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(57) Abstract: The invention relates to a substance for

treating phantom phenomena of acute tinnitus and/or
other phantom pains and to a method for diagnosticating
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(57) Zusammenfassung:  Die vorliegende Erfin-
dung betrifft eine Substanz zur Behandlung der
Phantomphidnomene des akuten Tinnitus und/oder
Phantomschmerzes, ein Verfahren zur Diagnose sowie
zur Behandlung dieser Phantom hédnomene.
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Behandlung von Phantomphdnomenen

Die vorliegende Erfindung betrifft eine Substanz zur Behandlung
von Phantomphdnomenen, n&mlich dem akuten Tinnitus und/oder
Phantomschmerz, ein Verfahren zur Diagnose sowie zur Behandlung

dieser Phantomph&dnomene.

Derartige Substanzen und Verfahren sind im Stand der Technik

allgemein bekannt.

Unter dem Phantomphdnomen des Tinnitus werden von einem Patien-
ten wahrgenommene Gerdusche verstanden, die durch das Ohr und

das auditorische System erzeugt werden. Tinnitus, der erst seit
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wenigen Wochen bis drei Monaten besteht, wird als akuter Tinni~-
tus bezeichnet. Besteht der Tinnitus ldnger als ein Jahr, wird
er als chronisch bezeichnet. Nach epidemiologischen Erhebungen
sind in Deutschland ca. drei Millionen Erwachsene, d.h. etwa
4 % der Bevdlkerung, von chronischem Tinnitus betroffen. Global
betrachtet kommt es jihrlich bei ca. zehn Millionen Menschen zu
Tinnitus, der bei ca. 340.000 von einer akuten in eine chroni-

sche Form iibergeht, sog. Neuerkrankungsrate.

zu den vielfdltigen Ursachen des Tinnitus gehdren chronische
Lirmschiddigungen, akute Knallverletzungen des Gehdrs, HOrsturz
und anderweitige Erkrankungen, die mit einem HOrverlust einher-
gehen. Zusammenhinge mit Innenohrschwerhtrigkeit als chronisch-
fortschreitende Form oder als Lirmschwerhdrigkeit, gefolgt von
Morbus Meniére und HSrsturz stehen gemdB klinischen Studien beil
mehr als zwei Drittel im Zusammenhang mit Tinnitus. An der
Entstehung und Aufrechterhaltung des Tinnitus sind auch Erkran-
kungen der Halswirbelsdule sowie des Kiefergelenks und Kaumus-
kelsystems beteiligt. Tinnitus scheint auch eine psychische
Komponente aufzuweisen, so dass in diesem Zusammenhang von
psychogenem Tinnitus gesprochen wird. In vielen Fédllen lasst
sich jedoch trotz intensiver Diagnostik keine sichere Ursache

des Tinnitus erkennen.

Derzeit wird Tinnitus mit psychosomatischer Behandlung, Relaxa-
tionstherapie, Biofeedback, Hypnotherapie, elektrischer Stimu-
lation, ILidocain, Iontophorese oder Maskierung therapiert.
Hierbei handelt es sich jedoch um ausschlieBlich symptomatische

Therapiekonzepte.
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Die WO 02/15907 Al schldgt die Behandlung von Tinnitus durch
die Verabreichung des Kalium-Kanal-Offners Flupirtin vor. Diese
Behandlung hat den Nachteil, dass es sich bei Flupirtin zus&atz-
lich um ein muskelrelaxierendes Analgetikum handelt, wodurch
eine Applikation mit nicht 2zu tolerierenden Nebenwirkungen

verbunden wire.

Wang et al. (2000), Evaluating effects of some medicine on
tinnitus with animal behavioral model in rats, Zhonghua Er. Bi.
Yan. Hou. Ke. Za. Zhi. 35 (5), abstract, schlagen die Verabrei-
chung von Nimodipin zur Behandlung von Tinnitus wvor. Bei Nimo-
dipin handelt es sich um einen Inhibitor des Ca*-Kanals Cavl.3.
Dabei hat sich allerdings ergeben, dass die Blockade des
Cavl.3-Kanals im auditorischen System unmittelbar zur Taubheit
fiilhren wiirde, so dass Nimodipin fiir die Behandlung von Tinnitus

gdnzlich ungeeignet ist.

In der WO 2004/022069 Al werden als eine der mdglichen Ursachen
von Tinnitus aberrante NMDA(N-Methyl-D-Aspartat)-Rezeptoren
beschrieben. Diese verdnderten sog. Glutamatrezeptorkandle, die
u.a. von auditorischen Nervenzellen exprimiert werden, <£fiihren
zu verstdrktem Einstrom von Calcium in die Zelle. In diesem
Dokument wird vorgeschlagen, zur Behandlung von Tinnitus NMDA-
Rezeptor-Antagonisten einzusetzen. V©llig unklar bleibt aller-
dings, ob mit diesen Substanzen die akute oder chronische Situ-
ation des Tinnitus zu behandeln ist. Ferner finden sich keiner-
lei Hinweise, wie die Applikation der Substanzen zu erfolgen
hat.

In der DE 101 24 953 Al wird ein Behandlungskonzept bei Tinni-

tus vorgeschlagen, das in der Stimulation der Expression des
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.Brain-derived Nerve Growth Factors” (BDNF) liegt. Die dortigen
Autoren beschreiben auf der Grundlage eines Tiermodelles, dass
bei chronischem Tinnitus in der Cochlea und im inferioren Col-
liculus eine Erniedrigung der BDNF-Expression vorherrscht,
weshalb als therapeutischer Ansatz die Stimulation der BDNF-
Expression vorgeschlagen wird. Die dortigen Autoren haben je-
doch ganz konkret und ausschlieBlich die Situation bei chroni-
schem Tinnitus untersucht. So wurden die in dem Tiermodell
verwendeten Ratten iiber drei Monate mit Salicylaten behandelt,
wodurch bekanntermaBen chronischer Tinnitus induziert wird;
vgl. Penner M. J., und Jastreboff P. J. (1996), Tinnitus: Psy-
cho-physical observations in humans and animal models, in: Van
de Water, Popper A. N., Fax, R. R. (Ed.), Clinical aspects of
hearing, Springer, New York, Heidelberg, Seiten 208 bis 304;
und Bauer, C. A., et al. (1999), A behavioral model of chronic
Tinnitus in rats. Otolaryngol. Head Neck Surg. 121, Seiten 457
bis 462.

Nicht erkannt wurde von den Autoren der DE 101 24 953 Al Je-
doch, dass es signifikante Unterschiede zwischen der Behandlung

von chronischem und akutem Tinnitus geben muss.

Ein Uberblick iiber das Krankheitsbild des Tinnitus findet sich
bspw. in Waddell, A., Canter, R. (2004), Tinnitus, Am. Fam.
Physician 69, Seiten 591 bis 592.

Unter dem Phantomphinomen des Phantomschmerzes wird die Projek-
tion von Empfindungen in ein amputiertes oder z.B. durch Ple-
xusschidigung oder Querschnittslidhmung denerviertes Korperteil,
eine Extremitédt, die Mamma, das Rektum, ein Zahn u.a. verstan-

den. Dieses KOrperteil wird als vorhanden erlebt und nach
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Extremitdtenamputation bspw. als direkt am Stumpf aufsitzende

geschwollene Hand bzw. FuB empfunden.

Zahlenangaben, in wie vielen Fdllen es nach einer Amputation zu
einem Phantomschmerz kommt, sind uneinheitlich und reichen von

5 bis 100 %.

Phantomschmerzen werden bislang im Rahmen von Schmerztherapien
bspw. mit Antikonvulsiva, Baclofen oder Calcitonin, behandelt.
Unterstiitzend werden gelegentlich schmerzdistanzierende Antide-
pressiva verwendet. Auch werden operative Methoden angewendet,
nittels derer bspw. Nerven blockiert oder stimuliert werden.
Eine gezielte, ursdchliche Behandlungsmethode existiert bislang
jedoch nicht, insbesondere deshalb nicht, da die molekularen

zugrundeliegenden Mechanismen nicht voll verstanden werden.

Einen Uberblick {iiber das Xrankheitsbild des Phantomschmerzes
findet sich in Middleton, C. (2003), The causes and treatments

of phantom limb pain, Nurs. Times 99, Seiten 30 bis 33.

Aufgabe der vorliegenden Erfindung ist es deshalb, eine Sub-
stanz bzw. ein Therapiekonzept bereitzustellen, mit der bzw.
dem die Nachteile aus dem Stand der Technik verhindert werden.
Insbesondere soll eine solche Substanz bereitgestellt werden,
mit der gezielt die Phantomphdnomene des akuten Tinnitus sowie

des Phantomschmerzes behandelt werden konnen.

Diese Aufgabe wird durch die Bereitstellung einer mit der BDNF-

Signaltransduktionskaskade interagierenden Substanz geldst.
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Bei BDNF (,Brain-derived Nerve Growth Factor”) handelt es sich
um ein von Neuronen des Zentralnervensystems gebildetes basi-
sches Protein, das aus 252 Aminosduren besteht. BDNF ist ein
Wachstumsfaktor, der in die Entwicklung des Nervensystems in-
volviert ist und u.a. eine Rolle bei der Ausbildung der Plasti-
zitat der Synapsen spielt. Die Wirkung von BDNF wird iiber spe-
zielle Rezeptoren vermittelt, bspw. {iber den BDNF-Rezeptor
trkB, der wiederum nachgeschaltete Faktoren, wie die MAP-Kinase
oder Cam-Kinase in ihrer Aktivitdt bzw. Wirkungsweise regu-

liert. BDNF wird wiederum selbst reguliert, bspw. iiber Calcium.

Sdamtliche Faktoren, die BDNF in seiner Aktivitdt, Expression,
Wirkungsweise o.A. beeinflussen oder regulieren, bzw. sdmtliche
Faktoren, die durch BDNF auf diese Art und Weise beeinflusst
oder reguliert werden, bilden die sog. BDNF-Signaltransduk-

tionskaskade.

Die BDNF-Signaltransduktionskaskade kann unterteilt werden in
eine Kaskade, die dem BDNF-Rezeptor trkB vorgeschaltet, und
eine, die diesem nachgeschaltet ist. Die trkB-nachgeschaltete
Signaltransduktionskaskade wird durch die Bindung von BDNF
sowie anderer Mitglieder der Neurotropinfamilie an den trk-
Rezeptor eingeleitet. Dies fiihrt zu einer trk-Dimerisierung und
Aktivierung der Tyrosinkinaseaktivitdt des Rezeptors. Durch
diese ligandenvermittelte Aggregation der Rezeptoren kommt es
zur Autophosphorylierung intrazelluldrer Domdnen, die eine
Aktivierung von Signalmolekiilen, wie der Phospholipase C (PLC),
der Phosphatidyl-Inositol-3-Kinase (PI3-Kinase) und des Adap-
terproteins Shc (SH-2-enthaltendes Protein), 2zur Folge haben.

Die weiteren Signale, vor allem vermittelt {iber die ras-
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abhdngige  MAP-Kinase, beeinflusst letztendlich zellulédre

Gentranskription und Proteinsynthese.

Die trkB-vorgeschaltete Kaskade betrifft die Regulation wvon
BDNF. So ist es bekannt, dass die BDNF-Expression aktivititsab-
hdngig durch unterschiedliche Stimuli reguliert wird, wie e-
lektrische Stimulation oder Verletzung, reine physische Bewe-
gung oder auch durch den Tagesrhythmus. Vorstehend genannte
Stimuli regulieren die Expression verschiedener nicht-trans-
latierter BDNF-Exone, die dann zusammen mit dem gemeinsamen 5°-
Exon letztlich unterschiedliche BDNF-Transkripte bilden. Die
Stimuli wirken offenbar {iber unterschiedliche Ca*-induzierte

Signalkaskaden auf die Promotoren der verschiedenen BDNF-Exone.

ErfindungsgemdB wird unter BDNF-Signaltransduktionskaskade so-
wohl die trkB-nachgeschaltete als auch das trkB-vorgeschaltete
Kaskade verstanden. Es versteht sich, dass auch trkB selbst

Bestandteil der BDNF-Signaltransduktionskaskade ist.

Ein Uberblick iiber die BDNF-Signaltransduktionskaskade findet
sich in Gabellini, N. (2004), Transcriptional regulation by
CAMP and Ca™ links the Na*/Ca* exchanger 3 to memory and sen-
sory pathways, Mol. Neurobiol. 30, Seiten 91 bis 116; West et
al. (2001), Calcium Regulation of Neuronal Gene Expression,
Proc. Natl. Acad. Sci. USA 98, Seiten 11024-11031. Die Inhalte
dieser Publikationen sind durch Inbezugnahme Bestandteile der

vorliegenden Anmeldung.

BDNF spielt bekanntermaBen bei einer Vielzahl von Krankheiten

eine Rolle, vgl. Binder, D. K. (2004), The role of BDNF in
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epilepsy and other diseases of the mature nervous system, Re-

cent Advances in Epilepsy Research, Seiten 34 bis 56.

Erfindungsgemil kann sich eine mit der BDNF-Signal-
transduktionskaskade interagierenden Substanz in Jjeglicher
Ausgestaltung darstellen, d.h. es kann sich um eine solche
Substanz handeln, die sowohl chemisch als auch biochemisch oder
biologisch definiert ist, die also eine chemisch synthetisierte
Verbindung jeglicher Ausprédgung ist, ein Molekiil, Ion, Atom,
ein Protein, Peptid, Antikdrper, eine Nucleinsdure, ein Apta-

mer, ein Virus, Bakterium etc. darstellt.

Unter Interaktion wird erfindungsgemdB die direkte oder indi-
rekte Wechselwirkung dieser Substanz mit einem Faktor der BDNF-
Signaltransduktionskaskade verstanden, die in einer Modifizie-
rung der physiologischen Signaltransduktion innerhalb dieser
Kaskade resultiert. Derartige interagierende Substanzen sind im

Stand der Technik hinreichend beschrieben.

Die Aufgabe der vorliegenden Erfindung wird mit der Bereitstel-
lung einer solchen Substanz vollstidndig geldst. Insbesondere
haben die Erfinder erstmals ein gemeinsames Therapiekonzept fiir
die Phantomphédnomene des akuten Tinnitus und des Phantomschmer-

zes bereitgestellt.

Es kann nun dank der Erfindung gezielt die akute Ausprdgung des
Tinnitus behandelt werden und somit im Vorfeld die problemati-
sche Chronifizierung dieses Phantomphdnomens verhindert werden.
Im Stand der Technik wird h&ufig keinerlei Differenzierung

zwischen chronischem und akutem Tinnitus vorgenommen und viel-
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fach lediglich Ansdtze zur Behandlung von chronischem Tinnitus

vorgeschlagen, wie auch in der oben erwdhnten DE 101 24 953 Al.

Wie die Erfinder weiter herausgefunden haben, 1ldsst sich das
Ronzept der Interaktion mit der BDNF-Signaltransduktionskaskade

auch auf die Behandlung des Phantomschmerzes iibertragen.

Erfindungsgemdl ist es dabei bevorzugt, wenn eine solche inter-
agierende Substanz vorgesehen wird, die eine Blockade oder

Inhibition der BDNF-Signaltransduktionskaskade bewirkt.

ErfindungsgemdB wird in diesem Sinne unter einer Blockade oder
Inhibition verstanden, dass die Signalweiterleitung innerhalb
der BDNF-Signaltransduktionskaskade gegenilber der physiologi-
schen Situation verlangsamt, verschlechtert, reduziert oder

v8llig unterdriickt wird.

Diese Erkenntnis der Erfinder war v6llig iiberraschend und steht
im Gegensatz zu Erkenntnissen, die in der DE 101 24 953 Al fiir
chronischen Tinnitus beschrieben sind. So wird n&mlich in dem
vorstehend genannten Dokument eine Stimulation der BDNF-
Expression gefordert, wohingegen gemdB der Erfindung zur Be-
handlung von Phantomphdnomenen, wie dem akuten Tinnitus, eine
Inhibition der BDNF-Expression bzw. BDNF-Signaltransduktion
gefordert wird. Die Erfinder haben deshalb erkannt, dass bei
akutem Tinnitus eine Therapie zu erfolgen hat, die genau entge-
gengesetzt ausgestaltet ist, wie dies gemdB dem vorgenannten
Dokument £iir chronischen Tinnitus vorgeschlagen wird. Eine
Ubertragung dieses bekannten Konzeptes auf den akuten Zustand

hdtte deshalb fatale Folgen.
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Die Erfinder der vorliegenden Erfindung haben bei Ratten durch
kurzzeitige Gabe von Salicylaten akuten Tinnitus induziert und
in den cochledren Ganglien eine verstdrkte Expression von BDNF
festgestellt. Die Erfinder konnten nachweisen, dass die Ver-
haltnisse: bei der Induktion von chronischem Tinnitus genau
umgekehrt liegen, es dort also zu einer verminderten Expression

von BDNF in den cochledren Ganglien kommt.

Es hat sich also iiberraschenderweise gezeigt, dass eine Diffe-
renzierung zwischen akutem und chronischem Tinnitus filir die
Wahl der richtigen Behandlungsmethode essentiell ist und bis-
lang nicht oder nicht ausreichend im Stand der Technik erfolgt
ist. Akuter Tinnitus dist deshalb erfindungsgemiB iiber eine
Inhibition bzw. Blockade der BDNF-Signaltransduktionskaskade,
bspw. durch Hemmung der BDNF-Expression, zu behandeln, wohinge-
gen gemal der DE 101 24 953 Al bei chronischem Tinnitus eine

Stimulation der BDNF-Expression zu erfolgen hat.

Eine analoge Behandlung wird von den Erfindern fiir Phantom-

schmerz vorgeschlagen.

Die Erfinder présentieren hier erstmals molekulare Daten, die
die Mechanismen der Pathologie von Tinnitus und Phantomschmerz
aufzeigen, und bereichern damit die Grundlagenwissenschaften
und die Medizin um ein besseres Verstdndnis iiber diese Phantom-
phdnomene und zeigen gleichzeitig ein ursdchliches Therapiekon-

zept auf.

ErfindungsgemdB wird vorzugsweise eine solche Substanz vorgese-
hen, die eine Blockade oder Inhibition der trkB vorgeschalteten

Signaltransduktionskaskade bewirkt.
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Nach diesem vorteilhaften Ansatzpunkt wird BDNF entweder erst
gar nicht oder aber vermindert aktiviert bzw. exprimiert und
kann seine Signale an trkB nicht weiterleiten. Oder aber weite-
re von trkB stromaufwidrts liegende Faktoren werden so in ihrer
Aktivitit beeinflusst, dass sie ihre Signale an trkB nicht

weiterleiten kOnnen.

Substanzen, die Faktoren der BDNF—Signaltransduktionskaskade
inhibieren, lassen sich leicht {iber Aktivitdts- bzw. Inhibiti-
onstests ermitteln, die zum Routinehandwerk eines Molekularbio-
logen oder eines klinischen Chemikers bzw. Pharmakologen geho-
ren. ErfindungsgemdB bevorzugte stromaufwdrts von trkB inhibie-
rende Substanzen betreffen L-Typ-Ca'*-Kanal-Antagonisten, vOIr-
zugsweise ausgewdhlt aus der Gruppe bestehend aus Nicardipin,
Nifedipin, und Isradipin, sowie CREP-Antagonisten und Glutamat-

Antagonisten.

Wie die Erfinder herausfinden konnten, sind derartige Substan-
zen als pharmakologische Wirkstoffe in einem Arzneimittel zur
Behandlung von akutem Tinnitus bzw. Phantomschmerz besonders
geeignet. Das Signalprotein CREP (,CAMP response element bin-
ding protein”) fithrt iber Wechselwirkung mit Ca™ und cAMP
zusammen mit Glutamat zur Stimulierung der BDNF-Expression iiber
die Aktivierung distinkter BDNF-Promotorregionen. Mit einer
Unterbrechung dieser Kaskade durch Glutamatrezeptor-Antago-
nisten oder Substanzen, die z.B. eine cAMP-Kinase oder ca*t-
Calmodulin-abhdngige Kinase-mediierte (CaMK) Phosphorylierung
von CREB verhindern, dadurch die BDNF-Expression inhibieren,
kann wirksam akuter Tinnitus bzw. Phantomschmerz behandelt
werden. Hierfiir geeignete CREP-Antagonisten sind bspw. H89 als

cAMP-Kinaseinhibitor, sowie KN-93 als CaNK~Inhibitor.
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ErfindungsgemdB ist es bevorzugt, wenn als mit der BDNF-
Signaltransduktionskaskade stromaufwdrts von trkB interagieren-
de Substanz ein GABA-Rezeptor-Agonist, vorzugswelse ein
Benzodiazepin oder eine hiermit wverwandte Substanz verwendet
wird. Hierunter fallen bevorzugter Weise Midazolam, Diazepan,
Flurazepam, Oxazepam, Nitrazepam, Flunitrazepam, Clonazepam,
Triazolam, Clobazam und Brotizolam. Weiter bevorzugt werden als
GABA-Rezeptor-Agonisten  Baclofen, Gamma-Vinyl-GABA, Gamma-
Acetylen-GABA, Progabid, Muscimol, Iboten, Natriumvalproat oder

Tetrahydroisoxazolopyridin (THIP) verwendet.

Die Erfinder konnten zeigen, dass die vorstehend genannten
Substanzen fiir die Behandlung des akuten Tinnitus und/oder des
Phantomschmerzes besonders geeignet sind. So wurden Ratten, bei
denen durch die Gabe von Salicylaten akuter Tinnitus und eine
verstédrkte Expression von BDNF in den cochledren Ganglien indu-
ziert wurde, diverse GABA-Rezeptor-Agonisten verabreicht, wie
bspw. das Benzodiazepin Midazolam. Dabei zeigte sich, dass
durch diese Applikation die BDNF-Expression in den cochledren
‘Neuronen und dadurch die Symptome des akuten Tinnitus signifi-
kant reduziert wurden. Die vorstehend genannten Substanzen
wirken deshalb als BDNF-Antagonisten und interagieren, iiberra-

schenderweise, mit der BDNF-Signaltransduktionskaskade.

ErfindungsgemdB wird alternativ eine solche Substanz vorgese-
hen, die eine Blockade oder Inhibition des BDNF-Rezeptors
(trkB) oder der diesem nachgeschalteten Signaltransdukti-

onskaskade bewirkt.

Diese MaBnahme hat den Vorteil, dass ein weiterer geeigneter

Angriffspunkt fiix einen therapeutischen Eingriff ausgenutzt
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wird. So kann trkB selbst mittels geeigneter im Stand der Tech-
nik bekannter Substanzen und damit die gesamte nachfolgende
BDNF-Signaltransduktionskaskade blockiert  werden. Ferner konnen
mittels des ,molecular drug designs” anhand von kristal—
lographischen Daten ilber +trkB geeignete, mit diesem Rezeptor
interagierende Substanzen entwickelt werden, die vorteilhafte
Wirkstoffe fiir ein Arzneimittel zur Behandlung von akutem Tin-
nitus oder Phantomschmerz darstellen.. Auch Faktoren, die +trkB
in der Signaltransduktionskaskade nachgeschaltet sind, wie
bspw. PLC, PI3-Kinase oder Shc, sind geeignete Angriffspunkte
fiir eine erfindungsgemdBe Verwendung der Substanz. Eine Still-
legung oder Inhibition dieser Faktoren fiihrt ebenfalls zu einer

geeigneten Blockade der BDNF-Signaltransduktionskaskade.

Dabei ist es bevorzugt, wenn als Substanz ein MAP-Kinase-, ein
Cam-Kinase-Inhibitor oder ein trkB~Antagonist vorgesehen wird.
Besonders geeignete MAP-Kinase-~Inhibitoren sind erfindungsgemdlB

die Substanzen U 0126 oder PD 98058.

Wie die Erfinder feststellen konnten, sind derartige Substanzen
zur Behandlung von akutem Tinnitus bzw. Phantomschmerz beson-
ders gut geeignet. U 0126, MEKl/2-Inhibitor, und PD 98058, ein
MEK1l-Inhibitor konnen von Cell Signalling Technology, Inc.,
Beverly, MA, Vereinigte Staaten wvon Amerika, bezogen werden.
Dabel obliegt die Wahl der eingesetzten Konzentration dem Fach-
mann und ist abhdngig von der Ausprdgung der Krankheit, dem
librigen Therapiekonzept sowie verschiedenen vom zu behandelnden
Patienten individuellen Faktoren. Vor diesem Hintergrund wird
die eingesetzte Konzentration filir den jeweiligen Einzelfall vom

Fachmann unter Verwendung von RoutinemaBnahmen festgelegt.
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Nach einer vorteilhaften Weiterbildung der erfindungsgemdBen
Verwendung. wird die Substanz lokal am oder im Ohr bzw. an der

Stelle der Amputation appliziert.-

Diese MaBnahme hat den Vorteil, dass die Substanz gezielt am
Wirkort verabreicht wird, so dass nur geringe Mengen an Wirk-
substanz erforderlich sind. Dadurch wird der Kdrper des behan-
delten Patienten im Ubrigen weniger belastet und Nebenwirkungen
werden weit gehend reduziert. Im Falle einer Behandlung von
akutem Tinnitus bietet sich das Mikrodosiersystem an, das von
Lehner, R. et al. (1996), A new implantable drug delivery sys-
tem for local therapy of the middle and inner ear, Ear. Nose

Throat 76, Seiten 567 bis 570, beschrieben wird.

Die lokale Applikation der Substanz kann alternativ auch {iber
die Anwendung von biocabbaubarem Hydrogel erfolgen, das als
Tragermatrix filir die Substanz dient. Derartiges bioabbaubares
Hydrogel wurde bereits erfolgreich im Tiermodell =zur lokalen
Applikation von BDNF an das runde Fenster des Innenohres ange-
wandt; Ito et al. (2005), A new method for drug application to
the inner ear, J. Otorhinolaryngol. Relat. Spéc., Seiten 272-
275.

Die Erfinder haben herausgefunden, dass eine lokale Applikation
der mit der BDNF-Signaltransduktionskaskade interagierenden
Substanz besonders vorteilhaft ist, da ndmlich, wie die Erfin-
der in weiteren Experimenten feststellen konnten, beil akutem
Tinnitus die BDNF-Expression im auditorischen Cortex im Gegen-
satz zur Situation in den cochledren Ganglien iiberraschender-
weise reduziert ist. Eine systemische Applikation von die BDNF-

Sighaltransduktionskaskade inhibierenden Substanzen wilirde des-
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halb im Cortex 2zu einer noch weiteren Erniedrigung der BDNF-
Expression fiihren und damit schddliche Effekte auf den Organis-
mus haben. Bei akutem Tinnitus und Phantomschmerz wédre deshalb
eine systemische Gabe der Substanz, die die BDNF-Signaltrans-

duktionskaskade inhibiert, kontraindikativ.

Ein weiterer Gegenstand der vorliegenden Erfindung betrifft
eine Substanz zur therapeutischen und/oder prophylaktischen
Behandlung der Phantomph&nomene des akuten Tinnitus und/oder
Phantomschmerzes bei einem menschlichen oder tierischen Lebewé—
sen, die ausgewdhlt ist aus der Gruppe bestehend aus: MAP-
Kinase-Inhibitor, insbesondere U 0126 oder PD 98058, Cam-
Kinase-Inhibitor, L-Typ-Ca**-Kanal-Antagonist, insbesondere
Nicardipin oder WNifedipin oder Isradipin, CREP-Antagonist,
insbesondere H89 und KN-93, oder Glutamat-Antagonist und trkB-

Antagonist.

Die Erfinder haben erstmals eine konkrete medizinische Anwen-
dung der vorgenannten Substanzen im Zusammenhang mit Phantom-
phinomenen wie dem akuten Tinnitus bzw. dem Phantomschmerz

erkannt und vorgeschlagen.

Ein weiterer Gegenstand der vorliegenden Erfindung betrifft ein
Verfahren zur Diagnose der Phantomphdnomene des akuten Tinnitus
und/oder Phantomschmerzes bei einem tierischen oder menschli-
chen Lebewesen, das folgende Schritte aufweist: (a) Bereitstel-
lung einer biologischen Probe des Lebewesens, (b) Bestimmung
des Niveaus der Expression von BDNF in der biologischen Probe,
(c) Vergleich des Niveaus aus Schritt (b) mit einem Referenz-

wert aus einem gesunden Lebewesen, und (d) Korrelation eines
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iber dem eines gesunden Lebewesens liegenden Niveaus mit einer

positiven Diagnose.

ErfindungsgemdB kann eine jegliche derartige biologische Probe
verwendet werden, die jedoch vorzugsweise aus dem Ohr oder von
der Stelle der Amputation stammt, wie eine Gewebeprobe, Zellen,
bspw. cochledre Ganglien oder Nervenzellen. Bei der biologi-
schen Probe kann es sich aber auch um eine systemische Blutpro-
be handeln; Lang et al. (2005), Association of BNDF serum con-
centrations with central serotonergic activity: Evidence from
auditory signal processing, Neuropsychopharmacology 30 (6),
Seiten 1148-1153. Dabei ist darauf zu achten, dass es bei einer
Gewebeprobenentnahme aus dem Ohr nicht zur Schidigung des Ge-
htrs kommt, wobei solch eine VorsichtsmaBnahme dann nicht ein-
zuhalten ist, wenn es sich um einen Tinnitus handelt, der sich
zentral zu einem nicht mehr intakten Ohr ausbildet. Eine solche
Probenentnahme zur Bestimmung des Niveaus der Expression wvon
BDNF kann dann auch gleichzeitig zur Messung der Funktionsfd-
higkeit der Ubertragung und Nutzung zentralerwdrts gelegener
Nerven genutzt werden, um z.B. die Effizienz der Implantation

eines Cochlea-Implantats zu optimieren.

Das Verfahren wird in einem geeigneten‘ biologischen System
durchgefiihrt, wobei {iibliche Puffer wie Tris- oder HEPES-Puffer
Verwendung finden kdnnen. Die Bestimmung des Expressionsniveaus
in Schritt (b) erfolgt iliber {ibliche molekular- oder zellbiolo-
gische Methoden, wie ELISA-Technik und Westernblot auf Protein-
ebene, oder Northernblot auf mRNA~-Ebene. Geeignete molekular-
biologische Methoden sind bspw. beschrieben in Sambrook, J. und
Russel, D. W. (2001), Molecular Cloning - A Laboratory Manual,
3rd Edition, Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring
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Harbor, New York, der Inhalt dieser Publikation ist durch Inbe-

zugnahme Bestandteil der vorliegenden Beschreibung.

Den Erfindern ist es hiermit erstmals gelungen, eine molekular-
biologische Diagnose des akuten Tinnitus bzw. Phantomschmerzes

zu etablieren und bereitzustellen.

Die Erfinder haben ebenfalls ein Verfahren zur Behandlung der
Phantomphdnomene des akuten Tinnitus und/oder Phantomschmerzes
bei einem menschlichen Iebewesen entwickelt, das folgende
Schritte aufweist: (a) Bereitstellen eines Arzneimittels, das
eine mit der BDNF-Signaltransduktionskaskade interagierende
Substanz sowie einen pharmazeutisch akzeptablen Trdger und ggf.
weltere Hilfsstoffe und/oder Wirkstoffe aufweist, und (b) Ap-
plizieren, ggf. lokal, des Arzneimittels dem Lebewesen, und

ggf. (¢) Wiederholen der Schritte (a) und (b).

Pharmazeutisch akzeptable Trdger und weitere Hilfsstoffe sind
im Stand der Technik hinreichend bekannt, vgl. bspw. Kibbe, A.
H. (2000), Handbook of Pharmaceutical Excipients, 3rd Edition,
American Pharmaceutical Association and Pharmaceutical Press,
der Inhalt dieser Publikation ist durch Inbezugnahme Bestand-

teil der vorliegenden Beschreibung.

Als weitere Wirkstoffe kommen bspw. klassische Schmerzmittel

oder Tinnitusmittel in Frage.

Es versteht sich, dass die vorstehend genannten und die nach-
stehend noch zu erlduternden Merkmale nicht nur in der jeweils

angegebenen Kombination, sondern auch in anderen Xombinationen
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oder in Alleinstellung verwendbar sind, ohne den Rahmen der

vorliegenden Erfindung zu verlassen.

Die Erfindung wird nun anhand von Ausfilhrungsbeispielen n&her
erldutert werden, die rein illustrativ sind und aus denen sich

weitere Merkmale und Vorteile der Erfindung ergeben.

In den beiliegenden Figuren ist Folgendes dargestellt:

Fig. 1: Die Operation und lokale Zufuhr von Salicylat verdan-

dert nicht signifikant die HOrschwellen;

Fig. 2 Akute systemische und lokale Applikation von Salicy=-
lat fiihrt nach einer bestimmten Zeit zu einer gestei-

gerten c-fos-Expression in der Cochlea;

Fig. 3 In situ-Hybridisierungsanalyse von c-fos und BDNF-
Exon III und Exon IV-Splice-Varianten in der Cochlea
von adulten Ratten nach lokaler und systemischer Ap-

plikation von Salicylat;

Fig. 4 Eine RT-PCR-Analyse zeigt eine dosisabhdngige diffe-
renzielle Verdnderung der Expression von c-fos und
BDNF-Exon III- und Exon IV-Expression in der Cochlea
nach systemischer und lokaler Applikation von Salicy-
lat;

Fig. 5 Die lokale Applikation von Salicylat reduziert die
Expression von c~fos, BDNF Exon III- und Exon IV in

dem auditorischen Cortex;
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Fig. 6 Die durch Salicylat bedingte Hochregulation der BDNF-
Expression in cochledren Neuronen wird durch den Typ-

Ca**-Kanal-Antagonisten Nifedipin inhibiert; und

Fig. 7 Die durch Salicylat bedingte Hochregulation der BDNF-
Expression in cochledren Neuronen wird durch das Ben-

zodiazepin Midazolam inhibiert.

Ausfiihrungsbeispiel

MATERIAT, UND METHODEN

Tiere

Fliir die Experimente wurden weibliche adulte Wistar-Ratten ver-
wendet, die zwischen 280 und 300 Gramm wogen. Die Behandlung
und der Umgang mit diesen Tieren erfolgte in Ubereinstimmung
mit den Institutsrichtlinien der Universitdt Tiibingen, Tierfor-

schungsanstalt.

Die Ratten wurden gemdB dem Verfahren von Guitton, M. J. et al.
(2003), Salicylate induces tinnitus through activation of co-
chlear NMDA receptors, J. Neurosci. 23, Seiten 3944 bis 3952,
intraperitoneal andsthesiert, um ein sog. Gelfoam (Gelita Tam-
pon; B. Braun Medical, Melsungen, Deutschland) iiber das runde
Fenster beider Ohren zu platzieren. Das Gelfoam wurde wie ange-
geben mit Salicylat, das in artifizieller Perilymphl&sung (70
mg/ml) verdiinnt wurde, oder mit dem entsprechenden Volumen von
artifizieller Perilymphe alleine, getrdnkt. Das Gelfoam wurde
auf der Nische des runden Fensters platziert, wie beschrieben;

Guitton J. et al. (a.a.0.). Das Salicylat wurde so fiir 20 Stun-
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den lokal appliziert. Nach dieser Zeit wurden die Tiere getdtet

und die Cochlea und der auditorische Cortex entfernt.

Gewebeprdparation

Die Tiere wurden mit Kohlenstoffdioxid tiefandsthesiert und
anschlieBend decapiert. Die Cochleae wurden isoliert und wie
zuvor beschrieben prépariert; vgl. Knipper, M. et al. (2000),
Thyroid hormone deficiency before the onset of hearing causes
irreversible damage to peripheral and central auditory systems,
J. Neurophysiol. 83, Seiten 3101 bis 3112. Kurz, die Cochleae
wurden durch Immersion in 2 % Paraformaldehyd, 125 mM Saccharo-
se in 100 mM phosphatgepufferter Saline (PBS), pH 7,4, fir zwei
Stunden fixiert, nach der Fixierung fiirx 45 Minuten in ,Rapid
bone decalcifier (#904687, Eurobio, Fisher-Scientific, 61130
Nidderau, Deutschland) decalcifiziert, anschlieBend gefolgt von
einer Inkubation {iiber Nacht in 25 % Saccharose, 1 mM Protea-
seinhibitor (Pefabloc, Roche) in Hanks~gepufferter Saline. Nach
der Ubernachtinkubation wurden die Cochleae in O0.C.T.-
Verbindung (Miles Laboratories, Elkhart, Ind., USA) eingebet-
tet. Die Gewebe wurden dann bei 10 um Dicke fiir die in situ-
Hybridisierung kryogeschnitten, gelagert auf SuperFrost*/plus-

Objekttrédger und vor der Verwendung bei -20°C gelagert.

Die auditorischen Cortices wurden gem#B der Beschreibungen
identifiziert, die in Paxinos, G. & Watson, C. (1998), The rat
brain in stereotaxic coordinates, Academic Press, Inc., gegeben
werden. Fiir RNA-Prdparationen wurden die Gewebe unmittelbar in
fliissigem Stickstoff eingefroren und vor der Verwendung bei

-70°C gelagert.
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Ribosondensynthese und in situ-Hybridisierung

Genomische DNA aus Rattenlebergewebe wurde mittels des Easy-
DNA-Kits von Invitrogen gemdB den Angaben des Herstellers iso-
liert. Eine Polymerasekettenreaktion wurde durchgefiihrt, um
alle vier nicht codierenden 5’-Exons des BDNF-Gens zu amplifi-

zieren.

Um die Exon-3-spezifische Sonde zu amplifizieren, wurde ein
Sinn(Sense)~-Primer (5’ acc cac ttt ccc att cac cg 3’) und ein
Gegensinn(Antisense)-Primer (5’ cct ttt tca gtc act act tg 37)
jeweils entsprechend den Nucleotidpositionen 536 bis 555 und
957 bis 976 des genomischen Fragmentes B (Timmusk, T. et al.
(1995), Identification of brain-derived neurotrophic factor
promoter regions mediating tissue-specific, axotomy-, and neu-
ronal activity-induced expression in transgenic mice, J. Cell.
Biol. 128, Seiten 185 bis 199, verwendet. Fiir die Exon-4-
spezifische Sonde wurde ein Sinn-Primer (5’ cca atc gaa gct caa
ccg aa 3’) und ein Gegensinn-Primer (5’ tca ggg tcc aca caa agc
tc 3’) entsprechend den Nucleotidpositionen 1732 bis 1751 und
2059 bis 2078 des genomischen Fragmentes B verwendet (Timmusk,
T. et al., a.a.0.). Um die gemeinsame Ribosonde fiir das codie-
rende Exon-5 zu amplifizieren, wurde ein Sinn-Primer (5’ gag
gac cag aag gtt cg 3’) und ein Gegensinn-Primer (5’ ttt atc tgc
cgc tgt gac 37) entsprechend der Nucleotidpositionen 309 bis
325 und 534 bis 551 verwendet (Zugangsnummer M61175). Um die c-
fos-Sonde zu synthetisieren, wurde ein Sinn-Primer (5’ gac ttt
tgc gca gat ctg tc 3’) und ein Gegensinn-Primer (5’ ctg ctc tac
ttt gcc cct tc 37) entsprechend den jeweiligen Nucleotidpositi-
onen 276 bis 295 und 508 bis 527 der cDNA verwendet (Zugriffs-
nummer X06769).
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In der PCR-Reaktion wurde die genomische DNA zuerst flir vier
Minuten bei 94°C denaturiert, gefolgt von 30 Zyklen von einer
Minute bei 94°C, einer Minute bei 55°C und einer Minute beil
72°C. Die Verlangerungsreaktion wurde bei 72°C fiir zehn Minuten
durchgefiihrt. Die amplifizierten Fragmente wurden in einem
1%igen Agarosegel in 1 x TAE-Puffer aufgetrennt. Fragmente, die
den erwarteten Lingen der genspezifischen Sonden entsprechen,
wurden unter Verwendung des QIAquick-Gel-Extraction-Kits von
Qiagen extrahiert. Die erwarteten Lidngen der amplifizierten
Fragmente waren 351 ©Nucleotide (Exon-III), 347 Nucleotide
(Exon-IV), 243 Nucleotide (Exon-V) und 252 Nucleotide (c-fos).
Diese Fragmente wurden in einen pCR II Topo-Vektor (Invitrogen)
kloniert und ihre Nucleotidsequenzen wurden mittels eines auto-

matischen Sequenzierers verifiziert.

Die Plasmide wurden unter Verwendung eines QIAprep Spin Mi-
niprep-Kits von Qiagen isoliert. Um linearisierte Plasmide zur
Synthese von Sinn-Ribosonden zu synthetisieren, wurden die
Plasmide =zuerst mit geeigneten Restriktionsenzymen lineari-
siert. Ribosonden wurden unter Verwendung von Spé6-, T3- oder
T7-RNA~-Polymerasen synthetisiert und unter Verwendung von xrNTP-
Mix markiert, der digoxigeninmarkierte Uridintriphosphate ent-
hdalt. Ssamtliche Restriktionsenzyme, RNA-Polymerasen und digoxi-
geninmarkierte rNTPs wurden von Roche Diagnostics bezogen. Die
in situ-Hybridisierung wurde durchgefiihrt, wie zuvor beschrie-
ben (Wiechers, B. et al. (1999), A changing pattern of brain-
derived neurotrophic factor expression correlates with the
rearrangement of fibers during cochlea development of rats and
mice, J. Neurosci. 19, Seiten 3033 bis 3042. Die Schnitte wur-
den mit Moviol (Sigma) bedeckt und unter Verwendung eines Olym-

pus AX70-Mikroskops betrachtet.
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Reverse Transkription, semiquantitative PCR

Gesamt-RNA wurde unter Verwendung des Total-RNeasy-Kits von
Qiagen sowohl aus der Cochlea als auch aus Hirngewebe isoliert
und mit DNase (Ambion) behandelt, um DNA-Kontaminanten zu ent-
fernen. Die RNA wurde anschliefend gereinigt und die Konzentra-
tionen mittels spektrometrischer Messungen bestimmt. Die rever-
se Transkription der Hirngewebe wurde in einem 20 ul Reaktions-
volumen unter Verwendung von 1 ug Gesamt-RNA als Template und
SUPERSCRIPT II Rnase H -reverse Transkriptase gemdB dem Proto-
koll wvon Invitrogen durchgefiilhrt. Wegen der begrenzten Menge
von RNA in den cochledren Geweben wurde unter Verwendung von
50 ng Gesamt-RNA als Template Qiagen Senscript reverse
Transkriptase verwendet, wie im Protokoll von Qiagen beschrie-
ben. Fiir die PCR wurde die Anzahl der Zyklen und die Anlage-
rungstemperatur optimiert, so dass die Signale, die fiir BDNF,
c-fos und Glyceraldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase (GAPDH) erhal-

ten wurden, nicht gesdttigt waren.

Die PCR-~Primersequenzen fiir arc waren 5’ caa tgt gat cct gca
gat tg 3’ und 5’ tgt tgg cat agg ggc taa ca 3’; fiir BDNF waren
diese 5’ ttc gac ccc gcc cgc cgt gg3’ und 5’ ccc ctt tta atg
gtc agt gt 3’; fiir c-fos waren diese 5’ gac ttt tgc gca gat ctg
tc 3" und 5’ att cct ttc cct tcg gat tc 37; fiir GAPDH waren
diese 5’ tct act gc gtc ttc ac acc a 3’ und 5’ agg aga caa cct
ggt cct cag t 3’. Die PCR wurde in einem 25 ul Endreaktionsvo-
lumen durchgefiihrt, wobei gleichzeitig beide Primer f£iilr GAPDH
und die aktivitdtabhdngigen Gene verwendet wurden. In dieser
Duplex~-PCR-Reaktion stellt ein Haushaltsgen in der gleichen
PCR-Reaktion eine interne Kontrolle dar, so dass die Intensitét

des aktivit&dtsabhdngigen Gens unzweideutig mit der Xontrolle
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und den behandelten Proben verglichen werden kann. PCR-ready-
to-go-Beads von Amershan Pharmacia wurden verwendet, um eine
Standardisierung der PCR-Bedingungen zu gewdhrleisten und Kon-
taminationen beim Pipettieren zu reduzieren. Letztlich wurden
die PCR-Produkte in einem 2%igen Agarosegel analysiert, das
mittels einer Ethidium-Bromid-Farbung und Densitometrischer
Analyse unter Verwendung eines Alpha-Imagers 2200 von Biometra
visualisiert wurde. Die Intensitdt des amplifizierten aktivi-
tatsabhdngigen Gens wurde fiir jede Reaktion auf den TLevel des
coamplifizierten GAPDH normalisiert. Die Amplifizierungsbedin-
gungen fir arc, BDNF, c-fos und GAPDH waren fiir die anfidngliche
Denaturierungsphase von 94°C fiir drei Minuten, 30 Zyklen von
jeweils einer Minute Denaturierung (94°C), einer Minute Anlage-
rung (54°C), 1,5 Minuten Verldngerung (72°C) und einer ab-
schlieBenden Verldngerungsphase von zehn Minuten bei 72°C. Die

PCR-Fragmente wurden kloniert und sequenziert, wie zuvor be-

schrieben.

ABR-Screening (ABR = ,Auditory brainstem response’)

Die Andsthesie der Tiere sowie das ABR-Screening wurde durchge-
fiihrt, wie zuvor beschrieben ; vgl. Knipper, M. et al. (2000),
a.a.0.; Schimmang, T. et al. (2003), Lack of BDNF and trkB
signalling in the postnatal cochlea leads to a spatial reshap-
ing of innervation along the tonotopic axis and hearing loss,

Development 130, Seiten 4741 bis 4750.

ERGEBNISSE

Wie oben beschrieben, wurde weiblichen Ratten etwa gleichen

Gewichts Salicylat in die Nische des runden Fensters lokal
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appliziert. Um jegliche posttraumatischen Auswirkungen auf die
Expression der aktivitdtsabhdngigen Gene in den cochledren
Neuronen auszuschlieBen, wurden ausschlieBlich Individuen ver-
wendet, die keine Verdnderung des HOrvermbgens nach Gelfoam-
Applizierung zeigten. Wie in Fig. 1 gezeigt, wurden keine sig-
nifikanten Verdnderungen in dem Klick-abhdngigen ABR-Screening

vor oder 20 Stunden nach der Operation festgestellt.

Die Schwellen im ABR-Screening waren vor und nach der Operation
(OP) weitgehend identisch und es zeigten sich weder bei der
Applikation von Salicylat (n = 13; 5 ul; 70mg/kg; Salicylat)
noch von artifizieller Perilymphe (n = 9; 5 pul; Kontrolle)
wesentliche Unterschiede; wvgl. Fig. 1 (A). Ein frequenzspezifi-
sches ABR-Screening vor und 20 Stunden nach lokaler Applikation -
von Salicylat (n = 5; 5 pl; 70 mg/kg; Salicylat) oder artifi-
zieller Perilymphe (n = 6; 5 pl; Kont) in die Nische des runden
Fensters zeigt, dass es zu keinem HOrverlust kommt; vgl. Fig.

1(B).

In einem ersten Ansatz zum Herausfinden des geeigneten Zeit-
punktes, zu dem entweder lokal oder systemisch appliziertes
Salicylat die Cochlea erreicht und die neuronale Erregbarkeit
modifiziert, wurde im Cochleagewebe zu verschiedenen Zeitpunk-
ten nach der Salicylatapplizierung i{iber RT-PCR-Analyse die c-
fos-Expression untersucht. Dabei wurde festgestellt, dass die
Gelfoam~-Applikation von Salicylat (5 ul, 70 mg/ml) die c-fos-
Expression nicht vor etwa 20 Stunden beeinflusst, méglicherwei-
se auf Grund einer verlangsamten Sekretion der Fliissigkeit aus
dem Gelfoam. Eine signifikante Hochregulation von c-fos wurde
20 Stunden, nicht jedoch drei Stunden nach Applizierung festge-

stellt (Fig. 2A). Hierzu im Gegensatz wurde durch systemische
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Gabe von Salicylat (350 mg/kg Klorpergewicht) iiber intraperito-
neale Injektion bereits nach drei Stunden eine Hochregulation
von c-fos beobachtet ohne signifikante Verdnderungen beli ldnge-
ren Zeiten von bis zu 20 Stunden. Die Expression von GAPDH ist
sowohl im Kontrollansatz als auch salicylatbehandelten Ansatz
gleich, wodurch demonstriert wird, dass in diesen Experimenten
gleiche Mengen von RNA (50 ng) verwendet wurden (Fig. 2B). Um
entsprechende akute Wirkungen zu vergleichen, wurden -im Folgen-
den die Effekte von lokal appliziertem Salicylat 20 Stunden und
systemisch injiziertem Salicylat drei Stunden nach Applikation

untersucht.

In einem weiteren Schritt wurde der Effekt wvon lokal und syste-
misch appliziertem Salicylat auf die Expression bestimmter
BNDF-Splice-Varianten in den cochledren Spiralganglien (SG) der
Ratte mittels in situ-Hybridisierung untersucht. Zum Vergleich
wurde die c-fos-Expression beobachtet. Wie exemplarisch in Fig.
3 fiir drei 4individuelle Experimente in Duplikaten gezeigt,
waren die Hybridisierungssignale fiir c-fos (Fig. 3A), BDNF-
Exon-III (Fig. 3B) und BDNF-Exon IV (Fig. 3C) in der mittleren
basalen cochledren Windung im Vergleich zu der Applizierung des
gleichen Volumens von artifizieller Perilymphe (Fig. 3, Kon-
trolle) nach sowohl lokaler (links, 5 ul; 70 mg/ml; lokale
Applikation) als auch systemischer (rechts, 350 mg/kg Kdrperge-
wicht; systemische Applikation) Gabe von Salicylat signifikant
erhdht (dunkle Fidrbung). Unter Verwendung von Sense-Proben
wurden keine Hybridisierungssignale beobachtet A(Daten nicht
gezeigt). Entlang der tonotopischen Achse zeigte die BDNF-
Expression eine charakteristische Abnahme von den basa-
len/mittelbasalen hin zu den mehr apikalen cochledren Windungen

(Schimmang, T. et al. (2003) a.a.0.) und der Salicylat indu-
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zierte Anstieg in dem Expressionsmuster beeinflusste primdr die

mehr basal gelegenen cochledren Windungen.

Um m&gliche Unterschiede in den Aktivierungsmustern bestimm-
ter BDNF-Transkripte auf verschiedene Anregungsstufen zu unter-
suchen, wurde der Effekt von verschiedenen Dosierungen von
Salicylat analysiert, welche die neuronale Erregbarkeit unter-
schiedlich beeinflussen konnten; vgl. Kumagai (1992), Effect of
intravenous injection of aspirin on the cochlea, Hokkaido Igaku
Tasshi 67 (2), Seiten 216 bis 233; Stypulkowski (1990), Mecha-
nisms of salicylate ototoxicity, Hear Res. 46 (1-2), Seiten 113
vis 145. Dazu wurde die Auswirkung von lokal applizierten Gel-
foams, getrdnkt mit verschiedenen Volumina (5, 10, 20 pl) von
70 mg/ml Salicylat und parallel die Auswirkung von verschiede-
nen Konzentrationen systemisch appliziertén Salicylats (250
mg/kg, 350 mg/kg, 500 mg/kg Kdrpergewicht) untersucht. Unter
Verwendung von semiquantitativer RT-PCR-Analyse der Gesamt-RNAs
wurden in dem cochledren Gewebe c~fos-, BDNF-Exon-III- und

BDNF-Exon-IV-Transkripte untersucht (Fig. 4).

Interessanterweise wurde f£ilir beide Applizierungsmethoden ein
dosisabhdngiger Effekt von Salicylat festgestellt, der im Ver-
gleich zu GADPH zu leichten Veridnderungen der Hochregulation
der c-fos-Expression fiihrte. Die grdften Auswirkungen wurden
bei einer Applizierung von 5 ul oder 10 upl Salicylat am runden
Fenster bzw. bei einer Injektion von 250 mg/kg oder 350 mg/kg
Salicylat festgestellt, wohingegen bei hoheren Konzentrationen
in beiden Applizierungsmethoden weniger deutliche Auswirkungen

festgestellt wurden (Fig. 4A).
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Unter Verwendung des gleichen Templates, um sowohl BDNF-Exon-
ITII oder ~IV zu amplifizieren, zeigte sich ein deutlicher Un-
terschied im Aktivierungsmuster der verschiedenen aktivitdtsab-

hdngigen Gene.

Unabh&ngig von der Applizierungsmethode wurde das BDNF-Exon-III
mit etwas Verzdgerung nach dem BDNF-Exon-IV aktiviert, was bei
hSheren Konzentrationen von Salicylat in einem Peak der Expres-
sion von BDNF-Exon-III (Fig. 4B) resultiert, wiahrend sowohl c-
fos (Fig. 4A) als auch BDNF-Exon-IV (Fig. 4C) bereits auf ge-
ringere Dosen von Salicylat reagieren. Vergleichbare Ergebnisse
wurden in drei Experimenten in Duplikaten erhalten, welche die
densitometrische Analyse, die in Fig. 4B gezeigt ist, bestidti-
gen, wonach es zu einer signifikanten Erh8hung der Expression
des BDNF-Exons-IV (49 + 12 %, n = 8, p < 0,05) und von c-fos
(69 £ 11 %, n =8, p < 0,05) kommt.

Im auditorischen Cortex wurden die BDNF-Exon-III und -IV-
Splicevarianten, das gemeinsame BDNF-Exon-V und c-fos-
Transkripte amplifiziert (Daten nicht gezeigt). Es wurden audi-
torische Cortices untersucht, die aus Tieren erhalten wurden,
in denen die Cochlea hinsichtlich der dosisabhdngigen Wirkung
des Salicylates untersucht wurden, die mRNA wurde isoliert und
eine RT-PCR wurde durchgefiihrt, wie unter Material und Methoden

beschrieben.

Wahrend lokal oder systemisch appliziertes Salicylat zur Erho-
hung der Expression der untersuchten aktivititsabhingigen Gene
in der Cochlea fiihrt (Fig. 4), wurde in drei unabhingigen Expe-
rimenten in Duplikaten festgestellt, dass beide Methoden im

auditorischen Cortex zu entgegengesetzten Effekten auf die
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aktivitdtsabhdngigen Gene fithren. Im Gegensatz zur Auswirkung
auf die cochledren Neuronen fiihrte die lokale Applikation von
sdmtlichen Dosierungen von Salicylat zur Reduktion der Expres-
sion wvon c-fos (Fig. 5A, links), von BDNF-Exon-III (Fig. 5B,
links) und BDNF-Exon-IV (Fig. 5C, links).

Wahrend in der Cochlea fiir verschiedene Dosierungen und ver-
schiedene BDNF-Transkripte ein unterschiedliches Aktivierungs-
muster festgestellt wurde, war der abnehmende Effekt bei hohe-
ren Konzentrationen im auditorischen Cortex nicht so eindeutig
(Fig. 5A-C). Mittels densitometrischer Analyse wurde bestatigt,
dass es zu einer signifikanten Abnahme der Expression von BNDF-
Exon-IV (49 £ 12 %, n =8, p < 0,05) und c-fos (69 £ 11 &%, n =
8, p < 0,05) kommt.

In einem weiteren Experiment haben die Erfinder untersucht, ob
das erstmals bei akutem Tinnitus festgestellte Phédnomen der
erhShten BDNF-Expression unter Verwendung von Isradipin, einem
L-Typ-Ca**~Kanal-Antagonisten, aufgehoben werden kann und damit
eine entsprechende Substanz zur Behandlung von akutem Tinnitus,
vorzugsweise bei lokaler Applikation, oder von Phantomschmerz

geeignet ist.

Hierzu wurden 22 Stunden vor der Gewebeentnahme 10 pl 0,9%ige
Kochsalzldsung (Fig. 6A, Saline) und 10 pl einer 10 mM Isradi-
pinldsung (Fig. 6B, Isradipine) lokal in die Nische des runden
Fensters, d.h. vor die Rundfenstermembran, appliziert. 3 Stun-
den vor der Gewebeentnahme an der Cochlea wurde identisches
Volumen Kochsalzldsung (C) bzw. 350 mg/kg Korpergewicht Salicy-
lat (Scy) systemisch injiziert. Nach der Entnahme des Gewebes

wurde die Expression von BDNF in beiden Ansdtzen analysiert.
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In Fig. 6 ist die Expression des BDNF Exon IV unter vorstehend
genannten Bedingungen dargestellt. Wie erwartet bewirkt das
Salicylat eine Hochregulation von BDNF in den cochledre Neuro-
nen (Fig. 6A, rechte Spur), wdhrend im identisch durchgefiihrten
Ansatz in der Tiergruppe, in der Isradipin anstelle von Koch-
salz appliziert wurde, die Hochregulation von BDNF inhibiert

wird.

Das vorstehend beschriebene und in Fig. 6 dargestellte Experi-
ment wurde unter identischen Bedingungen auch fiir einen weite-
ren L-Typ-Ca*-Kanal-Antagonisten, Nifedipin, durchgefiihrt.
Dabei wurde ebenfalls ein inhibitorischer Effekt auf die nach
der Induktion von akutem Tinnitus erhdhte BDNF-Expression in
den cochledren Neuronen nachgewiesen, obgleich weniger stark,

als mit Isradipin (Daten nicht gezeigt).

Die Erfinder haben ferner untersucht, ob die mit akutem Tinni-
tus einhergehende erhShte BDNF-Expression durch die Verabrei-
chung von GABA-Rezeptor-Agonisten, wie Benzodiazepinen, inhi-
biert werden kann. Wie bereits zuvor beschrieben, wurde weibli-
chen Ratten steigende Mengen von Salicylat (Scy) in die Nische
des runden Fensters lokal appliziert. Dabei zeigte sich, wie
auf Grund der zuvor diskutierten Experimente erwartet, eine
Zunahme der Expression des BDNF-Exon-IV-Transkriptes in den
cochledren Neuronen, und eine Abnahme der Expression des akti-
vitdtsabhdngigen Cytoskelettproteins Arc im auditorischen Cor-
tex. Das Ergebnis einer reprdsentativen RT-PCR ist in Fig. 7A

fir n = 3 mit vergleichbarem Ergebnis gezeigt.

In einem weiteren experimentellen Ansatz wurde den Ratten 350

mg/kg Salicylat systemisch appliziert. Wie in Fig. 7A fiir die
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lokale Rundfensterapplikation gezeigt, fiihrt auch die systemi-
sche Gabe von Salicylat zu einer erhShten Expression von BDNF-
Exon-IV (Fig. 7B, oben) und erwartungsgemdB von c-fos (Fig. 7C,
oben) in cochledren Neuronen, wdhrend im primiren auditorischen
Cortex eine Abnahme der Expression von Arc (Fig. 7B, unten) und
BDNF-Exon-IV (nicht gezeigt) und gelegentlich von c-fos (Fig.

7C, unten) nachweisbar ist.

Zweieinhalb Stunden nach der Induktion von akutem Tinnitus iiber
die Injektion von 350 mg/kg Salicylat wurde den Tieren syste-
misch Midazolam (Dormicum, Roche, Grenzach-Wyhlen, Deutschland)
(0,5 mg/kg Korpergewicht) verabreicht und die Gen-Expression
nach Organentnahme mit Hilfe der RT-PCR untersucht. Dabei
stellte sich heraus, dass Midazolam (MDZ) zu einer signifikan-
ten Reduktion des Effektes von Salicylat auf die Expression von
BDNF-Exon-IV (n = 7) in den cochledren Neuronen und von Arc im
auditorischen Cortex fiihrt (Fig. 7B, rechter Balken, n = 12),
die Expression von c-fos jedoch unbeeinflussbar bleibt (Fig.
7C, rechter Balken, n = 7 bis 12). Die statistische Auswertung

wurde mit dem ,Student’s T-test” durchgefiihrt; * = p < 0,05.

In einem weiteren dem vorstehenden entsprechenden Experiment
wurde ein GABA-~Rezeptor-Agonist unter ansonsten identischen
Bedingungen nicht systemisch sondern lokal in die Nische des
Runden Fensters appliziert. Dabei stellte sich heraus, dass die
mit akutem Tinnitus verbundene erhdhte BDNF-Exon-IV-Expression
in den cochledren Neuronen noch stdrker inhibiert wurde und die
Auswirkungen auf die Expression von BDNF-Exon-IV im auditiven

Cortex deutlich reduziert waren.
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Die 1lokale Applikation eines BDNF-Antagonisten hebt folglich
die bei akutem Tinnitus und Phantomschmerz beobachtete patholo-
- gische Fehlregulation der BDNF-Expression auf. Die Erfinder
konnten deshalb nachweisen, dass es sich bei BDNF-Antagonisten
um Substanzen handelt, die fiir die Behandlung von akutem Tinni-

tus grundsdtzlich geeignet sind.

Die Erfinder konnten erstmals zeigen, dass mittels Substanzen,
die mit der BDNF-Signaltransduktionskaskade interagieren bzw.
diese inhibieren, wirksam akuter Tinnitus wund Phantomschmerz

behandelt werden kann.
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Patentanspriiche

Verwendung einer mnit der BDNF-Signaltransduktionskaskade
interagierenden Substanz zur Herstellung eines Arzneimit-
tels zur Behandlung der Phantomphdnomene des akuten Tinni-
tus und/oder des Phantomschmerzes bei einem menschlichen

oder tierischen Lebewesen.

Verwendung nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet,
dass eine solche Substanz vorgesehen wird, die eine Blo-
ckade oder Inhibition der BDNF-Signaltransduktionskaskade
bewirkt.

Verwendung nach Anspruch 2, dadurch gekennzeichnet,
dass eine solche Substanz vorgesehen wird, die eine Blo~
ckade oder Inhibition der dem BDNF-Rezeptor (trkB) vorge-

schalteten Signaltransduktionskaskade bewirkt.

Verwendung nach Anspruch 3, dadurch gekennzeichnet,
dass als Substanz ein GABA-Rezeptor-Agonist vorgesehen

wird.

Verwendung nach Anspruch 4, dadurch gekennzeichnet,
dass als GABA-Rezeptor-Agonist ein Benzodiazepin oder
hiermit verwandte Substanzen vorgesehen werden, die vor-
zugsweise ausgewdhlt sind aus der Gruppe bestehend aus:
Midazolam, Diazepam, Flurazepam, Oxazepam, Nitrazepan,
Flunitrazepam, Clonazepam, Triazolam, Clobazam und Broti-

zolam.
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vVerwendung nach Anspruch 5, dadurch gekennzeichnet,
dass als GABA-Rezeptor-Agonist eine Substanz vorgesehen
wird, die ausgewdhlt ist aus der Gruppe bestehend aus:
Baclofen, Gamma-Vinyl-GABA, Gamma-Acetylen-GABA, Progabid,
Muscixﬁol, Iboten, Natriumvalproat und Tetrahydroisoxazolo-

pyridin (THIP).

Verwendung nach Anspruch 3, dadurch gekennzeichnet,
dass als Substanz ein L-Typ-Ca*'*-Kanal-Antagonist vorgese-

hen wird.

vVerwendung nach Anspruch 7, dadurch gekennzeichnet,
dass der L-Typ-Ca“-Kanal-Antagonist ausgewdhlt ist aus
der Gruppe bestehend aus: Nicardipin, Nifedipin und Isra-

dipin.

Verwendung nach Anspruch 3, dadurch gekennzeichnet,
dass als Substanz CREP-Antagonisten oder Glutamat-

Antagonisten vorgesehen sind.

Verwendung nach Anspruch 9, dadurch gekennzeichnet,
dass der CREP-Antagonist ausgewdhlt ist aus der Gruppe
bestehend aus H89 und KN-93.

Verwendung nach Anspruch 2, dadurch gekennzeichnet,
dass eine solche Substanz vorgesehen wird, die eine Blo-
ckade oder Inhibition des BDNF-Rezeptors (trkB) oder der
diesem nachgeschalteten Signaltransduktionskaskade be-

wirkt.
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Verwendung nach Anspruch 11, dadurch gekennzeichnet,

dass als Substanz ein MAP-Kinase-Inhibitor, ein Cam-

Kinase-Inhibitor oder ein trkB-Antagonist vorgesehen wird.

Verwendung nach Anspruch 12, dadurch gekennzeichnet,
dass als MAP-Kinase-Inhibitor U 0126 oder PD 98058 vorge-

sehen wird.

Verwendung nach einem der Anspriiche 1 bis 13, dadurch
gekennzeichnet, dass die Substanz lokal am oder im Ohr

bzw. an der Stelle der Amputation appliziert wird.

Substanz zur therapeutischen oder prophylaktischen Behand-
lung der Phantomphdnomene des akuten Tinnitus und/oder
Phantomschmerzes bei einem menschlichen oder tierischen
Lebewesen, ausgewdhlt aus der Gruppe bestehend aus: GABA-
Rezeptor-Agonisten, insbesondere Benzodiazepine und mit
diesen verwandte Substanzen, Baclofen, Gamma-Vinyl-GABA,
Gamma-Acetylen-GABA, Progabid, Muscimol, Iboten, Natrium-
valproat und Tetrahydroisoxazolopyridin (THIP), MAP~
Kinase-Inhibitoren, insbesondere U 0126 oder PD 98058,
Cam-Kinase-Inhibitoren, L-Typ-Ca‘'-Kanal-Antagonisten, ins-
besondere Nicardipin oder Nifedipin oder Isradipin, CREP-

Antagonisten, Glutamat-Antagonisten, trkB~Antagonisten.

Verfahren zur Diagnose der Phantomphédnomene des akuten
minnitus und/oder Phantomschmerzes bei einem tierischen
oder menschlichen Lebewesen, das folgende Schritte auf-

weist:

(a) Bereitstellung einer biologischen Probe,
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Bestimmung des Niveaus der Expression von BDNF in der

biologischen Probe,

Vergleich des Niveaus aus Schritt (b) mit einem Refe-

renzwert aus einem gesunden Lebewesen, und

Korrelation eines iiber dem eines gesunden Lebewesens

liegenden Niveaus mit einer positiven Diagnose.

17. Verfahren zur Behandlung der Phantomph&nomene des akuten

Tinnitus und/oder Phantomschmerzes bel einem menschlichen

Lebewesen, das folgende Schritte aufweist:

(a)

(b)

(c)

Bereitstellen eines Arzneimittels, das eine mit der
BDNF-Signaltransduktionskaskade interagierende Sub-
stanz, sowie einen pharmazeutisch akzeptablen Trager
und ggf. weitere Hilfsstoffe und/oder Wirkstoffe auf-

weist, und

Applizieren, ggf. lokal, des Arzneimittels dem Lebe-

wesen, und ggf.

Wiederholen der Schritte (a) und (b).
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Figur 2
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Figur 3
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Figur 4
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