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1 Einleitung

1.1 Pathophysiologie und Konsequenzen der Schwerhorigkeit

Der Horapparat des Menschen besteht aus dem aul3eren, Mittel- und Innenohr
(1). Der Schall wird durch den aul3eren Gehdrgang auf das Trommelfell und dann
auf das Mittelohr Ubertragen. Das Mittelohr enthalt die drei Gehdrkndchelchen
bzw. Ossikel (Hammer, Amboss und Steigbugel), die die Schallschwingungen
vom Trommelfell in die Cochlea Ubertragen (1). Das Sinnesepithel der Cochlea
besteht aus sensorischen Haarzellen und nicht-sensorischen Stutzzellen (1).
Haarzellen sind die Rezeptorzellen, die Schallinformationen in elektrische
Signale umwandeln. Sie sind in einer Reihe von inneren Haarzellen und drei
Reihen von aulieren Haarzellen angeordnet (1). Im Laufe des Lebens kommt es
zu einem Verlust der Haarzellen, was in einer dauerhaften Schwerhdrigkeit
resultiert (2).

Schwerhdrigkeit stellt weltweit eine betrachtliche Belastung dar: 430 Millionen
Menschen weltweit sind davon betroffen, die finanzielle Belastung belauft sich
auf 750 Milliarden internationale Dollar jahrlich (3). Schwerhorigkeit fuhrt zu
Kommunikationsschwierigkeiten und sozialer Isolation (4, 5). Zahlreiche Studien
haben den Einfluss des Horens auf die Lebensqualitat gezeigt (6-8). Ein
moglicher begleitender Tinnitus wird mit Stress, Angstlichkeit und Depression in
Verbindung gebracht (9-13). Unbehandelt kann die Schwerhorigkeit zur
kognitiven Verschlechterung und Demenz bei alteren Menschen fuhren (14-16).
Als Hauptrisikofaktor fir Demenz hat die Schwerhorigkeit erhebliche
demographische Auswirkungen auf die Gesellschaft im Allgemeinen. Da die
Pravalenz der Schwerhorigkeit mit der Alterung der Bevolkerung zunimmt,
konnte die potenzielle Zunahme von Demenzfallen zu hoheren
Gesundheitskosten, geringerer Produktivitit und einer Uberlastung der

Pflegeressourcen fuhren (14-16).



1.2 Klassifikation der Schwerhorigkeit

1.2.1 Nach Pathomechanismus

Eine Schallleitungsschwerhorigkeit entsteht durch die Unterbrechung der
mechanischen Schallibertragung im aulieren Gehdrgang oder Mittelohr, bevor
der Schall die Cochlea erreicht (1). Haufige Ursachen sind die akute Otitis media,
die im Allgemeinen konservativ behandelt wird, und andere
Mittelohrerkrankungen wie die Otosklerose und das Cholesteatom, welche
chirurgisch behandelt werden (1). Die Otosklerose entsteht durch nicht-infektiose
Knochenveranderungen, die die Beweglichkeit des Steigbligels mechanisch
beeintrachtigen (1, 17), wahrend das Cholesteatom durch eine invasive

chronische Entzindung mit erheblicher Morbiditat verursacht wird (1, 18-20).

Sensorineurale Schwerhdrigkeit (Schallempfindungsschwerhérigkeit) entsteht
durch eine Funktionsstérung des Innenohrs oder des Hoérnervs (1, 2). Die
haufigste Ursache fur die Schallempfindungsschwerhorigkeit ist der
altersbedingte Verlust der Haarzellen der Cochlea, die sogenannte Presbyakusis
(21, 22). Andere Ursachen konnen Horstlrze, ototoxische Medikamente,
Infektionen, Trauma, Larmexposition, und genetische Mutationen sein (2). Der

Haarzellverlust ist nach wie vor irreversibel (2).

1.2.2 Nach Auspragung

Die Schwerhdrigkeit kann nach der Auspragung der Beeintrachtigung, gemessen
in Dezibel (dB) des Horverlusts, bei den Testfrequenzen 500, 1000, 2000 und
4000 Hz, eingeteilt werden (23).

* Normakusis: Horverlust < 25 dB

» Leichtgradige Schwerhorigkeit: Horverlust > 25 dB und <40 dB

» Mittelgradige Schwerhdrigkeit: Horverlust > 40 dB und < 60dB

» Hochgradige Schwerhdarigkeit: Horverlust > 60 dB und < 80 dB

* An Taubheit grenzende Schwerhdorigkeit: Horverlust > 80 dB

Eine Schwerhorigkeit kann bilateral oder unilateral sein. Diese Einteilung ist fur

die Horrehabilitation essenziell. Unilaterale, an Taubheit grenzende



Schwerhorigkeit kann je nach dem Hérstatus der kontralateralen Seite in ,Single-

sided deafness® (SSD, einseitige Ertaubung) oder ,Asymmetric hearing loss*

(AHL, asymmetrischer Horverlust) eingeteilt werden:

1) SSD: sensorineurale Schwerhdrigkeit von < 30 dB im kontralateralen Ohr (24)

2) AHL: sensorineurale Schwerhorigkeit von > 30 dB und < 70 dB im
kontralateralen Ohr (24).

1.2.3 Nach Alter des Auftretens

Eine angeborene Schwerhorigkeit ist bereits bei der Geburt vorhanden (25), eine
erworbene Schwerhorigkeit tritt nach der Geburt auf. Eine pralinguale
Schwerhorigkeit bezieht sich auf eine Horschadigung, die vor dem Spracherwerb
auftritt, entweder von Geburt an oder im frihen Kindesalter. In solchen Fallen hat
die betroffene Person erhebliche Schwierigkeiten, die Sprache zu erlernen (26,
27). Dagegen tritt eine postlinguale Schwerhdrigkeit nach dem Spracherwerb auf
(26, 27).

1.3 Diagnostische Abklarung der Schwerhorigkeit

1.3.1 Klinische Beurteilung

Die Abklarung der Schwerhdrigkeit beginnt mit der klinischen Untersuchung der
Ohren. Die Ohruntersuchung erfolgt in der Regel mit einem Hand-Otoskop,
Mikroskop (28) oder in den letzten Jahrzehnten auch mit einem Endoskop (29).
Zusatzlich werden Stimmgabeltests routinemalig durchgefihrt, insbesondere
der Rinne- und Weber-Test (30-33). Der Weber-Stimmgabeltest wird
insbesondere bei Patienten mit einseitiger Schwerhdrigkeit eingesetzt, um
zwischen  Schallempfindungs- und  Schallleitungsschwerhdrigkeit — zu
unterscheiden (30-33). Bei Patienten mit Schallleitungsschwerhdrigkeit sollte der
Ton typischerweise zu der betroffenen Seite lateralisiert werden, wahrend er bei
Schallempfindungsschwerhorigkeit zu der kontralateralen Seite lateralisiert wird
(30-33). Einige Patienten mit langjahriger einseitiger Taubheit zeigen beim
Weber-Test keine Lateralisation, doch dieses Phanomen ist bisher nur

unzureichend verstanden worden (31, 34, 35).



Die audiologische Untersuchung umfasst die subjektive Audiometrie
(Tonaudiometrie und Sprachaudiometrie) und objektive Audiometrie
(Hirnstammaudiometrie und otoakustische Emissionen) (36, 37). Die
Sprachaudiometrie bewertet das Wort- oder Silbenverstehen unter
Standardbedingungen und ist flr die Entscheidungsfindung bei der

Horrehabilitation essentiell (38).

1.3.2 Bildgebung

Die Computertomografie (CT) des Felsenbeins wird bei
Schallleitungsschwerhdrigkeit, insbesondere bei chronischer Otitis media und
beim Cholesteatom routinemafgig eingesetzt, um die Ausdehnung der Pathologie
zu beurteilen und das Ausmal’ der Knochenarrosion festzustellen (39). Auch bei
Otosklerose wird sie zunehmend eingesetzt, um die Diagnose zu bestatigen und
Komplikationen zu vermeiden (40-44). Die routinemaliige CT-Bildgebung bei
Otosklerose ist jedoch nach wie vor umstritten, da diese in einfachen Fallen wonhl
nur sehr wenige Informationen liefert und die Behandlungsergebnisse nicht
signifikant verbessert (45, 46). Die Magnetresonanztomographie kommt bei
Patienten mit Schallempfindungsschwerhorigkeit in Frage, um zentrale und
retrocochleare Pathologien, wie zum Beispiel ein Akustikusneurinom,
auszuschlief3en (39, 47).

1.3.3 Psychosoziale Aspekte und Lebensqualitat

Ein neuer Ansatz ist die Erhebung des psychologischen Profils der Patienten
durch die Befragung mittels validierter Fragebdgen, um den Leidensdruck zu
quantifizieren und einen Maldstab fur den Vergleich mit dem postoperativen
Ergebnis zu etablieren (48). Schwerhdrigkeit beeinflusst stark die subjektive
Lebensqualitat der Patienten (7). Die Horrehabilitation mit Cochlea-Implantat (ClI)
fuhrt zu einer signifikanten Verbesserung der gesundheitsbezogenen
Lebensqualitat (48-52). Des Weiteren wird die Schwerhdrigkeit mit Angst (53)
und Depression (54) assoziiert. Auch bei SSD- und AHL-Patienten konnte der
positive Einfluss der Cl-Versorgung auf diese psychosozialen Parameter gezeigt
werden (50, 51).



1.4 Therapie der Schwerhorigkeit

1.4.1 Chirurgie

Die Rolle der horverbessernden Ohrchirurgie beschrankt sich in der Regel auf
Mittelohroperationen bei Schallleitungsschwerhorigkeit wie bei Otosklerose,
chronischer Otitis media und beim Cholesteatom. Dabei wird der pathologische
Teil der Ossikelkette entfernt und durch eine Prothese ersetzt, gegebenenfalls

mit Rekonstruktion des Trommelfells.

1.4.2 Horgerate

Horgerate sind kleine elektronische Gerate zur Schallverstéarkung und
Horrehabilitation bei gering- und mittelgradiger Schwerhdrigkeit (55). Die
Indikation fur Horgerateversorgung in Deutschland besteht bei einer
Reintonschwelle von >30 dB bei mindestens einer Testfrequenz zwischen 0,5
und 4 kHz sowie einem Einsilberverstehen von <80% bei 65 dB (56). Eine
Cochrane-Analyse der Literatur zeigte, dass Horgerate die gesundheitsbezogene
Lebensqualitat und die Horfahigkeit bei gering- bis mittelgradiger Schwerharigkeit

signifikant verbessern konnen (55).

1.4.3 Cochlea-Implantate

Bei hochgradiger, an Taubheit grenzender Schwerhdrigkeit kann ein besseres
Sprachverstehen mit Cl erreicht werden als mit herkbmmlichen Hérgeraten (57).
Die S2k-Leitlinie der deutschen Gesellschaft der Hals-Nasen-Ohrenheilkunde
schlagt als Indikationsschwelle fur die Cl-Versorgung ein monaurales
Sprachverstandnis im Freiburger-Einsilbertest von < 60 % bei 65 dB mit Horgerat
vor (57). Das Cl umgeht die Haarzellen des Innenohrs und stimuliert den Hornerv
direkt elektrisch. Durch die elektrische Stimulation mit Cl kénnen sehr gute
Ergebnisse hinsichtlich des Sprachverstehens und der Tinnitussuppression
erreicht werden (48, 49, 52).

Es zeigt sich eine zunehmende Evidenz, dass der Benefit der Cl-Versorgung

Uber die Horverbesserung hinausgeht und sich positiv auf die Lebensqualitat und



psychischen Komorbiditaten auswirkt (48, 49, 52). Der Groldteil der Literatur
bezieht sich auf Patienten mit beidseitiger Schwerhorigkeit. Jedoch erfolgt
zunehmend die Cl-Versorgung von Patienten mit SSD und AHL, da dadurch eine
Verbesserung der Lebensqualitat, Tinnitusbelastung und psychischen

Komorbiditaten nachgewiesen werden konnte (24, 58-65).

1.5 Die Rolle der Inmunhistochemie in der Horforschung

Bei der Immunhistochemie handelt es sich um eine Labormethode zur Farbung
von Proteinen in Gewebeschnitten, um deren Expression in diesen Geweben zu
untersuchen und zu lokalisieren (66-70). Es wird zunachst ein Primarantikorper
verwendet, der an das gewunschte Protein bindet. Im nachsten Schritt wird ein
Sekundarantikdrper verwendet, der an den primaren Antikdrper-Protein-Komplex
bindet. Der Sekundarantikorper ist an ein Enzym oder einen Farbstoff gekoppelt,
der nach der Bindung an das untersuchte Protein aktiviert werden kann und so
die Lokalisation des Expressionsmusters dieses Proteins in diesem Gewebe
ermoglicht (66-70). Ist der Sekundarantikdrper an einen Fluoreszenzfarbstoff

konjugiert, spricht man von Immunfluoreszenz (70).

Immunhistochemie und Immunfluoreszenz wurden verwendet, um die
Entzindungsreaktion bei akuter und chronischer Mittelohrentziindung zu
charakterisieren (71). Bisher beziehen sich die meisten Studien auf Mausmodelle
und in geringerem MalRe menschliche Gewebeschnitte (72). Durch
immunhistochemische Analyse konnten entzundliche Zellen, Leukozyten,
Monozyten und Makrophagen im menschlichen Cholesteatom nachgewiesen
werden (73-76). Bezuglich der Innenohrforschung stellt die Maus das am
haufigsten verwendete Tiermodell dar, hauptsachlich aufgrund der Verfligbarkeit
der Genomsequenzdaten und der relativen Ahnlichkeit mit der menschlichen
Cochlea (77). Die Untersuchung der Proteinexpression in cochlearen
Gewebeschnitten von Mausen durch Immunhistochemie und Immunfluoreszenz

ist daher eine wesentliche Technik in der Innenohrforschung.



1.6 Herausforderungen bei der Erforschung und Behandlung der
Schwerhorigkeit

Die Haarzellen héren wahrend der embryonalen Entwicklung der Cochlea auf,
sich zu vermehren (78-84). Daher ist der Haarzellverlust irreversibel und fuhrt zu
einer dauerhaften Schwerhdrigkeit (2). Da es keine zugelassene medikamentdse
Therapie fur die Innenohrschwerhorigkeit gibt, bleibt die Cl-Versorgung die
Therapie der Wahl bei hochgradiger Schwerhorigkeit. Die Cl-Versorgung ist zwar
bei den meisten Patienten effektiv, die Horergebnisse sind jedoch nach wie vor
unterschiedlich, insbesondere bei langer Ertaubungsdauer und kongenitaler
Ertaubung. Diese Einschrankung ist besonders bei Patienten mit unilateraler
Ertaubung von Bedeutung. Das Fehlen zuverlassiger elektrophysiologischer oder
radiologischer Pradiktoren fur den Erfolg der Cl bei SSD- und AHL-Patienten
konnte auf das unvollstandige Verstandnis der assoziierten zentralen
Veranderungen zuruckzufihren sein. Aulierdem kann die konventionelle
audiologische Outcome-Messung, die sich ausschlieldlich auf die Horfahigkeit
stltzt, den Leidensdruck der Patientengruppen nicht erfassen, die traditionell

nicht als stark eingeschrankt wahrgenommen werden, wie SSD-Patienten.

Der Mangel an zugelassenen medikamentdsen Behandlungen fur chronische
Mittelohrerkrankungen stellt nach wie vor eine Herausforderung dar. Bei der
chirurgischen Therapie des Cholesteatoms sind die Behandlungsergebnisse
aufgrund der hohen Rezidivrate haufig suboptimal, sodass oft mehrere
Ohroperationen erforderlich sind und eine dauerhafte Schwerhorigkeit entsteht.
Hier konnte die Entwicklung einer medikamentdésen Therapie von groler
Bedeutung sein. Daruber hinaus bleiben einige klinische Aspekte der
Behandlung der Schallleitungsstorung bei Mittelohrpathologien umstritten. Die
Rolle der CT-Bildgebung bei Otosklerose wird zunehmend gréRer, bleibt aber

aufgrund der damit verbundenen Kosten und Strahlenbelastung kontrovers.

In den letzten Jahren wurde die Existenz von Immunzellen in der Cochlea von
Saugetieren nachgewiesen (85-96). Obwohl es Unterschiede in der Morphologie
und Funktion verschiedener Immunzelltypen im Innenohr gibt, ist es schwierig,

sie anhand molekularer Marker zu unterscheiden. Das Fehlen optimaler Marker



zur Unterscheidung dieser beiden zellularen Einheiten ist nach wie vor eine
Herausforderung fur die neurowissenschaftliche Forschung. Obwohl die Maus
das wichtigste Tiermodell in der Horforschung ist, stellt sich die Untersuchung
bestimmter Proteine in Cochlea-Schnitten von Mausen durch Immunfluorezenz
besonders problematisch dar. Leider ergibt sich bei murin gezichteten
Primarantikdrpern ein hoher Signalhintergrund. Dieses Phanomen wird als
"Mouse-on-mouse"-Hintergrundfarbung bezeichnet. Es resultiert aus der
Bindung der Anti-Maus-Sekundarantikérper durch die (Fc) und Antigen-
bindenden (Fab) Fragmente der nativen Maus-Gewebe-Immunglobuline (97-
104). Bei der Immunfluoreszenz kann der Anti-Maus-Sekundarantikorper die
exogenen Maus-Primarantikorper nicht von den nativen Maus-Immunglobulinen
der Gewebeprobe unterscheiden. Diese unerwinschte Bindung fuhrt zu einem
hohen Hintergrundsignal, das die Antigenerkennung verdecken kann,
insbesondere bei der Markierung von Proteinen in der Zellmembran oder der

extrazellularen Matrix.

1.7 Zielstellung

Die primare Zielstellung dieser Arbeit war es, das Verstandnis der
Schwerhorigkeit zu vertiefen und erweitern, um die Behandlungsergebnisse zu
optimieren. Angesichts der erheblichen Auswirkungen der Schwerhdrigkeit auf
die Patienten und die Gesellschaft lag das Ziel der vorliegenden Studien darin,
ausgewahlte experimentelle und klinische Strategien bei der Erforschung,
Diagnostik und Therapie der Schwerhdrigkeit zu evaluieren. Die folgenden
Fragestellungen sollten adressiert werden:

1. Kann das unerwiunschte ,Mouse-on-mouse“-Hintergrundsignal bei der
Immunfluoreszenzfarbung von Cochleaschnitten der Maus durch eine
doppelte Blockierungstechnik reduziert werden?

2. Ist das Transmembranprotein 119 (TMEM119) als Makrophagen- bzw.
Mikrogliamarker in der Cochlea geeignet?

3. Besteht eine Korrelation zwischen der Makrophagenpolarisation im

Mittelohrcholesteatom und der klinischen Aggressivitat?



4.

Ist der routinemallige praoperative Einsatz der CT-Bildgebung bei
Otosklerose aufgrund besserer postoperativer Ergebnisse gerechtfertigt?
Ist das Lateralisierungsmuster des Weber-Stimmgabeltests ein Hinweis
auf einen zentralen Adaptationsprozess bei langjahriger einseitiger
Ertaubung?

Unterscheiden sich SSD- und AHL-Patienten in Hinblick auf die subjektive
Hoéreinschatzung, krankheitsspezifische Lebensqualitat und

psychosoziale Parameter?



2 Eigene Arbeiten

21 ,Tackling the mouse-on-mouse problem in cochlear
immunofluorescence: a simple double-blocking protocol for
immunofluorescent labeling of murine cochlear sections with
primary mouse antibodies”

Die Maus ist das in der Horforschung am haufigsten verwendete Tiermodell (77).
Die immunhistochemische und Immunfluoreszenz-Farbung von Maus-Cochlea-
Schnitten ist daher nach wie vor ein Hauptbestandteil der Innenohrforschung. Da
viele Primarantikorper in der Maus gezuchtet werden, ergibt sich das Problem
der "Mouse-on-mouse"-Hintergrundfarbung aufgrund der Wechselwirkung
zwischen dem Anti-Maus-Sekundarantikdrper und den nativen Immunglobulinen
der Maus (97-104). In der vorliegenden Arbeit wird das Muster der "Mouse-on-
mouse"-Hintergrundfluoreszenz in Schnitten der postnatalen Maus-Cochlea
untersucht und charakterisiert. AuRerdem wird ein Doppelblockierungs-
Immunfluoreszenzprotokoll zur Immunfarbung von Kryoschnitten der Maus-
Cochlea beschrieben. Das Protokoll enthdlt einen herkdmmlichen
Blockierungsschritt mit Serum und einen zusatzlichen Blockierungsschritt mit

einem Anti-Maus-1gG-Blockierungsreagenz.

In einem ersten Schritt wurden die Cochlea-Abschnitte mit dem sekundaren Anti-
Maus-Antikorper allein gefarbt, um das Ausmal und das Muster des "Mouse-on-
mouse"-Hintergrunds zu bestimmen. Die Blockierung erfolgte entweder mittels
Serum allein oder mit dem entwickelten Doppelblockierungsprotokoll. Um das
Muster einer unspezifischen "Mouse-on-mouse"-Hintergrundfarbung zu
bestimmen, wurden beide Gruppen von Schnitten mit einem gegen den primaren
Antikdrper gerichteten und mit Alexa-488 konjugierten sekundaren Antikorper,
aber ohne primaren Antikdrper inkubiert. Die mit Serum blockierten Schnitte
zeigten ein starkes Fluoreszenzsignal im Spirallimbus, in der Basilarmembran
und im Spiralligament sowie ein maliges Signal in der Lamina spiralis und den
interzellularen Grenzen. Dieses Hintergrundsignal kann spezifische primare
Antikorpersignale, die sich im Zytoplasma oder in der Zellmembran befinden,

maskieren oder vollstandig verdecken und ist besonders problematisch fur
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Antikdrper, die gegen extrazellulare Matrixproteine und Kollagene gerichtet sind.
Bei Schnitten, die nach dem Doppelblockierungsprotokoll gefarbt wurden, war
die Hintergrundfluoreszenz in allen Regionen deutlich reduziert oder sogar ganz

verschwunden.

Um die Anwendbarkeit des Doppelblockierungsprotokolls zu demonstrieren,
wurde ein handelsublicher Maus-Primarantikérper (TUJ1-Klon) zum Nachweis
von dem neuronalen Marker B3-Tubulin verwendet. Es wurden verschiedene
Inkubationszeiten und Temperaturen angewandt. In allen Gruppen flhrte die $3-
Tubulin-Farbung zu einer zytoplasmatischen Markierung der Hoérnervenfasern
und der Spiralganglionneuronen, was mit dem bekannten Expressionsmuster
Ubereinstimmt. Die Inkubation Uber Nacht bei 4°C und fir eine Stunde bei
Raumtemperatur ergab praktisch identische Signale. Ein ahnliches
Farbungsmuster zeigte sich nach 30-minutiger Inkubation bei 37°C und sogar
nach nur 15-minatiger Inkubation. Die Ergebnisse deuten darauf hin, dass das
Doppelblockierungsprotokoll zuverlassig zur Lokalisation der Proteinexpression
in Cochlea-Kryoschnitten von Mausen mit Maus-Primarantikdrpern verwendet
werden kann. Das Protokoll ist flexibel und lasst sich in Bezug auf die
Inkubationszeiten und -schritte individuell anpassen. So kann es erheblich
verkurzt werden, um den Zeitaufwand fir den zusatzlichen Blockierungsschritt zu

berucksichtigen.

Insgesamt konnte gezeigt werden, dass das unerwinschte “Mouse-on-Mouse”-
Hintergrundsignal in Maus-Cochlea-Schnitten mit dieser Blockierungstechnik
praktisch eliminiert werden kann, wahrend das Immunfarbungsprotokoll nur
wenig zusatzliche Zeit in Anspruch nimmt. Weitere Protokollanderungen werden
beschrieben, um die Dauer des Protokolls auf der Grundlage der
Inkubationstemperatur der Antikdrper zu verkurzen. Schlie3lich werden
beispielhafte Ergebnisse der Immunfluoreszenzfarbung mit handelsublichen

monoklonalen Maus-Primarantikorper dargestelit.

(Text teilweise aus der oben genannten Publikation tibernommen, Ubersetzung
durch den Autor)
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Quelle: Bassiouni M, Stolzel K, Smorodchenko A, Olze, H, Szczepek, AJ.
“Tackling the mouse-on-mouse problem in cochlear immunofluorescence: a
simple double-blocking protocol for immunofluorescent labeling of murine
cochlear sections with primary mouse antibodies”. Current Protocols in Mouse
Biology. 2020. Dec;10(4):e84.

https://doi.org/10.1002/cpmo.84
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2.2 ,ldentification and Characterization of TMEM119-Positive Cells in
the Postnatal and Adult Murine Cochlea”

Das Transmembranprotein 119 (TMEM119) wird in einer Untergruppe der
residenten Makrophagenzellen des Gehirns exprimiert und wurde als Marker fur
gewebeansassige Mikroglia im Gehirn vorgeschlagen. Die TMEM119-
Expression in der Cochlea wurde bisher nicht beschrieben. Ziel der vorliegenden
Studie war es, die TMEM119-exprimierenden Zellen der postnatalen und adulten

Cochlea zu charakterisieren, letztere auch nach Larmexposition.

Durch Immunfluoreszenzfarbung von Cochlea-Kryoschnitten wurde das
TMEM119-Protein in den Fibrozyten des Spirallimbus und der sich entwickelnden
Stria vascularis am dritten postnatalen Tag nachgewiesen. Die Anwendung des
Makrophagenmarkers Iba1 zeigte, dass TMEM119 kein Marker fur Cochlea-
Makrophagen ist. In der adulten Cochlea der Maus wurde die Expression von
TMEM119 in den Basalzellen der Stria vascularis und in den mesenchymalen
Zellen der supralimbalen Zone nachgewiesen. Die Larmexposition war nicht mit
einer qualitativen Veranderung der Typen oder Verteilungen der TMEM119-
exprimierenden Zellen der adulten Cochlea assoziiert. Western-Blot-Analysen
zeigten eine ahnliche TMEM119-Protein-Expressionsmenge in der postnatalen

Cochlea und im Gehirngewebe.

Die Ergebnisse sprechen nicht dafir, TMEM119 als spezifischen Mikroglia- oder
Makrophagenmarker in der Cochlea zu verwenden. Die genaue Rolle von
TMEM119 in der Cochlea muss noch durch funktionelle Experimente untersucht
werden. Die Expression von TMEM119 in den Basalzellen der Stria vascularis
deutet auf eine potenzielle Rolle im Gap-Junction-System der Blut-Labyrinth-

Barriere hin und sollte in weiteren Studien untersucht werden.

(Text teilweise aus der oben genannten Publikation tibernommen, Ubersetzung
durch den Autor)
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Quelle: Bassiouni M, Smorodchenko A, Olze, H, Szczepek, AJ. “Identification
and characterization of TMEM119-positive cells in the postnatal and adult
murine cochlea”. Brain Sciences. 2023. Mar 20;13(3):516.
https://doi.org/10.3390/brainsci13030516
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2.3 ,,The Relationship between the M1/M2 Macrophage Polarization and
the Degree of Ossicular Erosion in Human Acquired Cholesteatoma:
An Immunohistochemical Study”

Das Cholesteatom ist eine destruktive chronische Mittelohrerkrankung mit
tumorahnlichem Wachstum und potentiell lebensbedrohlichen Komplikationen
(18-20). Es ist eine haufige Ursache fur Horverlust bei Kindern und Erwachsenen
(105-107). Der genaue Mechanismus der Cholesteatomentstehung bleibt unklar,
wird aber mit bakterieller = Superinfektion, Zellproliferation und
Knochendestruktion assoziiert (19, 108-110). Unbehandelt kann das
Cholesteatom zur Fazialisparese oder zu intrakraniellen Komplikationen wie
Meningitis und Hirnabszessen fuhren (19, 111). Die einzige Therapie ist nach wie
vor die chirurgische Entfernung (112-114). Jedoch hat das Cholesteatom eine
hohe Rezidivrate (115) und erfordert haufig mehrere Ohroperationen (116). Der

daraus resultierende Horverlust ist leider haufig dauerhaft.

Die Beteiligung entzindlicher Zellen und Makrophagen an der Pathogenese der
Cholesteatomentstehung wurde bereits gezeigt (109, 117-119). Makrophagen
sind eine heterogene Immunzellpopulation, die als Reaktion auf extrazellulare
Stimuli (z.B. bakterielle Infektion) in den klassisch aktivierten (M1) oder alternativ
aktivierten (M2) Phanotyp polarisiert werden (120-122). Der M1-Phanotyp ist das
Ergebnis des klassischen Aktivierungsweges und ist mit Phagozytose und
Produktion von Entzindungsmediatoren und Zytokinen verbunden, die bei dem
Gewebeumbau und der Knochendestruktion essenziell sind. Andererseits sind
M2-Makrophagen das Ergebnis des alternativen Aktivierungsweges und an der
Modulation des Immunsystems und der Zellreparatur beteiligt. Insgesamt wird
die M1-Aktivierung also als ,pro-inflammatorisch® betrachtet, wahrend die M2-
Aktivieriung als anti-inflammatorisch betrachtet wird (120-124). Die M1/M2-
Makrophagenpolarisation wurde mit der Schwere chronischer entziundlicher
Erkrankungen in Verbindung gebracht (123, 124). DarlUber hinaus hat die
pharmakologische  Beeinflussung der  M1/M2-Makrophagenpolarisation
therapeutisches Potenzial gezeigt (125, 126). Jedoch sind die Makrophagen-

Immunprofile und ihre Assoziation mit der Kklinischen Prasentation des
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Cholesteatoms wunklar. In der vorliegenden Studie wurden menschliche
Cholesteatom-Praparate, die wahrend einer sanierenden Ohroperation
gewonnen wurden, retrospektiv untersucht und immunhistochemisch gefarbt,
wobei eine Antikdrperkombination zur Markierung von M1-Makrophagen (CD80),

M2-Makrophagen (CD163) und Gesamtmakrophagen (CD68) verwendet wurde.

Die Ergebnisse zeigten, dass Cholesteatome mit ausgedehnterer
Ossikelarrosion eine signifikant hohere Anzahl von M1 (CD80+) Zellen und ein
héheres M1/M2-Verhaltnis aufwiesen als weniger destruktive Cholesteatome
(Wilcoxon-Test, p < 0,05). Die Ossikelarrosion korrelierte signifikant mit dem
M1/M2-Verhaltnis (Spearman-Korrelationskoeffizient p = 0,4, p < 0,05). Somit
scheint das Ausmal der Ossikelarrosion beim erworbenen Cholesteatom mit der
M1/M2-Makrophagenpolarisation zusammenzuhangen. Diese Ergebnisse sind

vielversprechend fur die Entwicklung medikamentdser Therapien in Zukunft.

(Text teilweise aus der oben genannten Publikation tibernommen, Ubersetzung
durch den Autor)

Quelle: Bassiouni M, Arens P, Zabaneh SI, Olze H, Horst D, Rol3ner F. The
Relationship between the M1/M2 Macrophage Polarization and the Degree of
Ossicular Erosion in Human Acquired Cholesteatoma: An Immunohistochemical
Study. Journal of Clinical Medicine. 2022. Aug 18;11(16):4826.
https://doi.org/10.3390/jcm11164826
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2.4 | ls routine preoperative computed tomography imaging justified in
otosclerosis? A retrospective single-center analysis”

Die  Otosklerose ist einer der haufigsten Ursachen fur die
Schallleitungsschwerhdrigkeit bei Erwachsenen und wird durch pathologische
Knochenveranderungen der Labyrinthkapsel verursacht (17, 40, 127). Die
Diagnose stutzt sich in der Regel auf den klinischen Verdacht und die
audiologische Diagnostik (128). In den letzten Jahren wurde die hochauflésende
Computertomographie (CT) des Felsenbeins zunehmend zur praoperativen
Diagnostik der Otosklerose eingesetzt (40-44). Der haufigste CT-Befund sind
hypodense Lasionen anterior des ovalen Fensters an der Fissula ante fenestram
(fenestrale Otosklerose). Andere betroffene Bereiche sind die Cochlea, das
runde Fenster, der innere Gehorgang und das Labyrinth, die zusammen als
retrofenestrale Otosklerose bezeichnet werden koénnen. Jedoch ist die
Otosklerose nicht immer durch die CT-Diagnostik erkennbar; die in der Literatur
angegebene Detektionsrate variiert stark (42) und reicht von 47% (129) bis 95%
(130).

Ziel der vorliegenden Studie war es, die Rolle der CT-Diagnostik bei der
Behandlung der Otosklerose zu evaluieren und festzustellen, ob eine
routinemaRige praoperative CT-Bildgebung erforderlich ist. Hierbei wurden die
CT-Datensatze sowie die klinischen und audiologischen Befunde von 47
Felsenbeinen bei 40 Patienten mit gesicherter Otosklerose analysiert. Die
diagnostische Sensitivitat der CT-Diagnostik wurde retrospektiv evaluiert und mit
dem pra- und postoperativem Audiogramm sowie mit dem intraoperativen Befund

korreliert.

Die Ergebnisse zeigten, dass bei 36 von 47 operierten Felsenbeinen (76,5 %)
anhand der CT-Diagnostik eine fenestrale Otosklerose festgestellt wurde. Unter
diesen "CT-positiven" Ohren wurden in funf Ohren (13,8 %) zusatzliche
Anzeichen einer retrofenestralen (cochlearen) Otosklerose festgestellt. Es gab
jedoch keine signifikanten Unterschiede in den praoperativen Audiogrammen

zwischen der CT-positiven und der CT-negativen Gruppe. Die durchschnittliche
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praoperative Schallleitungskomponente von 25,7 dB (+ 8,3 dB) verbesserte sich
nach der Operation auf 12,9 dB (+ 8,2 dB), wobei kein signifikanter Unterschied

zwischen der CT-positiven und der CT-negativen Gruppe festgestellt wurde.

Insgesamt korrelierte das Vorhandensein von otosklerotischen Herden bei der
CT-Diagnostik nicht mit dem praoperativen Audiogramm oder dem
Operationsergebnis. In der untersuchten Kohorte lieferten die CT-Bilder keine
neuen Informationen, die die Entscheidung Uber die Durchfliihrung der Operation
oder die Wahl der zu operierenden Seite beeinflusst hatten. Daher sprechen die
vorliegenden Ergebnisse nicht fir den routinemaldigen Einsatz der praoperativen

CT-Diagnostik bei klinischem Verdacht auf Otosklerose.

(Text teilweise aus der oben genannten Publikation tibernommen, Ubersetzung
durch den Autor)

Quelle: Bassiouni M, Bauknecht HC, Stdlzel K, Dommerich S, Olze H. “Is routine
preoperative computed tomography imaging justified in otosclerosis? A
retrospective single-center analysis”. Hearing, Balance and Communication.
2022. 20:1, 58-62.

https://doi.org/10.1080/21695717.2021.1943780
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2.5 ,Lateralization pattern of the Weber tuning fork test in longstanding
unilateral profound hearing loss: implications for cochlear
implantation”

Der Weber-Stimmgabeltest ist ein Standardinstrument der Ohruntersuchung bei
Patienten mit einseitiger Schwerhdrigkeit. Bei einseitiger Ertaubung sollte der
Schall normalerweise zur kontralateralen Seite lateralisieren (30-33). Die
Beobachtung, dass der Weber-Test bei einigen Patienten mit langjahriger
einseitiger Schwerhorigkeit nicht lateralisiert, wurde bereits friGher beschrieben,

wird aber nach wie vor nicht genug verstanden (31, 34, 35).

In der vorliegenden Studie wurde eine retrospektive Analyse der Krankenakten
von Patienten mit einseitiger Taubheit bzw. an Taubheit grenzender
Schwerhdrigkeit (SSD oder AHL) mit einer Ertaubungsdauer von mindestens
zehn Jahren durchgefuhrt. In dieser Patientenkohorte korrelierte eine im
Kindesalter einsetzende einseitige hochgradige Schwerhorigkeit signifikant mit
der fehlenden Lateralisation des Weber-Stimmgabeltests und dem Fehlen von
ipsilateralem  Tinnitus. Die Ergebnisse deuten auf einen zentralen
Anpassungsprozess durch chronische einseitige auditorische Deprivation hin,
der vor der kritischen Periode der auditorischen Reifung beginnt. Diese
Hypothese kdnnte teilweise das suboptimale Ergebnis von CI bei Erwachsenen

mit langjahriger einseitiger Taubheit erklaren.

Die Ergebnisse konnten darauf hindeuten, dass der Weber-Test als einfaches,
schnelles und kostengunstiges Instrument flr das Screening von Cl-Kandidaten
geeignet ist und somit die Entscheidungsfindung und Beratung von Patienten mit

langjahriger einseitiger Taubheit unterstitzen kdnnte.

(Text teilweise aus der oben genannten Publikation tibernommen, Ubersetzung
durch den Autor)
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Quelle: Bassiouni M, Hauller SM, Grabel S, Szczepek AJ, Olze H. Lateralization
Pattern of the Weber Tuning Fork Test in Longstanding Unilateral Profound
Hearing Loss: Implications for Cochlear Implantation. Audiology Research. 2022.
Jun 21;12(4):347-356.

https://doi.org/10.3390/audiolres12040036
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2.6 ,Prospektive Vergleichsanalyse von Cl-Patienten mit einseitiger
Taubheit und asymmetrischem Horverlust hinsichtlich der
gesundheitsbezogenen Lebensqualitat, Tinnitusbelastung und
psychischen Komorbiditaten”

Die Cl-Versorgung von Patienten mit SSD und AHL findet zunehmend Einzug in
die Praxis. Zahlreiche Studien haben gezeigt, dass die Cl-Versorgung nicht nur
das Sprachverstehen bei SSD- und AHL-Patienten verbessert, sondern auch die
Lebensqualitdt und die psychosozialen Parameter (24, 58-65, 131). In
vorangegangenen Publikationen wurde ein subjektiver Benefit bei diesen
Patientengruppen nach ClI-Versorgung hinsichtlich der Tinnitussuppression,
Stressbelastung und krankheitsspezifischen Lebensqualitat durch die
standardisierte Charité-Testbatterie gezeigt (50, 51, 132-134). In der Literatur
existieren jedoch nur wenige Studien, in denen beide Patientengruppen
vergleichend untersucht werden (135). Daruber hinaus werden AHL- und SSD-
Patienten in der Literatur haufig ohne Unterteilung zusammen gruppiert (136). Es
bleibt also unklar, wie sich SSD- und AHL-Patienten praoperativ und postoperativ
unterscheiden. Durch eine direkte Vergleichsanalyse beider Patientengruppen
konnten die individuellen Bedurfnisse der Patienten besser charakterisiert und

berucksichtigt werden.

In der vorliegenden Studie werden die Parameter subjektive Horeinschatzung,
Tinnitusbelastung, Lebensqualitdt und psychische Komorbiditaten (Stress,
Angstlichkeit, depressive Symptomatik) bei SSD- und AHL-Patienten direkt
miteinander verglichen, um die Unterschiede zwischen diesen beiden Gruppen
zu identifizieren und bei der Behandlung zu adressieren. Es wurden 66 Patienten
prospektiv eingeschlossen, bei denen eine Cl-Operation in der Klinik fur Hals-
Nasen-Ohrenheilkunde am Campus Virchow Klinikum der Charité-
Universitatsmedizin Berlin durchgefiihrt wurde. Praoperativ erfolgten eine
Reintonaudiometrie, die Sprachaudiometrie mittels des Freiburger Einsilbertests
und eine Befragung mittels validierter Fragebdgen entsprechend der Charité-
Testbatterie (50, 51, 132, 134). Sechs Monate nach der Erstanpassung des

Sprachprozessors wurde der Freiburger Einsilbertest mit Cl zur postoperativen

76



Verlaufskontrolle durchgeflihrt. Die Fragebdgen wurden postoperativ erneut von
den Patienten ausgeflllt. Zur Einschatzung des subjektiven Horvermdgens
wurde das Oldenburger Inventar (Ol) verwendet (137). Der Tinnitusfragebogen
(TF) nach Goebel und Hiller (138) untersucht die subjektive Tinnitusbelastung.
Die Beurteilung der gesundheitsbezogenen Lebensqualitat erfolgte mittels des
Nijmegen Cochlear Implant Questionnaire (NCIQ) (139). Der Perceived Stress
Questionnaire (PSQ) (140) wurde angewandt, um das Stressempfinden
abzufragen. Des Weiteren wurde die Angstsymptomatik mittels des Generalized
Anxiety Disorder-Bogen (GAD-7) (141) und die depressive Symptomatik mittels
Allgemeiner Depressionsskala (ADS-L) (142) erhoben.

Die Ergebnisse zeigten, dass die SSD-Gruppe signifikant hdhere NCIQ-Werte in
den Subdomanen ,elementare und erweiterte Schallwahrnehmung® als die AHL-
Gruppe aufwies. Darluber hinaus war das Stressniveau (PSQ) und die
Angstlichkeit (GAD-7) préaoperativ bei SSD-Patienten signifikant héher als bei
AHL-Patienten. Diese Unterschiede verringerten sich jedoch sechs Monate nach
der Cl-Versorgung und waren bei einigen Parametern statistisch nicht mehr

signifikant.

Insgesamt unterscheiden sich SSD- und AHL-Patienten praoperativ signifikant.
Weitere Studien sollten klaren, ob diese Unterschiede auch in grolReren
Patientengruppen erkennbar sind. Bei SSD-Patienten kénnen psychosoziale
Faktoren eine starkere Auswirkung auf das subjektive Ergebnis der CI-
Versorgung haben als bei AHL-Patienten. Diese Aspekte sollten sowohl in der
praoperativen Beratung als auch in der postoperativen Rehabilitation Beachtung

finden.
(Text teilweise aus der oben genannten Publikation Gbernommen)
Quelle: Bassiouni M, Hauller SM, Ketterer MC, Szczepek AJ, Vater J,

Hildebrandt L, Groschel M, Olze H. “Prospektive Vergleichsanalyse von CI-

Patienten mit einseitiger Taubheit und asymmetrischem Horverlust hinsichtlich
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der gesundheitsbezogenen Lebensqualitat, Tinnitusbelastung und psychischen
Komorbiditaten.” HNO. 2023. Aug;71(8):494-503.
https://doi.org/10.1007/s00106-023-01318-6
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3 Diskussion

Das Ziel der vorliegenden Habilitationsschrift war es, ein besseres Verstandnis
von Pathomechanismen und Klinik der Schwerhorigkeit zu erlangen, um die
Behandlungsergebnisse zu optimieren. Aufgrund der zahlreichen negativen
Folgen der Schwerhdrigkeit auf die Lebensqualitat (6-8), psychische Gesundheit
(9-13) und Kognition (14-16) ist dieses Thema fur die Patienten und die
Gesellschaft von grof3er Bedeutung. In den vorgestellten Studien wurden
experimentelle und klinische Aspekte bei der Erforschung, Diagnostik und
Therapie der Schwerhorigkeit evaluiert. Das folgende Kapitel ist eine
Uberarbeitete Fassung der Diskussionsabschnitte der vorgestellten eigenen
Arbeiten.

3.1 ,,Tackling the mouse-on-mouse problem in cochlear
immunofluorescence: a simple double-blocking protocol for
immunofluorescent labeling of murine cochlear sections with
primary mouse antibodies”

Bereits seit den 1980er Jahren wurde das Problem der "Mouse-on-mouse"-
Farbung erkannt und durch mehrere Techniken adressiert (97-104), zum Beispiel
direkt markierte Primarantikorper, die als “konjugiert” bezeichnet werden (97,
98). Der Hauptnachteil der direkten Immunfarbung mit konjugierten Antikdrpern
ist die geringere Empfindlichkeit aufgrund der GroRe der entstehenden
Immunkomplexe (97-99). Alternativ kann die Bindung der Fab-Fragmente der
Anti-Maus-Sekundarantikdrper an die Gewebe-Immunglobuline blockiert werden
(100, 101). Aufgrund des Beitrags der Fc-Fragmente fuhrt dieser Ansatz jedoch
nicht zur vollstandigen Blockierung des "Mouse-on-mouse"-Hintergrundsignals
(102).

Bisher hat sich keine Blockierungsmethode allgemein durchgesetzt, da das
Blockierungsprotokoll fur jede Anwendung angepasst werden muss. Frihere
Studien haben namlich gezeigt, dass der "Mouse-on-mouse"-Hintergrund
gewebespezifisch ist (102). Daher sind die Immunfarbungsprotokolle, die flr

andere Gewebetypen entwickelt wurden, nicht immer fur Cochleaschnitte
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geeignet, da ein erheblicher Teil der Cochlea aus extrazellularen Matrixproteinen
besteht (143, 144). Daher wird das Problem des "Mouse-on-mouse"-
Hintergrunds bei der Immunfarbung von Schnitten aus der Cochlea der Maus zu

einer besonderen Herausforderung.

In der vorliegenden Studie konnte das "Mouse-on-mouse"-Hintergrundsignal
durch ein Doppelblockierungsprotokoll zur Immunfluoreszenzfarbung von
Cochlea-Kryoschnitten von Mausen drastisch reduziert werden. Diese Technik
verlangert die Dauer der Farbung nur geringfugig. Das Protokoll ist relativ einfach
und flexibel. Daher wird dieses kostengunstige und unkomplizierte Protokoll fur
kinftige Studien vorgeschlagen, bei denen ein Maus-Primarantikdrper fur die

Immunfarbung der Cochlea der Maus verwendet werden soll.

3.2 ,ldentification and Characterization of TMEM119-Positive Cells in the
Postnatal and Adult Murine Cochlea”

In zahlreichen Studien wurden Makrophagen in der Cochlea der Maus (86, 88,
94, 145) und des Menschen (85, 87, 89, 146) nachgewiesen. Darlber hinaus
wurde die Aktivierung der Makrophagen der Cochlea mit Larmtrauma (95, 147-
150), Ototoxizitat (151) und Presbyakusis (146) in Verbindung gebracht.

In der Literatur ist die Nomenklatur der Immunzellen des auditorischen Systems
umstritten. Makrophagen, die klassische Makrophagenmarker exprimieren,
wurden in frheren Studien (91, 145, 152-155) als "mikrogliadhnliche Zellen"
bezeichnet. Jedoch handelt es sich bei den mikrogliadhnlichen Zellen des
auditorischen Systems wahrscheinlich nicht um echte Mikroglia (154). In der
neurowissenschaftlichen Literatur hingegen werden diese beiden Populationen
eindeutig als getrennte Zellpopulationen anerkannt. Diese Diskrepanz war der
Grund fur die Entwicklung von TMEM119-transgenen Mausen: Ziel war es,
zwischen Makrophagen, die aus Monozyten stammen, und echten Mikroglia im
Gehirn zu unterscheiden (156-158).

Im Gehirn sind gewebeansassige Mikroglia durch TMEM119 markiert und stellen

eine Untergruppe der Iba1-positiven Makrophagen dar (156, 158). Es wird also
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vermutet, dass TMEM119 ein wertvoller Marker fur gewebeansassige Mikroglia
(TMEM119-positiv) ist, der sie von rekrutierten Makrophagen (TMEM119-
negativ) unterscheidet (156-158). In der vorliegenden Studie wurde das
Expressionsmuster von TMEM119 zum ersten Mal in der postnatalen und
adulten Cochlea der Maus beschrieben. Es wurde gezeigt, dass TMEM119-
Expression mit Iba1-positiven Makrophagen nicht Ubereinstimmt. Stattdessen
wurde TMEM119 in bestimmten Zelltypen in der Stria vascularis und dem
Spirallimbus nachgewiesen. Diese Ergebnisse entkoppeln TMEM119 von |ba1-
exprimierenden Makrophagen in der Cochlea. In der Retina wurde gezeigt, dass
die TMEM119-Expression die Mikrogliazellen der Retina nicht spezifisch markiert
(159). Daraus lasst sich schlie3en, dass TMEM119 zwar ein spezifischer Marker
fur Mikroglia im Gehirn ist, scheint jedoch in der Retina kein sinnvoller Mikroglia-
Marker zu sein (159). In der vorliegenden Studie sprechen die Ergebnisse
ebenfalls nicht fir die Verwendung von TMEM119 als Mikroglia-Marker in der

Cochlea. Es bleibt also unklar, ob es echte Mikroglia in der Cochlea gibt.

In der vorliegenden Studie zeigte ein Larmtrauma keine wesentliche Auswirkung
auf das qualitative Expressionsmuster von TMEM119 in der Cochlea. Daher
bleibt es herausfordernd, Uber die Funktion von TMEM119 in der Cochlea zu
spekulieren. Das Expressionsmuster kann jedoch Aufschluss Uber die Funktion
geben. Die Stria vascularis hat sich als bekannter Ort von larm- und
altersbedingten inflammatorischen Schaden erwiesen und ist daher ein
potenzielles therapeutisches Ziel (160). Insbesondere in den Basalzellen der
Stria vascularis befinden sich die “Tight junctions”, die die Blut-Labyrinth-Barriere
bilden (161, 162). Zusammenfassend lasst sich sagen, dass die Ergebnisse auf
eine mogliche Rolle von TMEM119 bei der cochlearen Entzindungsreaktion in
der Stria vascularis hinweisen. Weitere Studien sind erforderlich, um die Funktion
von TMEM119 in der Cochlea mit Hilfe von transgenen Mausmodellen besser zu
charakterisieren und seine potenzielle Rolle in der Pathophysiologie der Cochlea

zu klaren.
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3.3 ,,The Relationship between the M1/M2 Macrophage Polarization and
the Degree of Ossicular Erosion in Human Acquired Cholesteatoma:
An Immunohistochemical Study”

Der Nachweis von entzindlichen Zellen im Cholesteatom wurde in mehreren
frGheren Studien berichtet (109, 117-119). Die M1/M2-Makrophagenpolarisation
im menschlichen Cholesteatom wurde jedoch bis zur vorliegenden Studie nicht
untersucht. Es ist gezeigt worden, dass die Makrophagenpolarisation bei
chronisch entzundlichen Erkrankungen (123, 124) wie Morbus Crohn (125, 163,
164) und rheumatoider Arthritis (126) die Auspragung der Erkrankung
beeinflusst. Daruber hinaus hat die pharmakologische Beeinflussung der M1/M2-
Polarisation bei diesen Erkrankungen therapeutisches Potenzial gezeigt (125,
126). In der vorliegenden Studie wurde eine signifikante Korrelation zwischen der
Makrophagenpolarisation und dem Ausmal} der Ossikelarrosion festgestellt. Hier
korrelierte eine hohere Anzahl von M1-Zellen (und damit ein héheres M1/M2-

Verhaltnis) signifikant mit einer fortgeschrittenen Ossikelarrosion.

Ziel der vorliegenden Studie war es, ein besseres Verstandnis der
Immunregulation im Cholesteatom zu erlangen. Die Entwicklung eines
biologischen Mittels zur Vorhersage und Quantifizierung der Kklinischen
Aggressivitat des Cholesteatoms ist von groRem Interesse, da diese Vorhersage
Auswirkungen auf die Behandlung haben kann. Eine weitere Motivation war die
Erforschung der Moglichkeit einer medikamentésen Therapie fur das
Cholesteatom. Ein vielversprechendes therapeutisches Target konnte hier TNFa
sein. In friheren Studien korrelierte der TNFa-Spiegel bei Cholesteatompatienten
mit der Knochenerosion (165, 166). DarUber hinaus reduziert der Einsatz von
TNFa-Inhibitoren wie Infliximab die Knochenresorption bei rheumatoider Arthritis
(167). Diese therapeutische Wirkung von Infliximab wird auf eine Verschiebung
der Makrophagen vom M1- zum M2-Phanotyp zurlckgefuhrt (125, 126). Eine
ahnliche potenzielle therapeutische Anwendung von Infliximab koénnte beim
Cholesteatom vermutet werden. In der Literatur gibt es nur einen Fallbericht Gber
eine Spontanremission eines erworbenen Cholesteatoms, hier wurde eine
klinische Remission unter systemischer Infliximab-Therapie berichtet (168).

Daher wird die Hypothese aufgestellt, dass die Verlagerung vom destruktiven

92



M1-Signalweg auf den homoostatischen M2-Signalweg durch TNFa-Hemmung

ein medikamentodser Therapieansatz fir das Cholesteatom sein kénnte.

Insgesamt unterstitzt die vorliegende Studie zuklnftige therapeutische
Strategien und tragt zum aktuellen Verstandnis der Immunregulation im
Cholesteatom bei. Kulnftige Studien sollten die mogliche therapeutische
Anwendung lokaler oder systemischer TNFa-Inhibitoren untersuchen,
gegebenenfalls in Kombination mit einer sanierenden Ohroperation. Dieses
Therapiekonzept sollte an menschlichen Gewebeproben in vitro oder an

Tiermodellen in vivo getestet werden.

3.4 s routine preoperative computed tomography imaging justified in
otosclerosis? A retrospective single-center analysis”

In der Literatur wurde ein Zusammenhang zwischen fortgeschrittener cochlearer
Otosklerose und Knochenleitungsabfall beschrieben (130, 169-172). Bei
isolierter fenestraler Otosklerose scheint es jedoch keine eindeutige Korrelation
mit dem praoperativen oder postoperativen Audiogramm zu geben (41, 130, 169,
173, 174). Daher korreliert die CT-Bildgebung bei den meisten Patienten nicht

zwingend mit der Klinik.

Die stetige Verbesserung der Qualitat der CT-Bildgebung hat dazu geflihrt, dass
sie vor der Operation immer haufiger eingesetzt wird (40-44) und in einigen
Landern inzwischen medikolegal verpflichtend ist (45). Die routinemalige
Anwendung der CT-Bildgebung bleibt jedoch umstritten (45, 46), da die
Behandlungsergebnisse dadurch nicht nachweislich verbessert werden. Die
routinemafRige CT-Bildgebung vor einer CIl-Operation bei Erwachsenen wird
ebenfalls zunehmend in Frage gestellt und in einigen Kliniken nur bei Verdacht
auf Verknécherung oder Deformitat der Cochlea eingesetzt (175, 176). Bei der
Otosklerose kann ein ahnlich zurickhaltender Ansatz vorgeschlagen werden,
sodass die praoperative CT-Bildgebung nur bei atypischen Prasentationen oder
zweifelhafter Diagnose empfohlen wird, z.B. bei Verdacht auf traumatische oder

angeborene Ossikelpathologie.
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Dennoch kann die praoperative CT-Bildgebung dazu beitragen, Komplikationen
zu vermeiden, da seltene anatomische Varianten praoperativ erkannt werden
kénnen (171). Die Hauptfrage ist hier jedoch, ob der Wert der CT-Bildgebung in
diesen seltenen Fallen eine routinemalige praoperative Anwendung mit ihren
verbundenen Strahlenrisiken rechtfertigt. In der vorliegenden Studie gab es
keinen Unterschied zwischen den CT-positiven und CT-negativen Ohren in
Bezug auf den praoperativen oder postoperativen Befund. Daher wird die
praoperative Bildgebung nicht routinemafig fur jeden Fall empfohlen, sondern
eher selektiv eingesetzt. Nach Aufklarung Uber die Strahlenrisiken kann eine
praoperative CT-Bildgebung auf Patientenwunsch trotzdem angeboten werden,

um den Patienten die bestmogliche praoperative Beratung zukommen zu lassen.

3.5 ,Lateralization pattern of the Weber tuning fork test in longstanding
unilateral profound hearing loss: implications for cochlear
implantation”

In der vorliegenden Studie wurden die Ergebnisse des Weber-Stimmgabeltests
bei einer kleinen Kohorte von SSD- und AHL-Patienten retrospektiv analysiert. In
der untersuchten Kohorte gaben 61,5% der Patienten an, den Ton auf beiden
Seiten gleich zu horen (keine Lateralisation). Hier kann vermutet werden, dass
die langjahrige einseitige auditorische Deprivation zu einem zentralen
Anpassungsprozess fuhren kdnnte, ahnlich wie bei der zentralen Kompensation
nach einem einseitigen Vestibularisausfall (177-179). Bei SSD- und AHL-
Patienten konnte diese zentrale Adaptation zum Verlust der Lateralisation des
Weber-Tests fuhren. Zuklnftige Studien sollten eruieren, ob ein solcher
Anpassungsprozess im zentralen auditorischen System das CI-Ergebnis bei
SSD- und AHL-Patienten beeinflusst.

Die Auswirkungen der einseitigen Taubheit auf den auditorischen Kortex wurden
in friheren Studien untersucht (180, 181). Aufgrund der Neuroplastizitat sind
diese zentralen Veranderungen bei Kindern durch eine Cl-Versorgung reversibel
(181-184). Die Reifung des auditorischen Kortex setzt sich bis ins Jugendalter
hinein fort (185). Danach nimmt die Neuroplastizitat des auditorischen Kortex

deutlich ab. Diese kortikalen Veranderungen, die mit langjahriger auditorischer
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Deprivation einhergehen, kobnnen das schlechtere Ergebnis der Cl-Versorgung
bei pralingualer SSD im Vergleich zu postlingualer SSD erklaren. Es bleibt also
herausfordernd, spezifische elektrophysiologische oder radiologische Marker als
Pradiktoren fur das Cl-Ergebnis bei Patienten mit langjahriger SSD einzusetzen.
Diese Herausforderung kdnnte auf das unvollstandige Verstandnis der mit SSD
verbundenen zentralen Veranderungen zuriuckgefuhrt werden. Diese zentralen
Veranderungen kdnnen moglicherweise durch die Verwendung der funktionellen

Magnetresonanztomographie (fMRT) untersucht werden (186, 187).

Eine weitere Herausforderung liegt darin, dass das Ergebnis der Cl-Versorgung
bei SSD variabel ist und von mehreren Faktoren abhangt, insbesondere von der
Ertaubungsdauer (188-191). Die Korrelation zwischen der SSD-Dauer und dem
postoperativen Sprachverstehen ist in der Literatur gut belegt (188). Allerdings
konnen einige Patienten auch nach langer Ertaubungsdauer noch einen
gewissen Nutzen erzielen (192). Daher kann keine Empfehlung fur die langste
akzeptierte SSD-Dauer fur eine Cl-Indikation gegeben werden, insbesondere in
Anbetracht der zahlreichen anderen Storfaktoren, die das CI-Ergebnis

beeinflussen.

SSD wird haufig von Tinnitus begleitet (180). Tinnitus kann als eine zentrale
Reaktion auf eine periphere auditorische Deafferenzierung betrachtet werden
(181, 193). Das Fehlen von Tinnitus bei angeborener SSD wurde bei
experimentellen (193, 194) und klinischen (195) Studien gezeigt, was darauf
hindeutet, dass Hoérerfahrung fur die Entwicklung eines Tinnitus essentiell ist.
Aulerdem muss die Dauer der Horerfahrung fur die Entwicklung eines Tinnitus
ausreichend lang sein (196). Das Fehlen von Tinnitus bei erwachsenen
Patienten, die seit der Kindheit an SSD leiden, kann somit auf irreversible
zentrale Veranderungen hinweisen. Dieses Phanomen scheint mit der fehlenden

Lateralisation des Weber-Stimmgabeltests zu korrelieren.

Insgesamt stellen die Cl-Ergebnisse bei angeborener und langjéhriger SSD nach
wie vor eine Herausforderung dar, was die primare Motivation fur die vorliegende
Studie war. Ziel der Studie war es, klinische Pradiktoren fur das Ergebnis der

Horrehabilitation bei langjahriger SSD zu ermitteln. Basierend auf den
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Ergebnissen der vorliegenden Studie kann vorgeschlagen werden, den Weber-
Stimmgabeltest in die Standard-Testbatterie zur Cl-Indikationsstellung bei SSD-

Patienten aufzunehmen.

3.6 ,,Prospektive Vergleichsanalyse von Cl-Patienten mit einseitiger
Taubheit und asymmetrischem Horverlust hinsichtlich der
gesundheitsbezogenen Lebensqualitat, Tinnitusbelastung und
psychischen Komorbiditaten”

In der vorliegenden Studie zeigten sich bereits praoperativ signifikante
Unterschiede zwischen SSD- und AHL-Patienten. Diese Unterschiede waren
nach einem sechsmonatigen Beobachtungszeitraum nach der Cl-Versorgung

verringert oder sogar nicht mehr signifikant.

Hinsichtlich der krankheitsspezifischen Lebensqualitat zeigte die SSD-Gruppe
praoperativ signifikant hdhere NCIQ-Werte in den Subdomanen ,elementare und
erweiterte Schallwahrnehmung“ als die AHL-Gruppe. Interessanterweise
konnten die vergleichbaren praoperativen Ergebnisse des Freiburger
Einsilbertests und des Oldenburger Inventars bei SSD- und AHL-Patienten die
signifikanten Unterschiede im Stress- und Angstniveau zwischen den beiden
Gruppen nicht ausreichend erklaren. Diese Unterschiede konnten auf das
jungere Alter und die kurzere Ertaubungsdauer in der SSD-Gruppe
zuruckzufihren sein. Die kurzere Ertaubungsdauer der SSD-Gruppe konnte ihre
Fahigkeit einschranken, sich anzupassen und die einseitige Ertaubung zu
kompensieren. Daruber hinaus handelt es sich bei SSD-Patienten haufig um
einen akuten Horsturz, wahrend AHL-Patienten eher einen schleichenden
Horverlust entwickeln. Der Altersunterschied zwischen beiden Gruppen (52
Jahre vs. 62 Jahre) konnte ebenfalls kausal relevant sein, da das Stressniveau
in der Altersgruppe der 35- bis 54-Jahrigen seinen Hohepunkt erreicht und

danach mit dem Alter stetig abnimmt (197).

In einer systematischen Ubersicht der Literatur (131) wurde die Verbesserung
der Lebensqualitat durch Cl bei SSD-Patienten belegt. Frihere Studien haben
zwar eine verbesserte gesundheitsbezogene Lebensqualitat sowohl bei SSD-
(51, 134) als auch bei AHL-Patienten (50, 132) nach CI gezeigt, aber sie haben
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diese beiden Gruppen nicht direkt miteinander verglichen. SSD-Patienten
werden in der Regel als weniger beeintrachtigt wahrgenommen als AHL-
Patienten, die ein Horgerat tragen. Jedoch zeigte eine kirzlich veroffentlichte
Studie, dass AHL- und SSD-Patienten Uber ahnliche subjektive Einschrankungen
des Horvermdgens berichten, obwohl psychologische Komorbiditaten dabei nicht
analysiert wurden (135). Die Ergebnisse der vorliegenden Studie deuten darauf
hin, dass die Unterschiede bei den psychischen Komorbiditaten zwischen der
SSD- und der AHL-Gruppe zum Teil auch auf die unterschiedliche
Altersverteilung und Ertaubungsdauer in den beiden Gruppen zurtckzuflhren
sind. Kunftige Studien sollten durch ein Kohorten-Matching die

soziodemografischen Storfaktoren bertcksichtigen und kontrollieren.

Schlussendlich profitierten SSD- und AHL-Patienten von einem CI; die
Wiederherstellung des binauralen Horens ist somit bei allen schwerhorigen
Patienten erstrebenswert. Der Mehrwert der vorliegenden Analyse liegt jedoch in
der komplexen Outcome-Messung mittels validierter Fragebdgen, da die
individuellen Bedurfnisse der Patienten dadurch charakterisiert und
berucksichtigt werden koénnen. Vor allem bei SSD konnte die engmaschige
Betreuung der Patienten insbesondere hinsichtlich der psychischen
Komorbiditaten im Rahmen der CI-Rehabilitation die gesamte subjektive
Erfahrung der Horrehabilitation verbessern. Die Verwendung validierter
Fragebdgen ermdglicht eine umfassende Messung des psychosozialen Profils,
um die besonders gefahrdeten Patienten praoperativ besser zu identifizieren und

postoperativ engmaschiger betreuen zu kénnen.
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4 Zusammenfassung

Schwerhorigkeit ist ein globales Gesundheitsproblem mit zahlreichen negativen
Folgen fur die betroffenen Patienten und die Gesellschaft im Allgemeinen. Als
Hauptrisikofaktor fir Demenz spielt die Schwerhdrigkeit eine zentrale Rolle und
hat demnach Auswirkungen, die weit Uber das individuelle Wohlbefinden
hinausgehen und das sozio6konomische Gefuge der Gesellschaft beeinflussen.
Die Patienten leiden unter sozialer Isolation und eingeschrankter Lebensqualitat.
Der begleitende Tinnitus wird mit Stress, Angst und Depression in Verbindung
gebracht. Die Ubergreifende Motivation flr die vorliegende Habilitationsschrift
war es, das derzeitige Verstandnis der Schwerhdrigkeit zu erweitern, um die

Behandlungsergebnisse zu optimieren.

In den letzten Jahren wurde die Existenz von Immunzellen in der Cochlea
nachgewiesen. Es ist jedoch nach wie vor schwierig, die verschiedene
Immunzelltypen der Cochlea anhand molekularer Marker zu unterscheiden.
Obwohl die Maus das wichtigste Tiermodell in der Horforschung ist, scheint die
Immunfarbung bestimmter Proteine in der Cochlea von Mausen aufgrund der

»,Mouse-on-mouse“-Hintergrundfarbung besonders problematisch zu sein.

Der Mangel an zugelassenen medikamentdosen Behandlungen fir die
Schwerhdrigkeit stellt nach wie vor eine weitere Herausforderung dar. Bei der
chirurgischen Therapie des Cholesteatoms sind die Behandlungsergebnisse
aufgrund der hohen Rezidivrate oft suboptimal, sodass haufig mehrere
Ohroperationen erforderlich sind und eine permanente Schwerhdrigkeit resultiert.
Hier konnte die Entwicklung einer medikamentésen Therapie von groler
Bedeutung sein. Daruber hinaus bleiben einige klinische Aspekte der
Behandlung der Schallleitungsschwerhdrigkeit bei  Mittelohrpathologien
umstritten. Die Computertomografie erhalt bei Verdacht auf Otosklerose
zunehmend Einzug in die klinische Routine, bleibt aber aufgrund der damit

verbundenen Kosten und Strahlenbelastung kontrovers.
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Bei hochgradiger, an Taubheit grenzender Schwerhdrigkeit bleibt die Cochlea-
Implantation (Cl) die Behandlung der Wahl. Die Horergebnisse sind aber nach
wie vor unterschiedlich, insbesondere bei langer Ertaubungsdauer und
angeborener Ertaubung. Diese Einschrankung ist besonders bei Patienten mit
einseitiger Ertaubung (SSD) und asymmetrischem Horverlust (AHL) von
Bedeutung. Das Fehlen zuverlassiger elektrophysiologischer oder radiologischer
Pradiktoren fur den Erfolg der Cl bei SSD- und AHL-Patienten kdnnte auf das
unvollstandige Verstandnis der assoziierten zentralen Veranderungen
zuruckzufihren sein. Aul3erdem kann die konventionelle Outcome-Messung, die
sich ausschliel3lich auf die Horfahigkeit stutzt, den Leidensdruck der Patienten

nicht adaquat erfassen.

Angesichts der erheblichen Auswirkungen der Schwerhorigkeit lag das Ziel der
vorliegenden Studien darin, ausgewahlte experimentelle und klinische Strategien
bei der Diagnostik und Therapie der Schwerhorigkeit zu evaluieren. In den
vorgestellten Studien wurden verschiedene Aspekte der Pathophysiologie, der
diagnostischen Ansatze und der potenziellen therapeutischen Interventionen flr

verschiedene Horstorungen untersucht.

Die erste Studie zielte darauf ab, ein Immunfluoreszenzprotokoll mit einer
doppelten Blockierungstechnik zu entwickeln und optimieren, um das Problem
des unerwunschten “Mouse-on-mouse”-Hintergrundsignals zu |6sen. Hierbei
wurde das Muster der “Mouse-on-mouse”-Hintergrundfluoreszenz in der Cochlea
zum ersten Mal beschrieben. Dieses doppelte Blockierungsprotokoll ermdglichte
die prazise Visualisierung spezifischer Proteinexpression in der Cochlea der

Maus durch die Immunfluoreszenzfarbung.

Die zweite Studie konzentrierte sich auf die Charakterisierung der Expression
von dem Mikroglia-Marker, TMEM119, in der Cochlea. Hierbei zeigte sich, dass
TMEM119-Expression nicht in den Iba1-positiven Makrophagen exprimiert
wurde. Stattdessen wurde TMEM119 in bestimmten Zelltypen in der Stria
vascularis und dem Spirallimbus nachgewiesen. Die Ergebnisse sprechen nicht
fur die Verwendung von TMEM119 als Marker fur Mikroglia in der Cochlea. Die

EinfUhrung von Larmtrauma wirkte sich nicht auf das qualitative
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Expressionsmuster von TMEM119 in der Cochlea aus. Weitere Studien sind
erforderlich, um die Funktion von TMEM119 in der Cochlea besser zu
charakterisieren und seine potenzielle Rolle in der Pathophysiologie der Cochlea

zu klaren.

In der dritten Studie wurde eine immunhistochemische Analyse zur
Charakterisierung der M1/M2-Makrophagenpolarisation in menschlichen
Cholesteatompraparaten eingesetzt. Hierbei korrelierte eine hdhere Anzahl von
M1-Makrophagen (und damit ein hoheres M1/M2-Verhaltnis) signifikant mit einer
fortgeschrittenen Ossikelarrosion. Es ist zu erwarten, dass die Ergebnisse zur
Entwicklung medikamentdser Therapie beitragen, da die pharmakologische
Beeinflussung der Makrophagenpolarisation sich bei anderen entzundlichen

Erkrankungen therapeutisch sinnvoll erwies.

Die vierte Studie untersuchte den Nutzen der routinemaRigen CT-Bildgebung bei
der Otosklerose. In der untersuchten Kohorte korrelierte das Vorhandensein von
otosklerotischen Herden bei der CT-Diagnostik nicht mit dem praoperativen
Audiogramm oder dem Operationsergebnis. In der untersuchten Kohorte lieferten
die CT-Bilder keine neuen Erkenntnisse, die die Entscheidung Uber die
Durchflhrung der Operation oder die Wahl der zu operierenden Seite beeinflusst
hatten. Daher sprechen die vorliegenden Ergebnisse nicht fur den
routinemafRigen Einsatz der praoperativen CT-Diagnostik bei klinischem

Verdacht auf Otosklerose.

Die funfte Studie untersuchte die Lateralisation des Weber-Stimmgabeltests bei
Patienten mit langjahriger SSD oder AHL. In dieser Patientenkohorte korrelierte
eine im Kindesalter einsetzende einseitige Taubheit signifikant mit der fehlenden
Lateralisation des Weber-Stimmgabeltests und dem Fehlen von ipsilateralem
Tinnitus. Die Ergebnisse deuten auf einen zentralen Anpassungsprozess durch
chronische einseitige auditorische Deprivation hin, der vor der kritischen Periode
der auditorischen Reifung beginnt. Diese Hypothese konnte teilweise das
suboptimale Cl-Ergebnis bei langjahriger SSD erklaren. Die Ergebnisse konnten
darauf hindeuten, dass der Weber-Test als einfaches, schnelles und

kostengulnstiges Instrument fur das Screening von Cl-Kandidaten geeignet ist
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und somit die Beratung von Patienten mit langjahriger einseitiger Taubheit

verbessern konnte.

Die sechste Studie befasste sich schlie3lich mit einer Vergleichsanalyse von ClI-
Patienten mit SSD und AHL in Hinblick auf die gesundheitsbezogene
Lebensqualitat, Tinnitusbelastung und psychischen Komorbiditaten. Die
praoperative Stressbelastung und Angstsymptomatik waren bei SSD-Patienten
signifikant hoher als bei AHL-Patienten. Diese Unterschiede verringerten sich
jedoch sechs Monate nach der Cl-Versorgung und waren teilweise nicht mehr
statistisch signifikant. Die Ergebnisse zeigten, dass SSD- und AHL-Patienten
sich praoperativ signifikant unterscheiden. Bei SSD-Patienten kdnnen
psychosoziale Faktoren eine starkere Auswirkung auf das subjektive Ergebnis
der Cl-Versorgung haben als bei AHL-Patienten. Diese Aspekte sollten sowonhl
in der praoperativen Beratung als auch in der postoperativen Rehabilitation

Beachtung finden.

Zusammengenommen sollen die vorgestellten Studien einen umfassenden
Uberblick tiber die Schwerhérigkeit bieten, der von der Grundlagenforschung bis
hin zur klinischen Evaluation der Diagnostik und Therapie reicht. Durch die
Verknupfung dieser Studien in einem gemeinsamen Kontext tragt diese
kumulative  Habilitationsschrift zu einem breiteren Verstandnis der
Schwerhorigkeit bei und unterstitzt die Entwicklung verbesserter diagnostischer

und therapeutischer Ansatze in Zukunft.
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