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ABSTRAKT

ZIEL: Die Pathogenese von chronisch-dekompensiertem Tinnitus und seiner vielseitigen
Komorbiditdten sind weiterhin nicht abschlieBend geklart. Bei anderen chronischen
Stresserkrankungen wie Depression oder PTBS wurden bereits immunologische wie
neurologische Veranderungen beobachtet. So soll in der vorliegenden Arbeit untersucht werden,
welche neuroimmunologischen Parameter bei moderatem und schweren Tinnitus verandert sind,
ob diese durch Progressive Muskelrelaxation nach Jacobson (PMR) und erweiterte Tinitus
Retraining Therapy (TRT+) beeinflusshbar sind, und ob diese in Korrelation zu emotionalem
Stress, subjektiver Tinnitusbelastung, Angst, Depression oder Copingféhigkeit stehen.
METHODEN: Von 99 Tinnituspatienten erhielten 50 mit moderatem Therapiebedarf eine PMR
und 49 schwer belastete eine TRT+. Verglichen mit 50 gesunden Kontrollprobanden wurde
Kortisol, NGF, BDNF und Substanz P im Serum, TNFa, [FNy, IL2, IL4, IL6 und IL10 nach
Leukozytenstimulation sowie die Psychometriescores von PSQ, TF, GAD7, ADS-L und COPE.
ERGEBNISSE: Die Patientengruppe mit moderatem Therapiebedarf wies signifikant erhthte
Werte fiir TNFa (p<0,05) und IFNy (p<0,01) auf. Bei den schwer belasteten TRT+-Patienten
zeigte sich signifikant Hypokortisolismus (p<0,01), BDNF-Verminderung (p<0,05) sowie
erhohtes TNFa (p<0,01), IFNy (p<0,01), IL4 (p<0,05), IL6 (p<0,01) und IL10 (p<0,01). Die
initial erheblich erhdhten Psychometriescores sanken bei beiden Patientengruppen im
Therapieverlauf signifikant, korrelierten jedoch nicht mit den Neuroimmunparametern. Kortisol
wurde durch die TRT+ fast auf das Niveau der Gesunden gesteigert (p<0,01). Fir Zytokine wie
auch BDNF wurden tendentielle, jedoch keine signifikanten Verbesserungen durch beide
Therapien beobachtet.

SCHLUSSFOLGERUNG: Es gibt erhebliche neuroimmunologische Verdnderungen bei
Tinnitus. Diese scheinen in Stadien zu verlaufen. TNFa und IFNy waren bereits bei den moderat
belasteten Patienten erhoht, &hnlich wie bei einem akuten Stresszustand. Die schwer belasteten
Patienten litten unter massivem Hypokortisolismus, der samtliche Organsysteme beeinflussen
kann und die Ursache der hohen Komorbiditatsrate bei Tinnitus sein konnte sowie auch fur die
beobachtete BDNF-Verminderung. Die Zytokinverschiebung weist zudem auf eine entztindliche
Komponente hin. Kortisolquantifizierung koénnte sich als sinnvolles diagnostisches Instrument
erweisen. Es sollte in weiteren Studien gepriift werden, ob der frihzeitige Ausgleich eines
beginnenden Hypokortisolismus weitere Veranderungen aufhalten kann. Die TRT+ hat sich auch
zur Kortisolnormalisierung als hochwirksam erwiesen. Ob sie langerfristig auch die Ubrigen

Verénderungen bei Tinnitus positiv beeinflussen kann, steht noch aus.



ABSTRACT

PURPOSE: The pathogenesis of chronic decompensated tinnitus and its various comorbidities is
still not conclusively solved. In other chronic stress related diseases like major depression or
PTSD, immunological as neurological changes have been found. Therefore, the aim of this study
Is to investigate changes of neuroimmunological parameters in moderate and severe tinnitus, if
they can be influenced by Jacobson's Progressive Muscle Relaxation (PMR) and enhanced
Tinnitus Retraining Therapy (TRT+), and if they correlate with emotional distress, subjective
tinnitus stress, anxiety, depression or coping abilities.

METHODS: 99 tinnitus patients were observed, 50 of those with moderate need of intervention
were treated with PMR and 49 in severe need with TRT+. The test parameters Cortisol, NGF,
BDNF and Substance P in blood serum, TNFa, IFNy, IL2, IL4, IL6 und IL10 after leucocyte
stimulation and psychometrical scores of PSQ, TF, GAD7, ADS-L und COPE were compared
with 50 healthy control subjects.

RESULTS: The group of moderate need of treatment showed significantly elevated levels of
TNFa (p<0,05) and IFNy (p<0,01). The severe tinnitus patients showed significant
Hypocortisolism (p<0,01), BDNF reduction (p<0,05) and elevated levels of TNFa (p<0,01),
IFNy (p<0,01), IL4 (p<0,05), IL6 (p<0,01) and IL10 (p<0,01). Psychometrical scores were
significantly improved in both therapy groups, but did not correlate with blood parameters.
Cortisol was raised by the TRT+, almost to the healthy control groups level (p<0,01). Cytokines
and BDNF tended to improve in the TRT+ group, but not significantly.

CONCLUSIONS: There are a large amount of neuroimmunological changes in tinnitus which
seem to evolve in different stages. TNFa and IFNy were already elevated in moderate tinnitus
patients, like in acute stress situations. Severe tinnitus patients suffered under massive
hypocortisolism, which can affect all organ systems and might be the key to the high rate of
comorbidity in tinnitus patients, as well as the observed reduction of BDNF. Furthermore, the
cytokine shift suggests an inflammatory component in tinnitus. Testing of Cortisol levels might
turn out to be a useful diagnostic instrument. It should be evaluated in further studies, if early
intervention on falling cortisol levels could influence the disease’s progression. TRT+ was also
shown to be highly effective for normalizing low cortisol levels. If it also positively influences

other anomalies in Tinnitus in the long term remains to be proven.



1. Einleitung

1.1. Tinnitus

1.1.1. Definition von Tinnitus

Subjektiver Tinnitus (von lat. ,tinnire, klingeln, klimpern) ist eine auditorische
Phantomwahrnehmung ohne &auRRere Gerauschquelle, mechanische Aktivitdt oder
Vibrationen in der Cochlea [1]. So ist er von endogenen oder durch Fremdk&rper im
aulBeren Gehotrgang generierten Gerduschen abzugrenzen, die als tatséchliches
Gerausch messbar und als ,Somatosounds® definiert sind [2]. Dieses Phanomen wird
auch ,objektiver Tinnitus“ genannt, ist sehr selten und wird in dieser Arbeit nicht
behandelt. Die akustischen Eindriicke des subjektiven Tinnitus werden als Brumm- oder
Pfeifton, Zischen, Rauschen, Knacken oder Klopfen beschrieben. Die Wahrnehmung
kann in ihrer Intensitdt gleichbleibend sein oder einen rhythmisch pulsierenden
Charakter haben. Je nach Dauer der frequentiet wahrgenommenen
Phantomgerausche unterscheidet man akuten (kirzer als 3 Monate), subakuten
(zwischen 3 und 6 Monaten) und chronischen Tinnitus (langer als 6 Monate) und, wie
spater noch erlautert, kompensierten und dekompensierten Tinnitus.

1.1.2. Epidemiologie des Tinnitus

Laut einer aktuellen epidemiologischen Studie von Shargorodsky et al. (2010) haben
25.3% der US-Birger irgendeine Form von Tinnitus. Das entspricht etwa 50 Millionen
Menschen allein in den USA. 7,9% der US-Amerikaner geben an, frequentiell
wiederkehrenden Tinnitus Uber das vergangene Jahr wahrgenommen zu haben, was
per Definition chronischer Tinnitus ist und in den USA somit mindestens 16 Millionen
Menschen betrifft [3]. Damit ist Tinnitus die haufigste Funktionsstorung der HNO [4].
Betroffen sind Menschen jeden Alters, es zeigt sich allerdings eine deutlich hdhere
Pravalenz in den Altersgruppen Uber 60 Jahren [5], so liegt auch in der Studie von
Shargorodsky et al. der Pravalenzgipfel bei der Altersgruppe zwischen 60 und 69
Jahren (14.3%).

Tinnitus ist ein weltweit auftretendes Phanomen, auch fir Europa sind reprasentative
Querschnittsstudien zu finden: In Belgien ermittelte eine Studie von Demeester et al.
(2007) eine Tinnituspravalenz von 11.8% bis 19,3% [6]. Die ,Britische nationale Studie



des Horens® ergab eine Pravalenz von akutem Tinnitus von 10%, 1% erlebte schwere
Belastigung durch das Ohrgerdusch und in 0,5% der Félle wurde die Fahigkeit, ein
normales Leben zu fuhren, schwer eingeschréankt und der Tinnitus hatte den Stellenwert
einer eigenstandigen Erkrankung [7]. In Go6teburg, Schweden bejahten 2,4% der
Erwachsenen der 3600 Befragten den hochsten Schweregrad “Tinnitus belastet mich
den ganzen Tag” und 14.2% litten “oft” oder ,immer” unter Tinnitus [8]. Nach einer
reprasentativen Studie der Deutschen Tinnitus-Liga von 1999 erleben pro Jahr etwa 10
Mio. Menschen in irgendeiner Form einen akuten Tinnitus, der bei ca. 340.000
Menschen in ein chronisches Stadium Ubergeht (Jahresinzidenz chronischer Tinnitus).
Nach dieser Studie sind etwa 3 Mio. Erwachsene von chronischem Tinnitus betroffen
(4% der Bevolkerung, Punktpravalenz chronischer Tinnitus) [9]. Eine Querschnittsstudie
von Nagel und Drexel (1989) in UIm ergab dass 19.5% der 270 untersuchten Burger
akuten Tinnitus erlebten [10]. Bei der Mehrzahl der erwahnten Studien lag die
Tinnituspravalenz bei Frauen etwas hoher als bei Mannern, bei Betrachtung der schwer

durch den Tinnitus beeintrachtigten fallt dieser Unterschied deutlicher aus.

1.1.3. Atiologie des Tinnitus

Meist lasst sich Tinnitus auf Veranderungen des Innenohres zuriickfiihren, urséchlich
dabei sind auch die Effekte des Alters und exzessive Larmbelastung [11],[12]. Oben
erwahnte  NHS-Studie ergab einen positiven Zusammenhang zwischen
Tinnituspravalenz und Alter sowie Larmbelastigung. Entsprechend haben die meisten
Tinnituspatienten Gehoreinschrankungen, laut Vernon (2000) haben sogar 70-80% der
untersuchten Tinnituspatienten eine ,signifikante Schwerhdrigkeit® [13]. Laut Naumann
et al. (1994) ist die haufigste Ursache von Schwerhdrigkeit ein direkter Haarzellschaden
[14], zu den entsprechenden Pathomechanismen sind mittlerweile zahlreiche Studien
durchgefuihrt worden. Eine Untersuchung von Lenarz et al. (1989) ergab als haufigste
Ursache der sensorineuralen Schwerhdrigkeit die Larmschwerhérigkeit, gefolgt von
Knalltrauma, Morbus Meniére und Horsturz. Die Tinnitusfrequenz ist bei diesen
Patienten meist am Ort des maximalen Hoérverlustes zu finden [15]. Zusatzlich zu der
haufig auftretenden Schwerhdrigkeit berichten etwa 40% der Tinnitusbetroffenen tber
eine generelle Gerauschuberempfindlichkeit [16], die vermutlich ein positives
Recruitment darstellt. Gopinath et al. (2010) identifizierten Schwindel und Hérverlust als
pradiktive Faktoren [17]. Tinnitus, wie auch Schwindel und Hoérverlust kbnnen auch

durch pathologische Prozesse an der Halswirbelsaule (HWS) oder des Kiefergelenkes



verursacht werden, insbesondere in diesem Zusammenhang zu erwdhnen sind
Gelenkblockaden der oberen HWS und die unter dem Begriff Kraniomandibulare
Dysfunktion (CMD) zusammengefassten muskuloskelettale Beschwerden im
Kiefergelenk und dessen muskuldren Apparates, die von Myofaszialen Schmerzen,
eingeschréankter  Kieferoffnung, Diskusverlagerung bishin  zu Arthrose des
Kiefergelenkes reichen [18]. Die mdglichen Ursachen von subjektivem Tinnitus sind
zahlreich, unter anderem in der Literatur erwdhnt sind auch Altersschwerhorigkeit,
Schadel-Hirn-Trauma, Akustikusneurinom, chronische Mittelohrentziindung,
Otosklerose, Herzkreislauf-, ZNS-,  Stoffwechsel- und Nierenerkrankungen.
Intoxikationen wie z.B. durch Chinin, Diuretika, Aminoglykoside oder Acetylsalicylsaure
verursachen Gehdrschaden und Tinnitus [19], letzteres wird auch fur Tiermodelle
genutzt. Insgesamt Uber 300 handelsibliche Medikamente erwahnen Tinnitus als

mogliche unerwinschte Wirkung [20].

1.1.4. Pathogenese des Tinnitus

Funktionell-anatomisch lassen sich zunadchst Schallleitungstinnitus, sensorineuraler
Tinnitus und zentraler Tinnitus in gleicher Weise wie die entsprechenden
Schwerhorigkeiten unterscheiden [21]. Zusammenfassend werden Schallleitungstinnitus
und sensorineuraler Tinnitus auch als peripherer Tinnitus bezeichnet. Eine genauere
Klassifikation inklusive Subtypisierung des sensorineuralen Tinnitus entsprechend der
pathophysiologischen Entstehungsmechanismen wurde von Zenner 1998 definiert [21].
Schalleitungstinnitus kann durch Tubenventilationsstérung oder sehr selten auch durch
Mittelohrmyoklonien  entstehen. Zu den peripheren  Strukturen bei der
Tinnitusentstehung gehoéren die inneren und &uReren Haarzellen (IHZ, AHZ) des
Innenohres und das Spiralganglion. Durch die Haarzellen werden Schallwellen in
neuronale Signale umgewandelt, indem sie durch Stereozilienauslenkung getriggert
depolarisieren und den Neurotransmitter Glutamat freisetzen. Bei einer Schadigung der
aulReren Haarzellen, also einer Stérung des cochledren Verstarkungsmechanismus
handelt es sich um einen sensorineuralen Tinnitus Typ | (Motortinnitus). Ursachen
kénnen Larmtrauma, Hypermotilitat oder lonenkanalstérungen aul3erer Haarzellen sein.
Bei Dauerdepolarisation, Stereozilienstorung oder Untergang innerer Haarzellen, also
einem mit der elektromechanischen Transduktion der inneren Haarzellen assoziierten
Tinnitus entspricht dieser dem sensorineuralen Tinnitus Typ Il (Transduktions-Tinnitus).

Ist primér der Signaltransfer von inneren Haarzellen bis entlang der afferenten
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Nervenfasern betroffen, wie beispielsweise durch synaptische Transmitteriberflutung
oder Schwellung der afferenten Nervenfasern, so ist von sensorineuralen Tinnitus Typ
Il (Transformations-Tinnitus) die Rede. Alle Ubrigen, also extrasensorischen
sensorineuralen Tinnitusmechanismen werden unter der Bezeichnung sensorineuraler
Tinnitus Typ IV (Extrasensorischer Tinnitus) zusammengefasst. Ursachen kdnnen
Stérungen der lonenkandle der Stria vascularis, Durchblutungsstorungen der Cochlea,
eine Resorptionsstorung oder Osmolaritatsdnderung der Endolymphe oder ein
Endolymphhydrops sein. Da Tinnitus wie erwahnt meistens mit einer Schadigung der
AHZ assoziiert ist, kommt der sensorineurale Tinnitus vom Typ | am haufigsten vor.
Mogliche Pathomechanismen der Haarzellschadigung konnen Uber Hypoxie und
Ischamie verlaufen, diese kdnnen auch direkt zur Apoptose fihren. Untersuchungen
von Mazurek et al. (2006) zeigen, dass Ischamie die Haarzellen dabei starker schadigt
als Hypoxie, da nicht nur Sauerstoffmangel auftritt, sondern auch die Versorgung mit
zahlreichen weiteren Substraten aus dem Blut eingeschrankt ist [22]. Ferner ergab
besagte Studie, dass IHZ starker vulnerabel gegeniber Hypoxie und Ischamie sind als
AHZ, was schlussfolgern lasst, dass Hypoxie/ Ischamie eine geringere Rolle bei der
larminduzierten Haarzellschadigung spielt, da bei dieser tiberwiegend die AHZ betroffen
sind [22]. Tinnitus kann auch géanzlich ohne periphere Schadigung entstehen. In diesen
seltenen Fallen kann die Ursache ein Hirntumor sein, auch bei Patienten mit Multipler
Sklerose wurde vom Auftreten von Tinnitus ohne erkennbare periphere Schéadigung
berichtet [18],[23]. Zenner definierte derartige Félle als primar zentralen Tinnitus.
Sekundér zentraler Tinnitus entspricht nach dieser Systematik einem urspringlich
peripheren Tinnitus der sich zentralisiert hat, also nach Ausbleiben der Peripheren
Quelle wie, beispielsweise nach Neurektomie, weiterhin wahrgenommen wird.
Mischformen sind laut Zenner generell méglich [21]. Es muss angemerkt werden, dass
es nach aktueller Studienlage unwahrscheinlich ist, dass chronischer dekompensierter
Tinnitus ausschlie3lich peripher bedingt ist, denn dauerhafte oder als irrelevant
bewertete Akustische Signale erreichen Ublicherweise nicht langfristig das Bewusstsein.
Offenbar fuhrt auch nicht jeder Haarzelluntergang zu Tinnitus. Eine zusatzliche
Dysbalance in zentralen Strukturen des auditorischen Systems und/ oder des
limbischen Systems erscheint also obligat. Zu den zentralen auditorischen Strukturen
gehoren die Nuclei cochlearis dorsalis und ventralis, der obere Olivenkomplex, der
Colliculus inferior, der Corpus geniculatum mediale und der primére und sekundare

auditorische Kortex. Die Signalstorung kann prinzipiell auf jeder Ebene des
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Transduktionsprozesses stattfinden [24]. Die neurophysiologischen Mechanismen der
Tinnituswahrnehmung sind nicht befriedigend gekléart [25]. Experimentelle Tierstudien
zeigen allerdings eine Verbindung zwischen Tinnitus und einer Hyperaktivitdt des
auditorischen Cortex, welche durch  Cochleaschadigung induziert werden kann
[26],[27], und lassen vermuten, dass der zugrundeliegende Pathomechanismus aus
thalamokortikalen Arrhythmien, Reorganisation [28] und verminderten
Lateralhnemmungen besteht [29],[30]. Die Cortexhyperaktivitat lasst sich bei Betroffenen
Menschen durch funktionelles Neuroimaging darstellen und vortubergehend durch
Transkranielle Magnetstimulation (TMS) modulieren [31],[32]. Ebenfalls darstellbar ist
eine erhohte Aktivitdt des Limbischen Systems wie Mandelkern und Hippocampus
[33],[34],[35], was von Jastreboff (2000) zunachst als emotionale Reaktion auf die
Tinnitusbelastung interpretiert wurde. In einem neuen Modell sprechen Rauschecker,
Amber und Muhlau (2010) dem Limbischen System eine weit gréRere Rolle bei der
Tinnitusentstehung zu. Demnach hat dieses die Fahigkeit, die Wahrnehmung von
unerwinschten oder irrelevanten Gerduschen und Fehlsignalen, wie zum Beispiel die
Hyperaktivitat der afferenten auditorischen Bahnen, zu verhindern. Hierbei werden die
herauszufilternden Signale vom Limbischen System erkannt und an den Nucleus
reticulares des Thalamus zurlickgesendet, der diese vom afferenten auditorischen
Signal substrahiert. So beschreibt dieses Modell, dass ein obligater Faktor bei der
Tinnitusentstehung eine Dysfunktion dieses Regelkreislaufes ist, wozu eine Stérung des
Limbischen Systems oder eine Beeinflussung des Nucleus retikulares fiihren kénnte.
Resultat ware, dass das Signal den auditorischen Cortex und damit das Bewusstsein

erreicht und moglicherweise eine permanente kortikale Reorganisation auslésen kann

[4].

1.1.5. Krankheitsschwere und psychische Komorbiditat bei Tinnitus

Die epidemiologisch ermittelte Préavalenz von Tinnitus ist weit hoher als die Zahl der
Hilfesuchenden; 80 bis 90% der Patienten mit chronischem Tinnitus erleben geringe bis
keine Einschrankungen in Gesundheitsempfinden und Lebensqualitat [36]. Bei etwa
10-20% der chronisch Betroffenen jedoch fuhrt Tinnitus zur dauerhaften
Beeintrachtigung des alltdglichen Lebens mit emotionalen, kognitiven sowie
korperlichen Stérungen bis hin zur volligen Dekompensation im privaten und beruflichen
Bereich. In diesen Fallen spricht man von dekompensiertem Tinnitus. Diese Patienten

erleben erheblichen Leidensdruck und eine bis zu 90-prozentige Chance auf
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psychische Komorbiditat, wie Depression (33-76%), Angst (29-31%) und Dysthymie
(15-21%) [37]. Bei ihren stationdr behandelten Patienten mit chronischem Tinnitus
fanden Goebel und Flézinger bei 41,7% eine Major Depression und unter anderem
ebenfalls haufiger Sozialphobien, Agoraphobien, spezifische Phobien, Panikstérungen,
Somatisierungsstorungen, Hypochondrien, manische Episoden, Anpassungsstorungen
und Schmerzstérungen [38]. Eine Ursache, warum Chronischer Tinnitus individuell
derart unterschiedlich schwer verlauft, ist die personliche Copingfahigkeit. Laut Holgers,
Erlandsson und Barrenas (2000) wird Tinnitus dann zu einem Problem, wenn er als
Bedrohung empfunden wird, dauerhaft und besonders aufdringlich erscheint oder wenn
die Patienten Tinnitus als Stressfaktor empfinden und Schwierigkeiten haben diesen
Stress zu bewadltigen [11]. Goebel et al. (2001) sehen eine Kombination aus
psychologischen, sozialen und organischen Faktoren als Begrindung fir eine
Dekompensation von Ohrgerduschen. Sie betonen, dass vor allem Belastungen
psychischer Art wie z. B. Angstzustande, Schlafstérungen und affektive Stérungen als
Primar- oder Sekundarsymptomatik fir eine Tinnitusverarbeitung, die zur

Dekompensation flhrt, verantwortlich sein kénnen [39].
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1.2. Stress

1.2.1 Definition

.otress” ist ein sowohl im alltaglichen als auch im wissenschaftlichen Sprachgebrauch
vielseitig verwendeter Begriff mit mannigfaltigen Betrachtungsmdglichkeiten. So gibt es
uber 200 verschiedene Definitionen und Erklarungsansatze zum Stressbegriff [40].
Keine von diesen ist allgemein wissenschaftlich akzeptiert, den meisten gemein ist
jedoch die Grundidee, dass es sich um eine notwendige psychologische und
physiologische Leistung des Menschen handelt, mit der dieser versucht, sich an
veranderte Bedingungen anzupassen und Problemlagen zu bewaltigen. Uber die
Anpassung von Wesen an ihre Umwelt schrieb auch Charles Darwin, der allerdings den
Begriff ,Stress” nicht verwendete [41]. Evolution ist weit mehr als Stressreaktionen,
doch sind diese sicherlich eine wichtige evolutionare Komponente. In dieser Arbeit
werden primar die folgenden Ansatze berucksichtigt, deren Entwickler am h&ufigsten
zitiert sind und die fir die aktuelle Stressforschung unentbehrlich erscheinen.

1.2.1.1. Stress als Reaktion - Das Adaptationssyndrom

Hans Selye (1976) definierte dieses hauptsachlich biologische Aspekte umfassende
,2Allgemeine  Adaptationssyndrom®. Es beschreibt Stress als unspezifische
leistungssteigernde Anpassungsreaktion auf jegliche Anforderungen und Belastungen
aus der Umwelt, die das dynamische Gleichgewicht stéren. Unabhangig von der Art des
Auslosers lauft diese immer in drei Phasen ab: Die erste ,Alarmreaktion® dient der
Aktivierung von Energie- und Handlungsreserven. Die ,Anpassungs- und
Widerstandsphase“ erhoht die Widerstandskraft gegen erneute oder chronische
Belastung indem der Organismus an diese adaptiert. Unabhangig von Intensitat oder
Herkunft der Anforderung folgt nun eine ,Erschopfungsphase“ aufgrund der
Homoostaseverschiebung, welche als Regenerations- oder Erholungsphase dient.
Spater unterschied Selye zwischen ,Dysstress® und ,Eustress®, um den pathogenen
vom nicht schadigenden Stress zu unterscheiden.

Diese Theorie kann die potentielle Gefahr erklaren, die von permanenter
Beanspruchung ausgeht. So kann durch wiederholte Beeinflussung der Adaptionsablauf
unterbrochen werden, die dritte Phase nicht erreicht werden und die Erholung bliebe

aus, was zu Regenerations- und damit zu Ressourcenmangel fuhren kénnte. Trifft der
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nachste Belastungssmoment bereits vor Abschluss der zweiten Phase ein, wird die
Anpassung an die erste Anforderung verhindert woraufhin diese unbewaéltigt bestehen
bliebe und immer wieder die Alarmphase auslésen konnte. Dies kénnte ein
Pathomechanismus der Stresschronifizierung sein und, durch die dauerhafte
Homoostasestorung, auch der der Entstehung stressbedingter Somatischer
Erkrankungen.

1.2.1.2. Stress als Beziehungskonzept — Der transaktionale Ansatz

In den 60er-Jahren des 20.Jahrhunderts wurde von Lazarus et al. [42] ein kognitives
Stresskonzept vorgestellt, welches Stress als einen transaktionalen Prozess beschreibt,
der einsetzt, wenn Umweltanforderungen, endogene Anforderungen oder eine
Kombination aus beiden zusammen bewaltigt werden muissen. Dieser Prozess ist
gekennzeichnet durch Wechselwirkungen zwischen den an eine Person gestellten
Anforderungen und der Art seines Verhaltens im Umgang mit ihnen. So kénnen die
Anforderungen selbsttatig bewertet und beeinflusst werden. Ob aus der Anforderung
Stress resultiert und es einer Bewadltigung (Coping) bedarf oder nicht, ist Ergebnis
dieses Beurteilungsprozesses, der von Lazarus in drei Schritte eingeteilt wird.

In der ersten Bewertung (,primary appraisal®) wird die Anforderung danach beurteilt, ob
sie irrelevant, angenehm-positiv oder stressbezogen ist. Ist sie stressbezogen, folgt
eine zweite Bewertung. In dieser (,secondary appraisal®) werden insgesamt die
individuellen Bewaltigungsmaoglichkeiten eingeschéatzt. Die Prufung bezieht sich dabei
auf das Vorhandensein und das Ausmalf3 von zur Bewaltigung zur Verfugung stehenden
Fahigkeiten und Ressourcen. Solche koénnen intellektueller, kdrperlicher, materieller
oder sozialer Art sein. Letztendlich wird eingeschatzt, ob es sich um eine bewaltigbare
Herausforderung oder um eine Bedrohung handelt. Die dritte Bewertung ist eine
Neubewertung der Gesamtsituation (,reappraisal) und erfolgt nach unternommenen
Bewaltigungsversuchen. Sie ist einer bilanzierenden Analyse gleichzusetzen. Das
Resultat kann unter Anderem ein Erfahrungsgewinn fir zukinftige ahnliche Situationen
und deren Bewaltigung oder aber auch die Verdnderung von Bewertungstendenzen

sein.
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1.2.2. Stress und Endokrinologie
Die Stressreaktion wird Uber mehrere miteinander interagierende endokrine Achsen
vermittelt, wobei eine situative Anpassung des Organismus erfolgt und durch

Regelkreislaufe die Homoostase aufrechterhalten werden soll.

1.2.2.1. Schnelle Stressantwort Giber Adrenalin/ Noradrenalin

Bei akutem Stress, vor allem wenn eine aktive Verhaltensantwort erfolgt, Uberwiegt
zunachst die Reaktion des autonomen sympatischen Nervensystems. Uber die
Ausschuittung der Katecholamine Adrenalin und Noradrenalin der Nebennierenrinde ins
Blut wirkt es an a- und B-adrenergen Rezeptoren auf fast alle menschlichen
Organsysteme. Ziel ist eine schnelle Erhéhung der Leistungsfahigkeit. So erhéhen sie
z.B. den Blutdruck indem sie positiv inotrop, chronotrop dromotrop auf das Herz und
vasokonstriktorisch auf periphere Blutgefal3e wirken, dilatieren die Bronchien, erhdhen
die Atemfrequenztaktung am Hirnstamm, erweitern die Pupillen, erhéhen die
Glucoseausschittung aus Speicherorganen und vermindern die Magen- und
Darmperistaltik. Die Halbwertszeit dieser beiden Katecholamine liegt unter 2 Minuten,

die Wirkung entfaltet sich innerhalb von Sekunden [43].

1.2.2.2. Langerfristige Stressantwort Uber die Hypothalamus-Hypophysen-
Nebennierenrinden- (HHN-)Achse

Diesen Regelkreislauf mit dem zunachst als pathogen angenommenen Kortisol als
Mediator begrindete ebenfalls Hans Selye. Die Aktivierung der Hypothalamus-
Hypophysen-Nebennierenrinden- (HHN-) Achse ist ein langer wirkender Prozess. Bei
Stress schitten die parvozellularen neurosekretorischen Neurone des Hypothalamus
Corticotropin-Releasing-Hormon (CRH) aus. Dieses stimuliert die Bildung und
Ausschittung von adenokortikotrophem Hormon (ACTH) der Adenohypophyse und
fuhrt Uber dieses zu einer vermehrten Ausschittung von Kortisol aus der
Nebennierenrinde [44],[45]. Die Sekretionsrate betragt 12-30mg/Tag, bei Gesunden
schwanken die Kortisolkonzentrationen im Blut zwischen 50-250ng/ml. Die Sekretion
erfolgt in einem zirkadianen Rhythmus. Zwischen 3 Uhr und 10 Uhr steigt die
Kortisolkonzentration im Blut steil an und féllt im Laufe des Nachmittags langsam
wieder ab. Die Blutkonzentration erreicht 15-30 Minuten nach akuter Stressexposition
ihr Maximum und normalisiert sich in der Regel innerhalb von 60-90 Minuten nach

Stressende [46]. Mehr als 90% des Blutkortisols liegen Proteingebunden vor, davon
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sind etwa 75% an das spezifische Transportprotein Transkortin/ kortikosteroid binding
globulin (CBG) und 15% an Albumin gebunden. Die Plasmahalbwertszeit von Kortisol
betragt ca.90 Minuten, inaktiviert wird es Uberwiegend in der Leber [43]. Kortisol spielt
eine zentrale Rolle in der Stressantwort, es vermittelt diese an nahezu alle Organe und
Gewebe. Glukokortikoide konnen aufgrund ihrer Lipophilitat frei durch die
Zellmembranen diffundieren und im Zytoplasma mit den Rezeptoren interagieren [47].
Es wird in genomische und nicht genomische Wirkmechanismen unterschieden. Kortisol
beeinflusst die Transkriptionsrate von etwa 20% des menschlichen Genoms. Durch
Bindung an intrazellulare Rezeptoren werden unter Anderem CRE (CAMP response
elements) und Transkriptionsfaktoren aktiviert und so die Expression von
steroidhormonregulierten Genen reguliert. Der genomische Effekt wird auch Uber
membranstéandige Rezeptoren vermittelt. Im Hippocampus beispielsweise konnte
nachgewiesen werden, dass die Aktivierung von Mineralokortikoid- (MR) und
Glukokortikoidrezeptoren (GR) zu einer veranderten Expression von 70-100 Genen
fuhrt, wobei die Anzahl der vermehrt und vermindert exprimierten Gene ausgewogen ist
[48]. Nichtgenomische Effekte werden tber eine Vielzahl von
Secondmessengersystemen vermittelt, Uber Verédnderungen an
Transmembranproteinen  wie lonenkandle und (Uber die Aktivierung von
Kinasesignalwegen. So hat Kortisol einen starken Einfluss auf den Metabolismus, wie
die Bildung und Freisetzung von Glukose aus Speicherorganen, Zellwachstum,
Apoptose, Zell- und Gewebedifferenzierung, Entziindung, Gefaflitonus, Stimmung und
kognitive Funktion sowie immunsuppressive Aktivitat [49]. Letzteres wird im Kapitel
,otress und Immunsystem® naher erortert. Als weitere bedeutungsvolle Wirkung
verstarkt es die Aktivitat des unter 1.2.2.1 erlauterten Adrenergen Systems durch
Stimulierung von Phenylethanolamin-N-Methyltransferase, die zu einer verstarkten
Adrenalinsynthese und zu einer Hemmung der katabolischen Aktivitat der Katechol-O-
Methyltransferase fuhrt, welche Katecholamine abbaut [50].

Da es liguorgéngig ist, hat Kortisol auch im ZNS eine Vielzahl von Effekten, es
beeinflusst unter Anderem die Aktivitdt von biogenen Aminen und die Genexpression
des (B-Adrenorezeptors und reguliert auch so die Wirkung der Katecholamine [51]. Die
Zielwirkung im Gehirn wird Uber zwei Arten von Kortikosteroidrezeptoren vermittelt.
Auch im Gehirn binden MR und GR Kortikosteroide, beim Primaten einschliel3lich dem
Menschen Kortisol, bei anderen Saugern Kortikotropin, MR haben dabei eine bis zu 10-

fach hoéhere Bindungsaffinitat und werden primér im Limbischen System (Hippocampus)
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gefunden [52],[53]. Die GR sind im ZNS weiter verbreitet und werden erst bei hdheren
Blutkortisolkonzentrationen aktiviert [52]. Bei geringen zirkulierenden Basismengen
Kortisols sind so bereits etwa 90% der MR, jedoch nur 10% der GR besetzt [54]. So
sind MR eher flir tonische Aktivitat zustandig, die GR dagegen fur stressinduzierte
Aktivierung des HPA-Systems und fur durch akuten Stress bedingte Veranderungen an
den Zielzellen [55]. Bei akutem Stress sowie im taglichen physiologischen
Kortisolmaximum sind die GR zu etwa 50% besetzt [45],[56]. Chronischer Stress kann
zur Dysregulation in der HPA-Achse und Hyperkortisolamie fuhren, welche bei
Depression, Posttraumatischer Belastungsstorung (PTSD) sowie tierexperimentell bei
pranatalem Stress sowie bei Langzeitisolation nachgewiesen wurde [57],[58],[59],[60].
Hyperkortisolamie ist durch erhohte Basiswerte, verlangertes erhdhtes Kortisol nach
zusatzlicher akuter Stresseinwirkung [58],[61], und partielle Unterbrechung der
negativen Feedbackregulation Gber ACTH [58] gekennzeichnet. Eine Hypokortisolamie,
wie sie beim Chronic Fatigue Syndrome, Fibromyalgie und ebenfalls bei Patienten mit
PTSD vorkommt, liegen vermutlich langer anhaltende erhohte
Glukokortikoidkonzentrationen zugrunde, auf die der Organismus mit einem verstarkten
Feedback reagiert und die langfristig zu erniedrigten Kortisolwerten fuhren [62]. Die
Regulation der HHN-Achse ist vielseitig. An der Hypophyse hemmt Kortisol durch
negative RuUckkopplung die Ausschittung von ACTH. Eine weitere mdgliche
zeitverzogerte negative Ruckkopplung verlauft zentralnervds gesteuert Uber den
Hippocampus, der die hdchste Gluko- und Mineralkortikoidrezeptordichte und den
hochsten Kortisolgehalt aller neuralen Strukturen sowie neuronale Verbindungen zum
Hypothalamus aufweist [45],[63]. Eine inhibierende Funktion des Hippocampus wird
durch Studien gestiitzt, bei denen die Schadigung dieser Struktur bei Ratten die m
RNA-Expression von CRH und AVP in Parvozellularen Neuronen des Hypotalamen
Paraventrikularen Nukleus potenziert [64],[65].

Das Atriale Natriuretische Peptid (ANP) wird aufgrund von Dehnungsreizen von glatten
Muskelzellen des Herzvorhofes ausgeschittet und bewirkt eine verminderte
Natriumreabsorbtion der Niere und verursacht damit Natrio- und Diurese. An dieser
Stelle ist es erwdhnenswert, weil es auch ein potenter Inhibitor der HNA-Achse ist,
indem es die Ausschittung von ACTH hemmt [66]. Wenn durch stressbedingte HHN-
Aktivierung eine zu starke Peripherisierung des Blutes ausgel6st wird, so dass es zu
potentieller Funktionseinschrankung des Herzens kommt, hemmen die Vorhofe durch

ANP-Ausschittung also das gesamte HHN-System.
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Auch Arginin-Vasopressin (AVPNP) (syn.: Antidiuretisches Hormon ADH) hat einen
Einfluss auf die HPA-Achse [67], dieser ist bisher jedoch wenig begrindet.

1.2.3. Stress und ZNS

Unser zentrales Nervensystem ist nach den oben erlauterten Stresstheorien der
eigentliche Entstehungsort von Stress, wobei dieser Mechanismus sowie dessen
Modulation und Wechselwirkung mit anderen Systemen wie der HHN-Achse aul3erst
komplex und nicht abschliel3end geklart ist.

Bekannt ist, dass ein langfristig erhohter Kortisolspiegel neben der erwahnten Rezeptor-
Downregulation auch zu Langzeiteffekten in zahlreichen Hirnstrukturen, unter anderem
im Limbischen System fuhrt [41],[58]. Es kommt unter chronischem Stress zur
Reduzierung der synaptischen Kontakte [68],[69],[70], reduzierter Neurogenese und
verminderter synaptischer Plastizitat [71]. Im Speziellen atrophieren die
Hippocampuszellen und deren Expression von brain derived neurotrophic factor (BDNF)
(s.u.) wird reduziert [41,68]. Die Neurotoxizitat von Kortikosteroiden, vermittelt tber die
Effektoren Glutamat, y-Aminobuttersaure (GABA) und Serotonin, wurde direkt an
Hirnregionen wie Hippocampus, Amygdala, Zingulum und prafrontalen Arealen gezeigt
[72],[73]. Dies konnte erklaren, warum Patienten mit Depression in Korrelation mit der
Krankheitsdauer verminderte Hippocampusvolumina haben [74]. Innerhalb des
zentralen Nervensystems wird als Stressreaktion ebenfalls Adrenalin und Noradrenalin
ausgeschdittet, die synthetisierenden Neurone liegen primar im Hirnstamm, in Pons und
Medulla oblongata [75],[76],[77]. In diesem Zusammenhang ist insbesondere der Locus
coeruleus (LC) der Formatio reticularis im Rhombencephalon zu erwahnen, der in
nahezu alle Teile des Gehirns projeziert und dort als Transmitter primar Noradrenalin
freisetzt [77],[78]. In einige Gehirnregionen, wie z.B. in den Hippocampus und den
frontalen Cortex gelangt Noradrenalin sogar ausschlie3lich Gber Neurone des LC [79].
Bekannt ist jedenfalls, dass Stress durch aufsteigende aminerge Projektionen aus dem
Locus coeruleus und den Raphe-Kernen moduliert wird. Wahrend der Nucleus
paraventricularis (PVN) des Hypothalamus wenig direkte aminerge Projektionen erhalt,
kommt es indirekt Uber das Limbische System vermittelt zu einer Modulation der

Stressreaktion [79].
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1.2.3.1. Glutamat

Glutamat ist der am haufigsten vorkommende exzitatiorische Neurotransmitter unseres
ZNS. Es spielt eine wichtige Rolle bei einer Vielzahl von physiologischen Funktionen
wie Regulation vieler Hormone, Lernen und Gedachtnis und ist bei zahlreichen
neurodegenerativen Storungen wie M. Alzheimer und M. Parkinson involviert [80].

Die Vermittlung des Glutamateffekts erfolgt Gber zwei spezifische Rezeptorklassen,
ionotrope lonenkanéle (iGluRs) und metabotrope G-Protein gekoppelte Rezeptoren
(mGlurs). Die iGIuRs werden weiter unterteilt inn N-methyl-D-aspartat- (NMDA), Kainat-
(KA) und  Alpha-amino-5-methyl-3-hydroxy-4-isoxazol-propionséaure-  (AMPA)
Rezeptoren, wahrend die mGIluRs entsprechend der Ahnlichkeiten ihrer second
messenger in drei Subgruppen unterteilt werden. MGIuRs wurden unter Anderem in
Kernen des Hypothalamus und der Hypophyse in hoher Dichte nachgewiesen [81],
verschiedene Studien zeigen zudem eine glutamatinduzierte Sekretion der
Hypophysenhormone Adrenocorticotropes Hormon (ACTH), Luteinisierendes Hormon
(LH), Prolaktin (PRL) und Somatotropes Hormon (STH) in vivo [82],[83],[84],[85]. Dies
lasst darauf schlieBen, dass die mGIuRs eine wichtige Kontrollaufgabe im
Neuroendokrinen System erfillen. Das glutamaterge System wird schon lange als
kritischer Regulator der Stressantwort betrachtet [83],[86], im Tierversuch wurde nach
Injektion eines MgluR-Agonisten in die Liquorventrikel ein erhéhter Serumcortisolspiegel
gemessen [87]. Es ist wiederum auch bekannt, dass Stress das Glutamatsystem
beeinflusst, dessen extrazellulare Konzentration erhéht und den durch NMDA-
Rezeptoren bedingten Kalziuminflux verstarkt [46],[88]. Ein besonders starker Einfluss
von Stress wurde bei NMDA-Glutamatrezeptoren festgestellt [89]. So verstarkt
chronischer Stress NMDA-rezeptorvermittelt die Feuerrate von Hippocampalen CA3-
Neuronen [90], was auch zur Atrophie dieser fuhren kann [91], ein mdglicher
Pathomechanismus von stressbedingter Neurodegeneration und den bereits erwahnten
verminderten Hippocampusvolumina bei Depression. Der Einfluss von Stress auf die
Glutamatausschuttung ist fir die vorliegende Studie von Bedeutung, da Glutamat auch
ein Neurotransmitter der afferenten Horbahn ist und eine beispielsweise durch
Larmbelastung oder andersweitigen Stress verursachte massive Glutamatausschittung
die synaptische Verbindung von primaren auditorischen Neuronen und IHZ entkoppeln
kann und damit offensichtlich tber ein massives exzitotoxisches Potential verfugt.
Dieser Mechanismus kann auch durch direkte Applikation von Glutamatagonisten in

Gang gesetzt werden und stellt einen wichtigen Pathomechanismus bei der stress- und
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larmbedingten innenohrschadigung dar [92]. Auch im Colliculus inferior konnten erhéhte
Glutamatkonzentrationen nach L&rmexposition festgestellt werden [93]. Im
Spiralganglion von Méausen konnte die NMDA-vermittelte Glutamatwirkung durch Gabe
von ASS potentiert werden, was die Neurotoxizitat von Salicylaten erklaren kénnte [94].
Erhohte Glutamatausschittung durch Stress spielt vermutlich nicht nur eine Rolle bei
der Horschadigung, sie konnte auch durch die verstarkte Transmitterfreisetzung zu
Tinnitus fuhren, indem sie afferente Signale in der Hérbahn verstakt, die als Gerausch
interpretiert werden konnen. Veranderungen im Glutamatsystem kdnnten zudem die
unter ,1.1.4. Pathogenese des Tinnitus® erwahnte Dysbalance in zentralen Strukturen
des auditorischen und limbischen Systems und ebenfalls die nachgewiesene

Hyperaktivitéat des auditorischen Cortex bei Tinnitus bedingen.

1.2.3.2. NGF und BDNF

Die Neurotrophine NGF (Nerve Growth Factor) und BDNF (Brain Derived Neurotrophic
Factor) gehdren zu einer Gruppe von strukturverwandten neurotrophen Faktoren der
NGF-Familie. Sie werden in zahlreichen Gebieten des Saugerhirns von Neuronen,
Gliazellen, Astrozyten und Schwann’schen Zellen gebildet und spielen eine bedeutende
Rolle bei Wachstum, Differenzierung und Aufrechterhaltung von Neuronen, sowohl bei
der Hirnentwicklung [95], als auch im Erwachsenenalter [96],[97]. Auch bei der
aktivitatsabhangigen synaptischen Plastizitdt des Hippocampus haben diese
Neurotrophine eine modulierende Funktion [98], zudem erhoht BDNF die glutamaterge
synaptische Ubertragungsrate in Hippocampus-Zellkulturen [99]. Es ist moglich, dass
BDNF so die Lernfahigkeit erhéht und eine Verbesserung von alters- oder
neurodegenerativ bedingten neurologischen Defiziten bewirken kénnte [100],[101]. Auf
der anderen Seite kdnnte sowohl die Erh6hung der Neuroplastizitat als auch die
Modulation des Hippocampus respektive Limbischen Systems ein modulierender Faktor
der Tinnitusenstehung sein. BDNF hat ebenso wie Kortisol einen zirkadiaren Rhythmus,
der mit dem des Kortisols positiv korreliert, wobei die Ursachen und Folgen dieses
Ph&nomens noch unklar sind [102]. Neuronale Aktivitdt erhoht die BDNF Synthese, wie
Castrén et al. (1992) durch Messung von BDNF-mRNA-Leveln zeigten [103]. Im
Grol3hirncortex und Hippocampus der Ratte induziert auch korperliche Bewegung eine
erhohte BDNF-mRNA-Expression [104]. Bekannt ist, dass die Serumkonzentration von
BDNF bei schitzophrenen Patienten deutlich erhéht ist [105]. Im Liquor cerebrospinalis

von Patienten mit ausgepragtem Morbus Alzheimer wurde im Vergleich zu Gesunden
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erhdohte NGF Level gefunden [106]. Blasko et al. (2006) bestatigten eine Korrelation der
NGF Konzentration mit dem Grad der Neurodegeneration der untersuchten
Alzheimerpatienten [107]. In post mortem Untersuchungen zeigte sich ein Mangel von
NGF im Frihstadium und erhdhte Level in spateren Stadien von Alzheimer [108].
Tuszynski et al. (2009) zeigte unter Anderem eine Umkehrung der Hirnatrophie und
deutliche Verbesserung der altersbedingten neurologischen Defizite nach Infusion von
BDNF bei Primaten. Eine Phase-1 Studie zur ex vivo Gentherapie von
Alzheimerpatienten in frihem Krankheitsstadium, mittels Implantation von NGF
produzierenden  Hautfibroblasten in das Vorderhirn, ergab eine Starkung der
metabolischen Hirnaktivitat nach der Operation, 22 Monate danach ergab sich im Mini
Mental Status Test (MMSE) keine Verbesserung der kognitiven Fahigkeiten, aber ein
um 51 Prozent verminderter Abfall der Leistungen im Vergleich zu krankheitstypisch
erwarteten Werten [109]. Die Entwicklung der Neurotrophinsubstitution als
Behandlungsform fur beginnende Alzheimerdemenz ist noch nicht abgeschlossen.
Obwonhl diese wohl keine Heilung der Krankheit, sondern eher eine Verzdégerung des
Krankheitsverlaufs  bewirken  wird, st dies angesichts der derzeitigen
Behandlungsoptionen als deutlicher Fortschritt zu werten. Neurotrophine kénnten auch
das Ziel einer Therapie von Affektiven Stérungen sein, denn aktuelle Studien lassen
vermuten, dass neuronale Plastizitat einen wichtigen Faktor bei der Erholung von
depressiven Stérungen darstellt [110]. Bei chronischer Applikation von Antidepressiva
wie selektiven Serotonin-Wiederaufnahmehemmern (SSRI) erhoht sich die Expression
von BDNF-mRNA im Hippocampus von Ratten, jedoch nicht nach akuter Gabe. Diese
Beobachtung deckt sich damit, dass es auch eine gewisse Zeit dauert bis eine
Antidepressivatherapie ihre Wirkung entfaltet. Diese Entdeckung wurde von den
Autoren der Studie als Verringerung der stressbedingten Downregulation von BDNF-
MRNA bei Antidepressivagabe interpretiert [111]. Akuter und auch wiederholter Stress
durch Immobilisation erhéht die Konzentration von BDNF-mRNA in Hypothalamus und
Hypophyse der Ratte, was das Resultat eines verringerten negativen Feedbacks sein
kénnte, denn in allen anderen untersuchten Hirnregionen fand sich eine Abnahme von
BDNF-mRNA [112]. Gorgulu et al. (2009) zeigten signifikant geringere Serum-BDNF-
Level bei depressiven Patienten als bei Gesunden, welche mit dem Score des
Depressionsfragebogens ,Hamilton Rating Scale for Depression® (HAM-D) negativ
korrelierten. Nach einer Therapie mit Schlafentzug und dem selektiven Serotonin-

Wiederaufnahmehemmer (SSRI) Sertralin waren die HAM-D-Scores signifikant geringer
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und die Serum-BDNF-Level signifikant hoher [113]. Shi et al. fanden ebenfalls
verringerte BDNF-Plasmalevel bei Depression ihrer geriatrischen Patienten [114]. Bei
Anwendung von Elektrokonvulsivtherapie bei Depressiven fand sich eine BDNF-Serum-
Erh6hung, allerdings nur bei Therapierespondern, bei Nonrespondern blieben die
BDNF-Level fast unverandert [115]. Ob die veranderten Serumlevel durch modifizierte
neuronale Ausschittung beding sind, ist in der Mehrzahl der Studien nicht geklart, denn
Neurotrophine werden nicht nur von Nervenzellen gebildet, sie konnten auch in
endokrinen Zellen der Thyroidea [116], braunen Adipozyten [117], aktivierten T- und B-
Zellen wie Monozyten [118] und viszeralen Epithelzellen [119] nachgewiesen werden.
Ihre Funktion ist in Nervenzellen jedoch deutlich besser erforscht. Die NGF Produktion
von braunen Fettzellen scheint umgekehrt proportional zur Sympatikusaktivitat zu sein,
das jedenfalls schlieBen Nisoli et al. (1996) aus ihren Beobachtungen, dass im Braunen
Fettgewebe von Kaleexponierten Ratten weniger NGF-mRNA als bei unbehandelten
Kontrollen vorhanden war [117]. Bei Ratten konnte eine Stressbedingte Erh6hung von
NGF im Serum gezeigt werden. [120]. Hadjiconstantinou et al. (2001) bestétigten dies
auch beim Menschen. Sie fanden bei Frauen, die dem chronischen Stress ausgesetzt
waren einen geistig behinderten Ehepartner zu pflegen, erhdhte NGF-
Blutkonzentrationen im Vergleich zu Kontrollprobandinnen gleichen Alters, ethnischer
Herkunft und Bildungsgrades [121]. Auch akuter Stress durch Fallschirmspringen erhéht
NGF-Level im Blut [122]. All diese Beobachtungen lassen darauf schlieen, dass
Stresssituationen eine erhdhte Ausschittung von Neurotropinen zur Folge hat und die
durch diese bedingte verbesserte neurale Plastizitit eine verbesserte
Anpassungsfahigkeit an Umweltanforderungen und damit eine verbesserte
Stressbewaltigung bewirkt. Sowohl Angstlichkeit, Depression und chronischer Stress
als wahrscheinlich auch dekompensierter Tinnitus kénnen aus einem Versagen der
Anpassungsfahigkeit resultieren und konnten demnach in ihrer Pathogenese auch ein
Neurotrophindefizit beinhalten. Fur chronischen Stress und Tinnitus liegen in diesem
Kontext keine Humanstudien vor. Sicher ist, dass Neurotrophinveranderungen nur als
ein Faktor in einem grof3en Komplex von Pathomechanismen zu verstehen sind, und
dass unter Anderem auch betrachtet werden muss, welche weiteren Faktoren eine
Rolle spielen kénnten und welche Wechselwirkungen zwischen diesen herrschen. So
stimuliert NGF beispielsweise die Ausschittung von Neurokininen wie Neurokinin A und
Substanz P aus sensiblen neuronalen Fasern und hat bekannte Korrelation zu diesen in
anderen Krankheitsbildern [123].
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1.2.3.3. Substanz P

Substanz P (SP, Neurokinin-1), ein Neuropeptid aus der Gruppe der Neurokinine, ist
zunachst als Neurotransmitter der schmerzleitenden C-Fasern entdeckt worden. Sie
vermittelt aber eine Vielzahl weiterer Reaktionen, unter Anderen Bronchokonstriktion,
Mucosekretion und zwei  Schlisselkomponenten der Entziindungsreaktion:
Vasodilatation und Aktivierung und zielgerichtete Einwanderung von Leukozyten
(Chemotaxis). Hauptsachlich handelt es sich bei diesen um Mastzellen, sie exprimieren
sowohl SP als auch den Neurokinin-1-Rezeptor (NK-1R) [124]. Bei knock-out Ratten mit
gezielt deaktiviertem NK-1-R wurde eine verminderte Bildung von Immunkomplexen
beobachtet, SP wird daher als Schlisselmediator der Entzundungsreaktion mittels
Immunkomplexbildung und damit auch der Typ-lll-Uberempfindlichkeitsreaktion
angesehen [125]. Somit gilt es auch als vielversprechendes Ziel unter Anderem bei der
Therapieentwicklung der Rheumatioden Arthritis, Vaskulitiden und des systemischem
Lupus Erythematosus, bei denen ein Zusammenhang zwischen Krankheitsschwere und
Immunkomplextitern besteht [126]. Bei atopischer Dermatitis sind sowohl SP als auch
NGF im Plasma signifikant erhoht und korrelieren mit der Krankheitsschwere, so dass
sie mdglicherweise sinnvolle diagnostische Marker darstellen. In besagter Studie
korrelierten ebenfalls die Konzentrationen von NGF und SP untereinander [127].
Weitere Effekte von SP sind die Freisetzung von Zytokinen wie Interleukin 8 und TNFaq,
von Histamin, Leukotrien B4 und Prostaglandin D2 und E2 durch Mastzellen,
Leukozyten, Lymphozyten und Makrophagen [128],[124]. In aktivierten menschlichen T-
Lymphozyten steigert SP die Interleukin-2-Produktion und fihrt somit zur T-Zell-
Proliferation [124]. Neben der gesicherten proinflammatorischen Wirkung wird auch
eine zentrale stressvermittelnde Funktion der SP vermutet. Immobilisationsstress fiihrte
bei Ratten zu einer Erhéhung der im Nucleus mediales der Amygdala gemessenen SP-
Konzentration um 150% im Vergleich zu Kontrolltieren, wahrend die Konzentration im
nucleus centralis unveréndert blieb [129]. Mello et al. (2007) fanden bei Ratten nach
SP-Injektion erhohte Level von Kortisol, Glukose und freien Fettsauren und
interpretierten dies als stressbedingte Substratmobilisation [130]. Dies deckt sich mit
der Beobachtung, dass die Behandlung mit NK-1R-Antagonisten die neuronale Aktivitat,
gemessen an der c-Fos-Expression in ZNS-Stresszentren, wie dem paraventrikuléren
nucleus des Hypothalamus, reduziert [129]. Die Serumkonzentrationen von SP,

Interleukin-6 sowie von CRP sind bei adipdsen Typ-2-Diabetikern erhdht [131]. Eine
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Verbindung zu Depression wurde von Li et al (2009) bei Schlaganfallpatienten 2 bis 4
Wochen nach dem Apoplex festgestellt. So hatte die Gruppe der Patienten mit
apoplexbedingter Depression (post stroke depression, PSD) signifikant hohere SP-
Level sowohl im Liquor cerebrospinalis (LCS) als auch im Serum [132]. Kontrar zu
dieser Beobachtung haben Deuschle et al (2005) keine Unterschiede der SP-
Konzentrationen in Serum sowie LCS zwischen depressiven Patienten und gesunden
Kontrollen sowie im Verlauf der Behandlung der depressiven Patienten mit den
Antidepressiva Paroxetin oder Amitriptylin festgestellt. Bondy et al. (2003) fanden
ebenfalls keine veranderten SP-Konzentration im Verlauf der Antidepressivatherapie
ihrer depressiven Patienten, daflir aber Ubereinstimmend mit den von Li et al
untersuchten PSD-Patienten eine deutliche baseline-Erhéhung im Vergleich zu
Nichtdepressiven [133]. Ebenfalls fur einen Zusammenhang zwischen SP und Affekt
spricht eine Studie, bei der gesunden jungen Mannern SP bzw. ein Placebo infundiert
wurde. Die SP-Gruppe zeigte eine deutliche Stimmungsverschlechterung und unter
Anderem eine Erhéhung von Serumkortisol und Thyroidea stimulierendem Hormon
(TSH) [134]. Untersuchungen zum Verhéltnis von Angstempfinden sowie subjektiv
wahrgenommenem Stress zu SP-Veranderungen beim Menschen liegen derzeit nicht

Vor.

1.2.4. Stress und Immunsystem

1.2.4.1. Unspezifische und adaptive Imunabwehr

Wir unterteilen unsere Immunantwort in ein erregerunspezifisches, angeborenes und
ein erworbenes, adaptives System. Letzteres beinhaltet zellulare wie humorale

Mechanismen und wird in erster Linie durch Lymphozyten vermittelt [135].

1.2.4.2. Lymphozyten

Die Leukozytensupopulation der Lymphozyten wird anhand ihrer
Oberflachenrezeptoren in B-Zellen, T-Zellen und Naturliche Killerzellen unterteilt. Mittels
B-Zell-Rezeptoren werden Antigene erkannt, nach Kostimulation durch T-Helferzellen
erfolgt die Migration der B-Zellen in Keimzentren, die Proliferation als Plasmazellen und
die Produktion spezifischer Antikdrper. Die im Thymus ausreifenden T-Zellen werden
aufgrund verschiedener T-Zell-Rezeptoren weiter unterschieden, wie in CD4-positive T-
Helferzellen oder CD8-positive zytotoxische T-Zellen. Letztere sind als Endpunkt der

zellularen Abwehr in der Lage, infizierte Korperzellen direkt zu schadigen, wéahrend
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CDA4-T-Helferzellen als Vermittler fungieren. Mittels Produktion und Ausschuttung
verschiedenster Zytokine kann sowohl die zellulare als auch die humorale Reaktion
verstarkt werden. Diese unterschiedliche Auspragung von Zytokinmustern lasst eine

weitere Klassifizierung der T-Zellen zu [135].

1.2.4.3. Das Th1-Th2-Konzept

Das Th1-Th2-Konzept wurde von Mosmann und Coffman begrindet [136] und besagt,
dass sich unter Anderem naive CD4-T-Helferzellen, beeinflusst von ihrem umgebenen
Medium, in zwei Subtypen differenzieren, Typl (TH1) und Typ2 (TH2), und diese
wiederum mittels Zytokinfreisetzung die Differenzierung weiterer naiver T-Zellen
beeinflussen kdnnen [137]. Nach Phagozytose von intrazellularen Erregern wie Viren,
Rickettsien, Mykobakterien wie Tuberkulose oder Lepra oder von Tumorbestandteilen
setzen Makrophagen IL-12 frei, welches naive T-Zellen zu Thl-Zellen differenzieren
lasst. Diese setzen IFNy, IL-2 und TNFa frei, was zu einem Aktivitatsanstieg von
zytotoxischen T-Zellen, natirlichen Killerzellen und Makrophagen fuhrt, die daraufhin
infizierte Zellen abtéten. Phagozytieren Makrophagen dagegen extrazellulare Bakterien
oder Parasiten, setzen sie IL-10 frei. Naive T-Zellen differenzieren daraufhin zu Th2-
Zellen und stimulieren die humorale Immunabwehr. Dabei regulieren IL-4, IL-5, IL-6, IL-
9, IL-10 und IL-13 Wachstum und Aktivitatszustand von Basophilen, Mastzellen und
Eosinophilen sowie die Differenzierung von B-Zellen in Antikdrper produzierende B-
Zellen und Gedéchtniszellen und den hergestellten Typ von B-Zell-immunglobulinen wie
IgM und IgG. Die TH1- und die TH2-Immunantwort hemmen sich gegenseitig, das
hei3t, IL-12 und IFNy hemmen die Differenzierung zu Th2 und IL-4 und IL-10 zu Thi,
weshalb sie auch anti-inflammatorische Zytokine genannt werden
[138],[139],[140],[141].

Eine mogliche Methode, den TH1/TH2-Status im Blut zu untersuchen, besteht aus der
Isolation und anschlieBenden Stimulation der Leukozyten [142], sodass intrazellulare
Zytokine ausgeschittet und damit messbar werden. Als Stimulant eignet sich
beispielsweise das in der Natur in der roten Kidneybohne (Phaseolous vulgaris)
vorkommende Mucoprotein PHA. Dieses bindet an T-Zell-Rezeptorkomplexe und fuhrt
in den ersten 24 Stunden ausschlieBlich zur Ausschittung bereits intrazellulér
vorhandener Stoffe, bei Langerer Stimulation wurde eine erhdohte RNA-Synthese

beobachtet; Ab 48-stlindiger Stimulation kommt es auch zu Mitosen [142].
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1.2.4.4. Akuter Stress und Immunmodulation

Als akute Stressbelastung wurden in Studien Stressoren wie z.B. das Halten einer Rede
vor Publikum, das Lésen kognitiver Aufgaben, im Tiermodell auch Larmbelastung und
fimmerndes Licht eingesetzt. Die Untersuchungen immunologischer Parameter zeigen
in all diesen Akutsituationen erhdhte Werte in der Zahl peripherer Immunzellen wie
zytotoxische T-Zellen (CD-8) , neutrophile Granulozyten und nattrliche Killerzellen, eine
erhohte Aktivitat der natirlichen Killerzellen (NK) und verminderte Proliferation
peripherer T-Lymphozyten. Bei akutem Stress ist von einer Immunmodulation und

weniger von Immunsuppression auszugehen [143].

1.2.4.5. Chronischer Stress und Immunsuppression

Chronischer Stress bewirkt eine Abnahme der Lymphozyten im peripheren Blut, eine
Reduktion der NK und, wie auch bei akutem Stress beobachtet, eine Abnahme der
Proliferationsfahigkeit peripherer T-Lymphozyten nach Stimulation mit Mitogenen. Man
kann also von einer Schwachung sowohl der zellularen als auch der humoralen

Immunitat durch chronischen Stress ausgehen [144].

1.2.4.6. Kortikosteroide und Immunsystem

Bei physiologischen Kaortikosteroidkonzentrationen hemmen diese die TH-1- und
verstarken die TH-2-Produktion, wirken also immunmodulatorisch. In hoheren
Dosierungen werden Glukokortikoide zur Immunsuppression bei zahlreichen
entzindlichen, entzindlich-degenerativen und autoimmunen Erkrankungen als
Therapeutika eingesetzt. Auf der einen Seite wirken diese an den bereits erwéhnten
Membranrezeptoren, hemmen so unter Anderem die Phospholipase A2, die zur
Umwandlung von Phospholipiden zu Arachidonsaure bendétigt wird. So kommt es zur
verminderten  Produktion von proinflammatorischen  Prostaglandinen  durch
Cyclooxigenase und von Leukotrienen via Lipoxygenase und somit zu verminderter
Entziindungsreaktion [43]. Der zweite Hauptwirkmechanismus der Immunsuppresion
kortikosteroidaler Medikamente, sowie auch der der koérpereigen ausgeschutteten
Glukokortikoide nach akuter Stresseinwirkung, besteht aus der Expressionsregulation
von zahlreichen immunmodulierenden Genen und Faktoren, auch in den Immunzellen
selbst. So wird zum Beispiel die Expression der Molekile B7-1 und B7-2 in Monozyten
und Dendritischen Zellen gehemmt, was inhibierend auf die T-Zell-Koaktivierung wirkt

so wie auch die Hemmung der MHC II-Expression in Antigenprasentierenden Zellen mit
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folgender verminderter IL-2-Aussschittung [145]. Es kommt nach
Glukokortikoidapplikation zur verminderten Blutkonzentration von Lymphozyten,
Monozyten, eosinophilen und basophilen Granulozyten, lediglich die neutrophile
Granulozytenzahl erhéht sich. Auch hierdurch mitbedingt erfolgt eine Verschiebung der
Synthese von Zytokinen, wie dem oben schon erwahnten TH2-Shift, insgesamt
verandert sich die Expression der Interleukine 1-6, 8, 11, 12, und 16, IFNy und TNFa,
von weiteren Adhéasionsmolekilen wie Selektinen und dem Interzellularen
Adhasionsmolekil-1 (ICAM-1) und von Chemoattraktantien, was letztendlich
Immunzellkontakt, -migration, -reifung und -differenzierung beeinflusst. Das veranderte
Zytokinprofil bewirkt zahlreiche weitere Reaktionen, wie zum Beispiel die Induktion von
Akutphaseproteinen in der Leber wie C-reaktives Protein (CRP) durch IL-6. Vor allem
IL-1, IL-6 und TNFa haben eine gut untersuchte proinflammatorische Funktion und
kénnen als Indikator fur die Immunaktivitat verwendet werden [29],[146],[147],[148].
Nicht nur Kortikosteroide, sondern auch CRH selbst wirkt auf lymphatische Organe. So
wurden CRH-reaktive Nervenbiindel in Milz und Thymus von Ratten gefunden, wobei

deren Funktion bislang ungeklart ist [149].

1.2.5. Stress und Auditorisches System

Klinische Beobachtungen zeigen, dass Stress sehr haufig mit otologischen
Phanomenen wie Hyperakusis, M.Meniere und Tinnitus assoziiert ist [11],[150],[151].
So erleben 60% der Patienten mit chronisch dekompensiertem Tinnitus l&ngerfristig
emotionalen Stress und 80% eine Hyperakusis [152],[153]. Eine Beziehung zwischen
Tinnitus und Stress wurde in zahlreichen Studien untersucht [37],[152],[154],[156]. In
diesen ist Tinnitus nicht nur als stressbedingt identifiziert worden, sondern auch als
Stressor selbst. So kdnnen sich Stress und Tinnitus gegenseitig verstarken, es ist von
einem Circulus viciosus die Rede, der besonders bei Belastung zur Verstarkung des
Ohrgerausches filhren kann [157]. Das auditorische System ist bereits in seiner
Entwicklung vulnerabel durch Stress. Kadner et al. (2006) haben trachtigen Ratten
milde Stressoren wie Kafigwechsel und Kochsalzinjektionen ausgesetzt und an den so
pranatal gestressten Jungtieren einen niedrigfrequenten Horverlust von durchschnittlich
7.7 dB im Vergleich zu ungestressten Kontrollen gemessen [158]. Pranatal mit dem
Kortisolderivat Dexamethason behandelte Ratten sind im Erwachsenenalter deutlich
anfalliger fur Larmtraumata, wie eine Studie von Canlon et al. (2003) zeigt. Die

Genesung nach Larmexposition war im Vergleich zu unbehandelten Kontrolltieren stark
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eingeschrankt, so dass es zu permanenten massiven AHZ-Verlusten kam, wahrend die
Kontrollen nur geringe Haarzellverluste aufwiesen. Die wiederholte Gabe des
Radikalfangers Alpha-phenyl-N-tert-butyl-nitrone (PBN) vor, wahrend und nach
Larmexposition verringerte die morphologischen und physiologischen
Innenohrveranderungen deutlich. [159]. Stress fuhrt tber Adrenalin/Noradrenalin zu
Vasokonstriktion, was die Durchblutung im auditorischen System und in der Kochlea
verringert und durch Ischamie Radikalbildung verursachen kann, die zu oxidativem
Stress fuhrt, der direkt toxisch auf die Haarzellen wirken kann. Eine
Durchblutungseinschrankung konnte auch durch resultierenden Substratmangel eine
toxische Wirkung auf die Gehorzellen haben [160]. So konnte im Tierexperiment gezeigt
werden, dass die Gabe von hohen Mengen Adrenalin zu erhtéhter Na+ und K+
Konzentration und Osmolaritat in der Perilymphe und zu einer Anhebung der
Horschwelle fuhrt, tendentiell verstarkt in den hohen Frequenzen [161]. Eine chronische
Adrenalinanwendung bewirkte eine Uber alle Frequenzen relativ konstante
Horschwellensenkung von 20-45 dB [161]. Unterschiedliche im Vorfeld angewendete
Stressoren verringern allerdings die Langzeitgehérschaden nach akustischem Trauma
im Tierexperiment und zeigen, dass akuter Stress auch protektiv auf das Gehoér wirken
kann [162],[164]. Hitzeschockproteine (HSP) haben eine verstarkte Genexpression bei
Stress, bei 13 von 36 Patienten mit ideopathischem Tinnitus waren in einer
Untersuchung von Savastano (2006) HSP-70-positiv [165]. Es besteht die Frage, ob
HSP-70 ausschliel3lich ein Indikator fur die Autoimmun- Innenohrerkrankung (AIED) ist,
oder eine generelle Rolle bei der Pathogenese von Innenohrschadigungen spielt. HSP
konnen scheinbar auch auf das Gehor protektiv wirken: Im Tierversuch konnte bei
Knockout-Mausen mit fehlendem Regulator der HSP-Transkription (HSP-Faktorl) in der
Kochlea eine eingeschrankte Regenerationsfahigkeit nach larminduziertem Horverlust
gezeigt werden [166]. Vermittelt wird dieser Effekt der Stressoren vermutlich Uber
Corticosteroidrezeptoren, eine pharmakologische Unterbrechung der HPA-Achse fuhrt

zur Verstarkung des Larmschadens im Tierexperiment [167].

1.2.5.1. Stressreduktion in der Tinnitustherapie

Erfolgreiche Behandlungskonzepte fur Tinnitus zielen auf Stressreduktion. Zentrale
Bestandteile der von Jastreboff und Hazell entwickelten Tinnitus-Retraining-Therapie
(TRT+) sind Hortherapie und Beratung (direktives Counseling), erweiterte

Therapieelemente beinhalten die psychosomatische Behandlung sowie das Erlernen
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eines Entspannungsverfahrens wie die progressive Muskelrelaxation (PMR) nach
Jacobson [168]. Die TRT+ wurde im Rahmen dieser Arbeit angewendet, siehe auch
Methodik (2.1.1.). In einer Studie von Weber et al (2002) wurde erstmals der Effekt
einer Entspannungstechnik, in diesem Fall der 10-wdchigen PMR, auf stressrelevante
Immunparameter bei Tinnituspatienten untersucht, wobei sich bei diesen eine
Reduktion des Zytokins TNFa und eine Reduktion der subjektiven Belastung durch den
Tinnitus, gemessen mit dem Perceived Stress Fragebogen (PSQ), s.Methodik,
darstellte [169].

1.2.5.2. Modulation des Immunsystems des Innenohres durch Stress

Eine Beeinflussung des auditorischen Systems durch die stressbedingten
Veranderungen seines Immunsystems ist anzunehmen, doch die Immunologie des
Innenohrs ist noch nicht ausreichend erforscht. Uber die kochledren GefaRendothelien
konnen Immunkomponenten des Blutes Einfluss nehmen, zahlreiche Noxen wie z.B.
oxidative Prozesse nach akustischem Trauma oder ototoxische Medikamente und
Umweltgifte kdbnnen Entzindungen und die Infiltration von mononuklearen Zellen in das
kochledre Gewebe verursachen [170],[171]. Bei Patienten mit Hoérverlust und
M.Meniére wurden Autoimmunreaktionen nachgewiesen [172],[173].
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1.3 Ziel der Arbeit

Tinnitus ist eine weit verbreitete Erkrankung mit hoher psychosozialer und
volkswirtschaftlicher Relevanz. Trotz der mittlerweile intensiven Forschung und
zahlreichen gewonnenen Erkenntnissen ist die Atiologie und Pathogenese nicht
befriedigend geklart. Diese Zusammenhange zu verstehen, ist die notwendige Basis fir
die Entwicklung neuer  therapeutischer  Ansatze. Trotz erfolgreicher
Behandlungsansatze zur Reduktion der Tinnitusschwere und —belastung handelt es
sich derzeit um eine unbefriedigend zu therapierende Erkrankung. Klinisch und auch in
der Forschung kommt erschwerend hinzu, dass zur Therapiebeurteilung bisher nur das
Patientengesprach und die Erhebung psychometrischer Daten der subjektiven
Tinnituswahrnehmung zur Verflgung stehen [174],[175], was dem komplexen
psychophysiologischen Entstehungs- und Chronifizierungsgeschehen nicht gerecht wird
und zudem ausschlief3lich auf subjektiven Angaben der Patienten beruht. Instrumente
zur objektiven Therapieevaluation bei Tinnitus im klinischen Alltag sowie auch der
objektiven Messung von psychischem Stress existieren derzeit nicht. Sie konnten aber
moglicherweise auf Basis von Neuroimmunparameterquantifizierung entwickelt werden.
So ist es ein Ziel dieser Arbeit, zu untersuchen, ob und wenn ja welche
neuroimmunologischen Parameter bei Tinnituspatienten im Vergleich zu den
Kontrollprobanden signifikant erhéht beziehungsweise erniedrigt sind und ob die Hohe
dieser Parameter moglicherweise mit dem Stresserleben, Angst, Depression oder der
Copingfahigkeit korreliert. Evaluiert werden soll, ob auch bei Tinnituspatienten eine
stresstypische Kortisolreduktion und ein TH2-Shift stattfindet. In diesem Fall werden im
Vergleich zur Kontrollpopulation erhdhte IL-4, IL-6 und IL-10 Level nach
Leukozytenstimulation erwartet, wogegen TNFa, IFNy und IL-2 eher vermindert sein
sollten. Insgesamt wird versucht, ein tinnitustypisches Profil auf Transmitterebene
herauszuarbeiten. Zudem wird untersucht, bei welchen psychometrisch messbaren
Parametern sich Tinnituspatienten von gesunden Kontrollprobanden unterscheiden.

Mittels der TF-Scores werden die Tinnituspatienten in dekompensiert und kompensiert
eingeteilt. Um neue Erkenntnisse uber die Tinnitusdekompensation und insbesondere
ihre begleitenden Veranderungen hinsichtlich Stressempfindung, Angstlichkeit,
Depression, Copingfahigkeit, Nerven- und Immunsystem besser verstehen zu kénnen,

werden alle Patienten in die Gruppen ,kompensiert’ und ,dekompensiert’ unterteilt und
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diese zum Aufnahmezeitpunkt auf Differenzen der psychometrischen und
neuroimmunologischen Parameter untersucht.

Der Effekt der beiden angewendeten Therapieformen (Siehe Kapitel 2 ,Material und
Methoden®) wird anhand der Veranderungen der Psychometriescores im
Therapieverlauf Gberpruft.

Zu den immunologischen und neurologischen Effekten der angewendeten erweiterten
Tinnitus Retraining Therapy (TRT+) und der Progressiven Muskelrelaxation (PMR)
liegen nur wenige Studien vor und keine dieser untersucht einen méglichen Einfluss auf
Neurotrophine. Es besteht Grund zur Annahme solcher Effekte, da unter Anderem Li et
al. (2009) bei chronischem Stress eine verminderte Expression von BDNF beobachtet
haben [176] und aufgrund derartiger Beobachtungen BDNF als mdglicher Biomarker fur
affektive Storungen diskutiert wird. Somit werden die neuroimmunologischen
Messungen der beiden Patientengruppen des Aufnahmetages mit denen des
Therapieabschlusses, und bei TRT+-Gruppe auch mit denen der Follow-up
Untersuchung, verglichen.

Um zu beurteilen, welchen Anteil der Therapieeffekte die alleinige Stressreduktion
tragen kann wurde eine zusatzliche Gruppe mit Patienten gebildet, die ausschlief3ich
eine PMR erlernten.
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2. Material und Methoden

2.1. Studieneilnehmer, Therapien und Untersuchungen

2.1.1. Rekrutierung, Aufklarung und Aufnahme der Teilnehmer

150 erwachsene Personen von 18 bis 74 Jahren nahmen an der Studie Teil, von denen
99 an Tinnitus litten und 51 gesunde Kontrollprobanden waren. Die
Patientenrekrutierung fand zwischen dem 08.07.2007 und 17.07.2010 statt und erfolgte
Uber das Tinnituszentrum Charité, Prof. Dr. med. Birgit Mazurek, Universitatsmedizin
Berlin, Campus Mitte. Zu Studienbeginn befanden sich die Tinnituspatienten bereits in
Behandlung in der Charité und wurden nach einem intensiven Arzt-Patienten-Gesprach
je nach individuellem Therapiebedarf in die Gruppen A und B eingeteilt. Es wurde
bewusst keine Randomisierung angewendet, da die optimale Behandlung der Patienten
Vorrang hatte und in der A-Gruppe eine deutlich intensivere Therapie angewendet
wurde (s.u.). Da alle Patienten sich mit bestehendem Behandlungsbedarf vorstellten
und die Kapazitaten der Tinnitusklinik eine ziigige Therapieaufnahme aller Betroffenen
zulieRBen, musste auch auf eine Kontroll-Wartegruppe mit Tinnitus verzichtet werden.
Eine Evaluation der beiden Therapieformen ist bereits in zahlreichen Studien erfolgt
(s.u.). Eine Kontrollgruppe ohne Tinnitus (Gruppe C) wurde Uber Aushange in
Gebauden der Charité rekrutiert. Alle Studienteilnehmer wurden gemal der Vorgabe
der Ethikkommission der Charité mindlich und schriftlich Gber die Inhalte, Risiken und
Datenverarbeitung informiert, eine entsprechende Einwilligungserklarung wurde von
allen Patienten und Probanden unterzeichnet. Die Patienten der Gruppen A und B
wurden einer testpsychologischen Untersuchung unterzogen. Bei der Versuchsgruppe
A erfolgte zusatzlich eine ausfuhrliche HNO-arztliche, psychosomatische und
internistische Untersuchung sowie des Bewegungsapparates in der Physikalischen

Medizin. Es wurden in der vorliegenden Studie drei Gruppen verglichen:

Gruppe A beinhaltete zu Studienbeginn 49 Tinnituspatienten, die durch ihre
Tinnituserkrankung derarig belastet waren, dass eine intensivierte Tinnitus-Retraining-
Therapie (TRT+) unumganglich erschien. Diese umfasst 7 Behandlungstage innerhalb
eines 10-tdgigen Zeitraumes und wurde in der Tinnitus-Tagesklinik der Charité
durchgefiihrt. Von den Patienten der Gruppe A sind 27 weiblich mit einem mittleren
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Alter von 47,63 Jahren (SE:+12,686) und 22 mannlich mit einem mittleren Alter von
46,18 Jahren (SE:£10,817).

Gruppe B bildeten 50 Tinnituspatienten der Tinnitussprechstunde, bei denen ebenfalls
ein Therapiewunsch bestand, jedoch beim wie auch in Gruppe A durchgefuhrten
Patientengesprach ein weitaus geringerer Therapiebedarf festgestellt wurde. Diese
Patienten nahmen an einem siebenwéchigen ambulanten Entspannungstraining teil
(Progressive Muskelrelaxation nach Jacobson einmal wéchentlich). Sie beinhaltet 24
Frauen mit einem mittleren Alter von 53,17 Jahren (SE:+16,513) und 26 Manner mit
einem mittleren Alter von 51,69 Jahren (SE:+12,211).

Gruppe C besteht aus 49 gesunden freiwilligen Kontrollprobanden ohne Ohrgerausche,
26 davon weiblich mit einem mittleren Alter von 56,68 Jahren (SE:+13,616) und 23

mannlich mit einem mittleren Alter von 52,68 Jahren (SE:+11,966).

Abb.1 Ubersicht der Studiengruppen

A B C

Anzahl 49 50 49
weiblich 27 24 26
mannlich 22 26 23
Alter (MW) 47,0 52,4 54,8
Max. Horverlust links 40,2 40,4 n.d.
(MW) in dB rechts 33,6 37,9 n.d.
Tinnitusfragebogen (MW) 35,7 32,5 n.d.
Percieved Stress Questionnaire (MW) 48,8 43,8 30,9
Belastung (Therapeuteneinschatzung) hoch | niedrig n.d.
durchgefiihrte Therapie TRT+ | PMR
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2.1.2. Tinnitus-Retraining-Therapie

Zentrale Bestandteile der von Jastreboff und Hazell (1993) entwickelten Tinnitus-
Retraining-Therapie (TRT) sind Hortherapie und Beratung (direktives Counseling),
erweiterte Therapieelemente beinhalten die psychosomatische Behandlung sowie das
Erlernen eines Entspannungsverfahrens [177]. Die aktuell klinisch und auch in der
vorliegenden Studie angewendete TRT+ ist eine Weiterentwicklung nach dem von der
Arbeitsgemeinschaft deutschsprachiger Audiologen und Neurootologen (ADANO) im
Jahre 2000 vorgeschlagenen erweiterten Konzept und legt einen besonderen
Schwerpunkt auf Tinnitushabituation und Stressbewaltigung. Als Hilfsmittel zur
auditiven Ablenkung vom Tinnitus kommt in fast allen Behandlungsfallen (auf3er bei
sehr geringer Tinnitusbeeintrachtigung) die Nutzung von Umgebungsgerauschen (z.B.
Hintergrundmusik), Hérgeraten und Noisern (Rauschgeneratoren) zum Einsatz [1]. Zur
Stressbewaltigung wird gegebenenfalls eine Psychotherapie angeboten, die Vermittlung
von Coping-Strategien und dem Entspannungsverfahren progressive Muskelrelaxation
(PMR) nach Jacobson findet bei allen TRT+-Patienten statt [175]. Tinnitushabituation,
d.h. dass der Patient den Tinnitus als bedeutungsloses Hintergrundgerausch zu
akzeptieren lernt und ihn so schlief3lich ausblenden kann, erfolgt durch Initiierung bzw.
Forderung des Habituationsprozesses. Wichtig hierfur ist zunachst die Bearbeitung der
negativen affektiven Interpretation der Ohrgerausche durch aufklarende Gespréache, da
die Beeintrachtigung durch den Tinnitus nicht primér von dessen Klangqualitat oder
Lautstarke, sondern von der Starke der mit ihm verbundenen negativen Assoziationen
abhangt. Die Gewbhnung an ein Geréusch kann sich nur dann einstellen, wenn dieses
nicht mit negativen Emotionen wie Angst assoziiert ist [2]. In Kkontrollierten
Langzeitstudien zeigte allein dieses direktive Counseling eine Reduktion der Belastung
und Einschrankung bei moderat und schwer betroffenen Tinnituspatienten, durch
Anwendung der TRT+ zeigten sich noch bessere Erfolge [178]. Zu den wichtigsten
Therapielementen gehort die Verdnderung der Stresswahrnehmung und -bewaltigung,
zentraler Bestandteil der Entwicklung von Copingfahigkeit in diesem Therapiekomplex

die progressive Muskelrelaxation nach Jacobson.
2.1.3. Progressive Muskelrelaxation nach Jacobson

Als Entspannungsmethode wurde die Progressive Muskelrelaxation (PMR) nach

Jacobson (1938) angewendet. Als etabliertes medizinisches Entspannungsverfahren
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zeichnet sich die PMR durch einen hohen Grad an Formalisierung, Lehr- und
Lernbarkeit aus [179].

Die PMR basiert auf der systematischen An- und Entspannung von Muskelgruppen und
dient der intensivierten Korperwahrnehmung und Entspannung. Der therapeutische
Ansatz ist, Stress und Spannung und deren physiologische Begleiterscheinungen durch
Reduzierung der Muskelspannung zu minimieren. Durch gezieltes Entspannen der
Skelettmuskeln kdnnte auch in anderen Subsystemen des Korpers eine Reduzierung
der Aktivitat erreicht werden. Gellhorn und Kieley (1972) erklaren das
neurophysiologische Zusammenspiel zwischen Muskelspannung, Relaxation und dem
autonomen Nervensystem so, dass afferente neuromuskulare Signale zunéchst tber
die Formatio reticularis in den Hypothalamus posterior geleitet werden. Eine
Reduzierung des Skelettmuskeltonus fihrt also zu einer sympathikustonusreduktion im
Hypothalamus, was durch reziproke Innervation zum Uberwiegen des
Parasympathikustonus fuhrt [180]. Aus klinischer Sicht ist die PMR ein etabliertes
Entspannungsverfahren zur Reduktion stressinduzierter Maladaptionen auf der
psychovegetativen, hormonellen, kognitiv-emotionalen und muskularen Ebene. PMR ist
indiziert bei Angst- und Zwangsstorungen, Insomnien, muskuléren
Verspannungszustanden, chronischen Schmerzsyndromen sowie funktionellen
Herzkreislauf- und Magendarmerkrankungen. Weitere, jedoch weniger empirisch
gesicherte Indikationen sind das Fibromyalgie-Syndrom, Tinnitus, Asthma bronchiale,

Suchtleiden, essentielle Hypertonie und Essstérungen [179].
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2.1.4. Systematische Anordnung

Abb.2 Systematische Anordnung
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2.1.5. Einschlusskriterien

Die Studienteilnehmer mussten folgende Einschlusskriterien erfillen:

* Mindestalter 18 Jahre; Hochstalter 80 Jahre

* Einwilligungsfahigkeit

* gute Deutschkenntnisse

« Schriftliche Einwilligung des Studienteilnehmers nach Aufklarung

* Gruppe A und B: Klinische Diagnose eines mindestens drei Monate bestehenden

Tinnitus

2.1.6. Ausschlusskriterien

Da es flir die gemessenen Parameter eine Vielzahl von Einflussfaktoren gibt, wurden
die folgenden erfassbaren als Ausschlusskriterien festgelegt:

* Medikation mit oralen Kortikosteroiden

» Schwangerschaft und Stillzeit

» schwere internistische Herz-Kreislauf- oder Stoffwechselerkrankungen

 Patienten mit dauerhafter immunsuppressiver oder immunmodulierender Therapie
* Patienten unter antihypertensiver Therapie mit Beta-Blockern

* Patienten unter Hormontherapie

* Autoimmunkrankheiten oder andere systemisch entzundliche Erkrankungen

* sonstige schwere chronische Erkrankungen

* Teilnahme an einer weiteren Studie

* Gruppe C: Klinische Diagnose oder subjektive Beschreibung von Ohrgerauschen

2.1.7. Studienablauf

Den Teilnehmern wurde zu den unten genannten Zeitpunkten zwischen 8:00 und 9:30
zwei Monovetten (Nativblut: S-Monovette Z, 9ml, Ammonium-Heparin: S-Monovette AH,
5,5ml, beide von Sarstedt; Numbrecht, D) Vollblut aus einer oberflachlichen Armvene
entnommen (Perfusionsbesteck Micro-Flo, DKS LOVERSAN; VA, ltaly). Zudem fillten
sie eine Reihe psychometrischer Fragebdgen aus, siehe 2.4. Psychometrische
Erhebung. Die Termine zu t0, t1 und t2 erfolgten per Patient entsprechend dem
Gruppendesign jeweils am gleichen Wochentag um auch den Einfluss mdglicher
wochentagsabhéngiger Schwankungen der zu bestimmenden Parameter zu

minimieren.
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Gruppe A (Tinnitus & TRT)
t0: am Aufnahmetag
tl: am letzten Tag der Intervention

t2: 8 Wochen nach Beendigung der Intervention
Gruppe B (Tinnitus & PMR)
t0: zu Beginn des Entspannungstrainings

t1: 1 Woche nach Ende des achtwdchigen ambulanten Entspannungstrainings

Gruppe C (gesund ohne Therapie)

t0: an einem Tag von Montag bis Donnerstag

Abb.3 Studienverlauf

Therapiezeitraum
Gruppe A TRT+
Gruppe B PMR
Gruppe C
Untersuchungszeitpunkte J T T
im Studienverlauf t0 t1 t2
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2.2. Bearbeitung und Messung der Blutproben

Die Blutproben wurden innerhalb von 60 min nach der Entnahme bearbeitet.

2.2.1.

Chemikalien und Sonstige Materialien

Aim-V-Medium, Serum-free; Gibco Invitrogen, Auckland, New Zealand (Prod.Nr.
12055-09)

PMA (Phorbol 12-myristate 13-acetate); Sigma, MI, USA (Prod.Nr. P 8139)
lonomycin aus Streptomyces conglobatus; Sigma, MI, USA (Prod.Nr. 19657)
Biocoll separating solution, isotonic, density 1,077g/ml; Biochrom, Berlin, D
(Cat.Nr. L 6113)

Dubecco’s PBS® without Ca and Mg, Lab; Dubecco, Stuttgart, D (Cat.Nr. HI5-
002)

Aqua dest. Ampuwa,; Fresenius Kabi, Bad Homburg, D (Zul.Nr. 40676.00.00)
Isotone NaCl-Lésung 0,9%, B.Braun; Melsungen, D (Zul.Nr. 6726174.00.00)
Reagiergefalle: Safe Lock Tubes 2,0ml; Eppendorf, Hamburg, D
(Best.Nr.0030.120.094)

Reagierrbhrchen: Falcon Blue Max® conical tube, polypropylene, 50ml / 15ml;
Becton Dickinson Labware, NJ, USA (Cat.Nr. 352070/ 352096)

sterile Mikrotiterplatten: Tissue Culture Plate 96 Well Round Bottom, Sterile;
Sarstedt Inc. Newton, NC, USA (Best.Nr. 83.1837)

Transferpipetten 3,5ml; Sarstedt Numbrecht, D (Best.Nr. 86.1171.001)
Eppendorfpipetten; Research variabel 0,5-10ul/ 20-200ul/  100-1000pul;
Eppendorf; Hamburg, D (Best.Nr. 3111000.122/ 3111000.157/ 3111000.165)
Pipettenspitzen EP Tips® 2-200ul/ 50-1000ul; Eppendorf; Hamburg, D (Best.Nr.
105973061/ 105973100)

Zentrifuge fur Reagiergefal3e: Multifuge 1L-R; Heraeus Holding GmbH, Hanau, D
(Fabr.Nr. 40438138)

Zentrifuge fur Mikrotiterplatten und 15ml Reagierrohrchen: Centrifuge 5417R;
Eppendorf, Hamburg, D (Best.Nr. 0018150)

Sterilbank: Laminarflow®; Heraeus Holding GmbH, Hanau, D (Best.Nr. HBB
2448)
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2.2.2. Herstellung der Stimulationslésungen

Wie in Kapitel 1.2.4.3. erlautert mussten die Leukozyten zur Ausschittung der
intrazellularen Zytokine stimuliert werden um das immunologische Potenzial zu
bestimmen.

Bei der verwendeten Stimulationslésung PMI handelt es sich um ein gleichteiliges
Gemisch aus dem antibiotischen und l6sungsstabilisierenden lonomycin und dem
Proteinkinase-C-Aktivator PMA. Die Stocklésung des Lectins aus Phaseolus vulgaris
(PMA) von 5mg/ml wurde 1:200 mit AIM V verdunnt, von der entstandenen 25ug/ml-
Losung wurden Aliquots a 400ul hergestellt und zur spateren Stimulation der
Leukozyten bei -20°C zwischengelagert. Zur Stimulationskontrolle wurden ebenfalls
400ul- Aliguots ausschlieBlich mit AIM V hergestellt und zusammen mit den PMI-
Aliquots zwischengelagert.

2.2.3. Probenbearbeitung des Serumblutes

Die Serummonovetten wurden stets zuerst bearbeitet. Nach 10-minttiger Zentrifugation
bei 2500 Umdrehungen mit eingeschalteter Bremse bei 4 °C wurden aus dem
abpippettierten Serum Aliquots von je 500ul hergestellt und bei -80 °C eingefroren, um
zu einen spateren Zeitpunkt die Konzentration von NGF, BDNF, Substanz P und

Kortisol zu bestimmen.
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2.2.3.1. Kortisol und Substanz P Immunoassay

2.2.3.1.1. Funktionsweise des kompetitiven Immunoassay

Bei dem fir Kortisol und SP verwendeten kompetitiven Immunoassay konkurriert der
unmarkierte zu bestimmende Analyt der Proben mit einem mit Meerrettichperoxidase
konjugierten aber ansonsten strukturell &hnlichen Kompetitor um eine festgelegte
Anzahl Antikérperbindungsstellen von an eine feste Phase gebundenen Antikdrpern.
Der Anteil des gebundenen Kompetitors ist aquivalent zur Enzymaktivitat, diese wird
nach Stopp der Reaktion mit dem Umsatz eines Farbstoffes sichtbar gemacht. Die
optische Dichte der Losung ist also umgekehrt proportional zur Analytkonzentration der

Proben und wird photometrisch bestimmit.

2.2.3.1.2. Bestandteile der Kortisol Assay Kits
Es handelt sich um das Assay-Kit ,Parameter Cortisol“ (Best.Nr. SKGE008) der Firma
R&D Systems; MN, USA. Dieses enthélt folgendes Material:
e eine mit monoklonalen Anti-Maus Antikorpern (von der Ziege) beschichtete
Mikrotiter-Platte mit 96 Wells
e Mit Meerrettich-Peroxidase konjugiertes Kortisol (HRP-kortisol-Konjugat)
e Kortisol-Standard, gepuffert mit Konservierungsstoffen
e Waschlosung, 25-fach konzentrierter gepufferter Surfactant-Faktor mit
Konservierungsstoffen
e Primare Antikorperlosung, 6ml monoklonaler Kortisol-Antikdrper von der Maus
e Kalibratorfllissigkeit RD-5-43, gepufferte Proteinbase mit Konservierungsstoffen
e Farbreagenz A: Hydrogenperoxidase
e Farbreagenz B: Chromogen (TMB - 3,3°-5,5" Tetramethylbenzidin)
e Stopp—Ldsung (H2S04)

2.2.3.1.3. Durchfuhrung des Kortisol Immunoassay

Zunacht wurde 500ml Waschpuffer aus dem mitgelieferten Konzentrat und Aqua bidest.
hergestellt, Die Farbreagenzien A und B gemischt und der Kortisol-Standard mit 1ml
Aqua bidest. verdinnt, um eine Basiskonzentration von 100ng/ml zu erhalten. Von
diesem Standard wurde eine Verdunnungsreihe in Kalibratorfliissigkeit hergestellt mit
der Konzentration von 10 ng/ml bis 0,156 ng/ml.
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Die beschichtete Mikrotiter-Platte wurde im Doppelansatz mit 100ul der
Kortisolstandards/ Serumproben beschickt, auch je zwei Wells mit 100l
Kalibratorflissigkeit RD-5-43 Nullstandard (Bo) und mit 150ul Kalibratorflissigkeit RD-5-
43 (NSB). Die Plattenbelegung wurde so gewahlt, jede 96-Well-Platte mit Proben der
Gruppen A, B und C beschickt wurde. Im nachsten Schritt wurde zu jedem Well 50yl
HRP-Kortisol-Konjugat und anschlieRend mit Ausnahme der NSB-Wells 50ul priméare
Antikdrperlésung zugegeben. Nach Inkubation der unbedeckten Platte fir 2h bei
Raumtemperatur (RT) auf einem Horizontalriihrer (Fisher Vortex Genie 2 Model G 560,
Scientific Industries; NY, USA) mit 500rmp wurde die Platte viermal mit 400ul
Waschlosung gewaschen. 200ul der Chromogen/Substrat-Losung wurde in jedes Well
pipettiert, und die Platte bei RT lichtgeschitzt fir 30min inkubiert. Die Reaktion wurde
durch Zugabe von 50ul Stopp-L6&sung beendet.

Die optische Dichte wurde nach kurzem Warten innerhalb von 30min. im Microplate-
Reader (Bio-Kinetics® Reader, Microplate, EL 312, BioTek Instruments; Winooski, VT)
ermittelt. Uber die Standardeichkurve wurden die Konzentrationen der Proben

berechnet.

2.2.3.1.4. Bestandteile der Substanz P Assay Kits
Es handelt sich um das Assay-Kit ,Parameter Substanz P“ (Best.Nr. SKGEOQ7) der
Firma R&D Systems; MN, USA. Dieses enthélt folgendes Material:

e eine mit einem monoklonalen anti-Maus Antikérpern (von der Ziege)
beschichtete 96-Well Mikrotiter-Platte

e Mit Meerrettich-Peroxidase konjugierte SP (HRP-SP-Konjugat)

e SP -Standard, gepuffert, mit Konservierungsstoffen.

e Waschlosung, 25-fach konzentrierter gepufferter Surfactant-Faktor mit
Konservierungsstoffen

e Priméare Antikorperlésung, 6ml monoklonaler SP-Antikérper von der Maus

o Kalibratorflussigkeit RD-5-45, gepufferte Proteinbase mit Konservierungsstoffen

e Farbreagenz A: Hydrogenperoxidase

e Farbreagenz B: Chromogen (TMB — 3,3"-5,5" Tetramethylbenzidin)

e Stopp—Ldsung (H2S04)
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2.2.3.1.5. Durchfuhrung des Substanz P Assay
Die Durchfiihrung des SP Assay entspricht der des oben beschriebenen Kortisol Assay
mit Verwendung der entsprechenden Reagenzien des SP Assay Kits und mit folgenden
Ausnahmen:
e Die Verdiunnungsreihe des SP-Standards reicht von 2500 bis 39 pl/ml
e Die NSB Wells wurden mit 100ul und Nullstandard Wells mit 50ul
Kalibratorflissigkeit bestickt.
e Bei der Bestickung wurden nur 50ul des Standards/ der Serumproben
verwendet

¢ Die Inkubation auf dem Horizontalrhrer erfolgte 3 statt 2 Stunden

2.2.3.2. NGF ELISA und BDNF ELISA

2.2.3.2.1. Funktionsweise des Sandwich-Elisas

Beim Sandwich-ELISA handelt es sich ebenfalls um ein immunologisches
Nachweisverfahren eines gesuchten Molekils mittels einer enzymatischen
Farbreaktion. Der Unterschied zu dem unter 2.2.3.1. beschriebenen kompetetiven
Immunoassay besteht darin, dass kein Analytkompetitor verwendet wird und zusétzlich
zu dem ersten, an die feste Phase gebundenen, Capture-AK noch ein weiterer AK
verwendet wird. Dieser bildet ebenfalls Antigen-AK-Komplexe mit dem Analyt und
bindet das Enzym Meerrettichperoxidase, er wird daher auch Detektions-AK genannt.
Daraufhin wird ebenfalls die Enzymaktivitat mittels Farbstoffumsetzung und Photometrie
bestimmt, die optische Dichte der Lésung ist allerdings direkt proportional zur

Analytkonzentration der Proben.

2.2.3.2.2. Bestandteile der NGF und BDNF Elisa Development Systems
Die Sets ,DuoSet® ELISA Development System human B-NGF” (best.Nr. DY256) und
,DuoSet ELISA Development System human BDNF” (best.Nr. DY248) von der Firma
R&D Systems, MN, USA, enthalten folgendes Material:
e Primare Capture-Antikorperldsung, monoklonaler Antikérper von der Maus anti-
human-NGF/BDNF, 360g/ml nach Losung in 1ml PBS
e Biotinylierte anti-human-NGF/BDNF Detektionsantikrper von der Ziege 9g/ml
(NGF) bzw. 4,5g/ml (BDNF) nach Ldsung in 1ml Reagenzldsungsmittel
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e Human- NGF/BDNF Standard, nach Dilution in 0,5ml Reagenzlésungsmittel 130
ng/mL (NGF) bzw. 110 ng/mL (BDNF)

e Streptavidin-konjugierte Meerrettich-Peroxidase, 1mi

2.2.3.2.3. weiteres Material bei NGF und BGNF Elisa
Zusatzlich wurden die folgenden von R&D Systems empfohlenen Materialien von R&D
Systems verwendet:
e Waschpufferkonzentrat 1:25 (Best.Nr. WA126)
Mikrotitierplatten (Best.Nr. DY990)
e Stopp-Losung 2N H2SO4 (Best.Nr. DY994)
e Reagenzl6sungsmittel 1% BSAS in PBS (Best.Nr. DY995)

e Substratlosung 1:1 Mischung von Farbreagenz A (H202) und B
(Tetramethylbenzidine) (Best.Nr. DY999)

2.2.3.2.4. Durchfuhrung der NGF ELISA und BDNF ELISA

Die Durchfihrung des NGF ELISA sowie auch des BDNF ELISA unterschied sich von
den SP und Cortisol Assays auch darin, dass anstatt gebrauchsfertiger Komplettkits
ELISA-Entwicklungssets verwendet wurden, bei denen die Capture-AK zunachst an die
Platten gebunden werden mussten. Die Capture-AK wurden also in PBS gelost und
sofort 100ul in jedes Well der Mikrotitierplatte pipetiert. Die Platten wurden tber Nacht
bei RT inkubiert. Nach dreifacher Waschung (jeweils Aspirierung und Auffillung mit
400ul Waschpuffer per Well, nach der letzten Waschung leichtes Abklopfen gegen ein
Papiertuch) wurden die Platten geblockt durch Zugabe von  300pl
Reagenzlosungsmittel, einstiindlicher Inkubation bei RT und zweifacher Waschung
(s.0.). Die Reagentien wurden wie in 2.2.3.3.1. beschrieben gelést. Vom Standard
wurde eine Verdunnungsreihe in Reagenzlésungsmittel hergestellt mit der
Konzentration von 2000 pg/ml bis 31,25 pg/ml.

Die beschichtete Mikrotiter-Platte wurde im Doppelansatz mit 100yl der Standards/
Serumproben beschickt, 2 Stunden in RT inkubiert und 2 mal gewaschen (s.0.). Nach
zugabe von 100ul Detektionsantikorper per Well wurde erneut 2 Stunden in RT
inkubiert und 2 mal gewaschen (s.0.) AnschlieRend folgte die Zugabe von Streptavidin-
konjugierter Meerrettich-Peroxidase (100ul/Well) und zugedeckte, lichtgeschitzte

Inkubation fur 20 Minuten in RT mit anschlie3ender zweifacher Waschung (s.0.). Dieser

45



Schritt wurde mit 100ul Substratldsung/Well anstatt Peroxidase wiederholt. 50ul Stopp-
Losung wurden per Well hinzugefligt, durch vorsichtiges Antippen der Platte wurde
ausreichende Mischung sichergestellt. Sofort danach wurde die Optische Dichte bei
450nm im SpectraMax® M2 Microplate Reader (Molecular Devices; CA, USA,
Fabr.Nr.CA94089-408747-1700) bestimmt und Uber die Standardeichkurve die
Konzentrationen der Proben berechnet.

2.2.4. Leukozytenstimulation Heparinmonovette

Die Bearbeitung erfolgte unter der Sterilbank. Das haparinisierte Blut wurde aus der
Monovette in einen 50 ml Falcon-tube uberfihrt und mit sterilem PBS auf 12ml
aufgefullt. In zwei 15 ml Falcon-tubes wurden je 3 ml sterilen Biocolls in RT vorgelegt
und dieses mittels Transferpipetten vorsichtig mit je 6 ml Blut/PBS Gemisch
Uberschichtet. Bei 2400 Umdrehungen wurden die Tubes 20 min bei RT ohne Bremse
zentrifugiert und die durch den Dichtegradienten entstandenen Interphaseringe mit
sterilen Transferpipetten in ein neues 15 ml Falcon-tube Uberfihrt und anschliel3end
gewaschen (Auffullung mit sterilem PBS auf ca. 12ml und 10-minltige Zentrifugation bei
1800 rpm bei RT, Abpipettierung des Uberstandes). Das entstandene Pellet wurde mit 1
ml sterilem AIM V resuspendiert.

Nach Durchflusszytometrie wurde die Konzentration der Leukozyten mittels
Verdiinnung mit AIM V auf 1,25x 10°/pl eingestellt. 4 Wells einer sterilen Mikrotiterplatte
wurden mit jeweils 160pl der Leukozytenlésung und 40ul der oben beschriebenen
Stimulationen, 2x PHA und 2X AIM V bestickt. Die Platten wurden 24h im CO,-
Inkubator bei 37°C und einer CO,-Konzentration von 5% stimuliert (CO,-Incubator
MCO-19AIC, Sanyo, IL, USA) und die Uberstande am Folgetag nach
Plattenzentrifugation aliquotiert und zur spéateren Bestimmung der Zytokine IL-2, IL-4,
IL-6, IL-10, TNFa und IFN-gamma bei - 80°C eingefroren.

2.2.4.1. Cytometric Bead Array (CBA)

Das Cytometric Bead Array (CBA) ist eine Methode zur Quantifizierung von léslichen
Substanzen, wie Zytokinen aus Zelliberstand oder Serum. Fur jedes Zytokin gibt es
eine Population von Capture-Beads (Polymerkiigelchen) mit unterschiedlicher
Fluoreszenzintensitat. Der Zytokin- Capture Bead- Komplex bindet wiederum einen
spezifischen Detektionsantikbrper mit einer anderen Fluoreszenzintensitat. Das Prinzip

ahnelt dem oben beschriebenen ELISA, der Capture-Antikorper bindet jedoch nicht an
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einer Mikrotiterplatte, sondern ist an Polymerkigelchen (Beads) gekoppelt. Die
Messung erfolgt Uber die Durchflusszytometrie.
Fur die Zytokinbestimmung wurde das CBA-Kit ,Human Th1/Th2 Cytokine Kit II* der

Firma BD Biosciences; San Diego, USA, verwendet.

2.2.4.2. Bestandteile des CBA-Kits

e Human Cytokine Capture Beads, fur die jeweiligen 6 Interleukine spezifische

Capture Beads, je 0,8ml
e Cytometer Setup Beads, 1.5 ml
e Konjugierte Anti-Human- IL-2, IL-4, IL-6, IL-10, TNFa, und IFNy Antikorper
e Human-Zytokin Standards, lyophilisiert

e PE Detektionsreagenz, FITC Detektionsreagenz, konjugierte Antikdrper

e Waschpuffer, 130 ml PBS (phosphate buffered saline solution)

e Losungsmittel fur Zytokinstandard, 30ml, gepufferte Proteinlésung

e Anreicherungspuffer, 10 ml, ist mit den Capture Beads zu mischen, wenn Serum
oder Plasmaproben gemessen werden. Dieser Puffer wurde in dieser Arbeit nicht
bendtigt, da Stimulationsiberstdnde aus Zellkultur als Substrat werwendet

wurden.

2.2.3.3. Durchfuhrung des CBA

Zunachst wurde eine Verdinnungsreihe der Zytokinstandards von 5ng/ml bis 20pg/ml
erstellt. HierfGr wurde lyophilisierter humaner Th1/Th2 Zytokinstandard mit 200l
Losungsmittel fir Zytokinstandard rekonstituiert und nach Inkubation von 15 Minuten
ein Topstandard mit Lésungsmittel flr Zytokinstandard mit einer Konzentration von
5ng/ml hergestellt. Es folgte das Anlegen einer Verdinnungsreihe bis 1:256 und einer
Negativ-Kontrolle. Fur die Praparation der Studienproben wurden zuerst 50ul des
Mastermix aus je 10ul der einzelnen Capture Beads hergestellt. Danach wurden je 50ul
der Proben hinzupipettiert und fir 90min. im Dunkeln inkubiert. Nach Hinzugabe von je
50ul PE-Detektionsreagenz erfolgte eine erneute Inkubation fir 90min. Die Proben
wurden dann mit 1 ml Waschpuffer gewaschen und abzentrifugiert. Zum Messen

wurden nochmals 300ul Waschpuffer hinzugegeben.
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3.2.3.4. FACS-Analyse

Die Messung der gelésten Analyten erfolgte in einem "multiplexed, particle-based
immunoassay" mittels FACS ("fluorescence activated cell sorter”). Verwendet wurde
das Gerat BD FACSCalibur Flow Cytometer von BD Biosciences (Best.Nr.. XEUR
0067-02). Damit konnten die sechs Cytokine gleichzeitig aus einer kleinen
Probenmenge quantifiziert werden. Die FACS Analyse entspricht in der Funktionsweise
einer Durchflusszytometrie. Hierbei flieRen die Zellen durch einen Lichtstrahl und geben
in Abhangigkeit vom Zelltyp und der Probenmarkierung charakteristische Signale ab,
die mittels Photodetektoren nachgewiesen werden. Durch die Partikelgrof3e entsteht ein
Vorwartsstreulicht (FSC), durch die Granularitat bzw. Komplexitat ein Seitwartsstreulicht
(SSC) und die spezifische Fluoreszenz eine entsprechende Fluoreszenzintensitat.
Anhand dieser gemessenen Parameter sind unter Zuhilfenahme der BD CBA Analysis

Software die charakteristischen Verteilungen der Zellen reproduziert worden.

2.3. Psychometrische Erhebung

2.3.1. Der Tinnitusfragebogen nach Goebel und Hiller (TF)

Zur subjektiven Evaluation der Tinnitusbelastung, die sich aus vielen sich z.T.
gegenseitig beeinflussenden Faktoren zusammensetzt, existieren verschiedene
Fragebdgen, unter anderen hat der Tinnitusfragebogen nach Goebel und Hiller (1998)
eine breite wissenschaftliche Anerkennung. Er dient der Erfassung von emotionaler,
kognitiver und psychosozialer Belastung, Penetranz des Tinnitus, von Schlafstérungen,
Horproblemen und somatischen Beschwerden und wird diagnostisch, aber auch indirekt
zur Therapieevaluation verwendet. Der TF erlaubt eine Differenzierung des
Schweregrades der Tinnitusbelastung. Mittels Gesamtscores wird der globale
Belastungsgrad in leichte (bis 30 Punkte), mittlere (31-46 Punkte), schwere (47-59
Punkte) und sehr schwere Belastung (60—84 Punkte) eingeteilt. Desweiteren ist eine
Einteilung in kompensierten (<47 Punkte) und dekompensierten Tinnitus (47-84 Punkte)
moglich [181],[182]. Aufgrund der relativ geringen Patientenzahl erfolgte in der
vorliegenden Studie letztere Differenzierung. Die Reliabilitat dieses Testes und des
verwendeten Cutoff-Levels  wurden in zahlreichen Studien bestatigt
[183],[184],[185],[186]. Unter Anderem durch die Anwendung dieses Fragbogens wurde
klar, dass die schwere des Tinnitus mit der Belastung des resultierenden Stresses

korreliert.
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2.3.2 Messung von Stress - Der Perceived Stress Questionnaire (PSQ)

Um das Ausmald des Stresses zu beurteilen wurde der etablierte Perceived Stress
Questionnaire verwendet. Der 1993 von Levenstein et al. entwickelte und 2001 von
Fliege et al. ins Deutsche Ubersetzte PSQ misst den subjektiv empfundenen Stress,
unabhangig von einer spezifischen oder objektivierbaren Situation. Die Kklinische
Anwendbarkeit und Validitat wurden vielfach bewiesen [187],[179],[190]. In dieser
Studie wurde eine Version mit 30 Items verwendet. Auf einer 4-Punkte-Skala soll
angegeben werden, ob die Aussage fast nie, manchmal, oft oder normalerweise zutrifft.
Aus allen Items wird ein Stress-Score zwischen 0 und 1 errechnet [9], fur den
Gesamtscore hat sich ein cut-off von >0,45 flr mittelgeradigen bis schweren Stress als
sinnvoll erwiesen [191]. Zudem werden aus den Items vier Subskalen errechnet:
,Sorgen” erfasst Zukunftsangste, Besorgnis, Gefuhle der Einsamkeit, Verzweiflung und
Frustration. Die Skala ,Anspannung“ beinhaltet Items zu Unruhe, Erschopfung und Mangel
an Entspannung. Die dritte Skala ,Freude® erfragt Gefuihle von Kraft und Sicherheit, positive
Geflhle der Herausforderung Lebensfreude. Die Skala ,Anforderungen ermittelt
wahrgenommene externe Anforderungen wie Zeitnot, Termindruck und Uberlastung. Zur
besseren Anschaulichkeit wurden in der vorliegenden Arbeit alle PSQ- und PSQ-

Subscores mit 100 multipliziert.

2.3.3 Messung von Angstlichkeit - Generalized Anxiety Disorder (GAD7)

Der GAD-7-Fragebogen ist eine eindimensionale Skala zur Erfassung der Symptome
der Generalisierten Angsststorung entsprechend der DSM-IV-Klassifikation. Erfragt wird
die Beeintrachtigung durch verschiedene Zusténde in den vergangenen zwei Wochen.
Die sieben Items reichen von 0 (Uberhaupt nicht) bis 3 (beinahe jeden Tag), die Werte
aller Items ergeben addiert den Gesamtscore von 0 bis 21. Es wird in vier
Schweregerade unterschieden, der Cut-off fur generalisierte Angststorung von 10
Punkten enspricht einer Aufteilung der Schweregerade ,minimal oder keine
Angst‘/“leichte Angst* und ,moderate Angst‘/,schwere Angst‘. Die erfragten Symptome
wie Angst, Sorgen, Unruhe, Enspannungsschwierigkeiten und Reizbarkeit sind nicht
spezifisch fur die generalisierte Angststorung und allein ein Score Uber 10 erlaubt einen
Hinweis aber keine Diagnose einer solchen. Sie sind aber ein guter Indikator fir
Angstlichkeit und in dem Sinne furr erhohten Stress. Validiert wurde dieser Fragebogen

unter Anderem im Vergleich zum Angstfragebogen Hamilton Anxiety Scale (HAM-A)

49



(r=0.852, p<0.001), die Schweregerade korrelierten auch mit den Werten der WHO
Disability Scale (WHO-DAS-II) (F (3,208)=25.4, p<0.001) [192].

2.3.4. Messung von Depressivitat - Allgemeine Depressionsskala (ADS-L)

Die ADS-L ist die deutsche Version des weltweit eingesetzten Fragebogens CES-D
(Center for Epidemiological Studies Depression Scale). Sie wurde von Martin Hauziner
und Maja Bailer deutschen Verhaltnissen angepasst. Erfragt wird die Beeintrachtigung
durch depressive Stimmung, korperliche Beschwerden und negative Denkmuster in der
vergangenen Woche, fir die insgesamt 20 Items stehen vier Antwortmaoglichkeiten von
0 (selten oder Uberhaupt nicht) bis 3 (meistens, die ganze Zeit) zur Auswahl. Sie ist ein
zuverlassiges und validiertes Screeninginstrument bei Gruppen ohne psychiatrisch-
diagnostische Abklarung wie Allgemeinbevdlkerung und bei Patientengruppen mit
anderen psychiatrischen, psychosomatischen, neurologischen oder
allgemeinmedizinischen Erkrankungen [193]. Ein Gesamtscore >23 deutet auf eine
ernsthafte depressive Storung hin [194]. Zusatzlich zu der Screeningfunktion wird die
ADS-L bei Patienten mit bekannter Depression zur Krankheitsevaluation verwendet. Die
Hohe des ADS-Wertes sagt etwas Uber die Tiefe oder Schwere der depressiven
Symptomatik aus, entsprechend lassen Verlaufsverdnderungen des ADS-Wertes
(beispielsweise durch Behandlung) Ruckschlisse auf Veranderungen der depressiven

Beeintrachtigung zu.

2.3.5. Messung von Copingfahigkeit - COPE

Der von Carver et al. (1989) entwicklelte COPE Fragebogen enthélt in seiner jetzigen
Version 15 Subskalen mit insgesamt 60 Items zum Bewaltigungsverhalten [195].
Aufgrund der Vielzahl von auszufillenden Fragebtgen wurde in dieser Studie eine seit
1997 bestehende Kurzform, der Brief COPE, verwendet, der 28 Items enthalt
[196],[197]. Aus diesem wurden die Skalen ,ausweichen“ (evasive coping),
,unterstitzung suchen® (support coping), ,positiv denken“ (focus on positive) und
,aktive Problembewaltigung“ (active coping) errechnet. Der COPE hat gegenuber
anderen Coping-Skalen den Vorteil, auf dem Selbstregulationsmodell von Carver und
Scheier (1981) und dem oben beschriebenen transaktionalen Stressmodell von Lazarus
zu basieren. COPE wie auch Brief COPE sind vielfach validiert worden und werden
weltweit fur die Ermittlung der Copingfahigkeit bei verschiedensten Pathologien
eingesetzt [197],[198],[199],[200],[201].
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2.4. Statistische Auswertung

Die statistische Auswertung der Daten erfolgte mittels PASW Statistics 18 (SPSS).

Da die Werte groR3tenteils keiner Normalverteilung folgen, wurde der Mann-Whitney-U-Test
fur unverbundene Stichproben zum Vergleich der baseline-Werte und der Wilcoxon-Signed-
Ranks-Test fur verbundene Stichproben zum Vergleich der Parameter im Verlauf von
baseline (t0), t1 und follow-up (t2) angewendet. Zur Berechnung der Korrelationen wurde
Spearmans Rangkorrelationstest verwendet.

Das Signifikanzniveau wurde auf P<0,05 festgelegt und ist in den Tabellen, wenn
zutreffend, grafisch durch einen Stern, bzw. P<0,01 durch zwei Sterne gekennzeichnet.
Die Daten wurden als Minimum (Min.), Maximum (Max.), Mittelwert (MW),
Standardabweichung (SE) und die Korrelationen durch den Korrelationskoeffizienten (r)

dargestellt.
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3. Beschreibung der Ergebnisse

Die Gruppe A (TRT+) enthielt 11 Normalhérige (per Definition mit maximalem
Hoérverlust von 20dB), 2 Patienten mit rechts-, 4 mit links- und 29 mit beidseitigem
Horverlust. Der hdchste Horverlust ergab sich links bei 6kHz (M=40,2kHz; SE=24,2;
Range 5-110) und rechts bei 8kHz (M=33,6dB; SE=25,7; Range 0-90). Die Hohe des
mittleren Horverlustes korrelierte mit dem Alter der Patienten (r=0,55; P<0,01, N=44).
Nach Einteilung mittels TF stellten sich 11 TRT+-Patienten als dekompensiert und 36
als kompensiert dar. 18 Patienten der A-Gruppe waren laut PSQ-Score leicht oder gar
nicht gestresst wahrend 28 mittelgeradigen bis schweren Stress hatten.

In der Gruppe B (PMR) hatte 1 Patient einen rechtsseitigen, 2 einen linksseitigen und
30 einen beidseitigen Horverlust. 10 Patienten waren normalhdrig. Der héchste
Horverlust wurde bei beiden Seiten bei 8kHz erfasst (links: M=40,4dB; SE=24,6; Range
0-95), (rechts: M=37,9kHz; SE=23,4; Range 0-85). Der mittlere Horverlust korrelierte
auch bei den PMR-Patienten mit dem Alter (r=0,61; P<0,01, N=43)

Laut TF-score waren 12 der Patienten dekompensiert und 36 kompensiert. 22 lagen
unter dem cutoff-Level des PSQ wahrend 26 sich als mittelgeradig bis schwer gestresst

erwiesen. In der C-Gruppe (Kontrollen) lag dieses Verhaltnis bei 36 zu 10.
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Abb.4.: Gruppe A (Tinnitus & TRT+) Horverlust
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Abb.5.: Gruppe B (Tinnitus & PMR) Horverlust
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3.1 Baseline-Vergleich der Gruppen

3.1.1. Gruppe A (Tinnitus & TRT+)

3.1.1.1. Neuroimmunologische Parameter der Gruppen Avs. C
Die Konzentrationen von Kortisol und BDNF waren bei der A-Gruppe (TRT+) signifikant
vermindert, wahrend die der Zytokine IL-4, IL-6, IL-10, TNFa und IFNy signifikant hoher

waren als bei den Kontrollen, siehe auch Abb.6.

Abb.6.: neuroimmunologische Parameter bei t0, Gruppe A (TRT+) vs. Kontrollgruppe C

Gruppe | N Min. Max. MW SE
C 47 12,1 150,5 59,7 29,6
Kortisol ng/ml *
A 49 2,1 124,6 47,9 23,9
C 46 0,0 20,2 9,8 4,8
IL 2 ng/ml
A 49 6,4 20,7 11,6 3,0
C 46 0,0 740,1 145,1 157,4
IL 4 pg/ml *
A 49 9,0| 1619,2 2547 297,4
C 46 0.0 6,2 1,8 1,7
IL 6 ng/ml **
A 48 0,2 1,4 2,6 1,6
C 46 0,0 852,3 90,0 164,9
IL 10 pg/ml **
A 48 6,7 | 1005,6 191,8 231,0
C 46 0,0 10,1 2,9 2,4
TNFa ng/ml **
A 49 0,5 15,9 5,8 3,8
C 41 0,0 170,9 46,9 40,6
IFNy ng/ml **
A 42 13,3 278,4 119,3 87,5
C 49 0,0 1879,1 87,3 293,7
NGF pg/ml
A 48 0,0 11241 79,3 220,2
C 48 1,4 52 2,9 0,8
BDNF ng/ml *
A 47 0,9 4,5 25 0,7
C 46 39,9 1211,1 2743 199,7
SP pg/ml
A 44 26,2 431,6 206,6 110,2

Mann-Whitney-U-Test * p<0,05 ** p<0,01
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3.1.1.2. Psychometrische Parameter der Gruppen Avs. C
Signifikant bei den TRT+ Patienten erhoht war der ADSL-, GAD-7- und PSQ-Score
sowie die PSQ-Subskalen ,Sorgen“, ,Anspannung“ und ,Anforderung“, wahrend die

Subskala ,Freude” signifikant vermindert war, siehe auch Abbildung 7.

Abb.7.: psychometrische Parameter bei t0, Gruppe A (TRT+) vs. Kontrollgruppe C

Gruppe | N Min. Max. MwW SE |
C 47 26 74 54,8 12,9
Alter
A 49 18 67 47,0 11,8
C 46 4 70 30,9 16,9
PSQ**
A 46 13 93 48,8 16,5
PSQ C 46 0 87 25,2 22,0
Sorgen** A 46 0 100 48,3 21,4
PSQ C 46 0 80 33,9 22,3
Anspannung** | A 46 13 100 59,8 21,7
PSQ C 46 7 100 58,8 25,3
Freude* A 46 0 100 49,5 20,1
PSQ C 46 7 93 34,5 18,0
Anforderung** A 46 7 100 51,8 24,6
COPE C 46 6 18 11,3 2,7
EC A 46 6 20 12,4 34
COPE C 46 6 20 12,1 3,2
SC A 46 6 24 13,1 3,6
COPE C 46 6 24 14,1 4,0
FP A 46 6 22 13,0 3,9
COPE C 46 4 16 11,5 2,7
AC A 46 4 15 10,8 2,4
C 46 0 19 5,8 5,1
GADT7**
A 45 1 20 8,5 4,3
C 46 0 35 12,4 8,5
ADSL**
A 45 2 51 19,3 11,0

Mann-Whitney-U-Test * p<0,05 ** p<0,01
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3.1.2. Gruppe B (Tinnitus & PMR)

3.1.2.1. Neuroimmunologische Parameter der Gruppen B vs. C

Im Vergleich zu den Gesunden waren TNFa und IFNy bei der B-Gruppe (PMR)
signifkant erhoht.

Abb.8.: neuroimmunologische Parameter bei t0, Gruppe B (PMR) vs. Kontrollgruppe C

Gruppe | N | Min. Max. MW SE
C 47 12,1 150,5 59,7 29,6
Kortisol ng/ml
B 50 18,5 125,1 62,3 26,1
C 46 0,0 20,2 9,8 4,8
IL 2 ng/ml
B 50 0,0 21,0 11,3 4.3
C 46 0,0 740,1 145,1 157,4
IL 4 pg/ml
B 49 0,0| 1152,3 165,1 200,8
C 46 0,0 6.2 1,8 1,7
IL 6 ng/ml
B 49 0,1 7,9 1,8 1,7
C 46 0,0 852,3 90,0 164,9
IL 10 pg/ml
B 50 0,0 685,0 123,6 153,6
C 46 0,0 10,1 2,9 2,4
TNFa ng/ml *
B 50 0,0 12,8 4,1 3,0
C 41 0,0 170,9 46,9 40,6
IFNy ng/ml **
B 40 0,0 272,6 1111 83,5
C 49 0,0 1879,1 87,3 293,7
NGF pg/ml
B 48 0,0 1090,9 51,4 188,7
C 48 1,4 52 2,9 0,8
BDNF ng/ml
B 49 0,7 4,4 2,9 0,9
C 46 39,9 | 12111 2743 199,7
SP pg/ml
B 47 141,3| 2268,6 383,6 387,8

Mann-Whitney-U-Test * p<0,05 ** p<0,01
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3.1.2.2. Psychometrische Parameter der Gruppen B vs. C

Signifikant bei den PMR Patienten erhéht war der ADSL-, GAD-7- und PSQ-Score, die
COPE-Skala ,focus on positive sowie die PSQ-Subskalen ,,Sorgen®, ,Anspannung“ und
~2Anforderung® , wahrend die Subskala ,Freude” signifikant vermindert war, siehe auch
Abbildung 9.

Abb.9.: psychometrische Parameter bei t0, Gruppe B (PMR) vs. Kontrollgruppe C

Gruppe | N Min. Max. MwW SE
C 47 26 74 54,8 12,9
Alter
B 50 23 72 52,4 14,3
C 46 4 70 30,9 16,9
PSQ**
B 48 9 70 43,8 15,4
PSQ C 46 0 87 25,2 22,0
Sorgen** B 48 7 87 384 19,6
PSQ C 46 0 80 33,9 22,3
Anspannung** B 48 13 100 54,6 19,7
PSQ C 46 7 100 58,8 25,3
Freude* B 48 13 100 47,2 23,4
PSQ C 46 7 93 34,5 18,0
Anforderung** B 48 0 87 46,9 21,9
COPE C 46 6 18 11,3 2,7
EC B 48 6 20 11,5 34
COPE C 46 6 20 12,1 3,2
sC B 48 6 22 12,5 3,7
COPE C 46 6 24 141 4,0
FP* B 48 6 20 12,1 3,4
COPE C 46 4 16 11,5 2,7
AC B 48 4 16 10,9 3,0
C 46 0 19 5,8 5,1
GAD7**
B 48 0 16 7,4 3,7
C 46 0 35 12,4 8,5
ADSL*
B 48 1 33 16,9 8,7

Mann-Whitney-U-Test * p<0,05 ** p<0,01
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3.1.3. Vergleich der Gruppen Aund B

Der Vergleich der beiden Tinnitusgruppen A (TRT+) und B (PMR) ergab, dass die
Konzentrationen von Kortisol, Substanz P und BDNF bei der A-Gruppe signifikant
niedriger und IL-6, TNFa und NGF signifikant héher waren, siehe auch Abb.10

Abb.10.: Neuroimmunparameter bei t0, Gruppe A (TRT+) vs. Gruppe B (PMR)

Gruppe | N | Min. Max. MW SE
A 49 2,1 124,6 47,9 23,9
Kortisol ng/ml *
B 50 18,5 125,1 62,3 26,1
A 49 6,4 20,7 11,6 3,0
IL 2 ng/ml
B 50 0,0 21,0 11,3 4,3
A 49 9,0| 1619,2 254,7 297,4
IL 4 pg/ml
B 49 0,0| 1152,3 165,1 200,8
A 48 0,2 14,3 2,6 1,6
IL 6 ng/ml **
B 49 0,1 7,9 1,8 1,7
A 48 6,7 | 1005,6 191,8 231,0
IL 10 pg/ml
B 50 0,0 685,0 123,6 153,6
A 49 0,5 15,9 5,8 3,8
TNFa ng/ml *
B 50 0,0 12,8 4,1 3,0
A 42 13,3 278,4 119,3 87,5
IFNy ng/ml
B 40 0,0 272,6 1111 83,5
A 48 0,0 11241 79,3 220,2
NGF pg/ml *
B 48 0,0 1090,9 51,4 188,7
A 47 0,9 4,5 2,5 0,7
BDNF ng/ml *
B 49 0,7 4,4 2,9 0,9
A 44 26,2 431,6 206,6 110,2
SP pg/ml **
B 47 141,3| 2268,6 383,6 387,8

Mann-Whitney-U-Test * p<0,05 ** p<0,01
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Abb.11.: Neuroimmunparameter der Tinnitusgruppen A (TRT+) und B (PMR) vor

Intervention im Vergleich zur gesunden Kontrollgruppe C
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mm IL 6 ng/mi mm  BDNF ng/ml

mm IL 10 ng/ml B SPpg/ml
*p<0,05
**p<0,01
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Signifikante Unterschiede der psychometrisch ermittelten Daten fanden sich
ausschliel3lich bei der PSQ-Subskala ,Sorgen”

Abb.12.: psychometrische Parameter bei tO, Gruppe A (TRT+) vs. Gruppe B (PMR)

Gruppe | N Min. Max. MW SE
A 49 18 67 47,0 11,8
Alter
B 50 23 72 52,4 14,3
A 45 4 76 35,7 18,2
TF
B 48 5 69 32,5 16,9
A 46 13 93 48,8 16,5
PSQ
B 48 9 70 43,8 15,4
PSQ A 46 0 100 48,3 21,4
Sorgen* B 48 7 87 38,4 19,6
PSQ A 46 13 100 59,8 21,7
Anspannung B 48 13 100 54,6 19,7
PSQ A 46 0 100 49,5 20,1
Freude B 48 13 100 47,2 23,4
PSQ A 46 7 100 51,8 24,6
Anforderung B 48 0 87 46,9 21,9
COPE A 46 6 20 12,4 3,4
EC B 48 6 20 11,5 34
COPE A 46 6 24 13,1 3,6
sC B 48 6 22 12,5 3,7
COPE A 46 6 22 13,0 3,9
FP B 48 6 20 12,1 3,4
COPE A 46 4 15 10,8 2,4
AC B 48 4 16 10,9 3,0
A 45 1 20 8,5 4,3
GAD7
B 48 0 16 7,4 3,7
A 45 2 51 19,3 11,0
ADSL
B 48 1 33 16,9 8,7

Mann-Whitney-U-Test * p<0,05 ** p<0,01
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Abb.13.: Psychometrische Prameter der Tinnitusgruppen A (TRT+) und B (PMR)

vor Intervention im Vergleich zur gesunden Kontrollgruppe C

-~

yr N
Gruppe A Gruppe B

+100% +100%

+50%

+50%

Gruppe C 100% — 100%

-50% —- -50%

Bl Stress (PSQ gesamt) mm  Ausweichen (Cope EC)
B Sorgen (PSQ) s Unterstutzung suchen (Cope SC)
B Anspannung (PSQ) Positiv denken (Cope FP)
mm Freude (PSQ) pm  Aktive Problembewaltigung (Cope AC)
mm Anforderung (PSQ)
mm Angst (GAD7)
Bl Depression (ADSL)
*p<0,05
**p<0,01
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3.1.4. Neuroimmunologische Parameter bei kompensiertem vs. dekompensiertem

Tinnitus

Die 95 Patienten mit vollstandigem Tinnitus-Fragebogen wurden mittels cutoff-Level in
die Gruppen ,kompensiert’ und ,dekompensiert’ eingeteilt. Erstere bestand demnach
aus 70 Patienten, wahrend 23 Patienten mit einem TF-Score von Uber 46 Punkten die
Gruppe der dekompensierten bildete. Die Gruppen A und B in dieser Fragestellung
getrennt zu betrachten liel3 die geringe Anzahl der Dekompensierten nicht zu.

Es zeigten sich keine signifikanten Unterschiede in den neuroimmmunologischen
Parametern  zwischen den laut Tinnitusfragebogen  kompensierten und
dekompensierten Tinnituspatienten.

Bei Dekompensierten erhoht waren die PSQ Subskalen ,Freude® und ,Anforderung"
sowie COPE-Score ,focus on positive“, GAD-7- und ADSL-Wert (p<0,05).
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3.2. Korrelationen - baseline

3.2.1. Korrelation der neuroimmunologischen und psychometrischen Parameter

Die groRe Mehrheit der neuroimmunologischen Parameter korreliert innerhalb keiner
der Gruppen mit den psychometrisch erhobenen Daten. Bei den Gesunden (C-Gruppe)
korrelieren IL-2, IL-4, IL-6, IL-10, TNFa und IFNy mit der PSQ-Subskala ,Freude® und,
abgesehen von IL-2, negativ mit dem ADSL-Score. Die Anzahl der jeweils miteinander
verglichenen Stichproben und, bei zutreffender Signifikanz, die Korrelationskoeffizienten

r sind in den Abbildungen 14 bis 16 dargestellt.

Abb.14.: neuroimmunologische und psychometrische Parameter der Gruppe A
(Tinnitus & TRT+) zu tO

PSQ | PSQ | PSQ | PSQ | COPE | COPE | COPE | COPE
Sor. |Ansp. | Freu. | Anf. EC SC FP AC

Alter | TF | PSQ GAD7 | ADSL

Spearmans Rangkorrelationstest * p<0,05 ** p<0,01
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Abb.15.: neuroimmunologische und psychometrische Parameter der Gruppe B

(Tinnitus & PMR) zu t0

Aer | T | PSQ | Sor’ | ansp.| Fren. | Ant. | EC | SC | PP | AC |GAPT |ADSL
ns.| ns.| ns.| ns.| ns.| ns.| ns. n.s. n.s. n.s. n.s. ns.| ns.
ort 50 48 48 48 48 48 48 48 48 48 48 48 48
ns.| ns.| ns.| ns.| ns.| ns.| ns. n.s. n.s. n.s. ns.| ns.
2 50 48 48 48 48 48 48 48 48 48 48 48
ns.| ns.| ns.| ns.| ns.| ns.| ns. n.s. n.s. n.s. ns.| ns.
- 49 47 47 47 47 47 47 47 47 47 47 47 47
ns.| ns.| ns.| ns.| ns.| ns.| ns. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s n.s.
- 49 47 47 47 47 47 47 47 47 47 47 47 47
ns.| ns.| ns.| ns.| ns.| ns.| ns. n.s. n.s. n.s. ns.| ns.
10 50 48 48 48 48 48 48 48 48 48 48 48
ns.| ns.| ns.| ns.| ns.| ns.| ns. n.s. n.s. n.s. n.s. ns.| ns.

TNFa
50 48 48 48 48 48 48 48 48 48 48 48 48
ns.| ns.| ns.| ns.| ns.| ns.| ns. n.s. n.s. n.s. n.s. ns.| ns.
IR 40 38 38 38 38 38 38 38 38 38 38 38 38
ns.| ns.| ns.| ns.| ns.| ns.| ns. n.s. n.s. n.s. n.s. ns.| n.s.
NGF 48 46 46 46 46 46 46 46 46 46 46 46 46
ns.| ns.| ns. ns.| ns.| ns. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s.

BDNF
49 47 47 47 47 47 47 47 47 47 47
ns.| ns.| ns.| ns.| ns.| ns.| ns. n.s. n.s. n.s. n.s. ns.| ns.
SF 47 45 45 45 45 45 45 45 45 45 45 45 45

Spearmans Rangkorrelationstest * p<0,05 ** p<0,01
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Abb.16.: neuroimmunologische und psychometrische Parameter der gesunden

Kontrollgruppe C zu t0

ADSL

n.s.

44

n.s.

PSQ | PSQ | PSQ | PSQ | COPE | COPE | COPE | COPE
Alter | PSQ Sor. | Ansp. | Freu. | Anf. EC SC GADY
ns.| ns.| ns.| ns.| ns.| ns.| ns.| ns. n.s.
Kort.
45 44 44 44 44 44 44 44 44
L ns.| ns.| ns.| ns. ns.| ns.| ns. n.s.
44 43 43 43 43 43 43 43
L ns.| ns.| ns.| ns. ns.| ns.| ns.| ns.
44 43 43 43 43 43 43 43
L ns.| ns.| ns.| ns. ns.| ns.| ns.| ns.
44 43 43 43 43 43 43 43
ns.| ns.| ns.| ns. ns.| ns.| ns.| ns.
IL-10
44 43 43 43 43 43 43 43
ns.| ns.| ns.| ns. ns.| ns.| ns.| ns.
TNFa
44 43 43 43 43 43 43 43
ns.| ns.| ns.| ns. ns.| ns.| ns.| ns.
IFNy
40 41 41 41 41 41 41 41
ns.| ns.| ns.| ns.| ns.| ns.| ns.| ns.| ns.
NGF
47 46 46 46 46 46 46 46 46
ns.| ns.| ns.| ns.| ns.| ns.| ns.| ns.| ns.
BDNF
46 45 45 45 45 45 45 45 45
< ns.| ns.| ns.| ns.| ns.| ns. ns.| 412"
P
44 44 44 44 44 44 44 44

Spearmans Rangkorrelationstest * p<0,05 ** p<0,01
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3.2.2. Korrelationen innerhalb der Neuroimmunologischen Parameter

Bei jeder Gruppe korrelieren IL-2, IL-4, IL-6, IL-10 und TNFa in allen Kombinationen
miteinander. bei der Kontrollgruppe C stehen alle bestimmten Zytokine in Korrelation

zueinander.
Kortisol korrliert in der A-Gruppe (Tinnitus & TRT+) negativ mit IL-6 und in der C-
Gruppe positiv mit IFNy .

Abb.17.: Neuroimmunologische Parameter innerhalb der Gruppe A (TRT+) zu t0

IL-2 IL-4 IL-6 | IL-10 | TNFa | IFNy | NGF | BDNF | SP

Spearmans Rangkorrelationstest * p<0,05 ** p<0,01
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Abb.18.: Neuroimmunologische Parameter innerhalb der Gruppe B (PMR) zu t0

Kort. | IL-2 IL-4 IL-6 | IL-10 | TNFa | IFNy | NGF | BDNF | SP
1
Kort.
50
n.s. 1
IL-2
50 50
n.s.
IL-4
49
n.s.
IL-6
49
n.s.
IL-10
50
n.s.
TNFa
50
n.s. n.s. 1
IFNy
40 40 39
n.s. n.s. n.s.
NGF
48 48 47
n.s. n.s. n.s.
BDNF
49 49 48
n.s. n.s. n.s. n.s. n.s.
SP
47 47 47 46 47

Spearmans Rangkorrelationstest * p<0,05 ** p<0,01
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Abb.19.: Neuroimmunologische Parameter innerhalb der gesunden Gruppe C zu t0

Kort. | IL-2 IL-4 IL-6 | IL-10 | TNFa | IFNy | NGF | BDNF | SP

r 1
Kort.
N 47
r n.s. 1

IL-2

IL-4

IL-6

IL-10

IFNy
r n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. 1
NGF
N 47| 46| 46| 46| 46| 46| 41| 49
r n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. 1
BDNF
N 46| 45| 45| 45| 45| 45| 40| 48| 48
sp r n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. 1
N 44| 43| 43| 43| 43| 43 46| 45| 46

Spearmans Rangkorrelationstest * p<0,05 ** p<0,01

3.2.3. Korrelationen innerhalb der Psychometrischen Parameter

Bei den Kontrollprobanden (Gruppe C) korrelieren, von den COPE-Scores abgesehen,
alle Fragebogenscores miteinander. Die beiden Tinnitusgruppen unterscheiden sich
hiervon dahingehend, dass PSQ-,Anforderungen® bei der Gruppe A (TRT+) nicht mit
dem ADSL-Score und bei Gruppe B (PMR) nicht mit ADSL-, GAD-7- und PSQ-,Freude”
korreliert. Bei beiden Tinnitusgruppen besteht ein Zusammenhang zwischen dem TF-
Score und GAD-7- sowie ADSL-Score, TF-und PSQ-Werte zeigen dagegen keine
Korrelation. Bei Gruppe A korreliert TF zudem mit PSQ-,Anspannung®, bei Gruppe B
mit PSQ-“Sorgen“ und —,Freude®. Siehe auch Abb. 20-22.
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Abb.20.: psychometrische Parameter innerhalb der Gruppe A (TRT+) zu tO

Alter

TF

PSQ

PSQ
Sor.

PSQ
Ansp.

PSQ
Freu.

PSQ
Anf.

COPE
EC

COPE
SC

COPE
FP

COPE
AC

GAD7

ADSL

Spearmans Rangkorrelationstest * p<0,05 ** p<0,01
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Abb.21.:

psychometrische Parameter innerhalb der Gruppe B (PMR) zu tO

Alter

TF

PSQ

PSQ
Sor.

PSQ
Ansp.

PSQ
Freu.

PSQ
Anf.

COPE
EC

COPE
SC

COPE
FP

COPE
AC

GAD7

ADSL

Alter

50

TF

PSQ

PSQ
Sor.

n.s.

PSQ
Ansp.

PSQ
Freu.

PSQ
Anf.

COPE
EC

COPE
SC

COPE
FP

COPE
AC

GAD7

ADSL

Spearmans Rangkorrelationstest * p<0,05 ** p<0,01
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Abb.22.:

psychometrische Parameter innerhalb der gesunden Kontrollgruppe C zu t0

Alter

PSQ

PSQ
Sor.

PSQ
Ansp.

PSQ
Freu.

PSQ
Anf.

COPE
EC

COPE
SC

COPE
FP

COPE
AC

GAD7

ADSL

Alter

N 47

PSQ

r n.s.

PSQ
Sor.

PSQ
Ansp.

PSQ
Freu.

PSQ
Anf.

COPE
EC

COPE
SC

COPE
FP

COPE
AC

GAD7

ADSL

Spearmans Rangkorrelationstest * p<0,05 ** p<0,01
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3.3. Korrelationen — postinterventionell und follow up

3.3.1. Korrelation der neuroimmunologischen und psychometrischen Parameter
Auch zum Zeitpunkt der follow-up-Untersuchung (t2 bei der TRT+-Gruppe A) bzw.
postinterventionell (t1 bei der PMR-Gruppe B) korrelieren die meisten Blutwerte nicht
mit Psychometrischen Daten. Im Vergleich zu tO korreliert bei Gruppe A (TRT+) die
Kortisolkonzentration mit PSQ-,Sorgen” und bei B (PMR) IL-2 mit dem TF-Score. Siehe
Abb. 23 und 24.

Abb.23.: neuroimmunologische und psychometrische Parameter der Gruppe A (TRT+)

zu t2 (follow-up)

PSQ | PSQ | PSQ | PSQ | COPE | COPE | COPE | COPE
Sor. |Ansp. | Freu. | Anf. EC SC FP AC

Alter | TF | PSQ GAD7 | ADSL

Spearmans Rangkorrelationstest * p<0,05 ** p<0,01
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Abb.24.: neuroimmunologische und psychometrische Parameter der Gruppe B(PMR)

zu t1 (postinterventionell)

ater | TE | PSQ | 'S0 | ol | Fren | At | EC | SC | Fp | AC |CGADT |ADSL
ns.| ns.| ns.| ns.| ns.| ns.| ns. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s.| n.s.
ort N 42 39 39 39 39 39 39 39 39 39 39 39 38
n.s. ns.| ns.| ns.| ns.| ns. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s.| n.s.
2 N 40 37 37 37 37 37 37 37 37 37 37 36
n.s. ns.| ns.| ns.| ns.| ns. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s.| n.s.
4 N 40 36 36 36 36 36 36 36 36 36 36 36 35
ns.| ns.| ns.| ns.| ns.| ns.| ns. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s.| n.s.
o N 42 39 39 39 39 39 39 39 39 39 39 39 38
ns.| ns.| ns.| ns.| ns.| ns.| ns. n.s. n.s. n.s. n.s. ns.| n.s.
10 N 41 37 37 37 37 37 37 37 37 37 37 37 36
ns.| ns.| ns.| ns.| ns.| ns.| ns. n.s. n.s. n.s. n.s. ns.| n.s.
TNFa
N 42 39 39 39 39 39 39 39 39 39 39 39 38
ns.| ns.| ns.| ns.| ns.| ns.| ns. n.s. n.s. n.s. n.s. ns.| n.s.
Y N 34 31 31 31 31 31 31 31 31 31 31 31 30
ns.| ns.| ns.| ns.| ns.| ns.| ns. n.s. n.s. n.s. n.s. ns.| n.s.
NGF N 40 37 37 37 37 37 37 37 37 37 37 37 36
ns.| ns.| ns.| ns.| ns.| ns.| ns. n.s. n.s. n.s. n.s. ns.| n.s.
BDNF
N 40 37 37 37 37 37 37 37 37 37 37 37 36
ns.| ns.| ns.| ns.| ns.| ns.| ns. n.s. n.s. n.s. n.s. ns.| n.s.
SP N 39 37 37 37 37 37 37 37 37 37 37 37 36
Spearmans Rangkorrelationstest * p<0,05 ** p<0,01
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3.3.2. Korrelationen innerhalb der Neuroimmunologischen Parameter

Im Vergleich zu den Messungen vor der Therapie sind die meisten Korrelationen
unverandert. Bei Gruppe A (TRT+) korreliert zu t2 zudem IFNy mit IL-2, wahrend
Kortisol nicht mit IL-6, stattdessen aber mit IFNy korreliert. Nach der Therapie korreliert

bei den PMR-Patienten ebenfalls IFNy und IL-2.

Abb.25.: neuroimmunologische Parameter innerhalb der Gruppe A (TRT+)

zu t2 (follow-up)

Kort. IL-2 IL-4 IL-6 | IL-10 | TNFa | IFNy NGF | BDNF| SP
r 1
Kort.
N 43
r n.s. 1
IL-2
N 42 42
IL-4
IL-6
IL-10
TNFa
IFN !
Y
35
n.s. 1
NGF
39 33 41
n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. 1
BDNF
41 41 41 41 40 34 41 42
n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. 1
SP
40 40 40 40 39 40 41 41

Spearmans Rangkorrelationstest * p<0,05 ** p<0,01
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Abb.26.: neuroimmunologische Parameter innerhalb der Gruppe B (PMR)

zu t1 (postinterventionell)

Kort. IL-2 IL-4 IL-6 IL-10 | TNFa | IFNy | NGF | BDNF | SP
r 1
Kort.
N 42
r n.s. 1
IL-2
IL-4
IL-6
IL-10
TNFa
IFN !
N
34
n.s. 1
NGF
32 40
n.s. 1
BDNF
40 40
n.s. n.s. n.s. 1
SP
31 39 39 39

Spearmans Rangkorrelationstest * p<0,05 ** p<0,01
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3.4. Therapieeffekte im Verlauf

3.4.1. Effekte der TRT+

3.4.1.1. Effekt der TRT+ auf psychometrische Parameter

Eine signifikante Verminderung der Gesamtscores der vier Fragebdgen TF, PSQ,
GAD7 und ADSL wurde zu t1 sowie zu t2 beobachtet, an Subkategorien des PSQ
verringerten sich langfristig nur ,Sorgen“ und ,Anspannung®, siehe Abb.27.

Von t0 zu t1 verringerte sich auch der Wert ,Ausweichendes Coping“, der im

Langzeitvergleich zu t2 keine signifikante Veranderung zeigte, siehe Abb.28.

Abb.27.: psychometrischer Verlauf der Gruppe A (TRT+)

(0] t1 tOvs. t1 t2 tOvs. t2
N MW SE N MW SE p N MW SE p
TF 45| 357| 182 46| 27,8 17,0 43| 28,8| 18,8
PSQ 46| 48,8| 16,5 47| 423 19,0 43| 40,3| 18,2

PSQ Sorgen 46| 483 214| 47| 398 226 <001 43] 378 207 <001
PSQ Anspannung 46| 598 21,7| 47| 467 239| <001| 43| 432] 242| <001
PSQ Freude 46| 495| 201| 47| 515 252 43| 534| 239 n.s.
PSQ Anforderung 46| 51,8| 24,6 47| 455| 224 43| 452| 233 n.s.
COPE EC 46| 124| 34| 47 115 31 43| 118] 30 n.s.
COPE SC 46 131] 36| 47| 135 34 ns.| 43] 138] 37 n.s.
COPE FP 46| 130| 39| 47] 133 38 ns.| 43] 138] 40 n.s.
COPE AC 46| 108| 24| 47| 113 26 ns.| 43] 112] 22 n.s.

GAD7 45 8,5 4,3 47 7,0 4,9 43 6,0 3,2
ADSL 45| 193] 11,0 46| 12,1 10,3 42| 15,4 10,0

Wilcoxon-Signed-Ranks-Test
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3.4.1.2. Effekt der TRT+ auf neuroimmunologische Parameter

Die Kortisolkonzentration von t0 (MW= 47,89; SE=23,87) zeigte nach der Therapie zu t1
(MW= 59,1+-30,9ng/ml) eine signifikante mittlere Zunahme (p<0,05), die sich bis zur
follow-up-Untersuchung bei t2 (MW t2= 69,9+-38,61ng/ml) im Mittel um weitere 10,8
ng/ml fortsetzte (p<0,05). Von Beginn der Therapie bis zu t2 stieg die mittlere
Kortisolkonzentration um 45,96% (p<0,01).

Fur alle weiteren immunologischen Parameter konnten keine signifikanten

Veranderungen nachgewiesen werden. Siehe auch Abb.28.

Abb.28: neuroimmunologischer Verlauf innerhalb der Gruppe A (TRT+)

{0 t1 t0 vs. tl 2 t0 vs. t2
N | mw | se | N | mw | sE P N | mw | sE p

Kortisol ngimi| 49| 479] 239| 46| 59.1] 309| <005 43| e99] s86| <001
IL-2 ng/ml 49 11,6 3,0 47 11,5 3,5 n.s. 42 12,0 3,8 n.s.
IL-4 pgimi| 48| 226.2| 223.4| 45| 219.2| 2245 ns.| 41| 201,9] 1891 n.s.
IL-6 ng/ml 46 2,6 1,6 45 2,7 1,8 n.s. 42 3,2 2,2 n.s.
IL-10 pgimi| 47| 1745] 1995| 41| 117,0| 12838 ns.| 40| 1472| 156,1 n.s.
TNFa ngm | 49| 58| 38| 46| 55| 38 ns.| 41| 50| 33 n.s.
IFNy ng/ml | 42| 1103| 875| 39| 1264| 829 ns.| 35| 1181 86,8 n.s.
NGF pgmi| 48| 793| 2202 46| 03| 2204 ns.| 41| o911 2413 n.s.
BDNF ngm | 47| 25| o7| 45| 27| o7 ns.| 42| 27| o7 n.s.
sp pgiml| 44| 206,6] 1102| 45| 2012 1102 ns.| 42| 1955| 1215 ns.

Wilcoxon-Signed-Ranks-Test
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3.4.2. Effekte der PMR

3.4.2.1. Effekt der PMR auf Psychometrische Parameter

Die bei der Gruppe B durchgefiihrte PMR bewirkte eine signifikante Verminderung der
Scores der Fragebogen TF, PSQ, und ADSL und der Subkategorien des PSQ ,Sorgen”
><Anspannung®, und ,Anforderung®, siehe Abb.29.

Abb.29.: psychometrischer Verlauf innerhalb der Gruppe B (PMR)

t0 t1 t0 vs. t1
N | mw | se | N | Mmw | sE p
TF 48| 325 169| 39| 310 207
PSQ 48] 438] 154| 39| 347] 170
PSQ Sorgen 48| 384 196| 39| 327] 203 <005

PSQ Anspannung 48 54,6 19,7 39 41,1 19,0

PSQ Freude 48 47,2 23,4 39 53,7 24,9 n.s.

PSQ Anforderung 48| 46,9| 219 39| 395| 199

COPE EC 48 11,5 34 39 11,0 3,1 n.s.

COPE SC 48 12,5 3,7 39 12,1 3,7 n.s.

COPE FP 48 12,1 3.4 39 12,7 3,5 n.s.

COPE AC 48 10,9 3,0 39 11,0 3,3 n.s.

GAD7 48 7,4 3,7 39 5,8 3,6 n.s.

ADSL 48] 169 87| 38| 146 11,1|05005

Wilcoxon-Signed-Ranks-Test
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3.4.2.2. Effekt der PMR auf Neuroimmunologische Parameter
IL-2 nahm von t0 zu t1 von 11,3 +-4,3 ng/ml auf 11,9+-4,6 ng/ml zu. Es wurden keine

weiteren signifikanten Veranderungen im Verlauf beobachtet. Siehe auch Abb.30.

Abb.30.: neuroimmunologischer Verlauf innerhalb der Gruppe B (PMR)

t0 t1 tOvs. t1
N MW SE N MW SE p

Kortisol ng/ml 50| 62,3| 26,1 42| 57,8| 225 n.s.
IL-2 ngm| 50| 113] 43| 40| 119] 46| lNS005)
IL-4 pg/ml 48| 144,5| 1415 37| 145,6| 140,9 n.s.
IL-6 ng/ml 49 1,8 1,7 42 2,1 2,2 n.s.
IL-10 pg/ml 49| 112,2| 131,8 37| 108,4| 138,5 n.s.
TNFa ng/ml 50 4,1 3,0 42 4,3 3,1 n.s.
IFNy ng/ml 40| 1111 83,5 34| 1144 89,1 n.s.
NGF pg/ml 48| 51,4| 188,7 41| 18,4 735 n.s.
BDNF ng/ml 49 2,9 0,9 41 2,9 0,8 n.s.
SP pg/ml 45| 308,7 | 144,0 38| 281,5| 109,6 n.s.

Wilcoxon-Signed-Ranks-Test
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4. Diskussion

4.1. Interpretation der Ergebnisse

4.1.1. Erkenntnisse tber das Krankheitsgeschehen bei Tinnitus

4.1.1.1. Psychometrische Veranderungen bei Tinnitus

Die vorliegenden psychometrischen Ergebnisse decken sich mit der bereits erlauterten
Studienlage Uber die Belastung und das Stressempfinden von Tinnituspatienten. Dabei
sind nicht nur die Patienten schwer belastet, fir die eine intensive TRT+ unumganglich
erschien, sondern auch solche, bei denen das Erlernen eines Entspannungsverfahrens
als ausreichende Therapie erachtet wurde. Zwischen diesen beiden Gruppen A und B
bestanden nur geringflgige Differenzen der Psychometriescores; lediglich die PSQ-
Subskala ,Sorgen” war bei der PMR-Gruppe B signifikant niedriger. Moglicherweise hat
diese Manifestation von Stress einen Einfluss auf die Entscheidung des Patienten
und/oder die Einschatzung des Therapeuten, welche Intensitat von Therapie
erforderlich ist. Verglichen mit den Kontrollen zeigt die B-Gruppe (PMR) in allen
weiteren psychometrischen Parametern ein sehr ahnliches Belastungsprofil wie die A-
Gruppe (TRT+). Eine erhohte psychische Komorbiditat bei Tinnitus im Sinne von
Depressivitat und Angst konnte bestatigt werden. Die vorliegende Studie zeigt
ebenfalls, dass ,Sorgen“ und ,Anspannung‘, die als interne Belastungsfaktoren
betrachtet werden kdnnen, sowie auch ,Anforderung“, welche externe Stressoren
reprasentiert, bei Tinnituspatienten signifikant erhéht sind und dass von Tinnitus

betroffene Menschen eine deutlich geringere Lebensfreude verspihren.

4.1.1.2. Neuroimunologischer Status der Gruppe B

Wenn auch die psychometrischen Parameter der Gruppen A und B, abgesehen vom
PSQ-Subscore ,Sorgen®, kaum Unterschiede zeigen, spiegelt sich der unterschiedliche
Therapiebedarf durchaus in den Laborparametern wieder. Die Kortisolkonzentration der
Gruppe-B-Patienten unterscheidet sich nicht signifikant von der der Gesunden, ist aber
tendenziell leicht erhdoht. Da bekannt ist, dass chronischer Stress bei anderen lang
andauernden Erkrankungen wie PTSD, Chronic Fatigue Syndrom oder Fibromyalgie die
Serumkortisolkonzentration verringert [57], und bei schwer belasteten Tinnituspatienten

der morgentliche Kortisol-Peak verringert ist, ist es mdglich, dass die Patienten der B-
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Gruppe im Durchschnitt nicht chronisch gestresst sind, sondern sich unter ihnen
vermehrt Menschen im akuten Stresszustand befinden. Die Psychometrie zeigt eine
erhebliche Stressbelastung der B-Gruppe auf. Akuter Stress kann mit einer vermehrten
Kortisolausschuttung einhergehen. Zudem sind bei der B- im Vergleich zur der
gesunden C-Gruppe IFNy und TNFa signifikant erhoht, laut Matalka et al. (2003) ist ein
Anstieg dieser beiden TH1-Zytokine, neben einer Leukozytose und voriubergehenden
Erhéhung von CD8+ und NK-Zellen, eine typische Reaktion auf kurz andauernden
Stress, wahrend die Th2-Zytokine IL-10 und IL-4 keine Veranderung zeigen [202].

Diese Beobachtung Uberrascht von daher, dass die B-Patienten durchaus unter
chronischem Tinnitus leiden und laut PSQ grof3tenteils erheblich gestresst waren. So
waren endokrine Veranderungen entsprechend chronischen Stresses anzunehmen
gewesen, die B-Gruppe weist aber ein typisches Profil von akutem Stress auf. Gegen
eine schwere Dekompensation spricht auch der geringere Behandlungsbedarf.
Betrachtet man den chronischen Tinnitus und seine sich gegenseitig verstarkende
Wechselwirkung mit psychischem Stress als progredient verlaufende Abwartsspirale, so
scheint sich unsere B-Gruppe weiter am Anfang dieser Tinnitus-Stress-Kaskade zu
befinden. In diesem Stadium scheint sich das Morgenkortisol und die
proinflammatorischen Zytokine IL-6 und IL-10 noch nicht wesentlich verandert zu
haben, und ein TH2-Shift noch nicht statt zu finden. Die Patienten fuhlen sich dennoch
gestresst, haben auch mehr Angst und Depressionssymptome und suchen Hilfe zur
Stressreduktion. Depressive Symptome bestehen zwar (siehe ADSL-Scores), es
scheinen allerdings noch keine manifesten Depressionen zu bestehen, die laut einer
Metaanalyse von Dowlati et al. mit IL-6-Erh6éhungen einhergehen wirden [203].
Interessanterweise ist dagegen TNFa depressionstypisch erhdoht. Auch IFNy ist bei der
B-Gruppe erhoht und in einer klinischen Studie entwickelten 45% der mit IFN
therapierten Patienten eine depressive Symptomatik die sich nach Therapieende
zurlUckbildete [204].

Zusammenfassend lasst sich das Zytokinprofil der B-Gruppe als aktivierten Zustand
beschreiben, der dem des akuten Stresses ahnelt, aber viele Veranderungen nicht

aufweist, die bei Patienten mit schwerem Behandlungsbedarf zu beobachten sind.

Bei Chronischem Tinnitus scheint TNFa dauerhaft erhdht zu sein, und das bereits in
einem Stadium, in dem andere neuroendokrine Veranderungen noch nicht

stattgefunden haben. hier kdnnte sich der Pathomechanismus fiir die haufige affektive
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Komorbiditat bei Tinnitus verbergen. In der vorliegenden Studie erbrachte eine
erfolgreiche Reduktion der Stresswahrnehmung mittels PMR keine signifikante
Senkung von TNFa, obwohl auch Angst und Depressivitat gesenkt wurden. Bei einer
Studie von Weber et al. wurde dagegen eine TNFa-Abnahme nach 10-wdchigem
Relaxationstraining beobachtet [169]. Moglicherweise befanden sich diese 26
untersuchten Patienten in einer noch friheren Ebene der Tinnitus-Stress-Kaskade und
es ware ein Teil des Chronifizierungsgeschehens, dass sich die Zytokinverschiebungen
im Sinne eines immunologischen Gedachtnisses nicht mehr entgegengesetzt
beeinflussen lie3en. Eine langerfristige TNFa-Erh6hung ohne entsprechende Infektion
als Ursache stellt jedenfalls eine ernstzunehmende Schieflage des zellularen
Immunsystems dar. Physiologisch liegt ein TNFa-Anstieg nur wahrend akutem Stress
vor, der definitionsgemald voribergehend und kurzzeitig auftritt. Es spielt jedoch im
Krankheitsgeschehen zahlreicher langfristiger Erkrankungen wie Dbeispielsweise
M.Crohn, chronischer Polyarthritis, Psoriasis und Alzheimer [205] eine zentrale Rolle,
fordert die Insulinresistenz bei Diabetis Mellitus [206] und die Osteoklastenaktivitét
[207], was zu Osteoporose fihren kann, und verstarkt entztindliche Prozesse und TH-2-
Shift zugunsten IL-6 und IL-10 [208]. Auch in der vorliegenden Studie korreliert TNFa in
allen Gruppen mit den Interleukinen 2,4,6 und 10. In Gruppe A korreliert es zudem
positiv mit dem Alter der Patienten. Da es zudem mit typischen Erkrankungen des
hohen Alters in Verbindung gebracht wurde, kénnte man von einer beschleunigten
endokrinologischen Alterung durch Tinnitus sprechen. Da TNFa bereits in der leicht
belasteten B-Gruppe erhoht ist und in der A-Gruppe signifikant noch hoher liegt, bei der
dann auch die im folgenden diskutierten weiteren Veranderungen auftreten, lasst sich
vermuten, dass dieses Zytokin auch beim fortschreiten der Tinnitus-Stress-Kaskade
eine bedeutende Rolle spielt. Hier kénnte sich ein neuer Therapeutischer Ansatz
erschliefen. TNFa-Antagonisten werden seit Uber 15 Jahren zur Behandlung oben
genannter entzindlicher Erkrankungen eingesetzt [209] und die vorliegende Studie
zeigt, dass auch chronisch-dekompensiertem Tinnitus eine entzindliche Komponente

beinhaltet.
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4.1.1.3. Neuroimunologischer Status der Gruppe A

Die A-Gruppe (TRT+) zeigt sowohl im Gegensatz zu den Gesunden als auch zur
Gruppe B eine deutlich verminderte Morgenkortisolkonzentration, wie sie auch bei
PTSD [210], chronic fatigue syndrome, Fibromyalgie, Rheumatoider Arthritis und
Asthma [211] zu beobachten ist. Hier muss zwischen Ursache und Wirkung
unterschieden werden. Bei Asthma wurde eine Th2-Zytokin-vermittelte eosinophile
Entzindung als urséchlicher Pathomechanismus identifiziert. [212] Und auch
autoimmune Erkrankungen scheinen eher durch Uberschielende Immunreaktion
aufgrund von Kortisolmangel mitbedingt zu sein, obwohl die Krankheit selbst durch
chronischen Stress den Hypokortisolismus weiter verstarken kann. Der PTSD dagegen
liegt individuell eine definitive Ursache in Form eines stressvollen Events zugrunde und
auch bei Tinnitus ist der Hauptstressor klar zu identifizieren. Zudem kommt, dass, wie
die B-Gruppe (PMR) der vorliegenden Studie zeigt, nicht alle Tinnituspatienten einen
Kortisolmangel aufweisen, sondern sich dieser erst in der fortgeschrittenen Tinnitus-
Stress-Kaskade manifestiert. An diesem spateren Punkt sind auch die Zytokine IL-4, IL-
6 und IL-10 im Vergleich zu den Kontrollen signifikant erhéht, was einem bei
chronischem Stress typischen TH-2-Shift entsprechen konnte.

Allerdings sind die TH-1-Zytokine TNFa und IFNy nicht TH-2-Shift-typisch vermindert,
sondern, im Gegenteil, signifikant erhdht. Hier zeigt sich eine Parallele zur Depression,
die sich bereits in der B-Gruppe andeutete. Im Vergleich zu dieser liegt TNFa bei der A-
Gruppe sogar noch hoher, die Manifestation eines depressionsartigen Zustandes ist
scheinbar weiter fortgeschritten.

Der Verdacht, dass es wie bei Depression als auch bei chronischem Stress im
Tiermodell auch bei Tinnitus zu einem BDNF-Mangel kommen kann, hat sich in der
vorliegenden Studie bestatigt. Wahrend die B-Gruppe diesbeziglich keine
Veranderungen zeigte, wies die A-Gruppe eine erhebliche und signifikante
Verminderung von BDNF im Serum auf. Dies konnte darauf hinweisen, dass es bei
Tinnitus &hnliche neurologische Veranderunungen wie bei Depression gibt. Wie es zum
BDNF-Mangel kommt, ist fur Tinnitus unbekannt. Theoretisch kommt der gleiche
Pathomechanismus wie bei chronischem Stress in Frage. Stress fuhrt zu einer
Glutamatausschittung z.B. In Frontalhirn [213] und Amygdala [214] und auch zur
Aktivierung von Glutamat-NMDA-Rezeptoren im Hippocampus [90],[89]. Glutamat
stimuliert CA3-Neurone des Hippocampus, nach langerfristiger Stimulation wirkt es

jedoch neurotoxisch und fuhrte bei Ratten zu einer Abnahme des
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Hippocampusvolumens [91], also der Struktur, die maf3geblich fir BDNF-Ausschuttung
verantwortlich ist und die hochste Kortisolkonzentration und Dichte an Mineral- und
Glukokortikoidrezeptoren aller ZNS-Strukturen aufweist [45],[63]. Der BDNF-
Verminderung koénnte also eine Hippocampusschadigung oder sogar -atrophie
zugrunde liegen. Es sollte in weiteren Studien tUberpriuft werden ob Tinnitus tatséchlich
zu derartigen degenerativen Effekten fuhrt. Sollte sich dieser dringende Verdacht
bestdtigen, ware es sinnvoll, diese bei Betroffenen frihzeitig zu erkennen und
entsprechende Interventionen einzuleiten. Eine Atrophie von Teilen des Limbischen
Systems konnte Verbesserungschancen bei Tinnitus erheblich mindern, da dieses
sowohl in der Stressbewertung im Sinne von Lazarus [42], als auch der Modulation der
Tinnituswahrnehmung [4] und der Reorganisation beim Tinnitus-Retraining eine
zentrale Rolle spielt. Ein weiterer mdglicher Verursacher der BDNF-Reduktion kénnte in
der durch den beobachteten Hypokortisolismus bedingten Kortisol-Unterstimulation
liegen. Datson et al. zeigten bereits 2001, dass 70-100 Gene im Hippocampus je nach
Kortisolkonzentration unterschiedlich stark exprimiert werden [48], die Wirkungsweise
dieser Gene und die mit ihnen verbundenen Mechanismen sind trotz intensivierter
Forschung in diesem Gebiet noch grof3tenteils unklar. Da sich aber abzeichnet, dass
Kortison einen Schlisselregulator der neuronalen Plastizitat bei Stress darstellt, und
das Hippocampus dessen Hauptziel im ZNS ist [215], ist anzunehmen, dass
Hypokortisolismus und Kortisolrezeptor-Downregulation, wie sie ja physiologisch nicht
auftreten, erhebliche genomische wie auch nichtgenomische Effekte am Hippocampus
auslosen kénnen und Uber diese eine Hauptrolle im Pathomechanismus chronischer
Stresserkrankungen spielen. In diesem Sinne ware eine Kortisolsubstitutionstherapie
denkbar, sobald das Stadium des Hypokortisolismus auftritt.

Ein weiterer denkbarer Mechanismus kénnte ein bislang unbekanntes negatives
Feedback sein. BDNF verstarkt die glutamaterge synaptische Ubertragungsrate in
Hippocampus-Zellkulturen [99]. Wenn die glutamaterge Stimulation ein neurotoxisches
Level erreicht ware eine verminderte BDNF-Ausschittung oder auch eine verminderte
ACTH/CRH-Produktion als eine Art Schutzreflex denkbar.

Auch wenn noch keine medikamentdse Therapie fur das dekompensierte Stadium des
Hypokortisolismus existiert wie auch eine Kortisolsubstitution in diesem Stadium
unerprobt ist, erscheint die routinemaRige Bestimmung des Morgenkortisollevels bei
Tinnituspatienten aus verschiedenen Grinden denkbar sinnvoll. Zum einen gibt es

Auskunft Uber den aktuellen Stand des Patienten in der Stress-Tinnitus-
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Chronifizierungskaskade. Da ein verminderter Kortisolspiegel parallel zu der BDNF-
Verminderung bei Gruppe A, jedoch nicht bei Gruppe B auftrat, konnte es Hinweise auf
einen ebenfalls bestehenden BDNF-Mangel liefern, der wie bereits erwahnt, friihzeitig
erkannt werden sollte. Im  Vergleich zur BDNF-Bestimmung ist die
Kortisolquantifizierung kostengunstiger, in weitaus mehr Studien erprobt und durch die
Moglichkeit der Speichelmessung nichtinvasiv. Eine hohe Therapiebedurftigkeit ging in
der vorliegenden Studie signifikant mit verringerter Kortisolkonzentration einher. Eine
Korrelation zu den erhobenen Psychometrischen Daten besteht fir Kortisol nicht, es
liefert also Informationen, die nicht psychometrisch zu ermitteln sind. Zum anderen
kbnnte es die Verlaufskontrolle verbessern, also sowohl Verschlechterung des
Zustands und endokrine Erschopfung anzeigen als auch zur Beurteilung von
Therapieerfolgen dienen, wie am Beispiel der A-Gruppe nach TRT+ zu erkennen. Bei
Chronischer Depression geht Hypokortisolismus mit erheblich erhéhten Ruckfallquoten
einher [216]. Da viele Parallelen zur Depression aufgezeigt wurden, wére es moglich,
dass diese pradiktive Komponente auch fur Tinnitus zutrifft.

Interessant ist, dass die durchgefihrte TRT+ einen erheblichen Effekt auf die
Kortisolkonzentration hatte, alle Ubrigen neuroimmunologischen Parameter jedoch
nahezu unveréndert blieben. So war der Hypokortisolismus direkt nach Therapieende
behoben, der Mittelwert war fast auf Niveau der Gesunden gestiegen und stieg bis zur
Follow-Up-Untersuchung sogar tber den Mittelwert der Kontrollen. Scheinbar wurde der
chronische Stress wahrend der Therapie durchbrochen, und es konnte eine endokrine
Erholung stattfinden. Nach der Therapie war der Stress zwar vermindert, wie die
Psychometrie zeigt, stieg aber wieder leicht an, was sich jedoch nicht sofort in Richtung
Hypokortisolismus sondern eher in Richtung akuten Stress manifestierte. Auch méglich
ist, dass die Kortisolrezeptor-Downregulation wie sie ja bei chronischem Stress
vermutet wird, dazu gefuhrt hat, dass fur eine definierte Sollaktivitat nach langerer
Stressphase eine héhere Gesamtkonzentration erforderlich ist.

Wie die neurologischen Veranderungen ist auch ein Teil der immunologischen
Geschehnisse bei schwerem Tinnitus scheinbar nicht durch intensive Therapie
rickgéngig zu beeinflussen. Mdglicherweise braucht die Auswirkung der
Stressreduktion und Kortisolnormalisierung auf die humoralen Veréanderungen aber
auch langer als den in der vorliegenden Studie beobachteten Zeitraum und eine

Reduktion des TH2-Shifts konnte durch eine spatere Follow-Up-Untersuchung erst
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erkannt werden. Fir kommende Studien ist also ein langerer Beobachtungszeitraum zu

empfehlen.

TH2-Shift und Hypokortisolismus verstarken die humorale Immunantwort und
Entziindungsprozesse, so dass stark belastete Tinnituspatienten vermutlich einer
hoheren Gefahr ausgesetzt sind, Erkrankungen wie Asthma Bronchiale, Atopische
Dermatitis oder Rheumatiode Arthritis zu entwickeln. Theoretisch erhght die mit dem
TH2-Shift einhergehende TH1-Hemmung die Vulnerabilitit gegen Lepra, TBC und
Viruserkrankungen wie z.B. Grippe, Erkaltung, Zoster und Virushepatitiden, kdnnte also
sowohl die haufigkeit solcher Erkrankungen vermehren als auch schwerere Verlaufe

dieser verursachen.
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Abb.31. Hypothetische Darstellung méglicher Tinnitus-Stress-Kaskade
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4.1.2. Erkenntnisse Uber die Psychometrischen Parameter bei Tinnitus

Im Vergleich mit Gesunden liefern die verwendeten psychometrischen Fragebdgen
durchaus die zu erwartenden Ergebnisse. Paradox erscheint jedoch, dass die PMR-
Patienten (B-Gruppe) ein wesentlich geringeres Therapiebedirfnis als die TRT+-
Patienten (A-Gruppe) hatten, sich dieses aber nicht signifikant in der Psychometrie
widerspiegelt. Da auch die oben diskutierten Ergebnisse der neuroimmunologischen
Messungen flr eine erhebliche Mehrbelastung der TRT+-Patienten sprechen, drangt
sich der Verdacht auf, dass Tinnitusfragebogen wie auch Percieved Stress
Questionnaire nicht geeignet sind, um den tatsédchlichen Therapiebedarf oder den
Chronifizierungsstatus bei Tinnitus zu ermitteln. Die Fragen des PSQ richten sich nach
den vergangenen vier Wochen, das Chronifizierungsgeschehen von Tinnitus spielt sich
jedoch in vielen Monaten bis Jahren ab. Der PSQ vermag scheinbar nicht, akuten von
chronischem Stress zu unterscheiden. Entsprechend korrelieren die PSQ-Scores auch
nicht mit den Kortisolmessungen, die eine recht zuverlassige Aussage uber die
Differenzierung von akutem zu chronischem Stress zulassen, wie der Vergleich
zwischen den drei Gruppen sowie auch zahlreiche vorausgegangene Studien zeigen
(siehe Einleitung). Die Erweiterung des PSQ um Items zu Verlauf und Dauer des
Stresses ware zwar ein denkbarer Lésungsansatz, erscheint jedoch dadurch limitiert,
dass die akute Befindlichkeit des Patienten auch seine momentane Einschéatzung von
vergangenen Erlebnissen beeinflusst. Vor diesem Hintergrund erscheint die arztliche
Exploration im direkten Patientengesprach zur Feststellung des Therapiebedarfs als
eminent wichtig. Die in der vorliegenden Studie anhand solcher Gesprache erfolgte
Einteilung in die Gruppen A und B erscheint durch die Baseline-Korrelationen mit dem
immunologischen Status als auf3erst aussagekraftig.

Da chronischer im Gegensatz zu akutem Stress mafgeblich zur Pathogenese von
chronisch-dekompensiertem Tinnitus beitragt, wéare es fur kommende Studien wichtig,
diese beiden Zustande =zu differenzieren. Dies kodnnte anhand einer initialen
Kortisolmessung erfolgen. Die individuelle Beurteilung durch Therapeuten hat sich in
vorliegender Studie zwar bewéhrt, es mangelt dieser Methode aber an Objektivitat und
Wiederholbarkeit. Moglicherweise ware auf dessen Basis die Entwicklung eines neuen
Stressmessinstruments in Form eines guided Interviews maglich.

Ahnliches gilt fir die Einteilung in kompensierten und dekompensierten Tinnitus anhand

des TF-Scores. Auch hier bestehen erhebliche Differenzen zu der
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Therapeutenentscheidung. Laut TF befand sich in der B-Gruppe (PMR) sogar ein
dekompensierter Patient mehr als in der A-Gruppe (TRT+), wahrend in letzterer 36
Patienten unter dem TF-cutoff-Level lagen und dennoch intensivster Therapie
bedurften. Vor diesem Hintergrund erscheint es obsolet, anhand von
Psychometriebestimmungen eine Therapieentscheidung bei Tinnituspatienten zu féllen,
was in hochspezialisierten Tinnituseinrichtungen wie der Charité nicht vorkommt; In der
hausarztlichen Praxis sowie in weniger spezialisierten Kliniken ist dies aber durchaus
denkbar, zumal der Tinnitusfragebogen nach Goebel und Hiller einen Cut-off-Level zur
vermeintlichen Differenzierung kompensierter und dekompensierter Formen behinhaltet.
PSQ, TF, GAD7 und ADSL haben sich dennoch fir den individuellen Vergleich
einzelner Patienten zu verschiedenen Zeitpunkten, wie zum Beispiel im
Therapieverlauf, auch in der vorliegenden Studie bewahrt, ihre Verwendung ist also fiur
solchartige Zwecke weiterhin zu empfehlen. Zur objektiven Differenzierung von
niedrigem zu hohem Behandlungsbedarf bei Tinnitus wie auch zur Einteilung von
chronischem zu akutem Stress in der Forschung wéare dagegen die Entwicklung neuer
Instrumente notwendig. Auch einige in der vorliegenden Arbeit zitierte Studien haben
Stress mithilfe von psychometrischen Fragebdgen gemessen. Unter Bertcksichtigung
der nun vorliegenden Daten mussen diese Ergebnisse dieser Untersuchungen kritisch
hinterfragt werden. Hier konnte auch eine Ursache der variierenden Studienergebnisse
in der Stressforschung liegen. Eine neue Validierung der Fragebdgen mithilfe von
objektiven Messparametern wie Kortisol- oder Katecholaminbestimmungen erscheint
notwendig.
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4.2. Kritische Betrachtung der eigenen Ergebnisse

4.2.1. unvollstandige Daten

Da nicht alle Teilnehmer/-innen zu allen Terminen erschienen, nicht ausnahmslos alle
Fragebdgen vollstandig und eindeutig ausgefullt wurden und aus labortechnischen
Grinden einzelne Messwerte verlorengingen, sind nicht alle Werte bei allen
Studienteilnehmern/-innen  vorhanden, so dass die betrachteten Gruppen
unterschiedlich zusammengesetzt und nicht immer gleich grol3 sind. Diese Tatsache
muss bertcksichtigt werden, jedoch schrankt sie die Aussagekraft der Ergebnisse aus

statistischer Sicht nur geringfligig ein.

4.2.2. Limitationen der Psychometrie

Die psychometrische Erfassung Uber eine Selbsteinschatzung bezieht lediglich
bewusste Teile des Belastungserlebens mit ein und auch wenn, wie beispielsweise im
PSQ, gezielt nach einem vergangenem Zeitraum gefragt wird, stellt sie immer eine
Momentaufnahme dar und ist einer kaum erfassbaren Vielzahl von Storfaktoren
ausgesetzt. In zahlreichen Studien zur Validierung der verwendeten Fragebdgen (siehe
2.3.) konnten derartige Confounder jedoch auch nicht ausgeschlossen werden, diese

Limitation scheint also geringfligig zu sein.

4.2.3. Limitationen der Laborparameter

Auch wenn stets mit groRter Konzentration und Sorgfalt, unter Supervision und nur
nach grundlicher Einarbeitung durch Fachpersonal gearbeitet wurde, ist die Méglichkeit
menschlicher Fehler nicht absolut auszuschlieRen. Ein moglicherweise grol3eres
Fehlerpotential stellt die Tatsache dar, dass einige der untersuchten Parameter bislang
unzureichend auf Einflussfaktoren untersucht wurden und viele endokrine und
immunologische Zusammenhénge ungeklart sind, sodass eine Einschatzung der
Confoundereinflisse schwierig ist. Wo es bekannte StorgréRen gab, wurde versucht
diese zu minimieren, wie beispielsweise den zirkadiaren Rhythmus des Kortisols durch

gleichbleibende Messzeiten.
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4.2.3.1. NGF

180 von 252 NGF-Messungen ergaben unter Doppelbestimmung Messwerte unter der
Nachweisgrenze, ein Phdnomen das bereits in anderen Humanstudien auftrat [217] und
offensichtlich eine Limitation durch die Messtechnik darstellt. Ein Ausschluss von

Extremwerten wurde unter diesen Umstanden nicht fur sinnvoll erachtet.

4.2.4. Limitationen der Kontrollgruppe

Ursprunglich war als weitere Kontrollgruppe eine Wartegruppe von Tinnituspatienten
geplant. Da im Verlauf der Studie die Wartezeiten der Patienten auf eine Therapie
gesenkt werden konnten, wurde die Wartegruppe eingestellt, da die schnellstmogliche
Therapie der Patienten Vorrang hatte.

Eine groBere Aussagekraft hatte die Studie wenn ein Vergleich mit den gesunden
Kontrollen tber alle Zeitpunkte durchgefuihrt worden wére, dieses Vorhaben wurde von
der Ethikkommission der Charité abgelehnt.
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4.3. Ausblick

Tinnitus ist eine Krankheit, die weltweit und haufiger auftritt als jede andere Erkrankung
der Hals-Nasen-Ohrenheilkunde. Fir eine kaum erfassbare Zahl an Menschen stellt die
chronisch dekompensierte Form und der mit ihr vergesellschaftete psychische Stress
eine erhebliche Einschrankung ihrer Lebensqualitat und sozialen Kapazitaten bishin zur
existenziellen Bedrohung dar.

Wie auch die individuellen soziokulturellen und volkswirtschaftlichen Auswirkungen von
Tinnitus lage Zeit unterschatzt wurden, so stellt sich auch sein Pathomechanismus als
immer komplexer heraus. Die vorliegende Studie bestéatigt, dass neben der
audiologischen und der Stresskomponente auch erhebliche Veranderungen im
Immunsystem und Nervensystem vorliegen, und dass die Pathogenese der Tinnitus-
Stress-Kaskade in Stadien verlauft, in denen diese Neuroimmunologischen
Veranderungen Schritt fur Schritt auftreten. Konkret konnte gezeigt werden, dass in
einem friheren Stadium, in dem die Patienten bereits unter schwerem Stress leiden,
aber nach Therapeuteneinschatzung keiner Maximaltherapie bedurfen, nach
Leukozytenstimulation erhdéhte Werte fir TNFa und IFNy auftraten. Im spateren Verlauf
der Kaskade steigt TNFa scheinbar weiter an und es treten Verédnderungen auf wie
Hypokortisolismus, TH2-Shift, BDNF-Reduktion und Substanz-P-Verminderung, welche
bereits bei anderen schweren chronischen Erkrankungen gezeigt wurden.
Moglicherweise entstehen letztere beide durch die Stressuberstimulation der
Glutamatausschittung auf neurotoxische Konzentrationen und daraus resultierende
Zellschaden an Strukturen wie dem Hippocampus, oder/ und durch Hypokortisolismus
veranderte  genomische  Effekte, Unterstimulation und dadurch bedingte
depressionsartige Veranderungen. Jedenfalls scheint die synaptische Plastizitdt und
Neurogenese herabgesetzt und die Heilungschance in diesem Stadium weiter
vermindert zu sein, zumal die Mehrzahl der Therapieansatze auf Lernprozessen
beruhen.

Da die Patientengruppe ohne Hypokortisolismus auch keine SP- und BDNF-
Veranderungen aufwies und bei Depression bereits Zusammenhange zwischen Kortisol
und BDNF vermutet werden, kann es sein, dass eine frihzeitige Behebung eines
eintretenden Kortisolmangels einen wichtigen Pfad der Neuro-Pathogenese bei Tinnitus

unterbrechen koénnte. Dies umzusetzen wirde regelméssige Kortisolkontrollen bei
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chronischen Tinnituspatienten und eine rasche Intervention bei beginnendem
Hypokortisolismus erforderlich machen. Letztere kdonnte eine TRT+ darstellen, bei
Nonrespondern ware mdaglicherweise auch eine Kortisolsubstitutionstherapie denkbar.
Praventiv erscheint das Erlernen eines Entspannungsverfahrens wie der PMR als
unbedingt sinvoll um die Entstehung von chronischem Stress sowie resultierenden
Kortisolsenkungen und neurotoxischen Glutamatkonzentrationen zu verhindern. So
konnte die mit relativ geringem Aufwand verbundene PMR die Belastung durch den
Tinnitus und die Begleitsymptomatik Stress, Angst und Depressivitat erheblich mindern.
Zitierte Studie von Weber et al. zeigte, dass die PMR bei manchen Patienten auch zu
einer Verminderung von TNFa fuhren kann.

Zur Behandlung des Hypokortisolismus hat sich die TRT+ als hochwirksam erwiesen. In
langerfristigen  Beobachtungen muss nun  getestet werden, ob eine
Kortisolnormalisierung im spéteren Verlauf auch eine Verbesserung des TH2-Shifts und
der neurologischen Verdnderungen bewirkt, hierzu wirde sich eine weitere Follow-Up-
Studie mit den vorliegenden Gruppen anbieten. Falls dies nicht zutreffen sollte, ware es
angezeigt, 1.: die genauen Ursachen der neuroendokrinen Schieflage zu identifizieren
und 2.: Mdgliche Therapieergdnzungen zur TRT+ zu suchen. Hierzu bietet die
vorliegende Studie folgende Ansatze: Da IFNy und TNFa bereits bei den leicht
eingeschrankten Patienten erhoht ist und TNFa mit den Zytokinen des TH2-Shiftes
korreliert konnte eine Reduktion dessen, beispielsweise mithilfe monoklonaler
Antikorper, moglicherweise den Chronifizierungsprozess einschranken.

Zur objektiven Ermittlung des neuroendokrinen Zustandes von Tinituspatienten ist die
Entwicklung und Etablierung neuer Diagnostik notwendig, auch hier scheint die
Kortisolquantifizierung sinnvoll. Auf den verschiedenen Stufen der Tinnitus-Stress-
Kaskade zeigen die Patienten im Therapeutengesprach ein unterschiedliches
Therapiebedurfnis, das sich mit dem tatsachlichen Therapiebedarf deckt, der z.B. an
einem Hypokortisolismus oder BDNF-Mangel sichtbar ist. Die eingesetzten Fragebdgen
TF, PSQ, COPE, GAD7 und ADSL konnten zu dieser Ermittlung nicht eingesetzt
werden. Dass ein scheinbar so viel subjektiveres Arzt-Patienten-Gesprach der valider
wirkenden Psychometrie in der Ermittlung des Therapiebedarfs so hoch Uberlegen war,
setzt ein deutliches Signal an den sich in vielen Fachrichtungen fortschreitenden Trend,

sich mehr und mehr auf durch Patienten ausgefullte Fragebdgen zu verlassen.
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