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Zusammenfassung

Zur weiteren Entwicklung der lokalen Medikamentenappli-
kation an das Innenohr als vielversprechende Alternative zur
systemischen Therapie von Innenohrerkrankungen sind pr-
klinische pharmakokinetische Studien erforderlich. Aufgrund
der sehr kleinen Fliissigkeitsriume und der damit verbundenen
technischen und analytischen Schwierigkeiten waren bisherige
Untersuchungen mit jeweils einer Volumenprobe pro Tier sehr
Tierversuchs-aufwdndig und zudem héiufig artefaktbehaftet.
Wir zeigen hier, wie mit Hilfe von Computersimulationen,
welche die Anatomie des Innenohres, allgemeine pharma-
kokinetische Prinzipien und Verteilungsprozesse sowie Proben-
entnahmetechniken beriicksichtigen, die Anzahl von Tierver-
suchen bei pharmakokinetischen Studien am Innenohr reduziert
werden kann. Dies wird erreicht durch: (1) Optimierung von
Probenvolumen und Entnahmeort durch Computersimulations-
gestiitzte Versuchsplanung, (2) bessere Interpretation von
Messergebnissen, (3) Moglichkeit der Einfithrung vorteilhafter
Techniken wie der Mikrodialyse zur kontinuierlichen Konzen-
trationsbestimmung und (4) durch die Entwicklung eines drei-
dimensionalen Modells, mit welchem moglichst genaue Vorher-
sagen fiir die Verhdltnisse bei anderen Tierspezies oder fiir
andere Medikamente getroffen werden sollen.

Summary: 1D-and 3D- computer simulation for planning and
interpretation of pharmacokinetic studies in the inner ear after
round window drug delivery.

The local delivery of drugs to the cochlea is a promising alter-
native to systemic treatment of inner ear disorders. Whilst new
drugs are being developed for this purpose, it is important to
determine the time course and total dose required for the vari-
ous target regions within the inner ear. Due to the small fluid
spaces of the inner ear and the resulting experimental and an-
alytical difficulties, many animal studies have only obtained
one sample per animal. This results in limited information
about drug time courses at specific locations in the inner ear.
We show here how computer models considering general
pharmacokinetic principles and inner ear geometry are used
for application of the 3R-principle in animal research while
avoiding experimental sampling artefacts. This can be achieved
by: (1) careful planning and interpretation of experiments to
study pharmacokinetics in the inner ear, (2) optimising volume
sampling techniques, (3) facilitating the use of advantageous,
continuous sampling methods like microdialysis and (4) de-
veloping a 3D-model that will permit consideration of the com-
plex geometry of the inner ear when transferring results from
one species to another.

1 Einleitung

1.1 Topische Medikamenten-

applikation an das Innenohr

Innenohrerkrankungen gehoren zu den
hiufigsten chronischen Erkrankungen.
Allein in der Bundesrepublik Deutsch-
land leiden etwa 12-15 Millionen Betrof-
fene und damit ca. 20% der Bevolkerung

an einer Innenohrschwerhorigkeit. Ca.
2,9 Millionen Deutsche leiden an Ohr-
gerduschen (Tinnitus). Etwa 15.000
Menschen erleiden jedes Jahr in
Deutschland einen Horsturz. Dies
entspricht der Inzidenz von Horstiirzen,
die innerhalb eines gesamten Jahres in
Lindern der westlichen Welt auftreten
(5-20/10° Einwohner) (Byl, 1984).

Schwindelerkrankungen wie z.B. der
Morbus Menieére fiihren bei den Betroffe-
nen zu starken Einschridnkungen im pri-
vaten und beruflichen Bereich.

Der Stand der Therapie bei akuten und
chronischen Innenohrerkrankungen ist
jedoch noch unbefriedigend.

Bei der chronischen Innenohrschwer-
horigkeit besteht die Rehabilitation in
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der Versorgung mit Horgerdten, Cochlear
Implants oder mit modernen Horimplan-
taten. Aber auch bei der Versorgung mit
diesen Horhilfen sind die Ergebnisse hin-
sichtlich der Kommunikationsfahigkeit
suboptimal. Derzeitige medikamentdse
Therapiestrategien fiir akute Schidigun-
gen des Hor- und Gleichgewichtsorgans
beinhalten eine systemische intravendse
oder orale Therapie mit verschiedenen
Substanzklassen. Die systemische Thera-
pie fiihrt hiufig zu einer Reihe von uner-
wiinschten, zum Teil schwerwiegenden
Nebenwirkungen. Zum Beispiel werden
bei der derzeitigen Therapie des Hor-
sturzes mit Prednisolon nur bei hohen
systemischen Medikamentenspiegeln
messbare Konzentrationen im Innenohr
erreicht (Niedermeyer et al., 2003). Die
Nebenwirkungen einer langdauernden
Hochdosistherapie mit systemischen
Kortikosteroiden sind hinlidnglich be-
kannt. Bei der systemischen Therapie mit
Neurotransmittern oder Neurotransmit-
terantagonisten (z.B. bei Tinnitus) ist vor
allem mit unerwiinschten zentral-
nervosen Wirkungen zu rechnen.

Seit einigen Jahren wird deshalb die
Idee der lokalen Medikamentenapplika-
tion zur Behandlung peripherer Stérun-
gen des Hor- und Gleichgewichtsorgans
verfolgt. Medikamente werden an die
Rundfenstermembran gebracht unter der
Primisse, dass diese in das Innenohr
diffundieren (Goycoolea, 2001).

Aktuell stehen verschiedene Medika-
mentenklassen wie Wachstumsfaktoren,
Neurotransmitter, Neurotransmitter-
antagonisten, Antioxidantien, Apoptose-
inhibitoren und Antisens-Oligonuk-
leotide im Zentrum der Erforschung ihrer
Wirksamkeit bei der Behandlung von
Erkrankungen des Hor- oder Gleich-
gewichtssinns. Von besonderem Interesse
ist auch der lokale virale und nonvirale
Gentransfer zur Behandlung von In-
nenohrerkrankungen (Lalwani et al.,
2002; Stover et al., 1999). Hier stellt die
lokale Medikamentenapplikation an das
Innenohr eine vorteilhafte Alternative zur
systemischen Therapie dar. Die am léng-
sten angewandte lokale Therapieform am
Innenohr ist die Injektion von Gen-
tamicin in das Mittelohr zur selektiven
chemischen Labyrinthablation beim
Morbus Meniére. Die Steuerbarkeit des
erwiinschten therapeutischen Effektes —
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die Ausschaltung des Gleichgewichts-
organs ohne Beeintrichtigung des Hor-
vermogens — ist jedoch schwierig und
bisher nur empirisch geldst (Lange,
1995). Weltweit ist noch kein einziges
Medikament fiir die topische Medika-
mentenapplikation an das Innenohr zuge-
lassen. Neue Medikamente zur Therapie
von Innenohrerkrankungen sind in Ent-
wicklung (fiir eine Ubersicht siehe:
Plontke und Zenner, 2004). Es ist zu er-
warten, dass sich in den néchsten Jahren
nicht zuletzt im Rahmen der Zulassung
dieser Medikamente an den Wirk-
samkeitsnachweis zahlreiche Tierver-
suchsstudien zur Pharmakokinetik an-
schlieBen werden.

1.2 Probleme
pharmakokinetischer Studien
am Innenohr

Uber die Grundlagen der Pharmako-
kinetik im Innenohr liegen nur wenige
Erkenntnisse vor. Unser Wissen iiber die
Konzentration von Medikamenten im
Innenohr bei systemischer oder topischer
Applikation beruhen groBtenteils auf
Probenentnahmen und Analysen von
Perilymphfliissigkeit. Aufgrund der aus-
gesprochen kleinen Volumina in den
Fliissigkeitsriumen des Innenohres stellt
die Entnahme und Analyse von Proben
aus dem Innenohr jedoch eine technische
Herausforderung dar. Das gesamte
Perilymphvolumen in der Horschnecke
des Meerschweinchens betrigt z.B.
weniger als 10 pl (Thorne et al., 1999).
Zur Gewinnung ausreichender Proben-
volumina fiir die Analytik von Pharmaka
wurde deshalb bisher von fast allen
Arbeitsgruppen nur jeweils eine Probe
aus dem Innenohr pro Tier entnommen.
Diese Vorgehensweise hat zur Folge,
dass zahlreiche, jeweils mehrstiindige
Tierversuche (unter Betiiubung) durch-
gefiihrt wurden, um jeweils nur eine
einzige Konzentrations-Zeit-Kurve fiir
nur eine bestimmte Substanz und ein
bestimmtes Applikationsprotokoll zu
erhalten (Bachmann et al., 2001; Chen et
al., 2003; Hoffer et al., 1997, 1999,
2001). Hoffers Gruppe z.B. verwendete
mehr als 80 Chinchillas zur Beschrei-
bung der Konzentrations-Zeit-Kurve von
Gentamicin mittels Probenentnahme aus
dem Vestibulum (Hoffer et al.,, 1997,
1999).
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1.3 Eingeschréinkte Inter-
pretierbarkeit von Proben-
entnahmen aus den Innenchr-
flussigkeiten

Neben der grolen Anzahl von Tieren, die
fiir die Bestimmung der Pharmakokine-
tik im Innenohr mittels Entnahme von
Volumenproben erforderlich ist, muss
zusitzlich von einer stark eingeschrink-
ten Interpretierbarkeit der Messdaten
ausgegangen werden. Die von Hoffers
Gruppe entnommenen Perilymphproben
von 15 pl aus dem Vestibulum enthalten
z.B. eine Kombination von Perilymphe
aus Vestibulum, Scala vestibuli und Scala
tympani und lassen deshalb keine Riick-
schliisse auf lokale Substanzkonzentra-
tionen (z.B. in den verschiedenen
Frequenzbereichen der Horschnecke)
zu (Hoffer et al., 1999). Mit Hilfe
eines ctablierten eindimensionalen (1D)
Berechnungsmodell des Innenohres
konnten jedoch — ohne die Notwendig-
keit erneuter Tierexperimente — die zeit-
abhidngigen Gentamicin-Konzentratio-
nen in den Fliissigkeitsriumen des
Innenohres analysiert und somit Kennt-
nisse iiber die Prinzipien der Substanz-
verteilung im Innenohr im allgemeinen
und speziell iiber die Gentamicinver-
teilung beim Chinchilla nach lokaler
Applikation erlangt werden (Plontke et
al., 2002).

Eine andere Problematik besteht darin,
dass Fliissigkeitsproben, die aus der
Scala tympani entnommen werden, nicht
nur Perilymphe enthalten. Entnommene
Perilymphe aus der Cochlea wird vor
allem durch zerebrospinale Flussigkeit
(CSF), die durch den Aquaeductus
cochlearis in die basale Windung von
Scala rympani nachstromt, kontaminiert.
In Perilymphproben gemessene Arznei-
mittelkonzentrationen reprisentieren
somit nicht die Konzentration des Wirk-
stoffs in der Perilymphe (Salt et al.,
2003). Einige experimentelle Studien
beriicksichtigen den Fakt der Kontamina-
tion von Perilymphproben mit zerebro-
spinaler Fliissigkeit zumindest qualitativ
und versuchen, die Kontamination der
Probenfliissigkeit mit CSF zu mini-
mieren (Bachmann et al., 2001; Scheibe
et al., 1984). Andere Studien beriicksich-
tigen diese Moglichkeit der Missinter-
pretation von Medikamentenspiegeln
durch Probenkontamination mit CSF im
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Innenohr gar nicht (Hoffer et al., 1997,
1999, 2001; Parnes et al., 1999). Der
tatsiichliche Konzentrations-Zeit-Verlauf
unterscheidet sich dann erheblich von
den gemessenen Konzentrationen in der
Probenpipette, und die Interpretier-
barkeit der Ergebnisse aus diesen Tier-
experimenten ist eingeschriinkt. Die Ana-
lyse publizierter, scheinbar widerspriich-
licher experimenteller Ergebnisse mit
unserem Computer-Modell ermdéglichte
jedoch eine Korrektur der durch Proben-
entnahme bedingten Artefakte (Plontke
und Salt, 2003; Salt et al., 2003).

Im ersten Teil dieser Arbeit soll gezeigt
werden, wie mit der Verwendung dieses
Computer-Modells quantitative Schiit-
zungen des Ausmafles der Kontamina-
tion von Perilymphproben durch nach-
stromende zerebrospinale Fliissigkeit bei
Probenentnahmen aus dem Innenohr er-
moglicht werden und dadurch Tierexpe-
rimente besser geplant und interpretiert
werden konnen.

1.4 Mikrodialyse-Technik

Die Technik der Mikrodialyse bietet (1)
den Vorteil einer kontinuierlichen Kon-
zentrationsbestimmung in den Fliissig-
keitsriumen des Innenohres und damit
der deutlichen Reduzierung der Anzahl
von Tierversuchen im Vergleich zu der
iiblichen Vorgehensweise, bei der pro
Tier nur eine Probe gewonnen wird, (2)
werden, bedingt durch die geringen
Stoffaustauschraten, die stérenden Ein-
fliisse auf die Physiologie der Innenohr-
fliissigkeiten reduziert, und (3) wird die
Kontaminationsgefahr der gesammelten
Innenohrfliissigkeit mit Zerebrospinal-
fliissigkeit minimiert, da bei der
Probengewinnung das Perilymphvolu-
men konstant bleibt. Trotz kleiner
Wiederfindungsraten im Dialysat wird
auch bei der Mikrodialysetechnik Sub-
stanz aus den Innenohrfliissigkeiten ent-
fernt und damit eine zusétzliche, artifi-
zielle ,,Clearance” aus der Cochlea
hinzugefiigt. Dieser Fakt ist von Be-
deutung fiir die Interpretation von
Messergebnissen, die mit dieser Metho-
de gewonnen werden. Bei aktuellen
pharmakokinetischen Studien am Innen-
ohr wurde dies bisher nicht beriick-
sichtigt (Hibi et al., 2001; Hunter et al.,
2003). Deshalb wurde das bestehende
1D-Modell zur Berechnung der Sub-
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stanzverteilung in den Innenohrfliissig-
keiten erweitert und mit Hilfe von in
vitro Experimenten validiert.

1.5 3D-Simulation

Topisch an die RFM (Rundfenstermem-
bran) applizierte Medikamente verteilen
sich nicht gleichformig im Innenohr. Be-
rechnungen fiir verschiedene Substanzen
mit unserem 1D-Modell zeigten, dass
Spitzenkonzentrationen (Cmax) und Dosis
(Flache unter der Kurve, area under the
curve, AUC) longitudinale Gradienten
entlang den Scalae und zwischen den
Kompartimenten aufweisen, wobei
basale Abschnitte (Hochfrequenzbe-
reich) weitaus héhere Dosen erfahren als
apikale Abschnitte (Tieffrequenzbereich)
(Plontke et al., 2002; Plontke und Salt,
2003; Salt und Ma, 2001). Da die
Substanzverteilung entlang den Scalae
von Diffusion, Clearance und Austausch
zwischen den Scalae bestimmt wird, ist
zu erwarten, dass Konzentrationsgradi-
enten in groBeren Cochleae auch stirker
ausgeprigt sind. Insofern erscheint es
sinnvoll, vor experimentellen Studien in
anderen Tierspezies die benétigte Dosis
fiir einen gewiinschten therapeutischen
Effekt mit Hilfe eines Computer-Modells
abzuschitzen, um die Anzahl notwendi-
ger in vivo Versuche zu optimieren und
damit zu reduzieren. Beim Transfer von
Erkenntnissen von einer Tierspezies auf
eine andere inklusive des Menschen
konnte allerdings die Reduktion der
3D-Geometrie auf 1D-Verhiltnisse in
einigen Bereichen des Innenohres zu
Fehlern in den Berechnungen fiihren.
Erfahrungsgemif ist die Reduktion der
3D-Geometrie auf 1D-Verhiltnisse gut
mdéglich, wenn der entsprechende Korper
eine groBe Linge im Vergleich zum
Querschnitt aufweist. Dies ist bei der
Gehorschnecke im Wesentlichen ge-
geben. Nur im basalen Bereich direkt
hinter dem Applikationsort sind bei
einigen Spezies (z.B. Chinchilla) beson-
ders groBe Querschnittflichen vorhan-
den. Diffusion in dieser Ebene kann
mdoglicherweise nicht mehr vernachlis-
sigt werden. Ziel ist es deshalb, ein 3D-
Modell zu entwickeln, mit welchem Be-
rechnungsfehler aufgrund geometrischer
Aspekte moglichst klein gehalten wer-
den konnen.

2 Material und Methode

2.1 Eindimensionales
Berechnungsmodell des
Innenohres

Die Grundziige des hier verwendeten
und erweiterten 1D-Computer-Modells
zur Simulation von Substanzverteilungen
im Innenohr sind andernorts bereits
ausfiihrlich beschrieben (Plontke et al.,
2002; Salt, 2002). In Kiirze: Jede Scala
wird in 0.1 mm-Segmente geteilt, deren
ortsabhingige Querschnittsflichen fiir
verschiedene Spezies (Mensch, Meer-
schweinchen, Fledermaus, Ratte, Maus,
Wiistenrennmaus und Chinchilla) be-
kannt sind (Plontke et al., 2002; Thorne
et al., 1999). Als Parameter fiir die Simu-
lationen werden Konstanten (Diffusions-
koeffizient, Anfangskonzentration an der
Rundfenstermembran, appliziertes Volu-
men) und Variablen (Permeabilitit der
Rundfenstermembran, Clearance aus
Innenohr und Mittelohr und Austausch
zwischen den Kompartimenten) bei der
Kalkulation der Substanzverteilungs-
prozesse beriicksichtigt (Abb. 1 und 2).
Zwischen den Segmenten wird passive
Diffusion entlang eines Konzentrations-
gradienten, ggf. iiber eine Barriere, ange-
nommen. Der longitudinale Volumen-
fluss der Perilymphe ist vernachlissigbar
klein (Ohyama et al.,, 1988). Die Be-
rechnung erfolgt alle 100 ms. Das
Modell ist offentlich  verfiigbar
(http://oto.wustl.edu/cochlea) und wurde
in verschiedenen in vitro und in vivo
Versuchen unter Verwendung von Ionen-
markern validiert (Ohyama et al., 1988;
Salt et al., 1991a, 1991b; Salt und Ma,
2001; Salt et al., 2003).

2.2 Simulation von Mess-
fehlern durch Probenentnahmen
aus der Scala tympani

Fiir eine spezifische Situation der lokalen
Medikamentenapplikation an die Rund-
fenstermembran beim Meerschweinchen
wurde zunichst die Substanzverteilung
im Innenohr simuliert. Als Beispiel
wurde eine experimentell héufig ver-
wandte Strategie, die einwdchige, konti-
nuierliche Applikation in diesem Fall
von Methylprednisolonsuccinat (MW =
374,48 g/mol) iiber eine Medikamenten-
pumpe simuliert. Bei dieser langen
Applikationsdauer kann von einem sta-
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,-) Rundfenster-Permeabilitat ﬂ Austausch zwischen den Scalae

Clearance aus dem > Diffusion

Kompartiment

Abb. 1: Prinzipien der
Substanzverteilung im Innenohr

(A): Querschnitt durch eine Gehérschnecke
(Cochlea) beim Meerschweinchen. Die
Cochlea ist ein komplexes geometrisches
Gebilde, bei dem drei aneinanderliegende,
sich zur Spitze hin verkleinernde
Fltissigkeitsraume spiralférmig um eine
gemeinsame Achse, den Modiolus (M),
angeordnet sind. Scala tympani (ST) und
Scala vestibuli (SV) sind mit Perilymphe
gefiillt. Die Scala media beinhaltet auch
den Endolymphraum (EL).

Die in dem etablierten 1D-Computermodell
berticksichtigten ,radialen Prozesse" um-
fassen den Austausch zwischen den
verschiedenen Kompartimenten (Scalae)
und die Clearance aus den Scalae in

den Blutkreislauf des Kérpers oder in

den Modiolus.

(B): Schema von Cochlea und Vestibulum
,aufgerollt: Zu den ,longitudinalen
Prozessen® gehotren die Dimensionen der
Scalae, Diffusion entlang der Scalae, Gber
das Helikotrema und in das Vestibulum (V)
und der Eintritt der Substanz Uber die
Rundfenstermembran (RF) bei lokaler
Applikation in das Mittelohr (MO) (nach
Plontke und Salt, 2002, mit freundlicher
Genehmigung des Verlages).
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tiondren Zustand (Sittigungszustand)
ausgegangen werden. Die Parameter
(Anfangskonzentration 40 mg/ml, Diffu-
sionskoeffizient 0,784:10° ¢cm?s, Rund-
fenstermembranpermeabilitit 2-10! m/s,
Clearance aus dem Innenohr t;» = 130 min
und Austausch zwischen den Scalae tip =
45 min) entsprachen den in friiheren
Simulationen durch inverse Parameteran-
passung ermittelten Werten (Plontke und
Salt, 2003).

Danach wurde die Medikamenten-
konzentration in der Probenpipette fiir
verschiedene Szenarien berechnet, bei
denen jeweils entweder der Ort der
Probenentnahme oder das entnommene
Volumen an Perilymphe variiert wurden.
Das Verhiltnis der Werte von ,,gemes-
sener” und ,,tatsachlicher Substanzkon-
zentration am Entnahmeort vor der
Probenentnahme ergab einen Faktor, der
dem zu erwartenden Messfehler im
Experiment entspricht.

2.3 Kontinuierliche
Konzentrationsbestimmung
durch Mikrodialyse

Eine Fluoreszenzfarbstofflosung (Na-
triumfluoreszein, 1 mg/ml) wurde in
Acrylglasmodellen mit Fliissigkeits-
riumen unterschiedlicher Volumina
(100 pl und 10 pl) kontinuierlich bei einer
Perfusionsrate von 2 pl/min mit dem
Trigermedium der Fluoreszenzfarb-
stofflosung dialysiert (Mikrodialyse-
sonde-Membran 1mm-0,24 mm, CMA,
S-Stockholm). AnschlieBend wurde die
Konzentration des Fluoreszenzfarbstof-
fes im Dialysat mit einem Fluorometer
(Tecan Fluorescence Reader; Tecan
Deutschland GmbH, D-Crailsheim) be-
stimmt (Anregungswellenldnge 485 nm,
Emissionswellenlinge 535 nm). Die
Simulation der Probenentnahme erfolgte
mit Hilfe unseres oben beschriebenen
1D-Modells, welches in Bezug auf die
Maoglichkeit der Probenentnahmetechnik
der Mikrodialyse erweitert wurde. Dabei
wurde der Substanzverlust durch die
Mikrodialyse (ohne Volumenverlust an
Perilymphe) als zusitzliche Clearance
an einem frei wiihlbaren Ort im Innenohr
in das Modell inkorporiert. Dieses zu-
sitzliche Modul beriicksichtigte neben
der Lokalisation der Dialysesonde die
Perfusionsrate und die Wiederfindungs-
rate von Fluoreszin, welche vorher in
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groBen Reservoiren von 1000 ul ermittelt
wurde. Die Ergebnisse der Computer-
simulationen wurden dann mit den
Messungen aus den in vitro Experimen-
ten verglichen.

2.4 Entwicklung eines
3D-Modells der Cochlea
Die Cochlea ist ein komplexes, drei-
dimensionales geometrisches Gebilde,
bei dem drei aneinanderliegende, sich
zur Spitze hin verkleinernde Fliissig-
keitsrdume (Scala tympani, Scala vesti-
buli und Scala media) spiralférmig um
eine gemeinsame Achse, den Modiolus,
angeordnet sind (Abb. 1A). Aufgrund
des hohen Aufwands bei der Erstellung
eines geometrischen CAD-Modells aus
vorhandenen Schnittbildern (z.B. MRT-
Aufnahmen), wurde fiir erste Modell-
rechnungen mit Hilfe des kommerziellen
Programmpakets ANSYS (Version 6.1,
ANSYS Inc., Canonburg, USA) ein
genihertes 3D-Cochlea-Modell erstellt.
Durch die Beriicksichtigung vorhandener
Daten zur Querschnittfliche von Scala
tympani und Scala vestibuli entlang der
cochlesiren Achse (Thorne et al., 1999)
kommt die Geometrie der realen Meer-
schweinchen-Cochlea sehr nahe (Abb. 5).
Im Unterschied zu dem oben beschrie-
benen 1D-Modell ist hier der Bereich der
lateralen Wand mit dem Spiralligament

Conconteation Changs with Tims al ecording Lucalions:

8T

ot Divurcs ST

T T

Abb. 2: 1D-Modell zur Berechnung der
Substanzkonzentration in den Innen-
ohrfliissigkeiten nach lokaler oder
systemischer Medikamentenapplikation
Beispiel flir die grafische Ausgabe
berechneter Konzentrations-Zeit-Kurven in
den drei cochledren Scalae des
Meerschweinchens nach 30-minutiger
lokaler Applikation von
Methylprednisolonsuccinat an die
Rundfenstermembran des Innenohres
(Parameter fiir die Simulation aus Plontke
und Salt, 2003).
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beriicksichtigt, da angenommen wird,
dass die Clearance aus der Cochlea
hauptséchlich iiber diesen gut durchblu-
teten Bereich stattfindet.

Die Substanzverteilung in den Scalae
der Cochlea kann durch bekannte Diffu-
sionsgleichungen beschrieben werden:

9Ci-1AC; EQ; i = STSV,SMSL
Ci bezeichnet dabei die Konzentration in
der Scala tympani (; = st), Scala vestibuli
(i=sv), der Scala media (; = sm) und dem
Spiralligament (; - s.), die von der Zeit t
und der Position F abhiingen, und k; sind
die entsprechenden Diffusionskoeffizien-
ten der Scalae ¢;. Zwischen den Kom-
partimenten kann ein Stoffaustausch
stattfinden. Dabei wird angenommen,
dass der Fluss k;% entlang der Ober-
flachennormalen n proportional der Kon-
zentrationsdifferenz C;- C; ist (i, j = ST,
SV.SM,SL, i=j):

k; %%i“: 'ki—j(ci‘cj)-

Die Proportionalitatsfaktoren ki; be-
zeichnen die sogenannten Ubergangsko-
effizienten, die ein Maf fiir die Barriere
zwischen den Kompartimenten darstellen.

A

An der Rundfenstermembran wird eine
konstante Konzentration D appliziert

kSTa—(a:% =-f(Cgr-D).

Die Clearance erfolgt im Wesentlichen
durch das Spiralligament

ksr.a(;—a%= kst cearCst.-
Alle anderen Kompartimentoberflichen
werden als vollstindig isoliert betrachtet:

ki%:(), i =ST,SV,SM,SL.

Dieses System partieller Differential-
gleichungen beschreibt den Diffusions-
prozess in der Cochlea in Abhingigkeit
der Parameter ki, ki, Kst, ciear, B, D ein-
deutig.

Das erstellte 3D-Modell wurde in das
kommerziell erhiltliche Programmpaket
ANSYS implementiert, und fiir einen
ausgewidhlten Parametersatz k;, ki,
kst clear, P, D, i, j = ST, SV, SM, SL
wurden Testrechnungen durchgefiihrt.

i
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i
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Abb. 5: Rekonstruktion der Horschnecke des Meerschweinchens

(A): Querschnitt durch eine Windung des 3D-Hérschneckenmodells. (ST: scala tympani,

SV: scala vestibuli, EL: cochledrer Endolymphraum, SL: Spiralligament). Die Pfeile

geben den Stoffaustausch zwischen den Kompartimenten bzw. zwischen Spiralligament
und systemischem Blutkreislauf an.

(B): Gitternetzkonstruktion unter Beriicksichtigung vorhandener Daten zur Querschnittflache
von scala tympani und scala vestibuli entlang der cochleéren Achse. RF: Rundfenstermembran.
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3 Ergebnisse

3.1 Simulation von Messfehlern
durch Probenentnahmen aus
Scala tympani

Abbildung 3 zeigt eine graphische Dar-
stellung der berechneten Abweichungen
zwischen ,,gemessenen™ und , tatsichli-
chen* Medikamentenkonzentrationen in
der Perilymphe in Abhingigkeit vom
Entnahmeort und vom entnommenen
Probenvolumen. Es lidsst sich deutlich er-
kennen, dass die Substanzkonzentration
in der Probe die lokale Konzentration vor
der Probenentnahme zum Teil erheblich
unter- oder iiberschitzt. Der jeweilige
Faktor hangt stark vom vorliegenden
Konzentrationsgradienten entlang der
Cochlea und damit von den definierten
pharmakokinetischen Parametern, insbe-
sondere von Clearance und Diffusion
und vom gewihlten Applikationsproto-
koll ab. Diese Berechnungen konnen
noch kleine Fehler aufweisen, sind aller-
dings den gréBeren Interpretationsfeh-
lern vorzuziehen, die entstehen, wenn
man annimmt, die Probenkonzentration
entspriiche der Substanzkonzentration in
der Perilymphe.

3.2 Konzentrationsbestimmung
durch Mikrodialyse

Die Messung der Substanzkonzentration
in den Fliissigkeitsreservoiren zeigt eine
Abnahme der Konzentration des Fluores-
zenzfarbstoffes Natriumfluoreszein im
Dialysat im Verlauf des Experiments
(Abb. 4). Dieser Effekt ist erwartungs-
gemiB in einem kleinen Gefill von 10 pl
starker ausgepriigt als in einem groBer-
volumigen Gefdl von 100 pl. Zum Ver-
gleich: Das gesamte Perilymphvolumen
der Meerschweinchen-Cochlea betrigt
weniger als 10 pl. Die Ergebnisse der
Computersimulationen (Abb. 4, offene
Symbole) liegen deutlich innerhalb der
Standardabweichungen der Messwerte
(Abb. 4, volle Symbole) und stimmen
damit gut mit den experimentellen Er-
gebnissen iiberein.

3.3 Berechnungen mit einem
3D-Modell der Cochlea

Mit Hilfe des dreidimensionalen Modells
der Cochlea wurde die zeitliche und
rdumliche Konzentrationsiinderung des
Wirkstoffs simuliert. Der Wirkstoff wird
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an das runde Fenster gebracht und dif-
fundiert von dort in die Cochlea. Die
Simulationsergebnisse sind in den Abbil-
dung 6A und 6B dargestellt.

Nach 30-miniitiger Applikation (Abb.
6A) erkennt man cinen groBen Konzen-
trationsgradienten zwischen dem basalen
Abschnitt am runden Fenster und dem
am weilesten apikalen Abschnitt am
Helikotrema (Verbindung zwischen
Scala tympani und Scala vestibuli). Der
Wirkstoff befindet sich zu diesem Zeit-
punkt in der Nihe des runden Fensters.
Die Zeit hat fiir die Diffusion noch nicht
ausgereicht, um den Wirkstoff in die
wtieferen Bereiche zu bringen. Maxima-
le Konzentration (am runden Fenster)

und minimale Konzentration (an der
Spitze der Cochlea) unterscheiden sich
um einen Faktor von ca. 9-10'°. Neben
ciner longitudinalen Diffusion sicht man
ein Profil in der Querschnittfliche. Ein
eindimensionales Modell kann die Diffu-
sion im Querschnitt nicht erfassen.

Nach ca. einwdchiger Applikation (Abb.
6B) erkennt man dann ein Konzentrations-
profil, das ein Maximum an der Rund-
fenstermembran aufweist, das ungefihr 25
mal grofer ist als das Minimum an der
Spitze der Cochlea (Helikotrema). Im
Sittigungszustand ist der applizierte Wirk-
stoff auch im Helikotrema nachweisbar.

Die Bedeutung dieser Konzentrations-
gradienten entlang der Achse der Gehor-

&

schnecke liegt in der sogenannten tono-
topischen Anordnung der Sinneszellen
und der sie kontaktierenden Hoérnerven-
fasern. Hohe Frequenzen werden in den
basalen Abschnitten (nahe dem Medika-
mentenapplikationsort — der Rund-
fenstermembran) kodiert, wihrend tiefe
Frequenzen inklusive des Hauptsprach-
bereichs in den apikalen Windungen der
Gehorschnecke aufgenommen werden.
Das Vestibulum des Gleichgewichts-
organs ist pharmakokinetisch mit der an-
grenzenden Scala vestibuli und iiber die
laterale Wand (Spiralligament), die nur
eine geringe Diffusionsbarriere darzu-
stellen scheint, mit der basalen Windung
von Sscala tympani verbunden (Abb. 1B).

Konzentration tiberschitzt

25

-
<

pa
@

-

100

ST 15

90 -

80

Verhdltnis Proben-Konzentration zu
lokaler Perilymphkonzentration
o
™

0.25

Konzentration unterschétzt

Konzentration (%)
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Abb. 3: Computersimulationen zur Artefaktentstehung durch 0

Probenentnahme aus dem Innenohr

Aufgrund der geringen Volumina in den Flissigkeitsrdumen des
Innenohres und bestehender Konzentrationsgradienten nach

20 40 60 80
Zeit (min)

lokaler Applikation haben der Ort der Probenentnahme und das
entnommene Probenvolumen einen deutlichen Einfluss auf

die Substanzkonzentration am Entnahmeort. Dargestellt ist die be-
rechnete GréBe des Messfehlers als Quotient von Probenkon-
zentration in der Messkapillare nach der Entnahme und der Sub-
stanzkonzentration an der Entnahmestelle vor der Probenent-
nahme flir ein spezifisches Applikationsprotokoll und eine bestimmte
Substanz (siehe Text). Das Modell sagt fur diese Art der Proben-
entnahmetechnik erhebliche Messartefakte voraus, die z.B. durch
Computersimulationen korrigiert werden kénnen. Die Zahlen hinter
den Abkiirzungen flr Scala tympani (ST) und Scala vestibuli (SV)
geben den Probenentnahmeort als Abstand von der Basis der
Cochlea in Millimeter an. V: Vestibulum.
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Abb. 4: Computersimulationen und Messergebnisse von
Probenentnahmen durch Mikrodialyse in einem in vitro Modell
Trotzdem die Wiederfindungsrate des Fluoreszenzfarbstoffes
im Dialysat nur 2-3% betrégt, fihrt die Mikrodialyse schon im
Verlauf ca. einer Stunde zu einem deutlichen Absinken der
Natriumfluoreszin-Konzentration. Dies ist bei kleinvolumigen
Reservoirs wie dem Innenohr stérker ausgepragt als bei
groBvolumigen GefaBen und wirde zu schwer interpretierbaren
Artefakten im in vivo Versuch flihren. Die Messungen sind nur
mit einer bestimmten Genauigkeit méglich (volle Symbole:
Mittelwert und Standard-abweichung). Die Berechnungen mit
dem Modell (offene Symbole) liegen gut innerhalb dieser
Genauigkeit.
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4 Diskussion

4.1 Simulation von Messfehlern
durch Probeneninahmen aus der
Scala tympani

Die Bestimmung von Konzentrations-
Zeit-Kurven auf der Grundlage von Pro-
benentnahmen aus der Cochlea birgt eine
groBe Gefahr der Missinterpretation. Die
Ursache dafiir bildet die Beobachtung,
dass die Probenentnahme selbst die Sub-
stanzkonzentration im Innenohr beein-
flusst (Hara et al., 1989; Salt et al., 2003;
Scheibe et al,. 1984). Bei Proben, die
direkt durch die Membran des runden
Fensters oder sehr weit basal in der Scala
tympani entnommen werden, kann der
Kontaminationsgrad mit CSF — wegen
der Nihe zum Aquaeductus cochlearis,
welcher Cochlea und Liquorraum mit-
einander verbindet — sehr hoch sein.
Proben mit einem Volumen grofer als
wenige Mikroliter werden weniger als 50%

. 334E-15
. 329605
.657E-05
. 986E—05
.131E-04
.164E-04
.197E-04
.230E-04
.263E-04
.296E-04

A

Abb. 6: Konzentrationsgradienten im 3D-Modell fiir zwei

unterschiedliche Applikationsstrategien

Entsprechend der Beispielberechnungen zeigt die kurzzeitige Ap-
plikation flr 30 Minuten (A) deutlich gréBere Konzentrations-
gradienten zwischen basalen Abschnitten der Cochlea (Bereiche

Perilymphe enthalten. Sogar kleine Pro-
ben bestehen nicht vollstindig aus Peri-
lymphe (Salt et al., 2003).

Das Computer-Modell erlaubt die Be-
rechnung der Probenkonzentration bei
den spezifischen Bedingungen eines
Experiments und lédsst Riickschliisse auf
die Perilymphkonzentration vor Proben-
entnahme zu.

Mit Hilfe der Computersimulationen
kénnen somit Probenmenge und Ent-
nahmeort vor dem Experiment optimiert,
gewonnene Messergebnisse aus in vive
Experimenten besser interpretiert und
dadurch die Anzahl notwendiger Tierver-
suche reduziert werden.

4.2 Reduzierung von
Tierversuchen durch Anwendung
der Mikrodialysetechnik

Die Mikrodialyse ist eine wertvolle
Technik fiir die Bestimmung der Phar-
makokinetik von Substanzen in den

.278E-05
.107E-04
.187E-04
.267E-04
.346E-04
.426E-04
.506E-04
.585E-04
.665E-04
. 144E-04

B

Innenohrfliissigkeiten nach topischer
Medikamentenapplikation an die Rund-
fenstermembran. Durch die fehlende
Entnahme von Perilymphvolumen verur-
sacht diese Technik weniger Artefakte als
konventionelle Probenentnahmetechni-
ken. Es konnte jedoch gezeigt werden,
dass auch die Mikrodialysetechnik in
kleinen Fliissigkeitsreservoiren wie dem
Innenohr trotz der geringen Wiederfin-
dungsraten der zu messenden Substanz
im Dialysat zu Messfehlern fiithren kann.
Bisherige pharmakokinetische Studien,
in welchen auch Parameter wie z.B. die
cochledire Clearance ermittelt wurden,
haben diese Tatsache nicht beriicksich-
tigt (Hibi et al., 2001; Hunter et al.,
2003). Unter Zuhilfenahme eines Com-
puter-Modells kénnen die mit der Mikro-
dialysetechnik gewonnenen Messergeb-
nisse besser interpretiert und durch die
Entnahmetechnik bedingte Artefakte
korrigiert werden (Abb. 4). Als nachteilig

Frequenzen) als die kontinuierliche Medikamentenapplikation an

die Rundfenstermembran (RF) im Sattigungsbereich (B). Zuséatzlich

fuir hohe Frequenzen) und apikalen Abschnitten (Bereiche fur tiefe
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zeigt sich ein Konzentrationsprofil in der Querschnittflache, die in
einem 1D-Modell nicht erfasst werden kann. Die Zahlenangaben in
der Legende stellen die normierten Konzentrationen dar.
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ist der im Vergleich zur konventionellen
Probenentnahmetechnik zu erwartende
hohere technische Aufwand (Sonden-
kalibrierung, Mikrodialysepumpe und
Fraktionssammler) bei Mikrodialyse-
Versuchen zu sehen.

Aufgrund der kontinuierlichen Kon-
zentrationsbestimmung in den Fliissig-
keitsriumen des Innenohres gemeinsam
mit der Computer-gestiitzten Interpre-
tation der Messergebnisse ermdglicht
die Mikrodialyse die Messung einer ge-
samten Konzentrations-Zeit-Kurve pro
Tier und damit eine deutliche Reduktion
der Anzahl von Tierversuchen bei phar-
makokinetischen Studien im Innenohr.
Im Vergleich zur bisherigen Vorgehens-
weise, bei der pro Tier jeweils nur eine
Probe aus dem Innenohr gewonnen wird
und somit fiir die Erstellung einer
Konzentrations-Zeit-Kurve ca. fiinf bis
sieben Zeitpunkte erforderlich sind
(Bachmann et al.,, 2001; Chen et al.,
2003; Hoffer et al., 1997, 1999, 2001;
Parnes et al.,, 1999), kann die Anzahl
notwendiger Tierexperimente damit um
80 bis 85% reduziert werden (Hahn et
al., 2004).

4.3 Entwicklung eines 3D-
Modells der Cochlea

Mit Hilfe eindimensionaler Modelle
kann die Wirkstoffdiffusion in der
Cochlea mit geringem Rechenaufwand
simuliert werden. Eindimensionale Mo-
delle sind aber nur dann gerechtfertigt,
wenn auf Grund der Geometrie (lange
Scalae und kleine Querschnitte) die Dif-
fusion auch im Wesentlichen longitudi-
nal verlduft. Es ist demnach zu erwarten,
dass im Falle der topischen Medikamen-
tenapplikation an die Rundfenstermem-
bran, die an die basale Windung von
Scala tympani grenzt, die wiederum
einen relativ groBen Querschnitt auf-
weist, Abweichungen zwischen den
Berechnungen mit einem 1D- und einem
3D-Modell auftreten. Mehrdimensionale
Modelle konnen die realen geometri-
schen Verhiltnisse besser reprisentieren
und werden deshalb von den Autoren in
zukiinftigen Projekten weiterentwickelt.
Die Notwendigkeit der Weiterentwick-
lung ergibt sich aus verschiedenen
Griinden. Es ist wichtig, den Einfluss
unterschiedlicher Querschnitte (bedingt
durch unterschiedlich grofle Cochleae un-
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terschiedlicher Tierspezies) auf die Er-
gebnisse dreidimensionaler Berechnun-
gen zu untersuchen. Die Auswirkungen
unterschiedlicher Applikationsparadig-
mata (einmalige kurzzeitige oder konti-
nuierliche Applikation) und der Clearance
(Clearance-abhingige oder Clearance-
unabhingige Effekte) auf die Ergebnisse
dreidimensionaler Berechnungen miis-
sen eingehender studiert werden.

Danach soll das bisherige dreidimen-
sionale geometrische Modell weiter an
reale geometrische Strukturen einer
Cochlea aus Bilddaten biologischer Ob-
jekte angenihert werden. Die Anpassung
von Simulationen an vorhandene Daten
aus Tierexperimenten, so dass Tierexpe-
rimente mit dem mathematischen Modell
moglichst genau nachgebildet werden
konnen, sind Voraussetzungen fiir geeig-
nete Validierungsexperimente.

Ziel ist es, mit einem méglichst genauen
3D-Computer-Modell weltweit gewon-
nene experimentelle pharmakokinetische
Messdaten der Cochlea analysieren zu
kénnen und mit Hilfe des Modells
moglichst genaue Vorhersagen fiir die
Verhiiltnisse bei anderen Tierspezies oder
fiir andere Medikamente zu treffen.
Trotzdem werden aber 1D-Modelle noch
fiir eine lange Zeit von praktischem In-
teresse sein, um das Problem der inversen
Parameteridentifikation 16sen zu konnen.
Die numerische Simulation der Wirk-
stoffdiffusion innerhalb der Cochlea setzt
die Kenntnis einer Reihe von Materialpa-
rametern, wie z.B. Diffusionskoeffizien-
ten in und Ubergangskoeffizienten zwi-
schen den einzelnen Kompartimenten,
voraus. Da diese Parameter in der Regel
nicht direkt gemessen werden konnen,
benétigt man indirekte Messverfahren,
die beispielsweise aus gemessenen Kon-
zentrationen die bendtigten Materialpa-
rameter bestimmen. Die Losung solcher
LHinverser” Probleme erfordert trotz mo-
dernster mathematischer Suchstrategien
viele Simulationsrechnungen. Eine Kom-
bination aus schnellen Algorithmen,
basierend auf ungenaueren 1D-Modellen,
mit denen man die Parameter zunéchst
grob bestimmen kann, und langsameren
Verfahren auf der Grundlage eciner ge-
nauen 3D-Modellierung, mit denen die
Genauigkeit der Parameter dann in weni-
gen Schritten verbessert wird, ist dabei ein
erfolgversprechender Ansatz.

&
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