunktion bei.

Neben der Mikrozirkulation hat NO auch eine groRe Relevanz fur die interzellulare
Kommunikation mittels gap junctions (Heinrich und Helling, 2012). Dabei ist vor allem
das Kalium-Recycling von zentraler Rolle und gewahrleistet eine Aufrechterhaltung der

Elektrolythomdostase sowie des endocochlearen Potenzials (Zhao et al., 2006). Gap
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junctions stellen Zell-Zell-Verbindungen dar, welche das Zytoplasma zweier
benachbarter Zellen miteinander verbinden und so fir eine Kommunikation dieser
Zellen untereinander sorgen (Goodenough und Paul, 2009). Die Kanale setzen sich
aus zwei Proteinkomplexen, den sogenannten Connexonen, zusammen, welche
jeweils wiederum aus sechs Transmembranproteinen, den Connexinen, bestehen
(Goodenough und Paul, 2009). Kleine Molekule und lonen kdnnen diese Kanale durch
Diffusion passieren (Goodenough und Paul, 2009). Eine Verbindung zwischen
Mutationen in Connexin-Genen und genetisch bedingter Innenohrschwerhdrigkeit
verdeutlichen die Wichtigkeit der gap junctions fur die cochleare Funktion (Zhao et al.,
2006, Kikuchi et al., 2000b). Es existieren zwei funktionelle interzellulare Systeme aus
gap junctions innerhalb der Cochlea (Heinrich und Helling, 2012). Ein epitheliales
System verbindet zum einen die inneren Haarzellen Gber Sulcus- und Interdentalzellen
mit der Limbus-Region und zum anderen die aHZ Uber weitere Stutzzellen zur
Lateralwand (Heinrich und Helling, 2012). Ein zweites mesenchymales System
befindet sich in der Lateralwand und verbindet Intermediar- sowie Basalzellen der Stria
vascularis und Fibrozyten im spiralen Ligament miteinander (Heinrich und Helling,
2012, Kikuchi et al., 2000b, Zhao et al., 2006). Die interzellularen Verbindungen sind
fur das Recycling sowie die Bereitstellung von Kalium und somit fur die
Aufrechterhaltung des endocochlearen Potenzials von grof3er Relevanz (Zhao et al.,
2006, Kikuchi et al., 2000a). Blasits et al. (2000) konnten in ihren Untersuchungen
zeigen, dass ein Anstieg der NO-Konzentration zu einer Trennung der gap junctions
in Deiters-Zellen fuhrt (Blasits et al., 2000). Dies konnte zu einem reduzierten Kalium-
Recycling fuhren und pathophysiologische Konsequenzen fur die Horfunktion haben
(Heinrich und Helling, 2012). Ein Zusammenhang zwischen NO und der Entkopplung
von gap junctions konnte bereits in anderen Organsystemen nachgewiesen werden
(Rorig und Sutor, 1996, Patel et al., 2006).

Ebenfalls ist in der Literatur beschrieben, dass der synaptische Signaltransfer durch
NO beeinflusst werden kann (Heinrich und Helling, 2012). Der Neurotransmitter der
afferenten cochlearen Synapsen ist vornehmlich Glutamat, welcher an der
Postsynapse mit ionotropen und G-Protein-gekoppelten Rezeptoren interagiert
(Raphael und Altschuler, 2003, Heinrich und Helling, 2012). Es ist bekannt, dass
Larmexposition zu Nervenzelluntergang und Horverlust fuhrt (Puel et al., 1998). Laut
Shi et al. (2015) kommt es dabei zu einer Verminderung der Synapsen, welche sich

erst nach Wochen normalisiert (Shi et al., 2015). Eine starke Uberstimulation fiihrt
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jedoch zu permanenten Horverlust (Spoendlin, 1985). Der Mechanismus der
Exzitotoxizitat durch Glutamat ist dabei von besonderer Relevanz (Puel et al., 1998).
Eine massive Glutamatfreisetzung fuhrt zu einer UbermaRigen Stimulation der
ionotropen Glutamatrezeptoren mit konsekutivem Einstrom von Kationen (Zhang et al.,
2021). Anionen und Wasser folgen entlang des Konzentrationsgefalles und sorgen fur
eine Zellschwellung bis hin zum Zelluntergang (Zhang et al., 2021, Wang et al., 2002,
Pujol und Puel, 1999). Puel et al. (1998) konnten durch die Gabe von Glutamat-
Antagonisten diese Zellschwellung verhindern (Puel et al., 1998). Die nNOS kann
durch eine proteinbindende Region an NMDA-Rezeptoren binden und durch deren
Aktivierung stimuliert werden (Sattler et al., 1999, Zhang et al., 2010). Dawson et al.
(1996) konnten mittels Zellkulturen von nNOS-Knockout-Mausen nachweisen, dass
NO in Glutamat-bedingter Neurotoxizitdt von Relevanz ist (Dawson et al., 1996).
Folglich kann eine NO bedingte Neurotoxizitdt aufgrund einer Uberstimulation
cochlearer postsynaptischer NMDA-Rezeptoren eine pathophysiologische Rolle im

Innenohr spielen (Heinrich und Helling, 2012).

6.7.1 Reaktive Sauerstoff- und Stickstoffspezies

ROS und RNS werden auch als freie Radikale bezeichnet und sind Molekule, welche
durch ein oder mehrere ungepaarte Elektronen eine erhohte Reaktionsfreudigkeit
aufweisen (Halliwell und Gutterridge, 2015). Die bekanntesten ROS sind das
Superoxid-Anion (O?%), das Hydroxyl-Radikal (OH-) und Wasserstoffperoxid (H20-)
(Valko et al., 2007). O% wird dabei als primares Radikal bezeichnet, da es durch
Interaktion mit anderen Molekulen sekundare ROS wie OH- generieren kann (Valko et
al., 2007). Zu den RNS zahlen NO, Stickstoffdioxid (NO2), Distickstofftrioxid (N203)
sowie Peroxynitrit (ONOO-), welches durch Reaktion von NO mit O% entsteht (Kurabi
et al., 2017, Valko et al., 2007). ONOO- ist sehr potent und ist zu Einzelstrangbrichen
der DNA und Peroxidation von Lipiden in der Lage (Forstermann und Sessa, 2012,
Shahab und Jamesdaniel, 2022). NO2> und N203 kénnen die Apoptose einleiten
(Shahab und Jamesdaniel, 2022). O% entsteht zum einen durch die Atmungskette in
Mitochondrien und zum anderen durch die NADPH-Oxidase (Droge, 2002). Auch NOS
konnen in ihrem enzymatischen Prozess ROS und RNS generieren (Wang und Puel,
2018). ROS und RNS fuhren in hohen Konzentrationen zu oxidativen Schaden an
DNA, Lipiden und Proteinen wohingegen beide in niedrigen Konzentrationen auch eine
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regulatorische Funktion auf unterschiedlichste Signalkaskaden sowie eine bakterielle
Abwehrfunktion besitzen (Valko et al., 2007, Evans und Halliwell, 1999, Poirrier et al.,
2010). Daruber hinaus konnen ROS die Apoptose, also den programmierten
Zelluntergang, initiieren (Valko et al., 2007). Unter physiologischen Bedingungen
werden hohe ROS- und RNS-Konzentrationen durch  antioxidative
Abwehrmechanismen kontrolliert (Evans und Halliwell, 1999). Zu diesen Mechanismen
gehoren Enzyme wie die Glutathion-Peroxidase und die Superoxid-Dismutase sowie
Tocopherol (Vitamin E) und Ascorbinsaure (Vitamin C) (Evans und Halliwell, 1999).
Ein Ungleichgewicht zwischen Produktion und Elimination freier Radikale fuhrt letzten
Endes zu oxidativen Stress (Evans und Halliwell, 1999).

6.7.1.1 Oxidativer Stress in der Cochlea durch ROS und RNS

ROS und RNS konnten in der Cochlea nach Beschallung sowie Applikation von
ototoxischen Substanzen nachgewiesen werden (Shi und Nuttall, 2003, Henderson et
al., 2006, Kim et al., 2010, Vlajkovic et al., 2010). ONOO- als auferst
reaktionsfreudiges freies Radikal konnte ebenfalls in der Cochlea nach Larmbelastung
gefunden werden (Yamashita et al., 2004). Neben direkten Schaden an DNA, Lipiden
und Proteinen konnen die Radikale durch eine Peroxidation von Lipiden auch
hochtoxische Molekule bilden (Yamashita et al., 2004). Diese sind in der Lage, die
Apoptose einzuleiten (Kurabi et al., 2017). Yamashita et al. (2004) zeigten, dass ein
Anstieg von ROS und RNS in der Cochlea mit einem progressiven Haarzelluntergang
korreliert (Yamashita et al., 2004).

Pathophysiologisch ist der Calcium-Haushalt einer Zelle ebenfalls von Relevanz fur
die Entstehung von ROS und RNS (Kurabi et al., 2017). ROS entstehen zu einem
groRen Teil in Mitochondrien und eine erhohte Calcium-Konzentration in der Zelle
erhoht die Permeabilitat der Mitochondrienmembran und damit die Durchlassigkeit fur
ROS (Valko et al., 2007, Kurabi et al., 2017). Sowohl exzessive Beschallung als auch
ototoxische Medikamente konnen in Haarzellen die intrazellulare Calcium-
Homoostase modulieren (Fridberger et al., 1998, Esterberg et al., 2014, Esterberg et
al., 2013).

Laut Kurabi et al. (2017) kdnnen ROS die Produktion von proinflammatorischen
Zytokinen stimulieren (Kurabi et al., 2017). Die iINOS kann durch proinflammatorische
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Zytokine in ihrer Expression gesteigert werden und so gro3e Mengen NO
synthetisieren (Robbins und Grisham, 1997). Dieses NO kann wiederum mit O% zu
Peroxynitrat umgewandelt werden und weiteren oxidativen Schaden verursachen
(Valko et al., 2007).

Daruber hinaus fuhren Mikrozirkulationsstorungen mit Ischamie und anschlieRender
Reperfusion zu  massiver ROS-Produktion (Valko et al, 2007).
Durchblutungsstorungen der Cochlea werden seit langem als moglicher Mechanismus
fur eine Vielzahl an Innenohrpathologien angesehen (Shi, 2011). Es gibt diverse
Hinweise daflr, dass eine erhohte Larmbelastung mit einem reduzierten cochlearen
Blutfluss einhergeht (Arpornchayanon et al., 2011, Scheibe et al., 1993, Thorne und
Nuttall, 1987). Laut Kurabi et al. (2017) konnte durch Lipidperoxidation Produkte
entstehen, welche selbst vasoaktive Eigenschaften besitzen und so einen Teufelskreis
aus Ischamie und ROS-Bildung entstehen lassen (Kurabi et al., 2017).

6.7.2 Larmbelastung und NO

Einige Experimente konnten in der Vergangenheit nachweisen, dass eine erhohte
Larmbelastung zu einer gesteigerten NO-Produktion innerhalb verschiedenster
cochlearer Zellstrukturen fuhrt (Shi et al., 2002). Zudem konnte gezeigt werden, dass
NO nach Beschallung sowohl durch eine Hochregulierung der eNOS- als auch iNOS-
Aktivitat produziert wird (Heinrich et al., 2005, Inai et al., 2012, Shi und Nuttall, 2003).
Chen et al. (2008) zeigten in ihren Untersuchungen eine Korrelation zwischen NO und
permanenten Horschwellenanstieg nach Larmbelastung (Chen et al., 2008). Nach Shi
und Nuttall (2003) fiihrt eine akustische Uberstimulation der Cochlea zu einer Induktion
von iNOS mit gesteigerter NO- und ROS-Produktion. Sie postulierten, dass dies zu
Schaden innerhalb der Stria vascularis und somit zu cochlearen
Mikrozirkulationsstorungen fuhren kann (Shi und Nuttall, 2003). Es gibt zahlreiche
wissenschaftliche  Publikationen, die  einen = Zusammenhang  zwischen
Larmschwerhdrigkeit und nitrosativem beziehungsweise oxidativem Stress nahelegen
(Ohinata et al., 2003, Yamashita et al., 2005, Han et al., 2013, Honkura et al., 2016).
Die massive Produktion von NO im Zusammenspiel mit ROS und RNS nach massiver
Beschallung kann die Apoptose einleiten, zum Untergang cochlearer Zellen fuhren und
somit die Horfahigkeit nachhaltig schadigen (Shahab und Jamesdaniel, 2022,

Nagashima et al., 2010).
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6.7.3 Ototoxische Medikamente und NO

Erhohte NO-Konzentrationen konnten innerhalb der Cochlea nach Behandlung mit
nachweislich ototoxischen Medikamenten nachgewiesen werden (Heinrich und
Helling, 2012). Dabei sind vor allem Aminoglykoside und Zytostatika von besonderer
Relevanz (Jamesdaniel et al., 2016, Jamesdaniel et al., 2012, Heinrich et al., 2008).
Cisplatin fuhrt durch Generierung von oxidativem und nitrosativem Stress zu
Zelluntergang und Apoptose, was letzten Endes in einem Horverlust mindet (Shahab
und Jamesdaniel, 2022). Watanabe et al. (2002) zeigten, dass eine Behandlung von
Mausen mit Cisplatin zu einer gesteigerten INOS Expression fuhrt. Sie postulierten,
dass eine erhohte NO-Produktion durch das Enzym bei Cisplatin-induzierter
Ototoxizitat von besonderer Relevanz ist (Watanabe et al., 2002). Aminoglykoside sind
ebenfalls ototoxisch und diese Eigenschaft wird therapeutisch bei der Behandlung des
Morbus Meniére genutzt (Blakley, 2000). Nach Heinrich et al. (2008) tragt NO zum
Horverlust durch Gentamicin bei. In ihren Versuchen konnten sie eine Korrelation
zwischen erhohter NO-Produktion und einem Hoérschwellenanstieg nach
intratympanaler Gentamicin-Injektion identifizieren (Heinrich et al., 2008). Daruber
hinaus konnte eine erhdhte Expression von iNOS und eNOS in der Cochlea nach
Gentamicin-Behandlung festgestellt werden (Heinrich et al., 2008, Heinrich et al.,
2006, Liu et al., 2008). Als pathophysiologische Ursache fur den Horverlust nach
Gentamicin-Behandlung wird unter anderem oxidativer und nitrosativer Stress sowie

eine NO-vermittelte Apoptose gesehen (Yang et al., 2011).

6.8 Survivin

Survivin (BIRCS) wurde zum ersten Mal durch Ambrosini et al. (1997) beschrieben. Sie
konnten das Protein in unterschiedlichsten humanen Krebsarten nachweisen und
sprachen ihm eine Apoptose-inhibierende Rolle zu (Ambrosini et al., 1997). Survivin
ist mit 142 Aminosauren und einer atomaren Masseneinheit von etwa 16,5 kDa ein
kleines Protein (Ambrosini et al., 1997). Das Survivin-codierende Gen BIRCS befindet

sich auf dem langen Arm von Chromosom 17 (Ambrosini et al., 1997).

Survivin ist das kleinste Mitglied einer Gruppe von Proteinen, welche als Inhibitor of
apoptosis protein (IAP) bezeichnet werden (Altieri, 2008a). Zum jetzigen Stand sind
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acht verschiedene IAPs bekannt, deren gemeinsames Merkmal eine sogenannte
Baculoviral IAP Repeat-Domane (BIR-Domane) ist (Srinivasula und Ashwell, 2008,
Wheatley und Altieri, 2019). Mittels dieser Doméane sind die Proteine in der Lage, sich
an Caspasen zu binden (Eckelman et al., 2006). Neben einer solchen strukturellen
Gemeinsamkeit besitzen die |IAPs weitere, fur die Inhibition der Apoptose wichtige
Proteindomanen (Eckelman et al., 2006). Eine davon ist die sogenannte Really
interesting new gene — Domane (RING-Domane), welche eine Ubiquitinligase darstellt
und so Proteine durch Ubiquitinierung dem Proteasom zum Abbau zufuhren kdnnen
(Eckelman et al.,, 2006). Laut Eckelman et al. (2006) gibt es prinzipiell zwei
Moglichkeiten die Apoptose durch direkte Inaktivierung von Caspasen zu inhibieren.
Zum einen durch Inhibierung ihrer enzymatischen Aktivitat und zum anderen durch
Abbau der Caspasen durch das Ubiquitin-Proteasom-System (Eckelman et al., 2006).
X-linked IAP (XIAP) scheint nach aktuellem Stand das einzige IAP zu sein, welches
Caspasen direkt inhibieren kann (Eckelman et al., 2006, Wheatley und Altieri, 2019,
Eckelman und Salvesen, 2006). Daruber hinaus konnen IAPs auch indirekt Uber
Nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated B-cells (NF-kB) und andere
Signalkaskaden ihre Funktion ausuben und sind neben der Inhibierung der Apoptose
an weiteren zellularen Ablaufen beteiligt (Cetraro et al., 2022). Dazu zahlen unter

anderem die Zellteilung und -migration (Srinivasula und Ashwell, 2008).

Survivin besitzt selbst keine enzymatische Funktion sondern dient vielmehr als eine
Art Adapterprotein im Zusammenspiel mit anderen Proteinen (Wheatley und Altieri,
2019). Das Protein ist funktionell fur die Inhibition der Apoptose und eine regelrechte
Zellteilung wahrend der Mitose von besonderer Relevanz (Wheatley und Altieri, 2019,
Altieri, 2006). Laut Wheatley und Altieri (2019) interagiert Survivin mit XIAP, Hepatitis
B virus X-interacting protein (HBXIP) und XIAP-associated factor 1 (XAF1). Dieser
Komplex soll die Wirkung von XIAP auf Caspasen sowie die Aktivitat anderer I1APs
modulieren (Wheatley und Altieri, 2019, Marusawa et al., 2003). Ferner beschreiben
Song et al. (2003) eine Interaktion zwischen Second mitochondrial-derived activator of
caspases (Smac), einem |AP-Inhibitor, und Survivin. In ihren Versuchen konnten sie
nachweisen, dass Survivin den pro-apoptotischen Effekt von Smac antagonisiert
(Song et al., 2003). Smac oder auch Direct IAP binding protein with low Pl (DIABLO)
genannt, ist ein proapoptotisches Protein und inhibiert die Wirkung von I|APs
(Verhagen und Vaux, 2002). Survivin besitzt eine Halbwertszeit von etwa 30 Minuten

und wird durch das Ubiquitin-Proteasom-System abgebaut (Zhao et al., 2000).
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6.8.1 Apoptose

Als Apoptose wird der programmierte Zelluntergang bezeichnet. Es ist allgemein
bekannt, dass die Apoptose Uber einen extrinsischen und einen intrinsischen
Aktivierungsweg eingeleitet werden kann. Dabei spielt die kaskadenartige Aktivierung
von bestimmten Cysteinproteasen, den Caspasen, eine bedeutende Rolle (Elmore,
2007).

Extrinsisch kann die Apoptose Uber einen sogenannten ,Todesrezeptor® (death
receptor) eingeleitet werden (Elmore, 2007). Dieser gehort zur Gruppe der
Tumornekrosefaktor-Rezeptoren (Ashkenazi und Dixit, 1998). Nach Bindung des
Liganden an den Rezeptor wird eine Signalkaskade in Gang gesetzt, welche zur
Rekrutierung von verschiedenen Proteinen, Komplexbildung und letzten Endes zur
Aktivierung der Caspase 8 fuhrt (EImore, 2007). Diese dient als Initiatorcaspase und
aktiviert die Effektorcaspasen 7, 6 und 3, welche letzten Endes den Zelluntergang
herbeifuhren (Elmore, 2007). Am Ende dieser Kaskade steht die Caspase 3, welche
durch Aktivierung von weiteren Proteasen und Endonukleasen zu DNA-
Fragmentierung, Abbau von Zytoskelett- und Kernbestandteilen, Formung der
Apoptosekorperchen mit Expression von Rezeptoren fur phagozytierende Zellen und
letzten Endes der Phagozytose fuhrt (Elmore, 2007).

Die intrinsiche Apoptose geht von den Mitochondrien der Zelle aus. Dabei kdnnen
verschiedene unterschiedliche Stimuli innerhalb der Zelle zur Initiation des
programmierten Zelltods fuhren (Elmore, 2007). Ein Beispiel ware dabei DNA-
Schaden durch oxidativen Stress oder ein Entzug von Wachstumsfaktoren (Elmore,
2007). Der Stimulus fuhrt unter anderem zur Aktivierung des Transkriptionsfaktors p53,
welcher wiederum eine Signalkaskade Uber proapoptotische Proteine der B-cell-
lymphoma-Familie (bcl2) in Gang setzt (Chen, 2016, Riley et al., 2008) Proteine der
bcl2-Familie kdnnen sowohl pro- als auch antiapoptotisch wirken und dienen im
Allgemeinen als  Modulatoren der  Apoptose (Elmore, 2007). Eine
Permeabilitatssteigerung der aulReren Mitochondrienmembran wird induziert,
woraufhin Cytochrom c, aber auch Smac/DIABLO, das Mitochondrium ins Zytosol
verlasst (Elmore, 2007). Innerhalb des Zytosols bildet sich aus Cytochrom c, der Pro-
Caspase 9 und weiteren Adapterproteinen das sogenannte Apoptosom (Chinnaiyan,
1999). Dieses aktiviert die Caspase 9, welche wiederum die Effektorcaspasen
stimuliert (Elmore, 2007).
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6.8.2 Survivin-Expression und Rolle in der Onkologie

Survivin wurde als Apoptose-Inhibitor und Regulator der Mitose in einer Vielzahl von
Tumorgeweben entdeckt und ist in der Lage Tumorzellen vor Apoptose zu schitzen
(Altieri, 2008a, Wheatley und Altieri, 2019, Fukuda und Pelus, 2006, Altieri, 2003).
Darlber hinaus ist es auch wahrend der Embryogenese exprimiert und in der
Entwicklungsphase von besonderer Relevanz (Uren et al., 2000). Neben Tumorzellen
und Embryogenese konnte BIRC5 auch in nichtmalignem adultem differenziertem
Gewebe nachgewiesen werden und konnte dort eine zytoprotektive oder -destruktive
Funktion haben (Lechler et al., 2007). Zudem wurde das Protein in primitiven
hamatopoetischen  Zellen, T-Lymphozyten, Neutrophilen und vaskularen
Endothelzellen nachgewiesen (Fukuda und Pelus, 2006). Eine basale Expression
konnte daruber hinaus in humanen Thymuszellen und Inselzellen des Pankreas

gefunden werden (Kobayashi et al., 2002, Liggins et al., 2003).

Survivin kann als prognostischer Marker in der Therapie maligner Erkrankungen
herangezogen werden, da es in den meisten Krebsformen stark exprimiert wird und
mit einer erhohten Ruckfallrate, Chemotherapie- und Strahlenresistenz sowie einem
schlechten Outcome assoziiert ist (Altieri, 2003, Altieri, 2008b, Wheatley und Altieri,
2019, Fukuda und Pelus, 2006). Aufgrund der Uberexpression in Tumorzellen und
seiner antiapoptotischen Eigenschaften, stellt Survivin einen wichtigen und
vielversprechenden Ansatzpunkt onkologischer Forschung dar (Wheatley und Altieri,
2019).

6.8.3 Survivin in der Cochlea

Habtemichael et al. (2010) gelangt erstmals der Nachweis von Survivin in
ausdifferenziertem cochlearen Gewebe anhand eines Meerschweinchenmodells und
lie® die Idee einer moglichen physiologischen oder pathophysiologischen Rolle des
Proteins im Rahmen von Innenohrdysfunktionen zu (Habtemichael et al., 2010a,
Habtemichael et al., 2010b). In weiteren Experimenten konnten sie zeigen, dass eine
moderate Larmbelastung zu einem Horverlust von 33 dB und einem Anstieg der
Survivin-Expression im Spiralligament, dem Corti-Organ und den Nervenfasern fuhrte
(Habtemichael et al., 2010a, Knauer et al., 2010). Nach intratympanaler Injektion des
ototoxischen Aminoglykosids Gentamicin hingegen konnte eine signifikante

Expressionsminderung, korrelierend mit einem mittleren Horverlust von 24 dB
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nachgewiesen werden (Habtemichael et al., 2010a, Knauer et al., 2010). Habtemichael
et al. und Knauer et al. (2010) postulierten nach ihren Versuchen eine mdgliche
otoprotektive Rolle des Antiapoptoseproteins Survivin (Knauer et al., 2010,
Habtemichael et al., 2010a).

6.8.4 Survivin und NO

In diversen Publikationen konnte ein Zusammenhang zwischen der Expression von
Survivin und der Konzentration an NO hergestellt werden (Chao et al., 2004, Fetz et
al., 2009). Chao et al. (2004) fanden heraus, dass die Gabe von NO-spendenden
Substanzen, wie N-Acetyl-Pencillamin (SNAP) und Natriumnitroprussid (SNP), mit
einer Expressionsminderung von Survivin in humanen Lungenkarzinomzellen
korreliert (Chao et al., 2004). Sie postulieren ebenfalls, dass der p38-Mitogen-aktivierte
Proteinkinase (MAPK)-Signalweg fur die NO-abhangige Inhibition von Survivin
verantwortlich ist (Chao et al., 2004). Dies konnten Engels et al. (2008) in ihren
Untersuchungen am Ovarialkarzinom bestatigen (Engels et al., 2008). Der p38-MAPK-
Signaleweg ist bei hohen NO-Konzentrationen von Relevanz und vermittelt eine
Expressionsminderung von Survivin und den Zelluntergang durch Apoptose (Fetz et
al., 2009). Daruber hinaus scheint auch der Phosphatydilnositol-3-Kinase-Akt
(PIBK/Akt)-Signalweg im Zusammenhang mit niedrigen Konzentrationen und
Expressionssteigerung von Survivin von Relevanz zu sein (Fetz et al., 2009). Die
Tatsache, dass niedrige NO-Konzentrationen zur Expressionssteigerung von Survivin
und hohe Konzentrationen zur Herunterregulierung der Expression fuhrt konnte in
verschiedenen malignen Zelltypen nachgewiesen werden (Chao et al., 2004, Engels
et al., 2008, Fetz et al., 2009). Zusatzlich konnten Fetz et al. (2009) und Engels et al.
(2008) eine Korrelation zwischen iNOS- und Survivin-Expression feststellen (Fetz et
al., 2009, Engels et al., 2008).

Nach Larmtrauma und Verabreichung ototoxischer Medikamente konnte in der
Cochlea eine gesteigerte NO-Produktion durch eNOS und iNOS nachgewiesen
werden (Heinrich et al., 2006, Heinrich et al., 2005, Shi et al., 2001, Watanabe et al.,
2002). Ebenfalls konnten beide Stimuli die Survivin-Expression in der Cochlea
beeinflussen (Habtemichael et al., 2010a). Laut Knauer et al. (2010) spielen eNOS und

niedrige NO-Konzentrationen sowie deren regulatorischer Einfluss auf Survivin mittels
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des PI3K/Akt-Signalwegs eine mogliche otoprotektive Rolle nach cochlearem Trauma
(Knauer et al., 2010).

7 Material und Methoden
7.1 Material

7.1.1 Versuchstiere

Es wurden gesunde, weibliche Dunkin Hartley - Albinomeerschweinchen (200-250g,
Charles River, Sulzfeld, Deutschland) als Versuchstiere verwendet. Insgesamt wurden
24 Tiere eingesetzt, von denen jeweils eine Halfte ein Cochlea-Implantat erhielt und
die andere Halfte als Sham-Kontrolle (reine Cochleostomie ohne Cochlea-
Implantation) diente. Bei allen Tieren lagen praoperativ regelrechte Preyer-Reflexe
vor. Eine Mittelohrerkrankung konnte ebenfalls otoskopisch ausgeschlossen werden.
Die Tiere wurden in einem 12h-12h Tag-Nacht-Rhythmus in den Raumlichkeiten der
Translational Animal Research Center (TARC) der Johannes Gutenberg-Universitat
Mainz gehalten (Universitatsmedizin Mainz, Gebaude 901, 5. OG). Die
tierexperimentellen Versuche, Totung und Organentnahme der Versuchstiere
erfolgten im Labor der Hals-, Nasen-, Ohrenklinik und Poliklinik der
Universitatsmedizin Mainz (Gebaude 102, 2. OG). Eine ausreichende Versorgung mit
Nahrung und Wasser wurde ad libitum gewabhrleistet. Ein konstantes Klima von 22°C,
eine relative Luftfeuchte von 55% und ein Tag-Nacht-Rhythmus von jeweils 12
Stunden wurde bei der Haltung der Versuchstiere eingehalten. Sowohl Haltung im
TARC, als auch experimentelle Versuche im Labor fanden Ubereinstimmend mit
gesetzlichen Vorgaben statt und wurden entsprechend von der verantwortlichen
Aufsichtsbehdrde (Landesuntersuchungsamt Rheinland-Pfalz, Mainzer Stralle 112,
56068 Koblenz) kontrolliert. Eine entsprechende Genehmigung der Tierversuche lag
vor (23 177-07 / G 14-1-062).

7.1.2 Chemikalien, Gerate und Einmalmaterial

Tabelle 1: Chemikalien

| Chemikalie Hersteller |
Citronensaure Monohydrat Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland
Dako Stift ,Dako Pen* Dako Denmark, Glostrup, Danemark
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Diaminobenzidin (DAB)

DAB Pufferlosung

Dulbecco’s Phosphate Buffered Saline
(PBS)

Ethylendiamin-tetraessigsaure (EDTA)
eNOS monoclonal rabbit IgG antibody

Eukitt®  Quick-hardening
medium

Formaldehyd 4%
Goat-anti-rabbit antibody (polyclonaler
biotynilierter Sekundarantirkorper
Hamalaunldsung (sauer) nach Mayer
iINOS polyclonal rabbit IgG antibody

mounting

Isopropanol
Methanol

Natriumchlorid

Natriumcitrat

Normalserum (Goat-serum)

Paraffin Roti®-Plast

Paraformaldehyd

p-eNOS monoclonal rabbit IgG antibody

Rinderserumalbumin (BSA)

Sterilium® classic pure
Streptavidin/HRP

Survivin polyclonal rabbit IgG antibody

Terralin® liquid

Tris(hydroxymethylmethan)-
aminomethan PUFFERAN®

Dako Denmark, Glostrup, Danemark
Dako Denmark, Glostrup, Danemark
Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA

Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland

Cell Signaling Technology, Danvers,
MA, USA

Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA

VWR Chemicals, Radnor, PA, USA
Dako Denmark, Glostrup, Danemark

Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland
Enzo Life Sciences, Farmingdale, NY,
USA

Aug. Hedinger GmbH & Co. KG,
Stuttgart, Deutschland

Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA,
USA

Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland

Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland
Dako Denmark, Glostrup, Danemark
Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland

Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland

Cell Signaling Technology, Danvers,
MA, USA

AppliChem GmbH, Darmstadt,
Deutschland

BODE Chemie GmbH, Hamburg,

Deutschland

Dako Denmark, Glostrup, Danemark
Novus Biologicals, Centennial, CO, USA
Schulke & Mayr GmbH, Norderstedt,
Deutschland

Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland

Tween® 20 Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland

Wasserstoffperoxid Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland

Xylol/ Xylene AppliChem GmbH, Darmstadt,
Deutschland

Tabelle 2: Gerate

Gerat Hersteller

Dampfgarer SilverCrest, Soest, Deutschland

Gefrierschrank (-20°C) Liebherr GmbH, Ochsenhausen,
Deutschland

Gefrierschrank (-80°C) Herafreeze ™ Heraeus Holding GmbH, Hanau,

Deutschland
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Kamera Nikon TE-DIH-F
Kahlplatte EG 1140C

Kihlschrank
Mikroskop h500

Mikroskop Nikon Eclipse TE2000-U
Mikroskop Nikon Eclipse E200
Mikrotom RM 2165

Paraffingiel3station EG1140H

pH-Meter FiveEasy™

Pipette (100ul-1000 pl)
Transferpette® S

Pipette (50ul-200 pl) Reference®
Pipette (10ul-100ul) Reference®
Pipette (2ul-20ul) Reference®
Pipette (0,5ul-10ul) Reference®
Pipette (0,1ul-2,5 pl) Reference®
Sterile Werkbank MC6

Prazisionswage Kern PCB
Trockenschrank
Vortexmischer

Wasserbad

Tabelle 3: Einmalmaterial

Material

Nikon, Dusseldorf, Deutschland

Leica Biosystems, Nussloch,
Deutschland
Liebherr, GmbH, Ochsenhausen,
Deutschland
Helmut Hund GmbH, Wetzlar,

Deutschland
Nikon, Dusseldorf, Deutschland
Nikon, Dusseldorf, Deutschland

Leica Biosystems, Nussloch,
Deutschland
Leica Biosystems, Nussloch,

Deutschland

Mettler Toldeo, Giel3en, Deutschland
BRAND GmbH & Co. KG, Wertheim,
Deutschland

Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland
Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland
Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland
Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland
Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland
Waldner Laboreinrichtungen GmbH &
Co. KG, Wangen im Allgau, Deutschland
As-Wagetechnik GmbH, Garching bei
Munchen, Deutschland

Memmert GmbH & Co. KG, Schwabach,
Deutschland

IKA Werke Gmbh & Co. KG, Staufen im
Breisgau, Deutschland

Witeg Labortechnik GmbH, Wertheim
am Main, Deutschland

Hersteller

Deckglas 24 x 50 mm
Objekttrager Superfrost Plus ™

Pasteurpipetten 3ml
Pipettenspitzen (bis 1000ul)
Pipettenspitzen (bis 200ul)
Pipettenspitzen (bis 10ul)

Safe-Lock Tubes Eppendorf Quality™
(1,5ml)

Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland
Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA,
USA

Alpha Laboratories Limited, Hampshire,
United Kingdom

Sarstedt AG & Co. KG, Numbrecht,
Deutschland

Sarstedt AG & Co. KG, Numbrecht,
Deutschland

Kisker Biotech GmbH & Co.
Steinfurt, Deutschland

Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland

KG,
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Einmalskalpell (disposable scalpel) Feather safety razor Co. LTD., Osaka,
No.11/No.21 Japan

Einmalhandschuhe Nitrile Powder-free Abena A/S, Aabenraa, Danemark
Grole M

7.1.3 Zusammensetzung der Pufferlosungen

FUr die immunhistochemische Farbung der Cochleae wurden entsprechend den
jeweiligen Antikdrpern zwei verschiedene Puffer verwendet, deren Zusammensetzung

in Tabelle 4 beschrieben ist.

Tabelle 4: Pufferzusammensetzung

| Citratpuffer (pH 6,0) TRIS/EDTA-Puffer (pH 9,0) |
18 ml 0,1mol/L Zitronensaure 10 mmol/L TRIS (1,219)
82 ml 0,1mol/L Natriumcitrat 1 mmol/L EDTA (0,299)
900 ml Aqua dest. 1000ml Aqua dest.

7.2 Methoden
7.2.1 Sicherstellung der Normalhorigkeit durch ABR

Die Versuchstiere wurden mittels Isofluran (Fa. AbbVie, Ludwigshafen, Deutschland)
1,15 Vol% inhalativ bei einer Sauerstoffflussrate von 2l/min sediert. Anschlief3end
erfolgte die Einleitung einer intraperitonealen Narkose mit Ketamin (Ketavet, Bayer,
Leverkusen, Deutschland) 85 mg/kg + Xylazin (Rompun, Bayer, Leverkusen,
Deutschland) 8,5 mg/kg. Die Aufrechterhaltung der Narkose erfolgte alle 30 Minuten
durch eine intraperitoneale Injektion mit Ketamin 42,5 mg/kg + Xylazin 4,25 mg/kg. Die
Tiere wurden wahrend der gesamten Versuche auf einer Heizplatte gelagert (38°C)
und die Korpertemperatur rektal kontrolliert. Eine ausreichende Flussigkeitszufuhr
wurde durch eine intravendse Dauerinfusion von NaCl 0,9% mit einer
Flussgeschwindigkeit von 80ul/kg KG/min gewahrleistet. Bepanthensalbe (Fa. Roche)
schitzte die Augen der Tiere vor dem Austrocknen.

Zusatzlich zur intraperitonealen Narkose erfolgte eine Lokalanasthesie mit Articain
(Ultracain 1%, 0,5ml) (Sanofi, Paris, Frankreich) im Bereich der Lendenwirbelsaule,
des Vertex und des Mastoids. Nach durchgefihrter Hautrasur wurden die
automatisierten Hirnstammpotentiale (Automated auditory brainstem repsonses, ABR)
mittels Silberdrahts in den oben genannten drei Regionen abgeleitet. Dabei wurde das
jeweilige Ohr durch einen externen Lautsprecher mit sich wiederholenden akustischen
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Signalen beschallt und gleichzeitig Uber die Silberelektroden die akustisch evozierten
Potentiale abgeleitet. So konnte die Normalhorigkeit der Tiere sichergestellt, sowie

deren minimale Horschwelle abgeleitet werden.

7.2.2 Tierexperimentelle Cochleaimplantation

Im weiteren Verlauf des Experimentes fanden weitere audiometrische und
mirkrozirkulatorische Analysen statt. Dabei handelt es sich um Ableitungen von
Summenaktionspotentialen (Compound Action Potentials, CAP) am runden Fenster
und Intravitalmikroskopie der Blutgefale in der cochledaren Lateralwand durch
spezifische  Fluoreszenzmarker. Da diese Versuche nicht Teil dieser
Dissertationsarbeit sind, wird auf diese nicht weiter eingegangen. Die Methodik der
Cochleaimplantation wird jedoch fur die weitere Interpretation als wichtig angesehen
und im Folgenden beschrieben. Zunachst wurde nach retroaurikularer Hautinzision
das Subkutangewebe durchtrennt, die Muskulatur verlagert und die Bulla auditiva
dargestellt. AnschlieRend wurde die Bulla auditiva perforiert, ihr lateraler Aspekt
abgestanzt und die Cochlea exponiert. Mit einem Diamant-Cochleostomiebohrer (0,6
mm Durchmesser) wurde die Cochlea in ihrer basalen Windung unmittelbar caudal des
runden Fensters in der Scala tympani erdffnet (sog. Cochleostomie). Anschlie3end
wurde eine speziell angefertigte Silikonelektrode (4-Kanal Guinea pig electrode, Fa.
MED-EL, Innsbruck, Osterreich) ca. 5 mm tief vollinseriert und mit Histoacryl (B.Braun,
Melsungen, Deutschland) am Rand der Bulla fixiert und die Cochleostomie mit
Muskelgewebe aus dem Musculus temporalis abgedeckt. Die Elektrode verlieb fur die

weiteren oben genannten Versuche fur etwa zwei Stunden in der Cochlea.

7.2.3 Herstellung der Paraffinschnitte

Die Versuchstiere wurden nach Sicherstellung einer maximal tiefen Narkose mittels
Injektion von 1 ml Kaliumchlorid (14,9%) getotet. Im Anschluss wurde das jeweils linke
und rechte Felsenbein als Ganzes entnommen und in einer Formaldehydl6sung fixiert.
Im nachsten Schritt wurde die Cochlea aus dem Felsenbein freiprapariert. Dabei war
es von zentraler Bedeutung, so viel Felsenbeinknochen wie moglich von der Cochlea
zu entfernen, da dies die anschlieRende Entkalkung des Praparates erleichtert. Die
Cochleae wurden nach Freipraparierung zur Entkalkung fur drei Wochen in einer
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EDTA-L6sung bei 4°C eingelegt, mittels aufsteigender Alkoholreihe und Xylol
entwassert und anschliellend in Paraffinblocke eingebettet.

Im weiteren Verlauf wurden aus den Blocken mittels Microtom (Typ RM 2165, Fa. Leica
Biosystems, Nussloch, Deutschland) 3 um dicke Schnitte angefertigt und nach einem
Glattevorgang in warmen Wasser (37°C) auf Superfrost Objekttrager (Fa.
ThermoFisher Scientific, Waltham, MA, USA,) aufgezogen. Es wurde dabei auf die
optimale Schnittrichtung der Cochlea geachtet. Anschlieffend wurden die Schnitte fur
24 Stunden bei 35° Celsius in einem Trockenschrank gelagert, um das Anhaften des

Schnittes auf dem Objekttrager zu gewahrleisten.

7.2.4 Immunhistochemische Anfarbung der Paraffinschnitte

Durch Xylol und eine absteigende Alkoholreihe (100%, 90%, 80%, 70% lIsopropanol
fur je 5 Minuten) wurden die Schnitte fur die weiteren Versuchsschritte entparaffiniert.
Zur Antigendemaskierung wurden die Schnitte anschlielend fur 30 Minuten in einem,
dem Antikorper entsprechenden, Puffer (Citrat, pH 6,0 oder TRIS/EDTA, pH 9,0)
mittels Dampfgarer auf etwa 90°C erhitzt. Dabei wurde fir eNOS und phospho-eNOS
(p-eNOS) TRIS/EDTA und far Survivin und iNOS Citrat als Puffer verwendet. Die
Hemmung der endogenen Peroxidase erfolge durch eine Behandlung mit einer Losung
aus 3% H202 und Methanol fur 19 Minuten. Nach einer Prainkubation fur 45 Minuten
in phosphatgepufferter Salzlosung (PBS) mit 1% Rinderserumalbumin und 10%
Ziegenserum (Dako Denmark, Glostrup, Danemark, Nr. X0907), erfolgte fur einen Teil
der Schnitte die Inkubation mit dem polyklonalen anti-Survivin Hasen-lgG-Antikorper
(1:1000, Novus Biologicals, Centennial, CO, USA, Nr. NB500-201) uber Nacht bei
4° Celsius. Fur den Rest der Schnitte erfolgte eine analoge Behandlung mit einem
monoklonalen anti-eNOS Hasen-lIgG-Antikorper (1:100; Cell Signaling Technology,
Danvers, MA, USA, Nr. DBAG6N), einem monoklonalen anti-Phospho-eNOS Hasen-
lgG-Antikorper (1:500; Cell Signaling Technology, Danvers, MA, USA, Nr. C9C3) und
einem polyklonalen anti-iINOS Hasen-IgG-Antikorper (1:2000, Enzo Life Sciences,
Farmingdale, NY, USA, Nr. BML-SA200). Die jeweiligen Verdunnungen erfolgten mit
1% Rinderserumalbumin in PBS. Am folgenden Tag wurde zunachst 30 Minuten mit
einem biotyniliertem polyklonalen Sekundarantikorper in 1% Rinderserumalbumin in
PBS (Goat anti-rabbit, 1:250, Dako Denmark, Glostrup, Danemark, Nr. E0432) und

anschlie3end 30 Minuten mit Streptavidin-Meerrettichperoxidase in PBS (1:200, Dako
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Denmark, Glostrup, Danemark, Nr. P0397) inkubiert. Um eine Farbreaktion
herbeizufuhren, wurde im letzten Schritt fur eine Minute mit dem Substrat
Diaminobenzidin (DAB, Dako Denmark, Glostrup, Danemark, Nr. K3468) in
dazugehoriger Pufferlosung (Dako Denmark, Glostrup, Danemark, Nr. K3468)
inkubiert. Das DAB wurde von der Peroxidase umgewandelt und ein braunes Prazipitat
entstand. Alle Waschschritte zwischen den Farbeschritten wurden in TBS/Tween
(pH 7,6) durchgefuhrt. Das TBS/Tween setzte sich aus einer 10-fach konzentrierten
TBS-Stocklosung (302,85g Tris(hydroxymethylmethan)-aminomethan und 430,50 g
Natriumchlorid auf 5 L destilliertes Wasser, pH 7,6) und einer Tween-20-Stockldsung
(5%, 1:20 mit destilliertem Wasser verdinnt) zusammen.

Mittels zweiminutiger Gegenfarbung in Hamalaun (Carl Roth GmbH, Karlsruhe)
wurden die restlichen Strukturen der Cochlea besser dargestellt. Zum Schluss erfolgte
eine Entwasserung mittels aufsteigender Alkoholreihe und Xylol, gefolgt vom
Eindecken der Objekttrager mit Eukitt® (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA,
Nr. BCCB0745) und Deckglas (Carl Roth GmbH, Karlsruhe, Nr. 1871).

DAB - . .
2o braunes Prazipitat
e‘\q,@
?o\i‘(\
# Streptavidin/HRP

Biotin

Primarantikorper “ biotinylierter
Sekundarantikérper

N\

Antigen

Abbildung 5: Schematische Darstellung der immunhistochemischen Farbung
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Fir die immunhistochemischen Farbungen wurden vier Antikorper verwendet: Anti-
Survivin, Anti-eNOS, Anti-p-eNOS und Anti-iINOS. Auf jedem Objekttrager befanden
sich jeweils zwei Schnitte, die beide die auszuwertenden cochlearen Regionen
beinhalteten. Es wurden sowohl die CI-Gruppe, als auch die Sham-Gruppe (reine
Cochleostomie ohne Cochleaimplantation) angefarbt.

Tabelle 5: Schritte der immunhistochemischen Farbung

2x 5 min Xylol

5 min 100% Isopropanol

5 min 90% Isopropanol

5 min 80% Isopropanol

5 min 70% Isopropanol

5 min Agua dest.

5 min Citratpuffer (pH 6,0) oder TRIS/EDTA
(pH 9,0)

30min Im Dampfgarer erhitztes Citrat bzw.
TRIS/EDTA

10 min Frisches Citrat oder TRIS/EDTA

18 min Methanol/H202-Gemisch

5 min TBS/Tween

45 min Normalserum (goat serum) 1:10
verdinnt mit PBS/1% BSA

uber Nacht Primarantikorper je nach Zielprotein und
entsprechender Verdinnung

2x 5min Waschvorgang in TBS/Tween

30 min Biotinylierter Sekundarantikorper (goat-
anti-rabbit) 1:250 verdunnt mit PBS/1%
BSA

2x 5min Waschvorgang mit TBS/Tween

30 min Streptavidin/HRP 1:200 verdinnt mit
PBS

2x 5min Waschvorgang in TBS/Tween

1 min Diaminobenzidin in Pufferlosung

5 min TBS/Tween

2 min Hamalaun

5 min Leitungswasser

5 min 70% Isopropanol

5 min 80% Isopropanol

5 min 90% Isopropanol

5 min 100% Isopropanol

2x 5 min Xylol

7.2.5 Quantifizierung der immunhistochemischen Farbung
Zur quantitativen Auswertung der immunhistochemisch angefarbten Praparate wurden

zunachst Bilder der jeweiligen cochlearen Regionen im JPEG-Format gespeichert. Die
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Bilder wurden mit einer Nikon TE-DIH-F Kamera (Fa. Nikon, Stadt, Land), welches an
ein Nikon Eclipse TE2000-U Mikroskop (Fa. Nikon, Stadt, Land) gekoppelt war,
aufgenommen. Fur die optimale Darstellung der Regionen wurde eine 400-fache
VergroRerung, gewahrleistet durch ein 40x Objektiv, gewahlt. Zudem wurde eine
konstante Belichtung mit 8.0V (Halogenbelichtung) und eine konstante Belichtungszeit

von 20 ms eingestellt.

Fur jede Windung der Cochlea wurden Bilder der lateralen Wand einschlief3lich
Spiralligament und Stria vascularis, dem cortischen Organ, dem Limbus, bestehend
aus Interdentalzellen, Fibrozyten und Nervenfaser sowie den SGZ angefertigt. Bedingt
durch die Schnittebene (Medianschnitt) wurden die jeweiligen Regionen fir jede
Windung zweimal erfasst (links und rechts des Modiolus), sodass insgesamt, unter
Berucksichtigung der cochledaren Anatomie des Meerschweinchens mit 3,5
Windungen, 40 Bilder pro Cochlea angefertigt wurden. Diese wurden als JPEG-Format
mit genauer Bezeichnung von Versuchstier, Seite des Ohres, Antikorper und Region

der Cochlea abgespeichert.

Die weitere Bearbeitung der Aufnahmen erfolgte mit Adobe Photoshop® (Photoshop
Version 5.1, Windows, Adobe System, San Jose, CA, USA). Zunachst wurde fur alle
Bilder eine Helligkeits- und Kontraststufe eingestellt, da somit gleiche

Voraussetzungen fur die Analyse geschaffen werden konnte.

Im nachsten Schritt wurden fir den jeweiligen Antikorper (Survivin, eNOS, p-eNOS
und iNOS), die Versuchstiergruppe (Sham, Cl) die jeweiligen Regionen (Lateralwand,
Corti-Organ, Limbus und Spiralganglienzellen) ausgeschnitten und in einem Megafile
gespeichert. Innerhalb einer Region wurden Pixel mit deutlich sichtbarer Braunfarbung
(entspricht dem Prazipitat der immunhistochemischen Reaktion) markiert. Zusatzlich
wurde eine Toleranz von 15 Farbstufen vom urspringlichen Braunwert eingestellt.
Innerhalb des Megafiles wurden nun alle Pixel markiert, die diesen Braunwert
vorweisen oder in der Toleranz liegen. Alle nicht markierten Regionen der Cochlea
wurden mittels ,Auswahl umkehren®-Funktion markiert und aus der Datei entfernt.
Hierdurch konnten alle Pixelbereiche mit Braunfarbung, welche der Immunreaktion
entsprechen, markiert, ausgeschnitten und in einem neuen Megafile gespeichert
werden. Zehn dieser einzelnen Pixelbereiche wurden in die nachsten Megafiles, mit
den anderen Regionen, als Referenzfarbung Ubertragen. Dadurch konnte erreicht
werden, dass durch Markierung der Referenz, alle Pixel mit entsprechender Intensitat
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erfasst werden. Somit galten fur die Erfassung relevanter Farbbereiche in allen
Megafiles die gleichen Einstellungen.

Mithilfe der ,Histogramm®-Funktion konnte die Braunfarbung der nun erhaltenen
Bereiche quantifiziert werden. Dabei wurde fur jede einzelne Region innerhalb eines
Megafiles die Farbeintensitat sowie die Grole des ausgewahlten Bereiches in Pixel
bestimmt. Fur jede Einzelregion wurde zudem der Grauwert des Hintergrundes
bestimmt, da mittels Differenz aus diesem und der durchschnittlichen Farbintensitat
des einzelnen Bereiches eventuelle Schwankungen in Kontrast und Helligkeit, die bei
der Aufnahme der Bilder mittels Mikroskops oder bei der Herstellung der Praparate
entstanden sein konnten, berechnet wurden (A). Des Weiteren wurde der
braungefarbte, ausgeschnittene Bereich einer Cochlea mit der gesamten Flache in
Bezug gesetzt. Dieser Wert wurde in Prozent angegeben und veranschaulicht die
Auspragung der Immunreaktion (B). Die Intensitat der immunhistochemischen
Farbung ergibt sich aus der Multiplikation der beiden oben erlauterten Werte (A und B)
und wurde in willkurlichen Einheiten (engl.: arbitrary units [AU]) angegeben und in einer
Tabelle fur jede Cochlea, Region und Windung gespeichert. Es wurden je vier
Cochleae aus der CI- und Sham-Gruppe fur iNOS, p-eNOS und Survivin und je vier

Cochleae aus CI- und Sham-Gruppe fur eNOS ausgewertet.

Das Verfahren zu Quantifizierung immunhistochemischer Farbungen wurde in der
Literatur von Lehr et al. (1997) beschrieben und ist im Labor der Hals-, Nasen-,
Ohrenklinik und Poliklinik der Universitatsmedizin Mainz etabliert (Heinrich et al., 2010,
Lehr et al., 1997).

7.2.6 Statistische Auswertung

Zur statistischen Analyse wurde das Programm Prism 9 (GraphPad Software, La Jolla,
CA, USA) verwendet. Als primarer Endpunkt wurde die ermittelte Farbeintensitat des
jeweils verwendeten Antikorpers festgelegt. Die Ergebnisse der Farbeintensitat
wurden zwei Gruppen zugeteilt, der Sham- und der CI-Gruppe. Zunachst wurde
getestet, ob die ausgewerteten Daten einer Normalverteilung unterlagen. Dies wurde
mittels Kolmogorov-Smirnov-Tests durchgefuhrt. Je nach Verteilungsmuster der
entsprechenden Datensatze wurde ein ungekoppelter t-Test fir normalverteilte und
ein Mann-Whitney-Test fur nicht-normalverteilte Daten durchgefuhrt. Entsprechend

50



des jeweiligen Verteilungsmusters und Testverfahren werden die Daten in dieser
Arbeit als Mittelwert mit Standardabweichung oder Median mit 95%-Konfidenzintervall

angegeben. Eine statistische Signifikanz wurde mit einem p-Wert < 0.05 definiert.
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8 Ergebnisse
8.1 iNOS-Immunreaktion in der Cochlea

8.1.1 Lokalisation von iNOS in der Lateralwand

Eine iNOS-Immunreaktion kann sowohl in Praparaten der Sham- als auch der Cl-
Gruppe in der Stria vascularis und dem Spiralligament nachgewiesen werden
(Abbildung 6, A-D). In der Stria vascularis sind Marginal-, Intermediar- und Basalzellen
in beiden Gruppen durch Antikdrper angefarbt. Im Vergleich zur CI-Gruppe (C, D) zeigt
sich in der Sham-Gruppe (A, B) optisch eine starkere Expression in der Stria vascularis
und dem Spiralligament. Insbesondere in den Marginalzellen zeigt sich in der Sham-
Gruppe ein deutlich erhdhtes Expressionsmuster (vgl. Abbildung 6, A-D).

30 uym % C " +prnD

Abbildung 6: iNOS in der Lateralwand

Lichtmikroskopische Aufnahme der Lateralwand in 400-facher Vergroerung.
MaRstab 30 um. A, B: Sham; C, D: ClI; SV: Stria vascularis; SL: Spiralligament; MZ:
Marginalzellen; 1Z: Intermediarzellen; BZ: Basalzellen

8.1.2 Quantifizierung von iNOS in der Lateralwand

Sowohl nach Sham- als auch nach Cl-Operation zeigte sich in der Lateralwand eine
iINOS-Immunreaktion. In der Stria vascularis lieken sich hohere Mediane als im
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Spiralligament detektieren. Die Immunreaktion war nach Elektrodeninsertion in der CI-
Gruppe im Vergleich zur Sham-Gruppe in beiden Regionen der Lateralwand im
Median erniedrigt. In der Stria vascularis (48.51 vs. 596.7 AU, p<0.0001) war die
Farbintensitat im Median in der CIl-Gruppe signifikant geringer ausgepragt (Abbildung
7). Im spiralen Ligament zeigten sich niedrigere Werte in der CI-Gruppe ohne
statistisches Signifikanzniveau zu erreichen (26.42 vs. 180.6 AU, p=0.0571). Dies
deutet auf eine reduzierte INOS-Expression nach Elektrodeninsertion hin wohingegen
die Expression des Enzyms innerhalb der Sham-Gruppe auf hohem Niveau bleibt.
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Abbildung 7: Quantifizierung der iNOS-Immunreaktion in der Lateralwand
Vergleich der iNOS-Farbeintensitat in [AU] in der Stria vascularis (SV) und dem
Spiralligament (SL) nach Sham- und CI-Operation. Darstellung als Median mit 95%-
Konfidenzintervall. *** p < 0.0005.

8.1.3 Lokalisation von iNOS im Corti-Organ

Eine iNOS-Expression kann in der Sham- und der CI-Gruppe im Corti-Organ
nachgewiesen werden (Abbildung 8, A-D). Dabei zeigt sich eine iINOS-Immunreaktion
sowohl in den iHZ und aHZ als auch in den Stutzzellen, insbesondere den Hensen-
Zellen. In den Sham-Praparaten (A, B) zeigt sich im Vergleich zu den Cl-Praparaten
(C, D) in iHZ und aHZ sowie in Stutzzellen eine optisch deutlich erhohte

immunhistochemische Farbung.
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30 pm

Abbildung 8: iNOS im Corti-Organ

Lichtmikroskopische Aufnahme des Corti-Organs in 400-facher Vergroerung.
Malistab 30 um. A, B: Sham; C, D: Cl; HZ: Hensen-Zellen; DZ: Deiters-Zellen; iHZ:
innere Haarzellen; aHZ: aulere Haarzellen

8.1.4 Quantifizierung von iNOS im Corti-Organ

Im Corti-Organ zeigte sich eine INOS-Immunreaktion nach Sham- und CI-Operation.
In der Sham-Gruppe war die Farbeintensitat im Median quantitativ starker ausgepragt
als in der CI-Gruppe (329.5 vs. 54.33 AU) (Abbildung 9). Dieser Unterschied erreichte
Signifikanzniveau (p=0.0003). Dies spricht fir eine Runterregulierung der iNOS-
Expression innerhalb des Corti-Organs nach Elektrodeninsertion.
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Abbildung 9: Quantifizierung der iNOS-Immunreaktion im Corti-Organ
Vergleich der iNOS-Farbeintensitat in [AU] im Corti-Organ nach Sham- und CI-
Operation. Darstellung als Mittelwerte mit Standardabweichung. *** p<0.0005.

8.1.5 Lokalisation im Limbus, Nervenfasern und Ganglienzellen
Innerhalb des Limbus spiralis (Abbildung 10, A, C) konnte sowohl in der Sham-Gruppe
(A) als auch in der CI-Gruppe (C) in Fibrozyten und Interdentalzellen eine
immunhistochemische Farbereaktion durch den iINOS-Antikorper nachgewiesen
werden. Diese Farbereaktion zeigt sich in Fibrozyten und Interdentalzellen in
Praparaten der Cl-Gruppe (C) gegenuber Praparaten der Sham-Gruppe (A) optisch
deutlich abgeschwacht.

Ein starker iINOS-Nachweis lasst sich in Nervenfasern der Sham-operierten Tiere
finden (Abbildung 10, A). Im Gegensatz dazu farben sich die Nervenfaser innerhalb

der CI-Gruppe (C) optisch nur sehr leicht bis gar nicht mit dem iINOS-Antikorper an.

In beiden Gruppen zeigt sich eine deutliche iINOS-Expression innerhalb der SGZ
(Abbildung 10, C, D). Rein optisch Iasst sich dabei kein Unterscheid zwischen Sham-
Gruppe (B) und CI-Gruppe (D) feststellen.
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Abbildung 10: iNOS im Limbus spiralis und in Spiralganglienzellen
Lichtmikroskopische Aufnahme des Limbus (A, C) und der Spiralganglienzellen (B; D)
in 400-facher VergroRerung. Maldstab 30 um. A, B: Sham; C, D: CI; NF: Nervenfaser;
FL: Fibrozyten; ID: Interdentalzellen; SGZ: Spiralganglienzellen

8.1.6 Quantifizierung von iNOS in Nervenfasern und Ganglienzellen
Ein immunhistochemischer iNOS-Nachweis sowie dessen Quantifizierung gelang in
Nervenfasern und SGZ sowohl in Sham- als auch in Cl-Praparaten und konnte flr

beide Gruppe quantifiziert werden (Abbildung 11)

In den Nervenfasern (NF) war die quantitative INOS-Farbeintensitat im Median in der
Sham-Gruppe starker ausgepragt als in der Implantat-Gruppe (48.27 vs. 34.05 AU).
Dies stellt eine Tendenz ohne statistische Signifikanz dar (p=0.1049) deutet jedoch
eine Expressionsminderung des Enzyms nach Implantation eines Cochleaimplantates

an.

In den SGZ war der Median der gemessenen Farbintensitaten zwischen Sham- und
CI-Gruppe annahernd gleich mit Tendenz zu einer starkeren Farbeintensitat in der Cl-
Gruppe (7957 vs. 9350 AU). Dieser war im Vergleich zu den anderen Zellregionen der
Cochlea deutlich erhoht. Es zeigte sich keine statistische Signifikanz (p=0.6206). Im
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Vergleich zu den anderen Cochlea-Regionen zeigte sich keine Expressionsminderung
von iNOS nach Elektrodeninsertion.
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Abbildung 11: Quantifizierung der iNOS-Immunreaktion in NF und SGZ
Vergleich der iNOS-Farbeintensitat in [AU] in Nervenfasern (NF) und
Spiralganglienzellen (SGZ) nach Sham- und Cl-Operation. Darstellung als Median und
95%-Konfidenzintervall. Beide Regionen zeigten keinen signifikanten Unterschied.

8.1.7 Quantifizierung von iNOS im Limbus spiralis

Ein iINOS-Immunreaktion und deren Quantifizierung gelang in Fibrozyten und
Interdentalzellen des Limbus spiralis.

Innerhalb der Fibrozyten zeigte sich ein deutlicher Unterschied des Medians der iNOS-
Farbeintensitat zwischen Sham- und CI-Gruppe. Diese waren im Median in der Sham-
Gruppe signifikant starker ausgepragt als in der Cl-Gruppe (119.4 vs. 18.69 AU,
p=0.0286).

Ebenso zeigte sich ein ausgepragter quantitativer Unterschied in den Interdentalzellen
des Limbus spiralis. Auch hier war die INOS-Farbeintensitat im Median in der Sham-
Gruppe signifikant starker ausgepragt als in der Cl-Gruppe (564.0 vs. 109.1 AU,
p=0.0003).

Die quantitative Auswertung der iINOS-Farbeintensitat im Limbus spiralis zeigte auch

hier eine Expressionsminderung von iNOS nach Einbringen eines Cochleaimplantates.
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Abbildung 12: Quantifizierung der iNOS-Immunreaktion im Limbus spiralis
Vergleich der INOS-Farbeintensitat in [AU] in Fibrozyten (FL) und Interdentalzellen (ID)
des Limbus spiralis nach Sham- und Cl-Operation. Darstellung als Median mit 95%-
Konfidenzintervall. *** p<0.0005, * p<0.05.
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8.2 Survivin-lImmunreaktion in der Cochlea

8.2.1 Lokalisation von Survivin in der Lateralwand

Eine deutliche Survivin-Expression lieR sich in der Stria vascularis und im
Spiralligament sowohl in der Sham- (Abbildung 13, A, B) als auch in der CI-Gruppe
(Abbildung 13, C, D) nachweisen. Innerhalb der Stria vascularis zeigten bei beiden
Gruppen die Marginal- und Basalzellen eine starker ausgepragte
immunhistochemische Farbung als die Intermediarzellen. Hinsichtlich der Expression
lassen sich die beiden Gruppen optisch nicht voneinander unterscheiden.

Abbildung 13: Survivin in der Lateralwand

Lichtmikroskopische Aufnahme der Lateralwand in 400-facher VergroRerung.
MaRstab 30 um. A, B: Sham; C, D: ClI; SV: Stria vascularis; SL: Spiralligament; MZ:
Marginalzellen; 1Z: Intermediarzellen; BZ: Basalzellen

8.2.2 Quantifizierung von Survivin in der Lateralwand

In der Lateralwand zeigte sich sowohl in der Sham- und CI-Gruppe eine ausgepragte
Immunreaktion sowohl in Stria vascularis als auch im Spiralligament. Quantitativ zeigt
sich in der Stria vascularis fir beide Gruppen eine héhere Survivin-lmmunreaktion. Im

Vergleich zur CI-Gruppe ist die Farbeintensitat in der Sham-Gruppe im Mittel
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signifikant hoher (9242 vs. 8225 AU, p=0.0109). Im spiralen Ligament ist der Median
in der Sham-Gruppe ebenfalls hoher als in der CI-Gruppe (3633 vs. 2842 AU). Dieser
Unterschied zeigt jedoch nur eine Tendenz in Richtung Sham-Gruppe und ist nicht
statistisch signifikant (p=0.2256). Sowohl in Stria vascularis als auch im Spiralligament
sind die Werte der Survivin-Farbereaktion im Mittel (SV) und Median (SL) in der Sham-
Gruppe hoher als in der Cl-Gruppe, was wiederum eine Expressionsminderung von

Survivin nach Elektrodenimplantation nahelegt.
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Abbildung 14: Quantifizierung der Survivinlmmunreaktion in der Lateralwand
Vergleich der Survivin-Farbeintensitat in [AU] in der Stria vascularis (SV) und dem
Spiralligament (SL) nach Sham- und CI-Operation. Darstellung als Mittelwerte mit
Standardabweichung (SV) und Median mit 95%-Konfidenzintervall (SL). * p < 0.05.

8.2.3 Lokalisation von Survivin im Corti-Organ

Im Corti-Organ konnte eine Survivin-Expression in der Sham-Gruppe (Abbildung 15,
A, B) und ebenfalls in der CI-Gruppe (Abbildung 15, C, D) nachgewiesen werden.
Dabei wurden sowohl innere und aulere Haarzellen als auch Stutzzellen, mit
Ausnahme der basalen Deiters-Zellen in beiden Gruppen stark immunhistochemisch
angefarbt. Rein optisch ist kein Unterschied in der Farbeintensitat zwischen Sham-
und CI-Gruppe erkennbar.
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Abbildung 15: Survivin im Corti-Organ

Lichtmikroskopische Aufnahme des Corti-Organs in 400-facher VergréRerung.
Malistab 30 um. A, B: Sham; C, D: Cl; HZ: Hensen-Zellen; DZ: Deiters-Zellen; iHZ:
innere Haarzellen; aHZ: auliere Haarzellen

C

8.2.4 Quantifizierung von Survivin im Corti-Organ

Der Median der Survivin-Farbereaktion im Corti-Organ ist in der Sham-Gruppe etwas
hoher als in der CI-Gruppe (5653 vs. 4597 AU). Dieser Unterschied ist nicht statistisch
signifikant (p=0.5648). Dies bedeutet, dass es keinen eindeutig signifikanten
Unterschied in der Survivin-Expression nach Cochleaimplantation im Vergleich zur
Sham-Operation gibt. Es zeigt sich jedoch eine Tendenz zu Gunsten der Sham-
Gruppe.
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Abbildung 16: Quantifizierung der Survivin-limmunreaktion im Corti-Organ
Vergleich der Survivin-Farbeintensitat in [AU] im Corti-Organ nach Sham- und CI-

Operation. Darstellung als Median mit 95%-Konfidenzintervall. Es zeigt sich kein
signifikanter Unterschied.

8.2.5 Lokalisation im Limbus, Nervenfasern und Ganglienzellen
Im Bereich des Limbus spiralis zeigt sich eine deutliche Survivin-lmmunreaktion in den
Zellkernen der Fibrozyten sowie den Interdentalzellen. Die Intensitat der Farbung ist

optisch in Sham- (Abbildung 17, A) und CI-Gruppe (Abbildung 17, C) gleichermal3en
ausgepragt.

Innerhalb der Nervenfasern lasst sich ebenfalls eine immunhistochemische
Farbereaktion nachweisen. Ein Intensitatsunterschied zwischen beiden Gruppen ist
auch hier optisch nicht nachweisbar.

Die SGZ weisen sowohl in den Sham-Praparaten (Abbildung 17, B) als auch in den
Cl-Praparaten (Abbildung 17, D) eine stark ausgepragte Farbereaktion auf. Optisch ist
die Expression in der CI-Gruppe etwas starker ausgepragt als in der Sham-Gruppe.
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Abbildung 17: Survivin im Limbus spiralis und in Spiralganglienzellen
Lichtmikroskopische Aufnahme des Limbus (A, C) und der Spiralganglienzellen (B; D)
in 400-facher VergroRerung. Maldstab 30 um. A, B: Sham; C, D: CI; NF: Nervenfaser;
FL: Fibrozyten; ID: Interdentalzellen; SGZ: Spiralganglienzellen

8.2.6 Quantifizierung von Survivin in NF und SGZ
Im Median zeigt sich in den Nervenfasern eine etwa gleich stark ausgepragte Survivin-
Farbereaktion in beiden Gruppen mit Tendenz zur Sham-Gruppe (6649 vs. 5834 AU).
Dieser Unterschied ist nicht statistisch signifikant (p=0.2658).

In den SGZ sind die Mittelwerte in der CI-Gruppe signifikant héher als in der Sham-
Gruppe (11222 vs. 9891 AU, p=0.0015) ausgepragt. Dies zeigt eine
Expressionssteigerung von Survivin in den SGZ nach Elektrodenimplantation im
Vergleich zu Sham-Operation.
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Abbildung 18: Quantifizierung der Survivin-immunreaktion in NF und SGZ
Vergleich der Survivin-Farbeintensitat in [AU] in Nervenfasern (NF) und
Spiralganglienzellen (SGZ) nach Sham- und CI-Operation. Darstellung als Median mit
95%-Konfidenzintervall (NF) und Mittelwerte mit Standardabweichung (SGZ). **
p<0.005.

8.2.7 Quantifizierung von Survivin im Limbus spiralis

In den Interdentalzellen des Limbus spiralis zeigen sich im Mittel keine signifikanten
Unterschiede der Survivin-Immunreaktion zwischen Sham- und CI-Gruppe (7025 vs.
6762 AU, p=0.5947). Eine Elektrodeninsertion fuhrt nicht zur Expressionssteigerung

oder -minderung von Survivin in den Interdentalzellen.

In den Fibrozyten des Limbus spiralis ist die Survivin-Farbeintensitat im Mittel in der
Sham-Gruppe signifikant hoher als in der CI-Gruppe (2575 vs. 1817 AU, p=0.0226).
Dies entspricht einer Minderung der Survivin-Expression nach Cl-Implantation in den
Fibrozyten.
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Abbildung 19: Quantifizierung der Survivin-lmmunreaktion im Limbus spiralis
Vergleich der Survivin-Farbeintensitat in [AU] in Fibrozyten (FL) und Interdentalzellen
(ID) des Limbus spiralis nach Sham- und CI-Operation. Darstellung als Mittelwerte mit
Standardabweichung. * p<0.05.
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8.3 p-eNOS-Immunreaktion in der Cochlea

8.3.1 Lokalisation in der Lateralwand und im Corti-Organ
Immunhistochemisch kann p-eNOS in der Lateralwand (Abbildung 20, A, C) sowohl in
Sham-Praparaten (A) als auch in den Cl-Praparaten (C) nachgewiesen werden. Eine
Anfarbung zeigt dabei in der Stria vascularis und dem Spiralligament. In der Sham-
Gruppe (A) ist die Farbintensitat optisch starker ausgepragt als in der CI-Gruppe (C).
Der Expressionsunterschied zeigt sich deutlich in den Basalzellen der Stria vascularis
(A).

Im Corti-Organ (Abbildung 20, B, D) zeigt sich in beiden Gruppen nur eine leichte
immunhistochemische Farbreaktion. Optisch auffallig ist ein verstarkte Anfarbung
innerhalb der aHZ und iHZ in der CI-Gruppe (D) im Vergleich zur Sham-Gruppe (B).
Die Stutzzellen zeigen in beiden Gruppen keinen Unterschied in der Farbreaktion.

Diese ist bei beiden schwach ausgepragt.
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Abbildung 20: p-eNOS in der Lateralwand und im Corti-Organ
Lichtmikroskopische Aufnahme der Lateralwand (A, C) und des Corti-Organs (B, D) in
400-facher VergrolRerung. Malstab 30 um. A, B: Sham; C, D: Cl; SV: Stria vascularis;
SL: Spiralligament; MZ: Marginalzellen; I1Z: Intermediarzellen; BZ: Basalzellen; iHZ:
innere Haarzellen; aHZ: aulere Haarzellen
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8.3.2 Quantifizierung von p-eNOS in der Stria vascularis

In der Stria vascularis zeigt sich im Median eine starkere Farbintensitat in der Sham-
Gruppe als in der Cl-Gruppe (1873 vs. 1218 AU). Der Unterschied beider Gruppen ist
statistisch signifikant (p=0.0018) und zeigt eine Expressionsminderung von p-eNOS

nach Elektrodenimplantation im Vergleich zur Sham-Operation ohne Implantation.
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Abbildung 21: Quantifizierung der p-eNOS-Immunreaktion in der SV
Vergleich der Survivin-Farbeintensitat in [AU] in der Stria vascularis nach Sham- und
Cl-Operation. Darstellung als Median mit 95%-Konfidenzintervall. ** p < 0.005.
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8.3.3 Quantifizierung von p-eNOS im Corti-Organ

Im Corti-Organ ist der Median der gemessenen p-eNOS-Farbintensitat in der ClI-
Gruppe hoher als in der Sham-Gruppe (278.3 vs. 125.5 AU) ohne statistisch signifikant
zu sein (p=0.2019).
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Abbildung 22: Quantifizierung der p-eNOS-Immunreaktion im Corti-Organ
Vergleich der p-eNOS-Farbeintensitat in [AU] im Corti-Organ nach Sham- und CI-
Operation. Darstellung als Median mit 95%-Konfidenzintervall. Es zeigt sich kein
signifikanter Unterschied.

8.3.4 Lokalisation im Limbus, Nervenfasern und Ganglienzellen

Im Limbus (Abbildung 23, A, C) zeigt sich optisch in beiden Gruppen eine sehr gering
ausgepragte Farbreaktion in Fibrozyten und Interdentalzellen. Dabei unterscheiden
sich Sham- (A) und CI-Gruppe (C) nicht voneinander.

Die Nervenfasern (A,C) weisen ebenfalls nur eine schwache Anfarbung auf. Hier ist
optisch eine leicht starkere immunhistochemische Farbreaktion in der Sham-Gruppe
(A) sichtbar.

Sowohl in der Sham- als auch in der CI-Gruppe weisen die SGZ eine p-eNOS-
Immunreaktion auf (Abbildung 23, B, D). Eine erhOhte Expression ist dabei vor allem
im Zytosol und vereinzelt in den Zellkernen nachweisbar. Optisch zeigt sich in den

Sham-Praparaten (B) eine verstarkte Farbintensitat.

68



Abbildung 23: p-eNOS im Limbus spiralis und in Spiralganglienzellen
Lichtmikroskopische Aufnahme des Limbus (A, C) und der Spiralganglienzellen (B; D)
in 400-facher Vergroflerung. Mal3stab 30 um. A, B: Sham; C, D: Cl; NF: Nervenfaser;
FL: Fibrozyten; ID: Interdentalzellen; SGZ: Spiralganglienzellen

8.3.5 Quantifizierung von p-eNOS in NF und SGZ

In Nervenfasern ist der Median der p-eNOS-Farbeintensitat in der CIl-Gruppe im
Vergleich zur Sham-Gruppe erniedrigt (11.8 vs. 1.54 AU). Der Unterschied ist
statistisch signifikant (p=0.0282).

In den SGZ zeigen sich im Median niedrigere Messwerte fur die p-eNOS-Farbintensitat
in der Sham-Gruppe im Vergleich zur Cl-Gruppe (172.3 vs. 478.5). Auch dieser
Unterschied ist statistisch signifikant (p=0.0078).

In Nervenfasern als auch in den SGZ zeigen sich unterschiedliche Verhaltnisse der
eNOS-Farbintensitaten zwischen Sham- und CI-Gruppe. Eine klare Tendenz in
Richtung erhohter Werter innerhalb der Sham-Gruppe Iasst sich in den Nervenfasern
erkennen. Innerhalb der SGZ ist die Expression in der Sham-Gruppe jedoch deutlich

geringer als in der CI-Gruppe.

69



60 ] 800
=) =) 1
<, <,
g T T 600
2 401 2
2 2
c c
® ‘o 400-
o2 2
1 =
w 20 (1
[72] [72) -
o o 200
Z Z
¢ - ®
o o
0- 0 T
Sham Cl Sham Cl
NF SGZ

Abbildung 24: Quantifizierung der p-eNOS-Immunreaktion in NF und GC
Vergleich der p-eNOS-Farbeintensitat in [AU] in Nervenfasern (NF) und
Spiralganglienzellen (SGZ) nach Sham- und CI-Operation. Darstellung als Median mit
95%-Konfidenzintervall. * p < 0.05; ** p < 0.005
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9 Diskussion
9.1 Diskussion moglicher Limitationen der angewandten Methodik

9.1.1 Versuchsdurchfiihrung und Cochlea-Praparation

Die Versuchstiere wurden alle unter gleichen Bedingungen in den Raumlichkeiten der
Translational Animal Research Center (TARC) der Johannes Gutenberg-Universitat
Mainz gehalten. Bei den 24 Versuchstieren handelte es sich allesamt um gesunde,
weibliche Dunkin Hartley - Albinomeerschweinchen ahnlicher Konstitution (200-250g,
Charles River, Sulzfeld, Deutschland). Etwaige Fehlerquellen durch unterschiedliche
Versorgung der Versuchstiere, Herkunftsunterschiede oder Geschlechtsunterschiede
konnten somit weitestgehend ausgeschlossen werden.

Die Versuchsdurchfuhrung mit Sham-Operation und Cl-Implantation sowie die Totung
der Tiere und Cochlea-Entnahme wurde durch ein und dieselbe Person durchgefuhrt.
Dadurch konnten Unterschiede sowohl in der Operationstechnik als auch bei der
Praparationstechnik der Cochlea-Entnahme minimiert werden. Alle Tiere erhielten
gleiche Narkotika und supportive Mal3nahmen in gewichtsadaptierter Dosis, sodass
auch hier Fehlerquellen aufgrund unterschiedlicher Medikation auf ein Minimum

reduziert werden konnten.

9.1.2 Anfertigung der immunhistochemischen Praparate

Die Anfertigung der immunhistochemischen Schnitte wurde von einer Person, dem
Promovierenden Mathias Fries, fur alle Antikorper in den Raumlichkeiten der Hals-,
Nasen-, Ohrenklinik und Poliklinik der Johannes Gutenberg-Universitat Mainz nach
dem im Labor etablierten Protokoll durchgefuhrt (Heinrich et al., 2006, Heinrich et al.,
2005). Aufgrund der Vielzahl an Praparaten war es einer Person allein nicht mdglich,
alle Praparate fur den jeweiligen Antikorper an einem Tag zu bearbeiten. Hierdurch
konnten sich tagesabhangige Unterschiede in den jeweiligen Farbeprozessen zeigen
und letzten Endes zu Veranderungen der Messwerte fuhren. Um dies zu verhindern,
wurden Praparate beider Gruppen an einem Tag gefarbt, um so die mdglichen
tagesabhangigen Schwankungen auf beide Gruppen gleichmalig zu verteilen und den
Effekt auf die quantitative Auswertung so gering wie moglich zu halten.

71



9.1.3 Auswertung der lichtmikroskopischen Aufnahmen

Um bei der Anfertigung der lichtmikroskopischen Aufnahmen Fehlerquellen auf ein
Minimum zu reduzieren, wurden die Aufnahmen durch eine Einzelperson, dem
Promovierenden Mathias Fries, fur alle Praparate durchgefuhrt. Dabei wurde dasselbe
Mikroskop und derselbe Computer fur alle Aufnahmen verwendet und stets auf eine
identische Einstellung der Belichtung und Belichtungszeit geachtet.

Die Erkennung der einzelnen cochlearen Strukturen und Zellen sowie die quantitative
Auswertung der immunhistochemischen Farbung mittels Adobe Photoshop® fand
durch den Promovierenden Mathias Fries in Unterstitzung mit PD Dr. rer. nat. Ulf-
Rudiger Heinrich und dessen auflerordentliche Expertise auf diesem Gebiet fur die
gesamte Versuchsreihe statt. Dieses Verfahren ist im Labor etabliert und reduziert
durch einen standardisierten Ablauf mogliche Fehler in der Auswertung (Heinrich et
al., 2010, Lehr et al., 1997). Mogliche Fehlerquellen bei der Erkennung von Zellen und
der Interpretation der Braunfarbung sind somit personengebunden und auf ein
Minimum reduziert. Es handelt sich bei den ermittelten Messwerten um
semiquantitative Werte, da die Auswertung letzten Endes dem personlichen
subjektiven Empfinden unterliegt. Somit kann ein Fehler durch die interpretierende und
auswertende Person nicht ganzlich ausgeschlossen, durch das standardisierte
Verfahren und eine Toleranz von 15 Braunstufen, jedoch auf ein Minimum reduziert

werden.

9.2 iNOS-Expression in der Cochlea

Wir unterteilen die Cochlea in sieben Regionen: die Lateralwand mit Stria vascularis
und Spiralligament, das Corti-Organ, den Limbus mit Interdentalzellen und Fibrozyten
sowie Nervenfasern und SGZ. In jeder dieser sieben untersuchten Regionen liel3 sich
in unseren Experimenten eine iINOS-Expression nachweisen (Ernst et al., 2023). Dies
gilt fur die Sham- als auch die CI-Gruppe. In der unstimulierten Cochlea ist INOS in
der Regel nicht nachzuweisen (Gosepath et al., 1997). Unsere Ergebnisse lassen sich
in Einklang mit friheren Publikationen bringen, in denen man eine Expression von
iINOS in der Cochlea nach akustischer oder chemisch-toxischer Stimulation
nachweisen konnte (Shi et al., 2003, Watanabe et al., 2000b, Watanabe et al., 20003,
Inai et al., 2012). Ebenfalls konnte in der Vergangenheit demonstriert werden, dass

eine Expressionssteigerung der induzierbaren NO-Synthase mit einer gesteigerten
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NO-Produktion innerhalb der Cochlea einhergeht und so verschiedene cochleare
Prozesse moduliert (Heinrich und Helling, 2012). Die im Rahmen der Cochleostomie
erzeugten Larmpegel durch das Bohren des Knochens sind mit einer akuten
Larmbelastung der Cochlea gleichzusetzen, welche in alteren Veroffentlichungen mit
einer gesteigerten INOS-Expression und einer cochlearen Schadigung in Verbindung
gebracht werden konnten (lnai et al., 2012). Anhand dieser Vorarbeiten ist
anzunehmen, dass der Prozess der Elektroden-Implantation sowohl ein akustisches
als auch ein mechanisches Trauma darstellt, welches bereits als potenziell
pathologisch fur die Haarzellfunktion identifiziert wurde (Pau et al., 2007, Addams-
Williams et al., 2011). In unseren beiden Untersuchungsgruppen weist die CI-Gruppe,
welche sowohl eine Cochleostomie als auch eine Elektrodeninsertion durchlauft, ein
kumulativ hoheres traumatisches Potenzial fur die cochlearen Strukturen auf. Vor
diesem Hintergrund ist zunachst davon auszugehen, dass sich nach
Cochleaimplantation eine starkere Expressionssteigerung des Enzyms im Vergleich

zur reinen Cochleostomie zeigt (Ernst et al., 2023).

9.2.1 Funktion von iNOS nach Cochleaimplantation

In diversen Veroffentlichungen konnte gezeigt werden, dass iINOS als moglicher
pathophysiologischer Mediator nach unterschiedlichsten Stimuli in Frage kommt.
Dabei ist INOS im Rahmen inflammatorischer Prozesse sowie nach chemischem und
akustischem Trauma von Relevanz (Watanabe et al., 2002, Watanabe et al., 2000Db,
Watanabe et al., 2000a, Inai et al., 2012, Shi und Nuttall, 2003). Eine basale iINOS-
Expression in der Cochlea ist in der Literatur beschrieben und wird kontrovers
diskutiert (Watanabe et al., 2000b, Watanabe et al., 2000a, Shi und Nuttall, 2003). In
unseren Versuchen konnte in allen untersuchten cochlearen Regionen sowohl nach
reiner Cochleostomie als auch nach anschlielender Elektrodenimplantation eine
deutliche Farbereaktion nachgewiesen werden. Der Bohrvorgang im Zuge der
Cochleostomie ist analog einer Exposition mit verschiedenen Schalldruckpegeln, als
akustisches Trauma zu werten (Pau et al.,, 2007). Die INOS produziert
bekanntermalRen groe Mengen an NO (Robbins und Grisham, 1997). Dies kann
durch Bildung von ROS zur Aktivierung pro-inflammatorischer Signalkaskaden und
letzten Endes zum programmierten Zelltod fuhren (Kurabi et al., 2017). Eine
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Korrelation zwischen einer gesteigerten NO-Produktion und einer PTS st
vorbeschrieben (Chen et al., 2008).

Im Rahmen der Cochleaimplantation koénnte die INOS eine entscheidende
pathophysiologische Rolle einnehmen und Gegenstand therapeutischer Ziele werden.
Trotz der im Kapitel 9.2.1 beschriebenen Expressionsminderung des Enzyms nach
Elektrodenimplantation ist die mogliche ototoxische Wirkung groRer Mengen NO nicht
auller Acht zu lassen und sollte nahergehend untersucht werden. Bereits die
Cochleostomie fuhrt zu einem Expressionsanstieg und kann uber die Produktion
grolRer Mengen NO zur Bildung freier Radikale fuhren. Diese wiederum konnten
malfdgeblich an einem moglichen Resthorverlust nach Cochleaimplantation beteiligt

sein.

9.2.2 iINOS-Inhibition nach Cochleaimplantation

Anders als zunachst angenommen zeigte sich in unseren Experimenten eine
signifikant hohere iINOS-Expression in der Sham-Gruppe nach alleiniger
Cochleostomie im Vergleich zur Cl-Gruppe. Dieser Unterschied erreichte in der Stria
vascularis, dem spiralen Ligament, dem Corti-Organ sowie den Interdentalzellen und
Fibrozyten des Limbus Signifikanzniveau. Einzig in den SGZ zeigte sich eine Tendenz
zur erhohten iINOS-Expression nach Cochleaimplantation (Ernst et al., 2023).

Die induzierbare Isoform der NOS produziert physiologischerweise bis zu ihrer
Inaktivierung hohe Konzentrationen an NO (Robbins und Grisham, 1997). Es ist
inzwischen allgemein bekannt, dass iINOS unter anderem mittels Ubiquitinierung
abgebaut wird (Kolodziejski et al., 2002). Diverse andere die Aktivitat des Enzyms
modulierende Faktoren wurden ebenfalls beschrieben (Cinelli et al., 2020).

Als  mogliche  Mechanismen der iNOS-Inhibiton im  Rahmen  der
Elektrodenimplantation kommen ein vorzeitiger und frihzeitig initiierter Abbau des
Enzyms, sowie eine beeintrachtigte Aktivierung in Frage (Ernst et al., 2023). Die
physiologische Funktion von iNOS kann durch verschiedene Mechanismen beeinflusst
werden. Neben dem oben genannten Abbau des Enzyms durch Ubiquitinierung spielt
auch die Stabilitat der mRNA eine Rolle. So konnten Korhonen et al. zeigen, dass eine
verringerte mRNA-Stabilitat zu einem erhdhten Enzymabbau fuhrt (Korhonen et al.,
2002). Sowohl die Modulation der mRNA-Stabilitat als auch ein Ubiquitin-abhangiger
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Abbau des Isoenzyms kommen durch die kurze Nachbeobachtungsphase von etwa
zwei Stunden nach Elektrodenimplantation als mogliche Ursachen nicht in Betracht
(Emst et al., 2023). Vielmehr stehen kurzfristige Regulationsmechanismen im
Mittelpunkt, welche innerhalb klrzester Zeit zu einer Inaktivierung und einem Abbau
von iNOS fuhren (Ernst et al., 2023).

9.2.2.1 Makrophagen-assoziierte Regulation von iNOS

Makrophagen spielen innerhalb der Cochlea eine wichtige Rolle und konnten im
unstimulierten Zustand in verschiedenen Subkompartimenten wie der Lateralwand und
den SGZ nachgewiesen werden (Hirose et al., 2005, Shi, 2010, Ernst et al., 2023).
Insbesondere im Rahmen eines akustischen cochlearen Traumas konnte den
Makrophagen eine Ubergeordnete Rolle nachgewiesen werden (He et al., 2020, Ernst
et al., 2023). Makrophagen kdonnen dabei zum einen mittels erhdhter NO-Produktion
cochleoprotektiv agieren (Aktan, 2004, Laskin et al., 2011, Ernst et al., 2023). Zum
anderen konnen nach Wang et al. Makrophagen mittels p62-Rezeptor-Interaktion zur
Autophagie der iINOS fuhren und so die intrazellularen NO-Konzentrationen senken
(Wang et al., 2019, Ernst et al., 2023).

Als Autophagie wird ein intrazellularer Abbauprozess bezeichnet, Uber welchen
zelleigene Bestandteile einem Lysosomen-vermittelten Recyclingmechanismus
zugefuhrt und somit abgebaut werden (Parzych und Klionsky, 2014). Dies stellt neben
dem Ubiquitin-Proteasom-System einen weiteren Weg zum intrazellularen
Proteinabbau dar (Shaid et al., 2013). Mittels verschiedener Rezeptorvermittelter
Signalwege kann dieser Prozess eingeleitet werden. Dabei spielen unter anderem p62
und NBR1 sowie diverse weitere Rezeptormolekule eine tragende Rolle (Shaid et al.,
2013, Wang et al., 2019) Insbesondere p62 ist dabei fur die Autophagie von iNOS von
Relevanz (Wang et al., 2019).

Okayasu et al. konnten zeigen, dass es im Rahmen der Cochleaimplantation zu einem
Anstieg der intracochlearen Makrophagenanzahl kommt (Okayasu et al., 2020). In
unseren Experimenten kann somit eine Makrophagen-vermittelte Autophagie als
moglicher kausaler Zusammenhang zwischen einer erniedrigten iINOS-Konzentration,
in  nahezu allen untersuchten Subkompartimenten der Cochlea, nach
Cochleaimplantation gesehen werden (Ernst et al., 2023).
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9.2.2.2 NO-iNOS-Feedbackmechanismus

Neben einem Ubiquitin-abhangigen Abbau sowie Autophagie durch Makrophagen
lassen sich in der Literatur weitere Regulationsmechanismen der iNOS-Aktivitat finden
(Cinelli et al., 2020). Cinelli et al. (2020) diskutieren in ihrer Veroffentlichung neben
einer direkten Proteininteraktion auch einen negativen Feedbackmechnismus durch
NO (Cinelli et al., 2020). Assreuy et al. (1993) beschrieben eine irreversible Hemmung
der iNOS durch NO. Dies gelangt durch die Hinzugabe von NO-Donoren wie S-nitroso-
acetyl-penicillamine (SNAP) und S-nitroso-glutathione (GSNO) (Assreuy et al., 1993).
Derselbe Effekt konnte auch fur die eNOS nachgewiesen werden (Ravichandran et al.,
1995). Ebenfalls diskutiert wurde eine Inhibition post-translationaler Prozesse, welche
letzten Endes zu einer verminderten iNOS-Genexpression fuhren (Chang et al., 2004)

Im Vergleich zur reinen Cochleostomie kann es im Rahmen der
Elektrodenimplantation zu mechanischer Kompression der vorwiegend vendsen
Abflussgefalle im Bereich der Lateralwand und des Modiolus kommen (Wright und
Roland, 2013). Diesem mechanischen Einfluss folgt im vorgeschalteten Kapillarbett
eine vendse Stase mit Anderung des postkapillaren Druckes (Wright und Roland,
2013). In der Literatur wurde bereits ein Autoregulationsmechanismus des cochlearen
Blutflusses beschrieben (Nakashima, 1999, Brown und Nuttall, 1994). NO konnte
dabei als wichtiger Mediator identifiziert werden (Brechtelsbauer et al., 1994,
Fessenden und Schacht, 1998). Hamodynamische und mechanische Veranderungen
innerhalb des BlutgefalBes konnen im Rahmen einer vendsen Stase durch
Elektrodenimplantation zu einer erhohten NO-Ausschuttung fuhren (Kuebler et al.,
2003, Ernst et al., 2023)

Eine erniedrigte INOS-Konzentration in der implantierten Untersuchungsgruppe kann
sich durch einen NO-induzierten negativen Feedbackmechanismus erklaren lassen.
Mechanische Einflusse auf das Blutgefal3system, vorwiegend der Lateralwand und
des Modiolus, fuhren im Rahmen der Implantation zu einem reduziertem cochlearen
Blutfluss (Ernst et al., 2023). Dieser wiederum kann zu einer erhohten NO-
Ausschittung durch die konstitutiven NOS fuhren, was wiederum in einer
Autoinhibition von iINOS mundet (Ernst et al., 2023).
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9.3 Survivin-Expression in der Cochlea

Die in den nun folgenden Kapiteln dargelegte Diskussion zu Survivin im Rahmen der
Cochleaimplantation ist Teil dieser Arbeit. Ein entsprechendes Manuskript zur
Veroffentlichung befindet sich derzeit in Ausarbeitung.

In unseren Versuchen konnten wir Survivin zwei Stunden nach Intervention in der
Lateralwand mit Stria vascularis und spiralem Ligament, dem Limbus mit
Interdentalzellen und Fibrozyten, den Nervenfasern, dem Corti-Organ sowie den SGZ
nachweisen. Bis auf die SGZ zeigte sich leicht hohere Survivinexpressionen in den
Sham-operierten Tieren im Vergleich zur CI-Gruppe. Dieser Unterschied erreichte in
der Stria vascularis und in den Fibrozyten des Limbus Signifikanzniveau. In den SGZ
zeigte sich das Expressionsmuster zugunsten der CI-Gruppe. Zusammenfassend
zeigen sich in beiden Untersuchungsgruppen hohe Survivin-Expressionen, welche
sich in den einzelnen cochlearen Regionen etwas, zum Teil auch Signifikanzniveau
erreichend, unterscheiden. Diese Erkenntnisse decken sich mit bisherigen
Publikationen, welche eine erhohte Survivin-Expression in der Cochlea nach
akustisch-mechanischem sowie chemisch-toxischem Trauma nachweisen konnten
(Knauer et al., 2010, Habtemichael et al., 2010a).

9.3.1 Funktion von Survivin nach Cochlea-Implantation

Knauer et al. (2010) schreiben Survivin eine potenziell otoprotektive Rolle zu. lhnen
gelang der Nachweis einer signifikant gesteigerten Survivin-Expression nach
Larmtrauma (Knauer et al., 2010). In ihren Experimenten verglichen Sie Cochleae von
unstimulierten Meerschweinchen mit Innenohren von Tieren, welche mit 70dB und
90db beschallt wurden. Es ist bekannt, dass es durch das Bohren im Rahmen der
Cochleostomie zu einer signifikanten Larmbelastung des Innenohrs kommen kann (Yu
et al., 2014). Anhand post mortem an menschlichen Korpern durchgefihrter
Untersuchungen konnten wahrend der Cochleostomie Schalldricke von uber 130dB
nachgewiesen werden (Yu et al., 2014). Im Rahmen einer solchen Larmbelastung
kann es zu TTS und PTS kommen (Lynch und Kil, 2005, Kurabi et al., 2017). Neben
einer akuten Larmbelastung durch das Bohren spielen auch direkte mechanische
Traumata durch das Einbringen der Elektrode eine pathophysiologische Rolle. So
kann es im Zuge der Elektrodenimplantation zu Schaden der Lateralwand, der Lamina

spiralis und der Basilarmembran kommen (Roland und Wright, 2006). Ebenso haben
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intracochleare Druckveranderungen durch das Einbringen der Elektrode einen
entscheidenden Einfluss (Todt et al.,, 2014, Mittmann et al., 2017). So stellt die
Cochleostomie als solches bereits ein traumatisches Potenzial fur die verbleibende
Innenohrfunktion dar, welches durch das Implantieren einer Elektrode nur verstarkt
wird. Dies kann malfigeblichen Einfluss auf das Restgehor haben (Kurabi et al., 2017).

Somit ist eine Expressionssteigerung sowohl in Sham- als auch in CI-Gruppe durch
die mechanische und akustische Reizung im Rahmen der Cochleostomie und
Elektrodenimplantation zu erklaren und konnte als moglicher otoprotektiver
Gegenregulationsmechanismus nach Cochleamplantation von Relevanz sein
(Habtemichael et al., 2010a, Knauer et al., 2010).

9.3.2 Sattigungseffekt der Survivin-Expression

Das Antiapoptoseprotein Survivin wurde in unstimulierten Cochleae in verschiedenen
zellularen Regionen auf einem niedrigen Expressionsniveau identifiziert (Knauer et al.,
2010). Bereits kurze Zeit nach hoher Larmbelastung konnte eine hohe Survivin-
Expression in fast allen cochlearen Windungen und Zelltypen festgestellt werden
(Knauer et al., 2010). Eine Larmbelastung von 70 dB fuhrte zu einer geringeren
Farbeintensitat im Vergleich zu einer Larmbelastung von 90 dB (Knauer et al., 2010).
Dies konnte auf ein orts- und dosisabhangiges Reaktionsmuster hinweisen. Knauer et
al. verwendeten denselben Survivin-Antikorper sowie dieselbe immunhistochemische

Farbemethode wie wir in unserer Versuchsreihe (Knauer et al., 2010).

Anhand bisher nicht verodffentlichter Daten unserer Arbeitsgruppe konnten wir in
unstimulierten Meerschweinchen-Cochleae sowie in beschallten Innenohren
denselben Effekt wie bereits durch Knauer et al. beschrieben nachweisen. Im
Vergleich dazu kam es in unseren Experimenten ebenfalls innerhalb kurzester Zeit
nach Cochleostomie und Elektrodenimplantation zu einer verstarkten Survivin-
Expression in allen untersuchten Subkompartimenten der Cochlea. Ahnlich zeigten
sich die Expressionsmuster in den mit 70dB- und 90dB-beschallten Tieren. Sowohl die
reine Cochleostomie sowie das Eroffnen der Cochlea und anschlielendes

Implantieren einer Elektrode fuhrten zu einem vergleichbaren Survivin-Anstieg.

Diese Ergebnisse konnten als mdglicher Sattigungseffekt des Survivin-Anstiegs nach
cochlearen Trauma interpretiert werden. Innerhalb kurzester Zeit nach akustischem
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oder mechanischem Trauma im Rahmen des Bohrvorgangs kommt es intrazellular zu
einem starken Expressionsanstieg des Antiapoptoseproteins. Ein zusatzliches
mechanisches Trauma im Rahmen der Elektrodeninsertion scheint zu keinem weiteren
Expressionsanstieg zu fuhren. Die Moglichkeit eines Sattigungseffektes wurde bereits
in der Literatur beschrieben (Scheer et al., 2017). Unsere Versuchsreihe sah eine
Totung der Tiere zwei Stunden nach Intervention vor. Diesbezlglich muss Bedacht
werden, dass fur den Expressionsanstieg nur kurzfristig einsetzende

Regulationsmechanismen in Betracht kommen.

9.3.3 Minderexpression von Survivin nach Elektrodenimplantation
Trotz einer vergleichbar hohen Farbeintensitat in beiden Untersuchungsgruppen
zeigte sich vor allem in den Fibrozyten des Limbus spiralis und in der Stria vascularis
eine leichte Expressionsminderung nach Cochleaimplantation im Vergleich zur reinen
Cochleostomie. Dies konnte auf zusatzliche direkte und indirekte Traumata durch das
EinfGhren der Elektrode bedingt sein (Wright und Roland, 2013, Roland und Wright,
2006). Auf individueller zellularer Ebene konnte es durch direkte strukturelle
Schadigungen zum Verlust der zellularen Integritdt und Zusammenbruch des
Zellstoffwechsels kommen, wodurch sich eine Minderexpression des Enzyms erklaren
lieRe. Mikrozirkulationsstorungen mit ischamisch bedingtem Zelluntergang sowie
Verlust des endocochlearen Potenzials sind als mogliche Ursachen nicht
auszuschliefen und kommen ebenfalls in Betracht (Oshima et al., 2014, Ernst et al.,
2023). Eine erhohte Survivin-Expression innerhalb der SGZ nach Implantation lasst
sich moglicherweise durch deren anatomische Lage erklaren. Die SGZ liegen im
Rosenthal-Kanal des Modiolus und konnte durch mogliche direkte Traumata mit
Verlust der zellularen Integritat geschitzt sein (Raphael und Altschuler, 2003).

9.3.4 Survivin-Modulation nach Cochlea-Implantation

In Kapitel 9.3.1 und 9.3.2 wurde insbesondere die Expressionssteigerung von Survivin
nach akustischem und mechanischem Trauma diskutiert. Generell gilt, dass Dauer und
Intensitat des akustischen Traumas das Ausmald einer potenziellen
Horbeeintrachtigung beeinflussen und so entweder zu einer TTS oder PTS fuhren
konnen (Nordmann et al., 2000, Kurabi et al., 2017). Pathophysiologisch spielen dabei
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neben einer temporaren Entkopplung der Stereozilien der aHZ eine Vielzahl weiterer
moglicher Pathomechanismen eine mogliche Rolle (Nordmann et al., 2000, Kurabi et
al., 2017). Im Rahmen einer TTS nach akustischer Stimulation konnten sowohl eine
vermehrte  Ausschittung von ATP  mit konsekutiver  Aktivierung von
Purinrezeptorkanalen als auch die Bildung ROS als mogliche pathophysiologische
Mechanismen identifiziert werden (Kurabi et al., 2017, Cheng et al., 2008). Eine
Glutamat-vermittelte Uberstimulation der 8HZ wurde ebenfalls postuliert (Puel et al.,
1998). Ebenso konnte =zuletzt ein intracochlearer Makrophagenanstieg nach
akustischem Trauma beschrieben werden (Frye et al., 2018). Insgesamt konnten auf
subzellularer Ebene nach Larmbelastung Uber 25 verschiedene aktivierte

Transkriptionsfaktoren festgestellt werden (Maeda et al., 2021).

Wie beschrieben konnten eine Vielzahl an mdglichen Pathomechanismen nach
Larmbelastung identifiziert werden. Diese lassen sich mit unseren Ergebnissen einer
frihzeitigen Expressionssteigerung von Survivin nach akustischem Bohrtrauma bzw.
Elektrodenimplantation in Einklang bringen. Wie bereits durch Knauer et al.
beschrieben, konnte die Modulation des Antiapoptoseproteins eine wichtige frihzeitige
otoprotektive Rolle im Rahmen akuter Larmtraumata, insbesondere im Rahmen der
Cochleaimplantation, spielen. Wie in unseren Ergebnissen dargestellt scheint diese

Survivin-Modulation bereits zwei Stunden nach Stimulus stattzufinden.

9.3.5 Mogliche Signalwege der Survivin-Modulation

Zahlreiche Signalwege und Signalmolekule konnten bereits mit Survivin in Verbindung
gebracht werden und konnten auch nach Cochleaimplantation von besonderer
Relevanz sein und in Hinblick auf mogliche therapeutische Ansatze eine Rolle spielen.
Eine verringerte cochleare Durchblutung nach akustischer Stimulation ist in der
Literatur beschrieben und korreliert mit einer Horschwellenverschiebung (Shi, 2009).
Dabei konnte Shi insbesondere eine Anderung des cochledren Blutflusses und eine
erhohte Kapillarpermeabilitat in den Gefallen der Stria vascularis nachweisen (Shi,
2009). Im Rahmen weiterer Veroffentlichungen unserer Arbeitsgruppe konnte eine
verringerter cochlearer Blutfluss in der Lateralwand nach Cochleaimplantation
dargelegt werden (Ernst et al., 2023). Diese Verringerung des cochlearen Blutflusses
fuhrt, wie durch Lamm und Arnold beschrieben, zu einer ischamischen Umgebung

innerhalb der Cochlea (Lamm und Arnold, 1996). Intracochleare hypoxische
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Bedingungen begulnstigen die Expression von Transkriptionsfaktoren, welche unter
anderem mit einem anaeroben Zellstoffwechsel assoziiert sind (Shi, 2009, Lambert et
al., 2018). Darunter zahlen unter anderem Nuclear factor ,kappa-light-chain-enhancer*
of activated B-cells (NF-kB) und Hypoxie-induzierter Faktor 1 (HIF-1) (Lambert et al.,

2018, Xia et al., 2016, Shi, 2009).

9.3.5.1 HIF-1 und Survivin

HIF-1 ist ein Transkriptionsfaktor, welcher im Rahmen einer ischamisch bedingten
Zellantwort von entscheidender Relevanz ist (Haddad und Harb, 2005). Er ist unter
ischamischen Bedingungen an der Genexpression des vaskularen endothelialen
Wachstumsfaktors (VEGF), Erythropoietin und des Glukosetransporters 1 beteiligt
(Semenza et al.,, 1999). HIF-1 ist fir das zellulare Uberleben in hypoxischen
Konditionen von entscheidender Relevanz (Semenza, 2001, Chung et al., 2011). Ein
Hochregulierung von HIF-1 konnte im Tiermodell nach akustischem Trauma einen
Horverlust verhindern und deutet so auf eine entscheidende Rolle des Proteins im
Rahmen ischamischer cochlearer Bedingungen hin (Chung et al., 2011). Eine HIF-1-
Depletion mittels miRNA konnte nachweislich zu einer verringerten Survivin-

Expression in Tumorzelllinien fuhren (Li et al., 2013).

Ein cochleares Trauma, wie es im Rahmen der Cochleaimplantation zu erwarten ist,
konnte zu hypoxischen Bedingungen innerhalb der verschiedenen cochlearen
Kompartimente fuhren. Eine HIF-1-induzierte Expressionssteigerung von Survivin
stellt in diesem Zusammenhang einen moglichen otoprotektiven

Gegenregulationsmechanismus dar.

9.3.5.2 NF-kB und Survivin

NF-kB ist ein ubiquitar vorkommender Transkriptionsfaktor, welcher nach
unterschiedlichen Stimuli das zellulare Wachstum, die Zelldifferenzierung,
inflammatorische Prozesse und die Regulation der Apoptose modulieren kann (Pahl,
1999). Zudem konnte NF-kB unter ischamischen Bedingungen sowie im Rahmen
inflammatorischer Prozesse vermehrt nachgewiesen werden (Oliver et al., 2009).
Innerhalb der Cochlea konnte NF-kB detektiert werden (Nagashima et al., 2005). Dem
Protein wird eine wichtige Rolle im Rahmen der Haarzellfunktion sowie dem Schutz
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der primaren auditorischen Neurone vor Exzitotoxizitat zugesprochen (Nagy et al.,
2005, Lang et al., 2006). NF-kB ist ein relevanter regulatorischer Mediator im Rahmen
cochlearer Traumata (Haake et al., 2009). Zudem konnte ein Anstieg der DNA des
Transkriptionsfaktors unmittelbar nach akustischen Stimulus innerhalb der Cochlea
nachgewiesen werden (Nagashima et al., 2007). Dies untermauert die potenzielle
Rolle einer kurzfristig einsetzenden regulatorischen Funktion des Proteins im Rahmen
cochlearer Traumata. Wang et al. (2010) gelang der Nachweis einer Korrelation
zwischen NF-kB und Survivin in Hepatozyten (Wang et al., 2010).

Im Rahmen der Cochleaimplantation kommt es zu akuten mechanischen und
akustischen Traumata der Cochlea. Eine stressbedingte Hochregulierung von Survivin
uber den NF-kB-Signalweg konnte einen moglichen Gegenregulationsmechanismus
darstellen.

9.4 Expression der phosphorylierten eNOS in der Cochlea

Die phosphorylierte Form der eNOS konnte in unserer Versuchsreihe in der Stria
vascularis, dem Corti-Organ, den Nervenfasern und den SGZ nachgewiesen werden.
Dabei zeigten sich insbesondere in der Stria vascularis hohe Farbintensitaten mit
signifikantem Unterschied zu Gunsten der Sham-Gruppe. Ebenso zeigten sich die
Werte in den Nervenfasern signifikant in der Sham-Gruppe erhoht. In den SGZ zeigte
sich mit statistischer Signifikanz erhohte Werte in der CI-Gruppe. In ihrer
phosphorylierten Form befindet sich das Enzym im aktiven Zustand und liefert so
genauere Erkenntnisse Uber die Enzymaktivitat und somit die NO-Produktion
unmittelbar nach Cochleostomie und Elektrodenimplantation (Li et al., 2002).

9.4.1 Funktion von p-eNOS nach Cochlea-Implantation

Der eNOS wird im Allgemeinen eine anti-inflammatorische und vasoprotektive Rolle
zugeschrieben und ist vor allem im kardiozirkulatorischen System von besonderer
Relevanz (Forstermann und Sessa, 2012). Neben seiner physiologischen Funktion in
Blutgefallen konnten das Enzym unter normalen Bedingungen in der Cochlea
nachgewiesen werden (Forstermann et al., 1994, Heinrich et al., 1998). Yamane et al.
(1997) gelang dabei insbesondere der Nachweis in den Blutgefallen der Stria

vascularis und des spiralen Ligaments (Yamane et al., 1997). Unter verschiedenen
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pathologischen Bedingungen konnte bereits eine Expressionssteigerung des Enzyms
innerhalb der verschiedenen cochlearen Regionen dargestellt werden (Heinrich et al.,
2006, Heinrich et al., 2005). Dabei gelang Heinrich et al. vor allem der Nachweis einer
gesteigerten Expression des Enzyms nach akuter Larmbelastung und Injektion
ototoxischer Substanzen (Heinrich et al., 2005, Heinrich et al., 2006). Es wird
postuliert, dass eNOS, welches als konstitutiv exprimiertes Enzym mit geringeren NO-
Produktion einhergeht, innerhalb der Cochlea im Rahmen eines akuten traumatischen
Ereignisses eine potenziell otoprotektive Rolle einnimmt (Heinrich et al., 2019, Heinrich
et al., 2021).

Wie auch in den Versuchen von Heinrich et al. (2019) stellt die Cochleostomie ein
akustisches Trauma dar (Pau et al., 2007). Eine gesteigerte Enzymaktivitat im Sinne
einer Phosphorylierung in beiden Untersuchungsgruppen lasst sich mit den von
Heinrich et al. (2019) erhobenen Erkenntnissen einer gesteigerten Enzymexpression

nach Larmbelastung in Einklang bringen (Heinrich et al., 2019).

9.4.1.1 p-eNOS in der Lateralwand

Unsere Ergebnisse zeigen eine verringerte immunhistochemische Farbereaktion der
phosphorylierten und somit aktivierten eNOS in der Stria vascularis nach
Elektrodeninsertion im Vergleich zur reinen Cochleostomie. In weiteren Versuchen
unserer Arbeitsgruppe konnten Ernst et al. (2023) einen verminderten cochlearen
Blutfluss und eine erhohte mikrovaskulare Permeabilitat innerhalb der Lateralwand
nach Elektrodeninsertion nachweisen (Ernst et al., 2023). Die eNOS hat eine wichtige
anti-inflammatorische und  anti-arteriosklerotische  Funktion innerhalb des
Gefaldsystems und ist zudem fur die Aufrechterhaltung eines konstanten Blutflusses
von Relevanz (Forstermann und Sessa, 2012). Physiologisch konnte eNOS in den
Endothelzellen der Kapillargefalle der Stria vascularis und des spiralen Ligaments
nachgewiesen werden (Yamane et al., 1997). Es konnte zudem gezeigt werden, dass
eNOS fur die Aufrechterhaltung der cochledren Mikrozirkulation eine Rolle spielt
(Yamane et al., 1997, Heinrich und Helling, 2012).

Die Erkenntnis einer Minderexpression der phosphorylierten eNOS nach
Elektrodeninsertion lasst sich somit mit den Ergebnissen von Ernst et al. (2023)
decken. eNOS ist von besonderer Relevanz fur die Aufrechterhaltung der cochlearen
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Mikrozirkulation (Yamane et al., 1997). Sowohl der cochleare Blutfluss als auch die
phosphorylierte und aktivierte Form von eNOS zeigen sich nach Cochleaimplantation
im Vergleich zur reinen Cochleostomie reduziert (Ernst et al., 2023). Dies verdeutlicht,
dass eNOS im Rahmen eines verringerten cochlearen Blutflusses nach
Elektrodenimplantation eine besondere Relevanz hat. Mogliche pathophysiologische

Zusammenhange gilt es in weiteren Untersuchungen zu klaren.

9.4.1.2 p-eNOS in Nervenfasern und Spiralganglienzellen

Sowohl in den Nervenfasern als auch in den Spiralganglienzellen lasst sich die
phosphorylierte eNOS (p-eNOS) immunhistochemisch nachweisen und quantifizieren.
In der Literatur ist beschrieben, dass eNOS im zentralen Nervensystem neben der
neuronalen NOS eine wichtige Rolle fur die Aufrechterhaltung der neuronalen Funktion
einnimmt (Paakkari und Lindsberg, 1995). Es ist bekannt, dass NO im Rahmen des
synaptischen Signaltransfers innerhalb der Cochlea von Relevanz ist (Heinrich und
Helling, 2012). In unseren Versuchen zeigten sich in den Nervenfasern eine
ausgepragtere Farbreaktion in der Sham-Gruppe und in den Ganglienzellen in der ClI-
Gruppe. Die eNOS scheint im Rahmen der cochlearen Nervenfunktion nach
Cochleaimplantation eine Rolle zu spielen, welche es in weiteren Untersuchungen zu

klaren gilt.

9.5 Zusammenspiel von Survivin und Stickstoffmonoxid

In zahlreichen Veroffentlichungen wurde bereits eine Korrelation zwischen Survivin
und NO dargestellt (Knauer et al., 2010). Wie bereits in Kapitel 6.8.4 beschrieben
wurden dabei vor allem der p38-Mitogen-aktivierte Proteinkinase (MAPK)-Signalweg
und der Phosphatydilnositol-3-Kinase-Akt (PI3K/Akt)-Signalweg als mogliche
Schlusselwege identifiziert (Engels et al., 2008, Fetz et al., 2009, Knauer et al., 2010).
Daruber hinaus konnten auch weitere Signalwege im Rahmen des Zusammenspiels
zwischen NO und Survivin von besonderer Relevanz sein. Besonderes Augenmerk
sollte dabei auf die Transkriptionsfaktoren NF-kB und STAT3 (Signaltransduktor und
Aktivator der Transkription 3) gelegt werden.
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9.5.1 INOS und Survivin im Rahmen der Cochleaimplantation

Sowohl fur Survivin als auch iINOS konnten gesteigerte Expression in der
Vergangenheit im Rahmen eines cochlearen Traumas nachgewiesen werden (Shi und
Nuttall, 2003, Habtemichael et al., 2010a). Zudem konnte gezeigt werden, dass hohe
NO-Konzentrationen, unter anderem durch eine erhdhte Expression und Aktivitat der
induzierbaren NO-Synthase vermittelt, zu einer Herunterregulierung von Survivin in
Kopf-Hals-Tumoren fuhrt (Fetz et al., 2009). Dabei konnte der p38-Mitogen-aktivierte
Proteinkinase (MAPK)-Signalweg als relevant identifiziert werden (Fetz et al., 2009,
Chao et al., 2004). In Hepatozyten gelangen Wang et al. (2011) der Nachweis einer
potenziellen Apoptose-modulierenden Funktion des iINOS-NO-Survivin-Signalwegs
(Wang et al., 2011)

Neben bereits genannten MAPK-Signalweg konnte auch STAT3 als ein mdgliches
Verbindungsprotein zwischen iINOS und Survivin angesehen werden (Ernst et al.,
2023). STAT-Proteine sind Molekule, welche Rezeptorsignale, von der Zellmembran
kommend, in den Zellkern weiterleiten und so die Proteintranskription bestimmter
Proteine modulieren (Pellegrini und Dusanter-Fourt, 1997). Gritsko et al. (2006)
konnten zeigen, dass das Survivin-Gen ein direktes Bindungsziel fur STAT3 darstellt
und somit eine Aktivierung von STAT3 mit einer Expressionssteigerung von Survivin
einhergeht (Gritsko et al., 2006). Zudem bindet STAT3 an den iNOS-Promoter und
stimuliert die INOS-Transkription (Puram et al., 2012). Im Rahmen eines Maus-Modells
konnte gezeigt werden, dass nach Larmtrauma eine Inhibition des Januskinase-2-
STAT3-Signalswegs zu einer otoprotektiven Wirkung fuhrt (Wilson et al., 2014).

Zuletzt konnte auch NF-kB eine wichtige Rolle als Modulator zwischen iINOS und
Survivin einnehmen. Wir bereits in Kapitel 9.3.5.2 beschrieben stellt NF-kB einen
ubiquitar vorkommenden Transkriptionsfaktor dar, welcher vor allem im Rahmen
akuter inflammatorische Prozesse eine Rolle spielt (Pahl, 1999). Eine Korrelation
zwischen NF-kB und Survivin lasst sich in der Literatur finden (Wang et al., 2010).
Zudem stellt der INOS-Promoter eine wichtige Zielstruktur von NF-kB dar (Hughes et
al., 2008, Morris et al., 2003).

Nach Cochlealmplantation zeigte sich in allen untersuchten Subregionen der Cochlea
eine ausgepragte Survivin- als auch eine iINOS-Expression. Somit konnte der iINOS-
Survivin-Signalweg eine wichtige regulatorische Funktion in den pathophysiologischen

Ablaufen nach Cochleaimplantation einnehmen und flir den Resthorerhalt nach
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Implantation von Relevanz sein. Die iINOS produziert bekanntermal3en im aktivierten
Zustand hohe Konzentrationen an NO (Robbins und Grisham, 1997). Eine klare
Korrelation zwischen einer p38-MAPK-modulierten Runterregulierung von Survivin
aufgrund einer hohen NO-Konzentration lasst sich in unseren Versuchen somit
zunachst nicht bestatigen. Das chirurgische Vorgehen im Rahmen der
Cochleaimplantation stellt neben einem bohrungsbedingten akustischen Trauma, ein
direktes mechanisches Trauma im Rahmen der Elektrodeninsertion dar (Roland und
Wright, 2006, Pau et al., 2007). Aufgrund dessen konnten neben dem p38-MAPK-
Signalweg auch weitere Signalwege entscheidend sein. Dabei konnten die
Transkriptionsfaktoren STAT3 und NF-kB eine wichtige regulierende Funktion im
Survivin-NO-Signalweg einnehmen und sollten Gegenstand weiterer Untersuchungen

sein.

9.5.2 eNOS und Survivin im Rahmen der Cochleaimplantation

Durch Knauer et al. (2010) wird postuliert, dass eine niedrige Konzentration von NO,
welche durch eine basale eNOS-Expression oder eNOS-Aktivierung mittels
Phosphorylierung entsteht, mittels des Phosphatydilnositol-3-Kinase-Akt (PI3K/Akt)-
Signalwegs zu einer Expressionssteigerung von Survivin fuhrt und somit einen
otoprotektiven Mechanismus im Rahmen eines cochlearen Traumas darstellt (Knauer
et al., 2010). Dabei unterstutzen sie ihre These durch Erkenntnisse, welche unter
anderem im Ovarial-Karzinom und in Kopf-Hals-Tumoren gewonnen wurden (Engels
et al., 2008, Fetz et al., 2009). Innerhalb der Endothelzellen konnte jedoch auch eine
negative Korrelation zwischen der eNOS und des Thrombozytenwachstumsfaktors
(PDGF)-Survivin-Signalwegs nachgewiesen werden (Yu et al., 2012). Zwar konnten
Knauer et al. (2010) im Rahmen ihrer Untersuchungen eine erhohte Konzentration von
Komponenten des Phosphatydilnositol-3-Kinase-Akt (PI3K/Akt)-Signalwegs innerhalb
der Cochlea nachweisen, verweisen jedoch darauf, dass diese Erkenntnisse aufgrund
der Fixierungsmethoden der Cochlea nur unter Vorbehalt zu interpretieren sind
(Knauer et al., 2010).

In unserer Versuchsreihe konnte eine Aktivierung von eNOS, im Sinne einer
Phosphorylierung des Enzyms, in der Stria vascularis, dem Corti-Organ, den
Nervenzellen und den SGZ der Cochlea nachgewiesen werden. Zudem zeigte sich in

diesen Subregionen ebenfalls eine starke Expression von Survivin. Die
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Cochleaimplantation stellt ein mechanisches und akustisches Trauma dar (Pau et al.,
2007, Roland und Wright, 2006). Diese Ergebnisse lassen die Erkenntnis zu, dass der
eNOS-Survivin-Signalweg, wie bereits durch Knauer et al. (2010) postuliert, im
Rahmen cochlearer Traumata, einen maoglicher otoprotektiven
Gegenregulationsmechanismus darstellt. Inwieweit der Phosphatydilnositol-3-Kinase-
Akt (PI3K/Akt)-Signalweg dabei eine Rolle spielt, bleibt Gegenstand weiterer

Untersuchungen.
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10 Zusammenfassung

Die Cochleaimplantation stellt heutzutage einen einzigartigen Ersatz eines
Sinnesorgans dar. Ein Verlust der Resthorigkeit ist nach wie vor eine bis heute wenig
erforschte  Komplikation im Rahmen dieses Eingriffes. Trotz Optimierung der
Operationstechnik, Verwendung spezieller Elektroden und postoperativer
Glukokortikoidtherapie bleibt der Restgehorverlust eine ernstzunehmende
Komplikation dieses chirurgischen Eingriffes.

In diversen Vorarbeiten konnte bereits gezeigt werden, dass das Antiapoptoseprotein
Survivin im Rahmen unterschiedlicher cochlearer Traumata eine moglicherweise
otoprotektive Rolle einnimmt. Des Weiteren ist die Bedeutung von iNOS und eNOS
sowie die Bedeutung von NO im Rahmen einer akuten Larmbelastung und eines

chemisch-toxischen Traumas der Cochlea bekannt.

In dieser Arbeit konnte die Rolle eines Survivin-NO-Signalwegs im Rahmen der
Cochleaimplantation demonstriert werden. Mittels immunhistochemischer Farbung
wurde die Expression von iNOS, eNOS und Survivin in Meerschweinchencochleae
nach alleiniger Cochleostomie, als auch nach zusatzlicher Elektroden-Insertion
quantifiziert und miteinander verglichen. Wir konnten zeigen, dass sowohl iNOS,
eNOS als auch Survivin nach Cochleaimplantation in nahezu allen cochlearen
Regionen exprimiert werden und damit eine Relevanz eines Survivin-NO-Signalwegs

nach Cochleaimplantation demonstrieren.

Entgegen unseren Erwartungen zeigte sich eine Minderexpression des Enzyms iNOS
nach Implantation. Dies konnte zum einen auf einen negativen
Feedbackmechanismus durch NO zurtckzufuhren sein. Ein solcher Prozess ist in der
Literatur bereits beschrieben worden. Zudem besteht die Maoglichkeit eines
Makrophagen-assoziierten Abbaus des Enzyms nach Elektrodenimplantation. Ebenso

ist eine Makrophagen-assoziierte Autophagie von iNOS maoglich.

Zusammenfassend konnten iINOS und groRere Mengen NO eine mogliche
otoprotektive Rolle im Rahmen der Cochleaimplantation einnehmen. Perioperative
Therapiekonzepte, die auf eine stabile intracochleare NO-Konzentration abzielen
sowie die pharmakologische Induktion von iNOS sollten in Zukunft als mogliche
Therapie zum Erhalt des Resthorvermogens im Rahmen der Cochleaimplantation in

Betracht gezogen werden.
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Daruber hinaus konnten wir in unserer Versuchsreihe die aktivierte Form der eNOS
nach Cochleostomie und Elektrodenimplantation nachweisen. In der Lateralwand
zeigte sich eine verminderte Expression nach Implantation. eNOS konnte relevant fur
die Aufrechterhaltung des cochlearen Blutflusses und den Hoérschwellenerhalt nach
Cochleaimplantation sein.

Sowohl nach alleiniger Cochleostomie als auch nach zusatzlicher Elektroden-Insertion
zeigte sich ubiquitar innerhalb der Cochlea eine deutlich ausgepragte Survivin-
Expression. Ein ausbleibender Expressionsanstieg nach Elektroden-Insertion konnte
einem maoglichen Sattigungsmechanismus innerhalb der Cochlea zu Grunde liegen.
Eine mogliche otoprotektive Rolle wurde Survivin bereits in der Literatur
zugeschrieben. Survivin als solches stellt einen interessanten Ansatzpunkt fur
zukunftige otoprotektive und restgehorerhaltende Therapiekonzepte im Rahmen der
Cochleaimplantation dar und sollte weiterhin nahergehend untersucht werden.

Unsere Ergebnisse erharten die Vermutung, dass der Survivin-NO-Signalweg im
Rahmen cochlearer Traumata eine mogliche otoprotektive Rolle einnimmt. Die
Beeinflussung der Survivin-NO-Achse beispielsweise im Rahmen einer zielgerichteten
Innenohrtherapie stellt einen interessanten Ansatzpunkt fur zukinftige otoprotektive
und restgehorerhaltende Therapiekonzepte im Rahmen der Cochleaimplantation dar.
Eine Korrelation zwischen iNOS, dem cochlearen Blutfluss der Lateralwand und einer
Horschwellenverschiebung nach Cochleaimplantation konnten Ernst et al. (2023), fur
dessen Veroffentlichung Teile dieser Arbeit ausgearbeitet und verwendet wurden,
bereits nachweisen. Mogliche Schnittstellen zwischen NO und Survivin gilt es dabei in
Zukunft genauer zu untersuchen. Insbesondere NF-kB und STAT3 stellen in diesem
Zusammenhang wichtige Ziele dar, die es nach Cochleaimplantation im Rahmen des

Survivin-NO-Signalwegs genauer zu untersuchen gilt.
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