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Molekulare Mechanismen von Schwerhorigkeit und Tinnitus

Liebe Inge, sehr geehrte Festversammlung, liebe Kolleginnen und Kollegen,

Erlauben Sie zunéchst einige personliche Worte.

Ich hatte das Gliick, bei beiden Rapoport‘s lernen zu diirfen: 2 Jahre als
wiss. Assistent bei Mitja Rapoport und viele Jahre als Mitarbeiter bei Inge
Rapoport. Lernen konnte ich von Mitja’s auBerordentlichem wissenschaftli-
chem Scharfsinn und von Inges tiefem Verstidndnis klinischer Probleme und
kluger Ansétze zur Verbindung von klinischer und Grundlagen-Forschung.

Mitja Rapoport hat den naturwissenschaftlichen Charakter in der Medizin
der DDR wesentlich geprégt. Das findet seinen Ausdruck z. B. in der Ent-
wicklung der Labormedizin in der DDR. Er unterstiitzte die Entstehung des
Fachgebietes ,,Pathologische Biochemie und Labordiagnostik®, weil er die
Gefahr sah, dass die Labormedizin zu einem Fachgebiet wird, in dem der wis-
senschaftliche Aspekt nicht ausreichend beachtet wird. Dadurch gelang es, in
fast allen Universitdten der DDR Lehrstiihle fiir Pathobiochemie einzurich-
ten. Die Labormedizin ist heute dabei, den Anspruch eines universitiren
Fachgebietes zu vergessen.

Wir alle haben ihm aber auch zu danken fiir seine philosophischen, ethi-
schen und moralischen Grundsétze in der Medizin. Fiir mich bleibt unverges-
sen sein Artikel ,,Medizin ohne Menschlichkeit® aus dem Jahre 1990, als die
Charité in der Wendezeit ungerechterweise ins Kreuzfeuer der Medien geriet.

Inge Rapoport gab mir nach zwei Jahren Pflichtassistenz die Chance, auf
einer Forschungsstelle in der Neonatologie zu arbeiten. Mit der Griindung des
neonatologischen Forschungsbereiches ergab sich fiir mich und zahlreiche
Kolleginnen und Kollegen der Neonatologie, der Kinderklinik und Frauenkli-
nik die Chance fiir eine fundierte experimentell- angewandte Forschung
(Abb.1). Die Arbeiten ermdglichten eine internationale Zusammenarbeit, z.
B. mit Forschungsgruppen aus Prag, Warschau und Moskau aber auch mit
Ola Saugstadt in Norwegen, der vor kurzem Ehrenmitglied der deutschen Ge-
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sellschaft fiir Neonatologie wurde und mit Kurt Andersson vom Karolinska-
Institut in Schweden.
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Abb. 1: Forschungsgruppe Neonatologie (1982)

Auch nach ihrer Emeritierung arbeitete Inge mit uns im Labor zusammen.
Riickblickend darf ich sagen: Die Arbeit in dem neonatologischen For-
schungslabor war eine schone und erfolgreiche Periode gemeinsamer wissen-
schaftlicher Arbeit, die zu zahlreichen Promotions-Arbeiten, Habilitationen
und wissenschaftlichen Publikationen fiihrten. Diese sind bleibende Doku-
mente einer erfolgreichen Arbeit.

Inge war nicht nur unsere Lehrerin und Chefin, sie war fiir uns alle eine
einfithlsame und menschlich warmherzige Kollegin, die mit uns gemeinsam
auch ihre Freizeit verbrachte. Wir denken mit Dankbarkeit an die gemeinsa-
men Besuche von Berliner Theatern, den Ausflug nach Rostock und Warne-
miinde, die gemeinsamen Weihnachtsfeiern (die tibrigens nicht so waren, wie
sie im ,,Turm* von Tellkamp beschrieben werden) und ihre Beitrédge fiir unser
Brigade-Tagebuch. Dabei zeigten sich ihr Humor und ihre Lust, Anerken-
nung in Form von Reimen und Zeichnungen auszudriicken.

Liebe Inge, es ist schon, Dich bei uns zu haben. Vielen Dank fiir alles, was
Du uns gegeben hast und viel Gesundheit fiir die kommenden Jahre.

Aber natiirlich war das Wichtigste die Arbeit.
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Inge schreibt in ihrem Buch: ,,.Die Fragestellung, der wir uns in unserer
‘neonatologischen Periode” zuwandten, richtete sich auf den Sauerstoffman-
gel des Feten und Neugeborenen, vielleicht die grote Bedrohung fiir sein
Uberleben und seine spitere Existenz* (Ingeborg Rapoport, Meine ersten drei
Leben, S. 413).

Analysiert man die Ursachen von Schwerhorigkeit und Tinnitus, so stellt
man fest, dass Sauerstoffmangel in jedem Lebensalter an der Entstehung be-
teiligt sein kann (Tab. 1). Es war daher nach meinem Wechsel in die HNO
eine Herausforderung, beizutragen zur Klarung der Frage, welche Rolle Sau-
erstoffmangel bei Schwerhdrigkeit und Tinnitus spielt.

Alter Ursachen Hiufigkeit
Neugeborene Genetisch, Infekte 1-2 von 1000
Erwachsene, jung Lérm, Infekte 1%
Erwachsene, bis 60 Jahre |Lérm, Infekte, Alter, Med. |10 %
Erwachsene, tiber 60 Jahre |Alter, Hypoxie, Lirm 50 %

Med.-Medikamente
Tabelle 1: Ursachen und Haufigkeit von Schwerhérigkeit

Als ich nach der Wende mit Inge iiber meine neue Aufgabe sprach, sagte sie:
Das Ohr ist ein sehr interessantes Organ, es ist wahrscheinlich einfacher als
das ZNS und es ist besser zugénglich. Auch das kennzeichnet gut ihre Denk-
weise: kein enges egoistisches Herangehen, sondern ein auf Erkenntnisge-
winn in grundsitzlichen Fragen gerichtetes Denken.

Horen und Sprechen sind die Grundlage fiir die Kommunikation und das
Zusammenleben der Menschen. Daher fiihrt Schwerhorigkeit (SH) zu Funk-
tionsstorungen, die sich in sozialer Isolierung, vermindertem Selbstvertrauen,
im Verlust der Unabhédngigkeit bis hin zur Depression duflern. Besonders dra-
matische Auswirkungen auf die physische, psychische und soziale Entwick-
lung hat Schwerhorigkeit in der Kindheit. Eine frithe Erkennung des Leidens
und eine addquate Therapie haben daher hohe Prioritdt. Das Verstdndnis mo-
lekularer Mechanismen von Schwerhdrigkeit und Tinnitus (TI) hilft neue
Wege fiir die Diagnostik und Therapie zu entwickeln.

1. Das auditorische System

Das Innenohr ist ein duflerst fein reguliertes sensorisches Organ. Die Schall-
wellen, die auf das duflere Ohr treffen, werden vom Mittelohr weitergeleitet
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bis zum Innenohr, der Cochlea, einem schneckenartigen Gebilde. Diese
Struktur ist verantwortlich fiir die Transformation der mechanischen Energie
der Schallwelle in einen elektrischen Impuls, der in das ZNS iibertragen wer-
den kann. Die Cochlea windet sich spiralartig um eine zylinderférmige Ach-
se, den Modiolus. Rollt man das fliissigkeitsgefiillte Kanal-System auf,
erkennt man, dass der Kanal in drei Kompartimente geteilt ist. Die Scala me-
dia (enthilt Endolymphe) liegt zwischen zwei groBeren Kompartimenten, der
Scala vestibuliund der Scala tympani (enthalten Perilymphe). Die Flissigkei-
ten in der Cochlea haben eine einzigartige Zusammensetzung. Die Endolym-
phe hat eine hohe Kalium-Konzentration (150 mM) und eine niedrige
Natriumkonzentration. Die Perilymphe hat eine Zusammensetzung, die einer
extrazelluldren Fliissigkeit entspricht, also eine niedrige Kalium-Konzentra-
tion (5 mM) und eine hohe Natrium-Konzentration.

Die Scala media enthélt das cochleare sensorische Epithel, das Corti-Or-
gan (OC), das sich auf der Basilarmembran befindet (Corti, 1851) und das
durch die Schall-induzierte Wanderwelle ausgelenkt wird. Das Corti-Organ
enthélt hochspezialisierte Zellen, die als Haarzellen (HZ) bezeichnet werden.
Sie sind angeordnet in drei Reihen von duferen Haarzellen (AHZ) und einer
Reihe inneren Haarzellen (IHZ). In einer Cochlea sind etwa 15000 HZ vor-
handen (1). Die Haarzellen sind von der Tectorialmembran bedeckt.

Die beiden Typen von Haarzellen haben unterschiedliche Funktionen. Die
AHZ verstirken frequenzspezifisch die Wanderwelle und die THZ (die ei-
gentlichen sensorischen Zellen) leiten das Signal weiter an die Neurone des
Spiralganglions (SGN). Entsprechend diesen Funktionen haben die Zellen
eine unterschiedliche Ausstattung. AHZ haben ein spezielles Protein in der
Membran, das Motorprotein Prestin, dieses erlaubt die Verstarkung der Wan-
derwelle und damit die besonders hohe Sensitivitidt und Frequenz-Spezifitit
des Hororgans. Die THZ haben als charakteristisches Merkmal besondere
synaptische Strukturen, die Glutamat als excitatorischen Neurotransmitter
nutzen. Die besonderen Strukturen und Funktionen von inneren und dufleren
HZ bestimmen auch den molekularen Mechanismus ihrer Schidigung bei
Einwirkung von pathogenen Faktoren auf das Horsystem.

Die apikale Oberfliache jeder Haarzelle hat Biindel von feinen Hérchen,
die Stereocilien. Die Stereocilien haben eine stufenweise Anordnung, die un-
tereinander mit Proteinfdden vernetzt sind und die man als Tip-links bezeich-
net. Eine mechanische Ablenkung des Haarbiindels o6ffnet mechano-
elektrische Transduktionskandle (MET), die sich in der Ndhe der Tip-links
befinden. Die Spannung dieser Kanile wird durch verschiedene Proteine (z.



Molekulare Mechanismen von Schwerhorigkeit und Tinnitus 115

B. Myosin) reguliert, sie wirken wie eine Feder. Durch die Bewegung der Ste-
reocilien 6ffnen die MET und es kommt zum Einstrom von K*- und Ca*"-Io-
nen und zur Depolarisation der Zelle. Die Depolarisation 6ffnet Spannungs-
abhingige Kanile (voltage-gated Ca*"-channels) am basalen Ende der Plas-
ma-Membran, damit stromt Ca*™ in die Zelle (2). Die AHZ reagieren auf die
Depolarisation mit der Verdnderung ihrer Lange und {ibermitteln damit me-
chanische Signale an die IHZ. Die IHZ reagieren mit der Freisetzung von
Neurotransmittern, damit wird in den afferenten Nerven-Terminalen ein Ak-
tionspotenzial ausgeldst. Das primére elektrische Signal der IHZ gelangt zu
den Spiralganglien, d. h. Nervenzellen im Modiolus, die das Signal fiir die
Weiterleitung zum ZNS aufbereiten. Die Synapsen haben eine ganz besonde-
re Struktur, die Vesikel sind perlschnurartig an einem Band angeordnet, man
spricht daher von Ribbon-Synapsen (ribbon = Band). Diese Anordnung ist
wichtig fiir die zeitlich prizise Ubertragung des Schallsignals. Die synapti-
sche Transmission zwischen IHZ und SGN ist Glutamat vermittelt und damit
excitatorisch, mit NMDA und Kainate/ AMPA-Typ Glutamat-Rezeptoren in
den SGN. Daher sind die Synapsen zwischen IHZ und SGN empfindlich ge-
geniiber intra-cochlearer Perfusion mit Glutamat-Agonisten; in vivo kommt
es zur Degeneration von synaptischen Terminals der SGN an der IHZ. Die
Hemmung von Glutamat-Transportern verstiarkt die Schidigung der synapti-
schen Strukturen. IHZ und SGN zeigen wie viele andere neuronale Zellen
eine Spontan-Aktivitdt, d.h. sie senden elektrische Impulse ohne Vorliegen ei-
nes Reizes. Die mittlere Feuerungsrate betrigt etwa 70 spikes/s, Hypoxie ver-
mindert die Feuerungsrate (3).

Der Ca*"-Einstrom ist fundamental sowohl fiir den Horprozess, als auch
fiir die Schiadigung der neurosensorischen Zellen, obwohl Ca'™" nur 0,2 % des
elektrischen Potentials ausmacht. Die Calcium-Konzentration im unmittelba-
ren Umfeld der Stereocilien scheint besonders wichtig fiir den Schutz der HZ
bei Larm zu sein. Sie vermittelt z. B. die Adaptation der HZ an eine anhalten-
de Deflektion des Haarbiindels durch ein negatives Feedback an die MET.
Der Auswirts-Transport von Ca™" aus der Zelle und den Stereocilien erfolgt
durch die Plasma Membran Calcium ATP-ase (PMCA) unter Energie-Ver-
brauch. Die PMCA Aktivitét spielt eine Schliisselrolle fiir die Schadigung
von HZ.

Der apikale Teil der Haarzelle ist also verantwortlich fiir die Umwandlung
des mechanischen Signals in ein elektrisches Signal, der basolaterale Teil der
Haarzelle ist verantwortlich fiir die synaptische Transmission. Der Hérnerv
leitet die Signale zu mehreren auditorischen Kernen des ZNS: Nucleus coch-
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learis dorsalis und ventralis, Colliculus inferior, Corpus geniculatum mediale
und primérer und secundérer auditorischer Cortex. In diesen Kernen werden
die Signale decodiert und analysiert. Sowohl die Cochlea als auch die Verbin-
dung zum ZNS sind tonotopisch organsiert.

2. Schwerhorigkeit

Tab. 1 gibt einen Uberblick iiber die Ursachen und die Hiufigkeit einer
Schwerhorigkeit von etwa 25 dB. Sie kdnnen eingeteilt werden in angeborene
und erworbene Formen. Im Prinzip entsteht eine Schwerhorigkeit, wenn Pro-
teine des Innenohres so verdndert sind, dass sie ihre normale Funktion nicht
mehr ausfithren kénnen (z. B. durch Mutationen oder oxidative Prozesse bei
angeborener SH) oder wenn neurosensorische Zellen des Hororgans abster-
ben (z.B. durch Altersprozesse, Larm, toxische Substanzen oder Sauerstoff-
mangel).

2.1 Angeborene Schwerhorigkeit

Es sind mehr als 100 Gene bekannt, deren Mutationen zu Schwerhorigkeit
fiihren konnen (4). Viele Formen von SH sind entsprechend den Men-
del’schen Gesetzten vererbbar. Gleichzeitig sind sie genetisch sehr hetero-
gen, da die Expression der mutierten Gene durch eine Vielzahl von Modifier-
Genen verandert wird (5). Im Prinzip konnen genetische Defekte die Funkti-
on jeder anatomischen Struktur im Innenohr betreffen (http://hereditaryhea-
ringloss; 6).

Exemplarisch sollen drei Mutationen erwihnt werden. Die Offnung der
MET in den Haarbiindeln ist ein kritischer Prozess im Hdorprozess, etwa 30
genetische Defekte sind Proteinen der Haarbiindel zuzuordnen. Darunter sind
Gene, die fiir Myosin, Actin-bindende und -vernetzende Proteine sowie trans-
membrandse Proteine kodieren (6-9). Ein Gen, das sowohl bei angeborener
als auch bei erworbener SH eine Rolle spielt, ist Cadherin 23 (CDH23, auch
Otocadherin; 5,10). Die Cadherin-Protein-Familie gehort zu den Adhésions-
proteinen (5). Mutationen von CDH23 sind beteiligt sowohl bei der Entste-
hung von angeborener SH (DFNB12, autosomal rezessive SH und dem Usher
Syndrom Typ1, Subtyp D) als auch der Altersschwerhdrigkeit (ASH, Presby-
acusis). Cadherin ist Bestandteil der Tip-links und steht in Verbindung zu Ac-
tin der Stereocilien. Calcium bindende Substanzen schédigen die Bindung
zwischen den Tip-links (10).
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In AHZ hat das Motorprotein Prestin (SLC26AS5) die Aufgabe, das
Schallsignal zu verstarken. Durch einen genetischen Defekt (Transition A-
zu-G am Intron 2/Exon 3) entsteht eine sensori-neurale SH, die autosomal re-
zessiv vererbt wird. Die Amplifikation des akustischen Signals ist nicht mog-
lich und dadurch entsteht eine Verschiebung der Hoérschwelle von 40 - 50 dB
(11). Wir konnten zeigen, dass die Expression von Prestin auch durch duf3ere
Faktoren veridndert werden kann (12).

Eine weitere kritische Stelle im Horprozess ist die Signaliibermittlung von
THZ zu SGN und zum Hirnstamm; eine Punktmutation des PJVK (Pejvakin;
dt. Echo) Proteins fiihrt zu einer sensori-neuralen SH, die autosomal rezessiv
vererbt wird und besonders im Iran, in Marokko und der Tiirkei vorkommt
(13). Hierbei sind die HZ intakt. Die Wirkungsweise des PJVK-Proteins ist
noch nicht geklart.

2.2 Erworbene Schwerhorigkeit

Auf Grund ihrer Héaufigkeit sind die Formen von erworbener SH von grof3ter
Bedeutung. Haufige Ursachen fiir eine erworbene SH sind: 1.) Akuter und
chronischer Larm, 2.) Alternsprozesse und 3.) Erkrankungen, die zu einem
Sauerstoffmangel im Innenohr fithren. Hierzu gehdren Herz-Kreislauferkran-
kungen wie Bluthochdruck, Atherosklerose und Hyperlipiddmie, Diabetes
mellitus oder Erkrankungen mit Beeintrdchtigung der Durchblutung wie
Schédeltrauma, Entziindungen des Mittelohres, aber auch Menier'sche Er-
krankung (14). Sauerstoffmangel kann praktisch bei fast allen Ursachen eine
Rolle spielen, wobei die Rolle des Sauerstoffmangels schwer zu definieren
ist. 4.) Ototoxische Substanzen (Medikamente, Cisplatin, Salicylate),
Schwermetalle, Rauchen, Alkohol und sogar sozio-6konomische Faktoren
konnen ebenfalls zu SH und TI fiihren.

Eine bemerkenswerte Besonderheit der erworbenen SH ist die Tatsache,
dass genetische Faktoren ebenfalls eine entscheidende Rolle spielen. Die
ASH zeigt eine familidre Haufung, wobei etwa 35-55 % der sensorischen
Presbyakusis auf genetische Faktoren zuriickgefiihrt werden konnen, bei
Frauen hiufiger als bei Médnnern. Kenntnisse iiber molekulare Mechanismen
von ASH und Larmschwerhorigkeit (LSH) ergeben sich neben den geneti-
schen Defekten aus humanen Assoziations-Studien (sie assoziieren Krank-
heiten mit Merkmalen des Genoms), knockout (KO) Studien bei Tieren
(selektive Ausschaltung von Genen) und der Analyse des Horvermdgens bei
Tieren mit unterschiedlichem genetischem Hintergrund (vor allem Inzucht-
Mause (15).
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Assoziationsstudien zeigen Beziehungen zwischen der erworbenen SH
und dem Auftreten von Einzelnukleotid-Genpolymorphismen folgender Ge-
ne: GRM7 (kodiert den metabotropen Glutamat-Rezeptor, Typ 7; beeinflusst
wahrscheinlich die Empfindlichkeit gegeniiber Excitotoxizitét); VGLUT3
(kodiert den vesikularen Glutamat- Transporter-3; Gen ist auch verantwort-
lich fiir DFNAZ2S5, eine autosomal-dominante Form einer progressiven, Hoch-
ton-, nicht-syndromischen Taubheit; VGLUT3 transportiert Glutamat in die
synaptische Vesikel der IHZ, damit diese Glutamat bei einem akustischen
Reiz an die afferenten Neurone abgeben konnen); GSTM, GSTT! (Glutathio-
ne S-transferase) und NAT (N-acetyltransferase) gehoren zu zwei Klassen
von antioxidativ wirkenden Enzymen, die in der Cochlea aktiv sind.

Knockout-Studien bei Tieren zeigen Beziehungen zwischen SH und fol-
genden Genen: Calcium-Kanéle vom T-Typ, der Plasma Membran Calcium
ATPase 2 (PMCA2; transportiert Ca™ aus der Zelle), dem VGLUT3 (s.0)
und dem ApoE-Gen (ApoE-KO Miuse entwickeln eine deutliche Hyperlipi-
didmie, Atherosklerose, eine endotheliale Dysfunktion und eine SH, beson-
ders fiir die hohen Frequenzen. Die Stenose von GefiaBlen konnte eine
Hypoxie/Ischimie des Innenohres erzeugen).

Studien an Inzucht-Méuse-Stdmmen zeigen Beziehungen zwischen SH
und verstérkter ROS-Bildung (Fischer Ratten F344), zwischen SH und Hyp-
oxie (CD/1 Méuse) und zwischen SH und Mutationen des CDH23 Gens
(C57BL/6J Méuse).

2.3 Hypoxie-induzierte Schwerhorigkeit (HSH)

Klinische Beobachtungen sprechen dafiir, dass Hypoxie an der Entwicklung
von SH beteiligt ist. Man schétzt, dass etwa 10% der SH von Neugeborenen
durch Hypoxie bedingt sind. Auch bei Erwachsenen scheint Hypoxie eine
Rolle zu spielen, weil Personen mit Atherosklerose und Schlaganfall, Krank-
heiten die mit einer Hypoxie oder Ischdmie verbunden sind, hiufig eine SH
aufweisen. Die Mechanismen der Entwicklung einer Hypoxie-bedingten SH
sind weitestgehend unklar.

Einen Einblick in molekulare Mechanismen von HSH kann man durch
Analyse der Genexpression nach Hypoxie-Einwirkung auf die Strukturen des
Innenohres gewinnen. Hierzu kénnen Microarrays eingesetzt werden. Wir
nutzten einen Chip mit 1323 Genen. Ein solches Verfahren erlaubt eine hohe
Anzahl von Genen zu untersuchen und damit jene Gene zu identifizieren, die
bei Hypoxie aktiviert oder gehemmt werden und wahrscheinlich kritische
Faktoren fiir eine gestorte Funktion darstellen (16).
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Die anatomische und funktionelle Komplexitit des Innenohres erfordert
eine differenzierte Analyse der einzelnen Strukturen. Die Cochlea enthélt drei
wichtige Regionen, die sich in der anatomischen Struktur, der zelluldren Zu-
sammensetzung und Funktion grundsitzlich unterscheiden: SV, OC und
MOD. Die Stria vascularis (SV) ist eine gefafireiche Region mit verschiede-
nen endothelialen und epithelialen Zellen, die der Aufrechterhaltung des lo-
nen-Milieus der Fliissigkeitsraume dienen. Das Corti-Organ (OC) enthélt die
neurosensorischen Zellen AHZ und IHZ, sie transformieren akustische in
elektrische Signale. Der Modiolus (MOD) enthdlt SGN und ist zustdndig fiir
die Verarbeitung der Signale und ihre Weiterleitung an Kerngebiete des ZNS.
In bisherigen Genexpressions-Analysen wurde die Cochlea immer als Ganzes
untersucht.

2.3.1 Einfluss von Hypoxie auf die Genexpression in MOD, OC und SV

Ein einfaches Modell, den Einfluss von Sauerstoffmangel auf ausgewihlte
Strukturen des Innenohres zu untersuchen, sind organotypische Kulturen
(OK) des Innenohres von Neugeborenen-Ratten (3-5 Tage alt). Zu diesem
Zeitpunkt sind die wesentlichen anatomischen Strukturen ausgebildet. Ge-
geniiber einer Einzelzellkultur hat die OK den Vorteil, dass innerhalb einer
Teil-Region des Innenohres die Zell-Zell-Verbindungen erhalten bleiben. Je
nach experimentellen Bedingungen kénnen die Kulturen in einem speziellen
Behilter (Billupskammer) einer definierten Sauerstoffmangel-Atmosphére
ausgesetzt werden. Ein weiterer Vorteil besteht in der guten Zugénglichkeit
zu den Innenohr-Strukturen. Ein Nachteil besteht darin, dass es sich um Ge-
webe von Neugeborenen handelt und die Reaktion des Gewebes auf ein Trau-
ma moglicherweise anders ist als das von Erwachsenen-Gewebe.

Abb. 2 zeigt typische Muster von Genverdnderungen, die in Beziehung
zum Uberleben bzw. Tod der Zellen stehen. Diese Gene kénnen in 6 Gruppen
eingeordnet werden: a.) Gene, die in Beziehung zur Bildung oder Elimination
von Sauerstoff-Radikalen (ROS, reaktive Sauerstoffspecies) stehen; b.) Ge-
ne, die in Beziechung zum Transport und Stoffwechsel der Glukose als Haupt-
Energie-Lieferant stehen; c.) Gene, die in Beziehung zur Regulation der Io-
nen-Homoostase stehen, insbesondere von K™ und Ca™; d.) Gene, die in Be-
ziehung zur synaptischen Signal-Transduktion von IHZ und SGN stehen; e.)
Gene, die direkt den Zelltod einleiten; f.) Gene, die in Beziehung zur Rege-
neration von geschidigten Zellen stehen, das sind vor allem Wachstumsfak-
toren.
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(29) und des Hif-1a Gehaltes nach (30). B — Hochregulation der Genexpression in allen Regio-
nen. C — Runterregulation in allen Regionen.

Abb. 2: Verinderungen der Genexpression in Modiolus, Organ of Corti und Stria vascularis.

Einen ersten Einblick in die Empfindlichkeit der verschiedenen Strukturen
des Innenohres kann man erhalten, indem man den Anteil toter und lebender
Zellen in der OK bestimmt (Abb. 2A). Der hochste Anteil toter Zellen findet
sich in der MOD-Region, am wenigsten empfindlich sind die Zellen der SV,
die Empfindlichkeit der Zellen des OC liegt dazwischen. Dieses Muster ist
durchaus plausibel, befinden sich doch in dem Modiolus die SGN und im OC
die neurosensorischen HZ. Aus Untersuchungen am ZNS ist gut bekannt,
dass Neuronen gegeniiber Hypoxie empfindlicher sind als andere Zellen.

Die Verdnderungen der Genexpression konnen drei typischen Mustern
zugeordnet werden.

Abb. 2A. enthilt das Expressionsmuster von Hif-1a, einem universellen
Regulator der zelluldren und molekularen Prozesse, sowohl des Zelltodes als
auch des Zelliiberlebens. Der Anstieg des Hif-1a mRNA-Gehaltes ist ein gu-
ter Indikator fiir das Vorliegen von Sauerstoffmangel. Es soll betont werden,
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dass das Muster der Hif-1a mRNA Expression dem der HIF-1a Aktivitét ent-
spricht (17). Von besonderem Interesse ist, dass die Hif-1a mRNA Expressi-
on ein dhnliches Muster wie der Zelltod zeigt. HIF-1a (Gene ID: 29560,
hypoxia-inducible factor 1, alpha subunit) ist ein Transkriptionsfaktor (TF),
der die Transkription einer Vielzahl von Genen (etwal00) unter Bedingungen
des Sauerstoffmangels reguliert und damit die Anpassung an Hypoxie. Die
auffillige Ubereinstimmung des Musters von toten Zellen und der Expression
des TFs HIF-1a (Abb. 2A) ldsst vermuten, dass HIF-1a sowohl in die Regu-
lation der Gene des Zelltodes als auch in die des Uberlebens involviert ist.
Zu den Genen, die ein dhnliches Muster wie Hif-1a zeigen, gehdren eine
Reihe weiterer Gene. Bei SOD2 (Gene ID 24787, mitochondriale Isoform der
Superoxide Dismutase; Abb. 2, unterer Teil) handelt es sich um die mitochon-
driale Superoxid-Dismutase, ein Enzym, das Sauerstoff-Radikale, die in Mi-
tochondrien entstehen, beseitigt. Die Tatsache, dass es sich gerade um das
mitochondriale Enzym handelt, ist nicht zuféllig. Inzwischen ist bekannt,
dass Mitochondrien die ersten Organellen sind, die auf einen Sauerstoffman-
gel reagieren. Sowohl die Stirke der Expression als auch die zelluldre Loka-
lisation der entsprechenden Proteine deuten darauf hin, dass die Bildung von
Sauerstoff-Radikalen eine wichtige Rolle flir das Schicksal der Zellen bei
Hypoxie spielt. Bei iNOS (Gene ID: 24599, nitric oxide synthase 2) handelt
es sich um die induzierbare Stickstoffmonoxyd-Synthase, das Enzym synthe-
tisiert das Gas Stickstoff-Monoxid/NO. NO hat verschiedene Funktionen im
Innenohr: a.) Es wirkt in der Signal-Transduktion {iber die Beeinflussung der
Aktivitit der K™~ und Ca™"-Kanile und der mitochondrialen Atmung; 2.)
Niedrige Konzentrationen fordern die Durchblutung; hohe Konzentrationen
wirken in Kombination mit Superoxid-Radikalen toxisch durch die Bildung
von Peroxinitrit. Die Na /K -Atp-ase (Gene ID 24211, Atplal ATPase, Na'/
K-transporting, alpha 1 polypeptide) gehort ebenfalls in diese Gruppe. Bei
Hypoxie kommt es zum Austritt von K™ aus den Zellen und zum Einstrom
von Na'- und Ca**-Tonen und damit zu einer Depolarisation, die verbunden
ist mit der Freisetzung von Glutamat an den synaptischen Verbindungen und
dem weiteren Einstrom von Calcium in die Zellen. Die Aktivierung und er-
hohte Expression von K*/Na*-ATP-ase ist fundamental fiir die Wiederher-
stellung der Tonen-Homdostase. BAX (Gene ID 24887; Bcl2-associted x-
Protein) und CASPASE 3 (Gene ID 24887, cysteine-aspartic acid protease)
sind Proteine, die direkt an der Einleitung des apoptotischen Zelltodes betei-
ligt sind. Bemerkenswerterweise gehort in die Gruppe der Wachstumsfakto-
ren Erythropoietin (Gene ID: 24335). Inzwischen weil man, dass
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Erythropoietin protektiv fiir verschiedene neuronale Zellen wirkt. Es ist gut
moglich, dass diese Faktoren beteiligt sind an dem charakteristischen Schadi-
gungsmuster der untersuchten Regionen des Innenohres, d. h. der relativ ho-
hen Empfindlichkeit von SGN und HZ gegeniiber Hypoxie.

Eine Vielzahl von Genen gehort zu einem Reaktionstyp, bei dem es zu ei-
ner Hochregulation in allen Regionen kommt, mit und ohne korrelative Be-
ziehung zu Hif-1a oder dem Zelltod (Abb. 2B). Hierzu gehéren Enzyme, die
antioxidativ wirken, wie die Glutathion-S-Transferase (Gene 1ID: 24421, die
Himoxygenase (Gene ID: 24451, heme oxygenase) verschiedene Enzyme der
Glykolyse und zahlreiche Wachstumsfaktoren. Ein solches Verhalten ist auch
nachzuweisen fiir den neuronalen und glialen Glutamat Transporter. Funkti-
on dieser Transporter ist es, Glutamat aus dem synaptischen Spalt zu entfer-
nen. Steigt die Glutamat-Konzentration an, kommt es zur sogenannten
Excitotoxicitit, d. h. zum Zelltod durch Uberaktivierung der Zellen und den
damit verbundenen Einstrom von Calcium-Ionen.

Zu einem dritten Reaktionstyp gehoren Gene, die in allen Regionen run-
ter-reguliert werden, (Abb. 2C). Interessanteweise gehdren hierzu fast alle To-
nenkanéle (Na+, K*, Ca++), Glutamatrezeptoren (AMPA, Gene ID: 171571,
glutamate receptor interacting protein 2; Kainat, Gene ID 24407, glutamate
receptor, ionotropic, kainate 5) und Calpain 1 (Gene ID: 29156), das am Zell-
tod iiber Nekrose beteiligt ist. Alle diese Reaktionen sind Ausdruck der An-
passung an den Sauerstoffmangel.

Diese Reaktionsmuster fiir sich sind noch kein Kriterium fiir kausale Be-
ziehungen. Aber in Verbindung mit Beobachtungen aus anderen Hypoxie-
Modellen und aus dem Verstindnis der molekularen Reaktionen dieser Si-
gnalwege, kann man Mechanismen ableiten, die an der Entstehung von Hyp-
oxie-bedingter SH beteiligt sind (Abb. 3). Man nimmt heute an, dass
Mitochondrien der erste Sensor fiir Hypoxie sind (18). Bei Hypoxie dndert
sich ihre Funktion. Schliisselprozesse sind die Bildung von reaktiven Sauer-
stoffspecies, die Bildung von Stickstoffmonoxyd NO und die Aktivierung
von HIF-1a. HIF-1 steuert die Expression von zahlreichen Genen, die geeig-
net sind, das Uberleben der Zellen zu gewihrleisten. Dazu gehoren die Ex-
pression von iNos, Sod2, Glykolyse-Enzymen, von Glukose-Transportern
und verschiedenen Wachstumsfaktoren, die das Uberleben vieler Zellen si-
chert. In Zellen, mit ausgeprigter Bildung von Superoxid-Anionen und NO
kommt es zur Bildung von toxischem Peroxinitrit, das u. a. Bax und Caspase
3 aktiviert und damit den Tod dieser Zellen einleitet. Ein zweiter Mechanis-
mus ist die sogenannte Excitotoxizitéit. Infolge Hypoxie-induzierter Depola-
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risation kommt es in IHZ zu erhohter Glutamat-Freisetzung und erhohtem
Calcium-Einstrom, verbunden mit der Aktivierung der Apoptose-Gene Bax
und Caspase 3. Beide Prozesse fithren vor allem zum Tod von Zellen der SGN
und der IHZ.

’ Mitochondrien = Sensor ‘

’ ROS ‘ ’ NO ‘ Depolarisation
‘ ‘ erhohte Glutamat-Freisetzung
erhdhte Ca,** (Excitotoxicitat)

HIF-1alpha /

l

Peroxynitrit Apoptose
| Uberleben der Zellen | (ONOO") >| Bax/Casp3
iNOS, SOD2, ATP-ase,
Glukose-Transporter,
Wachstumsfaktoren u.a. ’ ol ‘ ’ Lz ‘

Abb. 3: Mechanismen des Verlustes von Neuronen der Spiralganglien und von inneren Haarzel-
len infolge Hypoxie (Hypothese). Abkiirzungen vergleiche Text. SGN-Spiralganglienneurone,
IHZ-innere Haarzellen.

2.3.2 Vulnerabilitit von inneren und dufieren Haarzellen

Haarzellen sind die entscheidenden Strukturen bei der mechanisch-elektri-
schen Signalumwandlung. Eine Vielzahl von Untersuchungen zeigte, dass
IHZ empfindlicher gegeniiber Hypoxie sind als AHZ (19,20). Fiir die Unter-
suchungen der Hypoxie-Empfindlichkeit beider Zell-Typen, sind Genexpres-
sionsanalysen weniger gut geeignet, da bisher IHZ und AHZ nicht in
ausreichender Menge isoliert werden koénnen. Da IHZ und OHZ durch ihre
Lokalisation im OC gut charakterisiert werden konnen, ist es moglich durch
spezifische Inhibitoren die Vulnerabilitit in Hypoxie zu untersuchen (21).
Eine mdgliche Excitotoxizitdt kann nachgewiesen werden durch Einsatz von
Substanzen, die den NMDA-Kanal blockieren. Solche Substanzen sind
Mg - Ionen, die den NMDA-Kanal blockieren und MK801, ein nicht-kom-
petitiver Antagonist von NMDA-Rezeptoren. Sowohl Mg als auch MK 801
wirken protektiv auf eine Hypoxie-Induzierte Schidigung von Haarzellen,
wobei interessant ist, dass IHZ deutlich stiirker geschiitzt werden als AHZ.
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Da PMCA eine wichtige Rolle fiir den Calcium-Auswérts-Transport
spielt, priiften wir, ob der Einsatz von PMCA-Inhibitoren (z. B. Eosin) die
Uberlebensrate der Zellen bei Hypoxie verschlechtern (22,23). Tatsichlich
beobachteten wir eine Dosis-abhéngige Zunahme der Schidigung von Haar-
zellen bei Hypoxie-Exposition. Alle diese Befunde sprechen dafiir, dass IHZ
dhnlich wie SGN {iber excitotoxische Mechanismen geschédigt werden und
dann irreversibel verloren gehen.

3. Tinnitus

Der subjektive Tinnitus, die Wahrnehmung eines Phantom-Gerédusches be-
trifft ungefahr 5-15% der Erwachsenen (24). An einer moderaten oder schwe-
ren, chronischen Form, die die Lebensqualitit deutlich beeinflusst und zu
Stress, Depression, Angst, Schlafstorungen und Einschrinkungen der Ar-
beitsfahigkeit fiihrt, leiden etwa 1-3 % der Erwachsenen. Tinnitus ist oft mit
SH assoziiert, die ihre Ursache in Lisionen der Cochlea hat. Der Cochlea-
Schaden 16st den Tinnitus wahrscheinlich aus, aber die Tinnitus-Entstehung,
der Tinnitus-Generator ist zentral lokalisiert. Das wird belegt durch klinische
Studien, bei denen der Hornerv durchtrennt wurde und der Tinnitus trotzdem
weiter bestand. Grundlage fiir die Verdnderungen in hoheren auditorischen
Kernen des ZNS sind spontane Aktionspotentiale, die stdndig von der Peri-
pherie ins Zentrum gesendet werden, auch wenn kein akustischer Reiz vor-
liegt (25). Man nimmt an, dass sie ihren Ursprung in der Glutamat-
Freisetzung in IHZ haben.

Sowohl humane als auch Tierstudien belegen, dass der Tinnitus in Bezie-
hung steht zu einer Hyperaktivitit von zentralen auditorischen Kerne wie
dem Dorsal Cochlear nucleus, dem Inferior Colliculus oder dem Auditori-
schen Cortex (Abb. 4; 24). Typischerweise fiihren cochleare Pathologien wie
akustisches Trauma oder HZ-Degeneration zu einer Verminderung der spon-
tanen Feuerungsrate im auditorischen Nerv. Der Verlust dieser excitatori-
schen Signale aus der Peripherie reduziert die Hemmung im zentralen
auditorischen System, dabei kommt es zentral zu einer Hyperaktivitdt. Coch-
learer Horverlust stimuliert das Faserwachstum und die Bildung von Synap-
sen im ventralen cochlear nucleus. Viele dieser Fasern sind excitatorisch.

Die zelluldren und molekularen Mechanismen des Tinnitus sind gekenn-
zeichnet durch die Down-Regulation der inhibitorischen oder die Hochregu-
lation der excitatorischen Neurotransmission in den auditorischen Kernen
(26). Da die Prozesse des ZNS streng reguliert sind, fithren kompensatorische
Prozesse in einem System zu Verdnderungen in anderen Systemen. Bei Tie-
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ren gelingt es tatséchlich, durch Erhéhung der GABA-Konzentration im Cor-
pus geniculatum mediale den Tinnitus zu vermindern. Versuche, mit GABA-
Agonisten oder Glutamat—Antagonisten eine Verminderung des Tinnitus
beim Menschen zu erreichen, sind fehlgeschlagen. Das ist ein Ausdruck da-
fiir, dass die Prozesse in Wahrheit komplexer sind. Diese Veranderungen der
Aktivitdt von Neurotransmittern sind eng mit Verdnderungen der Expression
von Wachstumsfaktoren und Zytoskelett-Proteinen verbunden (27,28).

’ Sek. auditorischer Cortex ‘ ’ Kein Tinnitus ‘ ‘ Tinnitus ‘
’ Prim. auditorischer Cortex ‘ I
Corpus geniculatum Gleichgewicht von Hyperaktivitat
mediale Erregung und zentraler Kerne
Hemmung
Colliculus inferior T
Nucleus cochlearis Verminderte
dorsalis und ventralis Hemmung
0

T 1

’ Spiralganglion ‘ ’ ~70 spikes /min) ‘ ‘(<70spikes/min)‘

’ AuRere HZ Innere HZ ‘ ’ Normal HVerIustHZ/SGN ‘

Links: Horbahn, beginnend in den duBeren und inneren Haarzellen, iiber neuronale Kerne des
Stammhirns bis zum Cortex. Mitte: Gleichgewicht von Erregung und Hemmung in den zentralen
Kernen; Rechts: Verlust von SGN und Haarzellen mit dem Ergebnis verminderter Signalbildung
im Innenohr.

Abb. 4: Mechanismen, die zur Entstehung des Tinnitus beitragen.

4. Zusammenfassung und Ausblick

Die Analyse von Genmutationen, die mit angeborener Schwerhorigkeit ver-
bunden sind, und die Analyse von Verdnderungen der Genexpression von er-
worbenen Formen von Schwerhorigkeit haben Einblicke in molekulare
Mechanismen von Schwerhorigkeit und Tinnitus gewéhrt. Es sind mehr als
100 Gene bekannt, deren Mutationen zu angeborener Schwerhdrigkeit fiih-
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ren. Diese kommt zustande, weil Proteine des Innenohres so verdndert sind,
dass sie ihre normale Funktion nicht mehr ausfithren kénnen. Sehr viel hau-
figer als die angeborene SH ist die erworbene Schwerhorigkeit. Sie entsteht
durch den irreversiblen Verlust von neurosensorischen Zellen des Innenohres
(Spiralganglien-Neurone und Haarzellen). Ursachen fiir eine erworbene SH
sind u.a. akuter und chronischer Liarm, Alternsprozesse und Erkrankungen,
die zu einem Sauerstoffmangel fithren.

Ein einfaches Modell, den Einfluss von Sauerstoffmangel auf das Horor-
gan zu untersuchen sind Organo-typische Kulturen (OK) des Innenohres von
Neugeborenen-Ratten (3-5 Tage alt). Die Zellen der Modiolus-Region erwie-
sen sich als besonders empfindlich gegeniiber Hypoxie, am wenigsten emp-
findlich waren Zellen der Stria vascularis, die des Corti-Organs lagen
dazwischen. Innere Haarzellen sind deutlich empfindlicher als duBlere Haar-
zellen. Das Verteilungsmuster von toten Zellen korreliert eng mit dem Ex-
pressionsmuster von Hif-1a, einem universellen Regulator der zelluldren und
molekularen Prozesse in Hypoxie. Die Expressionsmuster von Genen, die mit
dem Zelltod und Zell-Uberleben in Beziehung stehen, lassen vermuten, dass
zwei wesentliche Prozesse zum Zelltod unter Hypoxie fithren: a) Die ver-
stiarkte Bildung von reaktiven Sauerstoffspecies (ROS) und Stickstoffmon-
oxid (NO), die zum toxischen Peroxynitrit reagieren. b) Ein zweiter
Mechanismus ist die Excitotoxizitit und die Ca**-Uberladung der Zellen.

Sowohl humane als auch Tierstudien belegen, dass Tinnitus in Beziechung
steht zu einer Hyperaktivitét der zentralen auditorischen Kerne (Dorsal Coch-
lear nucleus, Inferior Colliculus, Auditorischer Cortex). Typischerweise fiih-
ren cochleare Pathologien wie akustisches Trauma oder Haarzell-Dege-
neration zu einer Verminderung der spontanen Feuerungsrate im auditori-
schen Nerv. Der Verlust dieser excitatorischen Signale aus der Peripherie re-
duziert die Hemmung im zentralen auditorischen System, dadurch kommt es
zentral zu einer Hyperaktivitit, die als Gerdusch wahrgenommen wird.

Die Untersuchungen zu den molekularen Mechanismen von Schwerhd-
rigkeit und Tinnitus konnen beitragen, neue Therapien fiir SH und Tinnitus
zu entwickeln. Die neurosensorischen Zellen werden nur einmal in der em-
bryonalen Entwicklung gebildet, wenn Sie absterben, konnen sie nicht ersetzt
werden. Heute wird eine Schwerhorigkeit behandelt, indem man den Schall
mit Horgerédten verstirkt. Zweifelsohne wire es sehr gut, wenn diese Zellen
regeneriert werden konnten, so wie bei Vogeln oder Amphibien. Bei ihnen
bilden sich aus Stiitzzellen neue Haarzellen, wenn diese (z. B. bei Vogeln
durch Sauerstoffmangel in der Hohenluft) verloren gehen. Tatsdchlich ist das
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Innenohr ein bevorzugtes Organ fiir die Gentherapie beim Menschen, weil es
gut zugénglich ist und ein abgeschlossenes Kompartment darstellt. Die Gen-
therapie des Innenohres ist z.Z. Gegenstand der experimentellen Forschung.
Kernpunkt ist, HZ und Neurone der SG wiederherzustellen.
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