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Zusammenfassung

1 Zusammenfassung

Der versteckte Horverlust bezeichnet die Tatsache, dass ein akustisches Trauma, das eine
temporare (TTS), aber keine permanente Schwellenverschiebung (PTS) erzeugt, das Gehor
dennoch irreversibel schadigen kann. Das Trauma zerstort einen Teil der Synapsen der inne-
ren Haarzellen (IHZ), wodurch ein Teil jener Hornervenfasern nicht mehr funktional ist, die fur
die Horschwelle nicht relevant sind. In dieser Arbeit wurden die Auswirkungen eines Schall-
traumas (Breitbandrauschen 8 - 16 kHz mit 100 dB SPL fir 2 h) auf Wildtyp-Mause (C57BL/6N)
und Ca,1.3DCRD"""A-M&use (Knock-In-Mause mit einer Modifizierung des Ca,1.3-Ca®"-Ka-
nals auf C57BI6/N-Hintergrund), kurz HA-Maus, untersucht. Der Maximalstrom an Ca**-lonen,
der durch Ca,1.3-Ca?*-Kanéle in die IHZ der HA-Mé&use flieRt, ist um 30 % erhéht (Scharinger
et al., 2015). Daraus resultierte die Hypothese, dass aufgrund von Calcium-Toxizitat die HA-
Mause empfindlicher auf das Schalltrauma reagieren. Die Fragestellung dieser Arbeit war, ob
HA-Mause im Vergleich zu Wildtyp (WT)-Mausen aufgrund der Cay1.3-Kanal-Manipulation vor
der Vertaubung veranderte Horschwellen haben und ob sie nach der Vertaubung veranderte
TTS, PTS oder Summenaktivitat der Hérnervenfasern zeigen. Zunachst wurden die Methode
der Hormessungen und die Vertdubungsmethode an 4 WT-Tieren im Labor etabliert. Das Hor-
vermodgen der Mause wurde durch die Messung akustisch evozierter Potentiale (ABR-
Messungen) vor und zu verschiedenen Zeitpunkten nach Trauma bestimmt. Vor dem Trauma
zeigten WT- und HA-Mause im Alter von 12 Wochen keine relevant unterschiedlichen Klick-
oder frequenzspezifischen Horschwellen. Ein Trauma von 100 dB SPL, 8 — 16 kHz fir 2 h
erzeugte eine frequenzabhangige TTS bei WT- und bei HA-Tieren v.a. im Hochtonbereich,
wobei die akute Schwellenerhdhung bei HA-Tieren gréRer als bei WT-Tieren war. Die Rege-
neration der Horschwellen verlief bei HA-Tieren jedoch etwas besser als bei WT-Tieren. Vier
Wochen nach dem Trauma zeigten WT-Mause eine PTS bei 22, 32 und 45 kHz. Im Gegensatz
dazu trat eine PTS der HA-Mause nur bei 32 kHz und 45 kHz auf und fiel geringer aus. Die
Amplitude der ABR-Welle | nahm bei 22 kHz bei den WT-Tieren am Tag 28 gegenlber Tag -
2 signifikant ab, ein Zeichen fir den versteckten Horverlust bzw. die cochleare Synaptopathie.

Die Reduktion der Welle I-Amplitude war bei den HA-Tieren deutlich geringer.

Die Hypothese, dass die HA-Tiere aufgrund des hdheren Ca?*-Einstroms in die IHZ langfristig
einen starkeren Traumaschaden erleiden, muss daher verworfen werden. Im Gegenteil, die
HA-Tiere wurden durch das Trauma in Bezug auf PTS und ABR-Amplitudenreduktion weniger

beeintrachtigt. Vermutlich war die zusétzliche Ca**-Belastung der IHZ von HA-Tieren nach



Zusammenfassung

dem 100 dB SPL-Trauma noch in einem moderaten Rahmen, in dem Ca**-abhangige Signal-

kaskaden zu effizienteren Reparaturprozessen als in WT-Tieren fuhrten.

Summary

An acoustic trauma, which causes a temporary (TTS) but not a permanent threshold shift (PTS)
can nevertheless irreversibly impact hearing, which is called hidden hearing loss. The trauma
destroys part of the synapses of inner hair cells (IHC), which leads to functional loss of part of
auditory nerve fibers that are not relevant for the hearing threshold. This thesis evaluates the
consequences of a noise trauma (white noise 8 -16 kHz at 100 dB SPL for 2 h) on wildtype
mice (C57BL/6N) and on Ca,1.3DCRD""" mice (knock-in mice with a modified Ca,1.3 Ca*
channel on C57BL/6N background), in short HA mouse.

In HA mice, the maximum current of Ca?* ions flowing through Ca,1.3 Ca®* channels into IHCs
is increased by 30 % (Scharinger et al., 2015). Therefore, we hypothesized that due to Ca?*

excitotoxicity HA mice would respond more vulnerable to a noise trauma.

The aims of this thesis were to find out whether HA mice due to manipulation of the Ca,1.3
channel had altered hearing thresholds before trauma and if they showed different TTS, PTS

or summed activity of auditory nerve fibers after trauma compared with wildtype (WT) mice.

First, the methods of hearing measurements and noise trauma application had to be estab-
lished in the laboratory using 4 WT mice. Hearing performance was assessed by measuring
acoustically evoked potentials (ABR measurements) before and at various time points after
trauma. Before trauma, WT and HA mice aged 12 weeks did not show any relevant differences
in hearing thresholds determined by click- and frequency-ABR. A trauma of 100 dB SPL, 8 —
16 kHz for 2 h elicited a frequency-dependent TTS in both WT and HA-mice mostly in the high
frequency region, with the acute TTS of HA mice being larger than in WT mice. Regeneration
of hearing thresholds however was slightly better in HA compared with WT mice. Four weeks
after the trauma, WT mice showed a PTS at 22, 32 and 45 kHz. In contrast, the PTS of HA
mice appeared only at 32 and 45 kHz and moreover was smaller. The amplitude of ABR wave
| at 22 kHz was significantly reduced in WT mice on day 28 compared with day -2 indicating

hidden hearing loss. In HA mice, the reduction of the amplitude of wave | was less pronounced.

In conclusion, HA animals did not suffer from a more pronounced damage after trauma despite
their increased Ca®* current into IHCs. On the contrary, HA mice showed milder consequences
of the noise trauma with respect to both PTS and reduction of ABR amplitudes. We suggest
that the additional Ca* load of IHCs in HA mice caused by the 100 dB SPL trauma was in a
moderate range that triggered Ca*'-dependent signaling cascades and more efficient repair

processes than in WT animals.
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2 Einleitung

Der Gehdrsinn ist einer der wichtigsten Sinne eines Saugetiers und das Hororgan ist ein sehr
empfindliches und komplexes Organ. Das Hoérorgan hat sowohl fir den Menschen als auch
fur das Tier mehrere Aufgaben, wie zum Beispiel das Erkennen und Lokalisieren von Gefahren
oder das Erlernen von Sprache, um untereinander kommunizieren zu kénnen. Der Verlust
dieses Organs bzw. dessen Funktionen durch eine Schadigung fuhrt u.a. zu einem Verlust von
Lebensqualitat. Die Aufnahme- und Verarbeitungsprozesse der Schallsignale haben einen
sehr schnellen und optimierten Ablauf, wodurch das Orientierungs- und Warnsystem als eine
Einheit funktionieren (Behrends et al., 2017).

2.1 Aufbau und Funktion des Ohres

Das auditorische System wird in einen peripheren und einen zentralen Anteil unterteilt. Das
periphere Hororgan wird in dufReres Ohr, Mittelohr und Innenohr aufgeteilt. Zum aufReren Ohr
gehdren Ohrmuschel und der duRere Gehodrgang (vgl. Abb. 1). Hier wird das ankommende
Schallsignal Uber die Ohrmuschel empfangen und an das Trommelfell weitergeleitet. Das Mit-
telohr besteht aus Trommelfell, Ohrtrompete, Paukenhdhle und pneumatischen Raumen. In
diesem Teil befindet sich die nach dem Trommelfell angrenzende Gehdérkndchelchen-Kette,
die aus Hammer, Amboss und Steigbulgel besteht. Die drei Strukturen sind tUber Gelenke ver-
bunden. Der Steigblgel hat eine FuRplatte, durch die eine Verbindung mit dem ovalen Fenster
des angrenzenden Innenohres besteht. Die Gehorkndchelchen-Kette dient als Verbindungs-
stlick zwischen dem Luftmedium (Auf3en- und Mittelohr) und dem Flissigkeitsmedium (In-
nenohr). Nachdem das Schallsignal das Trommelfell erreicht, fangt die Gehérkndchelchen-
Kette an zu schwingen. (Huppelsberg & Walter, 2009). Dadurch findet eine Impedanzanpas-
sung zwischen dem Luftmedium, welches das Mittelohr ausflllt, und dem Flissigkeitsmedium,
welches das Innenohr fllllt. Die wichtige Rolle der Impedanzanpassung ist, dass die Schall-
signale beim Ubergang von der Luft auf das fliissige Medium nicht reflektiert werden, sondern

der Schall transduziert und schlieRlich wahrgenommen wird (Zenner, 2010).
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Abbildung 1. Aufbau des Ohres

Die schematische Abbildung zeigt das dufiere Ohr, das Mittelohr und das Innenohr. Die entrollte Coch-
lea zeigt die drei Scalae, durch die die Schallenergie tibertragen wird. Uber das Trommelfell (duBeres
Ohr) wird der Schall weiter an die Gehdrknéchelchen-Kette (Mittelohr) Gbertragen. Die FuBplatte des
Steigbligels leitet die Schallschwingungen ber das ovale Fenster an die Scala vestibuli weiter ,,Peri-
lymphe*. Dadurch findet die Impedanzanpassung statt. Die mechanische Schallenergie wird im Corti-
Organ in elektrische Erregung der Haarzellen umgewandelt. Abb. aus (Pape et al., 2014).

Das Innenohr enthélt zwei wichtige Organe, das Gleichgewichtsorgan oder vestibulare Labyrinth
und die drei membrandsen Ubereinanderliegenden Scalae, die sich zur Horschnecke oder ,,Coch-
lea” winden. Die menschliche Cochlea hat im Vergleich zu der Cochlea einer Maus, die zweiein-
viertel Windungen besitzt, zweieinhalb Windungen. Die drei Gange bzw. die Scalae der Cochlea
sind mit FlUssigkeit gefiillt. Der mittlere Gang, die Scala media (Ductus cochlearis), ist mit Endolym-
phe gefllt. Dartber befindet sich die mit Perilymphe gefiillite Scala vestibuli, die sich durch die
Reissner-Membran von der Scala media abgrenzt. Durch die Basilarmembran liegt die Scala tym-
pani unter der Scala media und ist ebenfalls mit Perilymphe gefillt (Huppelsberg & Walter, 2009).
In der Scala media befinden sich die Zellen der Stria vascularis, die fir die Produktion der En-
dolymphe verantwortlich sind. Die Endolymphe, die in ihrer Zusammensetzung der intrazellularen

Flussigkeit ahnelt, ist sehr reich an Kaliumionen, etwa 145 mmol/l K* und weniger Na* (ca. 1,5
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mmol/l). Die anderen beiden Scalae, die an der Schneckenspitze ,,Helikotrema* zusammentreffen,
enthalten Perilymphe, die ein Ultrafiltrat des Blutplasmas ist und in ihrem Gehalt eher der extrazel-
lularen Flissigkeit ahnelt, weshalb sie im Gegensatz zu der Endolymphe mehr Na* (ca. 140 mmol/l)

und nur wenig K*-lonen enthalt (Pape et al., 2014).

Stria '
" Scala |

Ve B : vestibuli

Scala media

Knochen

Ganglion
spirale

\

Lamina spiralis |}

innere
aulBere Haarzellen

Basilarmembran

Scala
tympani

Abbildung 2. Querschnitt durch die Cochlea

Durch ein ankommendes akustisches Signal werden die Reilnermembran und die Basilarmembran
ausgelenkt, wie in der schematischen Darstellung mit rot gestrichter Linie dargestellt ist. Der griine Be-
reich zeigt die Perilymphe der Scala vestibuli und der Scala tympani. Der rote Bereich stellt die En-
dolymphe der Scala media dar. Durch die Tatigkeit der Stria vascularis entsteht in der Endolymphe eine
hohe K*- Konzentration und elektrisches Potenzial von etwa +80 mV gegeniiber der Perilymphe (hohe
Na*-, niedrige K*- Konzentration). Abbildung nach (Pape et al., 2014).

Der in die Cochlea ubertragene Schall tritt Gber das ovale Fenster ein und erzeugt in der Scala
media eine Wanderwelle, eine nichtlineare Auslenkung der Basilarmembran. Bei diesem Vor-
gang wird der Schalldruck vom mit Flissigkeit gefillten Innenohr wieder an das Mittelohr ab-
gegeben, indem er von der Scala vestibuli Giber das Helicotrema und dann auf die Scala tym-
pani durch Auswélbung der Membran am runden Fenster wandert (vgl. Abb. 2). Durch den
oben beschriebenen Prozess kommen die zwischen der Scala vestibuli und Scala tympani
liegenden Strukturen in Schwingung. Durch die Ausbreitung der Schwingung auf der Basilar-
membran entsteht eine Wanderwelle. Hierbei findet eine Abnahme der Ausbreitungsgeschwin-

digkeit und Wellenlange statt und die Amplitude wird gréer. An einem bestimmten Ort der

5
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Basilarmembran kommt es zur maximalen Auslenkung der Amplitude, wodurch das Sinnese-
pithel, das Corti-Organ, maximal gereizt wird. Der Ort des Drucklbergangs ist von den lokalen
physikalischen Eigenschaften der Basilarmembran abhangig. Daher fihrt jede Tonfrequenz
zur maximalen Erregung von Haarsinneszellen an einem bestimmten Ort (Tonotopie). Das
bedeutet, dass hochfrequente Téne im basalen Teil nahe des ovalen Fenster reprasentiert
werden und dass niederfrequente Tone im apikalen Teil der Cochlea reprasentiert werden
(Behrends et al., 2017). Der Schallreiz fihrt zu Scherbewegungen der Tektorialmembran,
wodurch die Stereozilien abgeschert werden. Dadurch ziehen Tip-links, Verbindungen zwi-
schen Stereozilien, Transduktionskanale auf, wodurch der Einstrom von K*-lonen die Haarzel-
len depolarisiert (J. Zheng et al., 2000). In der nachsten Halbwelle des Schallreizes strémen
K*-lonen aus den Haarzellen in die Perilymphumgebung und die Haarzellen repolarisieren
wieder. Das Rezeptorpotential fiihrt in inneren Haarzellen zur Offnung von spannungsgesteu-
erten Ca**-Kanélen an den Prasynapsen, den synaptischen Ribbons und zur Freisetzung von
Glutamat (Fettiplace, 2017; Meyer & Moser, 2010).

Tektorialmembran

Stereovilli

aulere
innere
Haarzellen

Stutzzellen

Basilarmembran afferente
Nervenfasemn

Abbildung 3. Querschnitt durch das Corti-Organ

Das Corti-Organ, das Sinnesepithel mit zwei Sorten von Rezeptorzellen und mehreren Sorten Stiitzzel-
len, liegt auf der Basilarmembran. Die Rezeptorzellen bilden insgesamt vier Reihen, wobei es drei Rei-
hen aulere Haarzellen eine Reihe innere Haarzellen gibt. Die Stereovilli, auch ,Stereozilien’, der Haar-
zellen ragen in die Endolymphe hinein. Die langsten Stereozilien der du3eren Haarzellen sind mit der
Tektorialmembran verbunden. Die Stereozilien sind durch Proteinfaden, sogenannte , Tip-Links*, mitei-
nander verbunden. Abb. aus (Pape et al., 2014).
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Die Haarzellen bilden Synapsen mit Neuronen, den Spiralganglienneuronen (SGN), deren
Nervenfasern im VIIl. Hirnnerv weiterverlaufen (Abb. 3). Innere Haarzellen sind die eigentli-
chen Sinneszellen. Sie besitzen 10 — 30 Ribbonsynapsen, wobei jede Synapse ein Spiral-
ganglienneuron treibt. Innere Haarzellen werden durch 90 % der afferenten, myelinisierten und
unverzweigten Typ I-Nervenfasern innerviert (Meyer & Moser, 2010; Mianné et al., 2016; Pape
et al., 2014; Perkins & Morest, 1975).

AuRere Haarzellen werden von 10 % der afferenten Nervenfasern, den ,, Typ Il-Fasern®, inner-
viert, die verzweigt und unmyelinisiert sind. Die Funktion dieser afferenten Fasern ist bisher
nicht gut verstanden. AuRRere Haarzellen bilden durch ihre Elektromotilitat den cochledren Ver-
starker, das heif3t, sie verstarken die Wanderwelle bei niedrigen Schalldruckpegeln. Sie wer-
den von der medialen Olive aus dem Hirnstamm efferent innerviert (Behrends et al., 2017;
Fettiplace, 2017).

2.2 Stationen der Horbahn

Das ankommende Schallsignal wird in verschiedenen Stationen im Zentralnervensystem ver-
arbeitet (Abb. 4), bis in der Horrinde eine Sinneswahrnehmung bewusst wahrgenommen wird.
Die Nervenfasern des Innenohres flhren zur Vermittlung der Information von Frequenz, Rich-
tung und Schallintensitat. Diese drei Komponenten fihren zur Wahrnehmung des Schallereig-

nisses (Behrends et al., 2017).
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Abbildung 4. Schema der Hérbahn

Die Abbildung stellt den anatomischen Aufbau der Hérbahn und ihren Verlauf von den inneren Haarzel-
len bis zur der primaren Hoérrinde dar. Abb. aus (Boenninghaus & Lenarz, 2007).

Nach Reizung der inneren Haarzellen und Ausschuttung des Transmitters Glutamat werden
auf den afferenten Fasern elektrische Signale erzeugt und Gber den Hoérnerv (N. cochlearis)
geleitet. Danach findet der Eintritt des N. cochlearis im Kleinhirnbriickenwinkel in den Hirn-
stamm statt, wo der Hornerv an der ersten Stelle der Hérbahn in verschiedenen Teilen der
Nuclei cochleares (Ncll. cochleares ventralis und dorsalis) endet (Schmidt, 2013). An dieser
Stelle wird das Signal aus dem Ganglion spirale der ipsilateralen Cochlea aufgenommen und
analysiert (Behrends et al., 2017).

An der zweiten Station ziehen die vom dorsalen Cochleariskern gekreuzten Fasern zu dem
kontralateralen Cochleariskern inferior. Die vom ventralen Cochleariskern gekreuzten Fasern
verlaufen zu den oberen Oliven. Zum groRten Teil verlaufen diese Fasern contralateral, jedoch

gibt es auch einen kleinen Teil von ihnen, der sich ipsilateral zum Ncll. olivares supriores zieht.
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Hierbei werden die Signale der beiden Ohren zusammengefasst und es werden der Laufzeit-
unterschied und die Richtungsquelle analysiert. Die nachste Umschaltstelle liegt in den Ncll.
lemniscus lateralis. Dort werden die von der oberen Olive verlaufenden Fasern und die vom
ipsilateralen ventralen Cochleariskern kommenden Fasern mit den vom kontralateralen Coch-
leariskern gekreuzten Fasern im Ncll. Lemniscus lateralis vereint. An dieser Stelle ziehen Fa-
sern zu den Colliculi inferiores weiter (Boenninghaus & Lenarz, 2007).

Die Colliculi inferiores liegen im Mittelhirn und extrahieren zeitliche Aspekte der auditorischen
Signale. Da die beiden Colliculi inferiores eine Verbindung haben, werden die Schallinforma-
tionen beider Ohren in jeder Hirnhalfte verarbeitet.

Als nachster Schritt wird die Schallinformation Uber das corpus geniculatum mediale an die
primare Horrinde und am Ende zu der sekundaren Horrinde geleitet (Behrends et al., 2017,;

Boenninghaus & Lenarz, 2007).

2.3 Fruhe akustisch evozierte Hirnstammpotentiale

Das Horvermogen kann durch mehrere Methoden untersucht werden. Eine dieser Methoden
wird als AEHP (akustisch evozierte Hirnstammpotentiale), FAEP (friihe akustisch evozierte
Potentiale), AEP (akustisch evozierte Potentiale), BERA (Brainstem evoked response audio-
metry“) oder auch als ABR (auditory brainstem response) bezeichnet. Fir Messungen am
Menschen ist der Begriff BERA sehr gebrauchlich, fir Messungen an Versuchstieren der Be-
griff ABR (Maurer et al., 2005).

Seit Ende der 70er Jahre wurde die ABR-Messung als bedeutende Untersuchungsmethode
im Bereich der Neurologie, der Psychophysiologie und in der Hérforschung verwendet. Der
hohe Wert dieser Untersuchung liegt darin, dass man sie in verschiedenen Bereichen nutzen
kann, wie auf Intensivstationen oder in neurologischen und neurochirurgischen Abteilungen
(Buettner, 2005). Die BERA ist fir jedes Lebensalter geeignet. Ein fundamentaler Vorteil die-
ses Verfahrens ist, dass die Messung und ihre resultierenden Ergebnisse ohne Patientenan-
gaben gemacht werden kénnen, weshalb man sie bei vielen Stérungen, wie zum Beispiel bei
Horstérungen von Neugeborenen oder Kleinkindern, einsetzen kann (Wolff et al., 2010).

Ebenso ist diese Messung fur narkotisierte Versuchstiere geeignet (Maurer et al., 2005).

Sobald ein akustischer Reiz durch ein gesundes Ohr empfangen wird, durchlauft das schallin-
duzierte neuronale Signal mehrere Stationen in der Hérbahn, wodurch man nach Mittelung in
den ersten 10 ms extrakraniale Spannungssignale — typischerweise als Wellen von | bis V —
messen kann, die die frihen akustisch evozierten Potentiale reprasentieren (Butler & Lomber,
2013).
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Hier wird Uber die Hérbahn der Saugetiere gesprochen, wobei kein wesentlicher Unterschied
zu der Horbahn des Menschen besteht. Jede Welle in der Ableitung spiegelt eine Region in
der Hérbahn wider, wodurch jede Welle eine eigene Bedeutung hat. Die erste Welle () spiegelt
die Aktivitat des Hornervs wider. Sie taucht ca. 1 - 2 ms nach Beginn des akustischen Klick-
Reizes auf und hangt von der Reizintensitat ab (Mgller et al., 1995). Die zweite Welle (Il) leitet
den Nucleus cochlearis ab, in dem die erste Verschaltung von einem Neuron auf ein anderes
stattfindet. Das Maximum der Il. Welle ist im Vergleich zu den anderen am geringsten und ihre
Erscheinung tritt nach 2 - 3 ms ein (Maurer et al., 2005; Starr & Achor, 1975). Der Nucleus
olivaris superior erzeugt die dritte Welle (Ill), welche die drei h6chsten Maxima neben Welle |
und V reprasentiert und zwischen 3 - 4 ms eintritt. Die Aktivitdt des Lemniscus lateralis wird
der vierten Welle (IV) zugeordnet, bei der eine Komplexbildung mit dem flinften Gipfel besteht
und die zwischen 4 - 5 ms auftaucht. Als letztes lasst sich der Colliculus inferior von der fuinften
Welle (V) ableiten. Das Maximum der V. Welle ist beim Menschen am gré3ten und erscheint
bei etwa 6 ms nach Schallreiz (Buettner, 2005). Im Vergleich zu der ersten Welle (l) ist die
funfte Welle (V) unabhangig von der Reizintensitat, daher wird sie zu der Bestimmung der
Horschwelle bei schwacheren Reizen verwendet. Es gibt noch die Wellen VI und VII, aber
dafir befindet sich keine eindeutige anatomische Struktur in der Hérbahn, die sie reprasentiert
(Maurer et al., 2005).
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Abbildung 5. Die aufsteigende Hérbahn und eine typische ABR-Wellenform
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Die anatomischen Stationen jeder Welle einer ABR-Messung (links). Abb. modifiziert nach (B. Butler &
Lomber, 2013) . Typische Wellenform der gemittelten Spannungssignale in der Hirnstammaudiometrie
an der Maus (rechts) durch das Programm Audiology Lab bei meiner Messung.

Das Prinzip des methodischen Vorgehens erfordert bestimmte Bedingungen und technische

Ausstattung, die genauer im Kapitel ,Material und Methoden® beschrieben werden.

2.4 Spannungsgesteuerte Calciumkanale

In fast allen elektrisch erregbaren Zellen von Saugetieren befinden sich spannungsgesteuerte
Calciumkanale (Ca,-Kanale), die fiir die Regulation der intrazelluldren Ca?*-Konzentration eine
fundamentale Rolle spielen und somit zur Signalverarbeitung in den Zellen beitragen (Catterall
et al., 2000). Die Ca.,-Calciumkanale haben einen komplexen Aufbau aus einer porenbilden-
den a1-Untereinheit und B-, a28- und y-Hilfsuntereinheiten (siehe Abb. 6). Es gibt drei ver-
schiedene Gruppen, die in Ca,1 bis Ca,3 eingeteilt sind. Ca,1 und Ca,2 gehoéren zu der Familie
der high voltage-aktivierten (HVA) Calciumkanéle (Catterall et al., 2000; Klugbauer et al.,
2002). Die dritte Familie der Ca,3-Kanale sind die low voltage-aktivierten (LVA) Calciumka-
nale. Jede Gruppe besteht aus mehreren Kanaltypen, die z.T. gewebsspezifisch sind. In dieser

Arbeit handelt es sich um die Ca,1.3-Kanale, die bei Mausen vor allem in ZNS-, Cochlea-,
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Herz-, Drisen- und glatten Muskelzellen exprimiert sind (Platzer et al., 2000; Scharinger et al.,
2015; Striessnig et al., 2014).

Abbildung 6. Aufbau eines high voltage-aktivierten Calciumkanals

Die Calcium-lonen strdmen Uber die porenbildende a1-Untereinheit von auflen nach innen. Nach
(Hofmann et al., 1999).

Wegen der Vielfalt der a1-Untereinheiten ergeben sich mehrere Ca,1-Kanale (Ca,1.1-Ca,1.4),
Ca,2-Kanale (Ca,2.1-Ca,2.3) und Ca,3-Kanale (Ca.3.1-Ca,3.3). Durch elektrophysiologische
Messungen unterscheidet man L-, N-, P/Q-, R- und T-Typ-Stréme (und Kanale) voneinander.
Diese Vielfalt bezieht sich auf die gro3e Zahl der Calciumkanal-Gene in Wirbeltieren. Dabei
hat jeder Kanaltyp seine eigene physiologische Funktion, die durch verschiedene natirliche
Mausmutanten und genetisch verdnderte Mausmodelle aufgeklart wurden. Der Ca,1.3-Kanal
leitet einen L-Typ-Strom; die Abklrzung ,L-Typ“ bezieht sich auf ,Jong-lasting®, das heil3t der
Kanal inaktiviert nicht sofort, sondern bleibt bei Depolarisation langer gedffnet, was zu grofie-
ren Calcium-Strémen in die Zelle fiihrt (Catterall, 2000).

In inneren Haarzellen flieRen tiber 90 % des gesamten Ca?*-Stroms durch Ca,1.3-Kanale und
sind essentiell fir die Exozytose (Brandt et al., 2003). Deletion von Ca,1.3 in Ca,1.3-defizien-
ten Mausen oder durch Spontanmutationen beim Menschen fliihren zu Taubheit und
Bradyarrhythmie (Baig et al., 2011; Platzer et al., 2000).

12
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Inaktivierung von spannungsgesteuerten Ca%+-Kanilen

Da durch spannungsgesteuerte Ca?+-Kanale einstromendes Ca?* aufgrund seiner Signalfunk-
tion in Zellen potentiell toxisch sein kann, zeigen diese Kanéle zwei Arten von Inaktivierung,
wobei der Kanal trotz anhaltender Depolarisation der Zelle schlief3t: die spannungsabhangige
Inaktivierung (VDI) und die Ca**-abhangige Inaktivierung (CDI). Die VDI ist unabhangig vom
Ca?*-Einstrom und flihrt aufgrund von Konformationsanderungen zum Schlieen des Kanals.
Bei der CDI entsteht durch Bindung von Ca?**-Calmodulin an eine C-terminale automodulato-
rische Domane (CTM) eine Konformationsanderung im Kanal, die den Kanal schlief3t (Ben-
Johny et al., 2014; Singh et al., 2008).

extrac.4. 4,

mtrac.Yerxr

Abbildung 7. Die Veranderung des Cav1.3-Kanals durch Manipulation der DCRD-Doméne mit ei-
nem Hamagglutinin-Molekiil

In inneren Haarzellen konkurrieren Calcium-bindende Proteine (CaBP) mit Calmodulin um die gleiche
Bindungsstelle am C-Terminus des Cav1.3-Kanals. Die Zerstérung der DCRD-Domaéne flihrt zu einem
geanderten Offnungsverhalten des Cav1.3-Kanals. Abbildung aus Scharinger et al., 2013.

Die CTM hat einen proximalen und distalen Teil, Proximal C-terminal Regulatory Domain
(PCRD) und Distal C-terminal Regulatory Domain (DCRD) (siehe Abb. 7). Die C-terminale
automodulatorische Domane (CTM) reduziert die Bindungsstarke von Calmodulin an den C-
Terminus und bestimmt dadurch die Leitfahigkeit des Kanals in Abhangigkeit von Ca*-lonen
und spannungsabhangigem Gating. Alternatives Splei3en erzeugt kurze C-terminale Kanalva-
rianten ohne CTM, was zu einer verstarkten Ca®*-abhangigen Inaktivierung und einer stérke-

ren Spannungsempfindlichkeit bei heterologer Expression fihrt (Singh et al., 2008).
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Die Rolle der Modulationsdoméane fir die Funktion der langen Kanalvariante in ihrer nativen
Umgebung war lange Zeit unbekannt. Um die funktionelle Bedeutung in vivo zu bestimmen,
wurden genetisch veranderte Mause erzeugt, in denen die CTM mit einem Hamagglutinin-
(HA-)Tag unterbrochen wurde. Diese Mause werden als Ca,1.3DCRD"""A-Mause oder kurz
HA-Mause bezeichnet (Scharinger et al., 2015). Die Hypothese war, dass durch die Zerstérung
der CTM die Wirkung von Calmodulin (Induktion von CDI) erhéht und die CDI der Ca,1.3-
Kanale verstarkt wird. Das war bei Chromaffinzellen auch der Fall, was zu hyperpolarisierten
Ruhepotentialen und einer verringerten Schrittmacher-Aktivitat fihrte (Scharinger et al., 2015).
In den inneren Haarzellen (IHZ) der Cochlea war die lange (HA-markierte) Ca,1.3-Isoform an
allen Ribbon-Synapsen vorhanden. Die CTM-Elimination flhrte hier unerwarteterweise zu ei-
ner weiteren Reduktion der CDI von Ca**-Strémen in Haarzellen. Vermutlich kam es zur Kom-
petition von Calmodulin mit CaBPs (Calcium-bindenden Proteinen), die in hoher Konzentration
in IHZ vorliegen, und damit zur weiteren Reduktion der CDI (Picher et al., 2017; Scharinger et
al., 2015). AuRerdem waren die Calcium-Stréme in den IHZ verandert (Abb. 8). Die maximalen
Ca?*-Stréme waren in der HA-Mutante ca. 33 % gréRer als im Wildtyp (Abb. 8, 9). Die Modifi-
kation der CTM stabilisierte offenbar die Offnungseigenschaften der Ca,1.3-Kanéle, die fir
eine normale elektrische Erregbarkeit erforderlich sind (Moser & Starr, 2016; Ohn et al., 2016;
Scharinger et al., 2015).

/H

Wildtyp P20 Ca 1.3DCRD " P19

- mv

00L

>
2ms
Abbildung 8. Ca?*-Stréme in ausgereiften (20 bzw. 19 Tage alten) inneren Haarzellen von WT-
Mausen und HA-Mausen

Ausgewahlte Ca?*-Strom-Spuren (10 mM Ca?*) einer inneren Haarzelle einer WT-Maus (schwarz) und
einer HA-Maus (rot) nach Depolarisation von einem Haltepotential von —86 mV fiir 8 ms zu den ange-

gebenen Spannungen. Aus (Scharinger et al., 2015).

14



Einleitung

Ca?t
80 60 40 20 0 20 40

L“‘““l 1 1 I
V (mV) Ll " it
+ “f"fﬂT

A
o WT ! AI;
A HA ! ﬁf 150
I (PA) L-200

Abbildung 9. Ca?*-Stréme von inneren Haarzellen bei WT- und HA-M3usen
Gemittelte Strom-Spannungs-Kurven von inneren Haarzellen von WT-Méausen (schwarz, Mittelwert
+SD, n=10) und von HA-Mausen (grau, Mittelwert — SD, n=10), aufgenommen zwischen 7 und 8 ms

nach Beginn des Depolarisationspulses, vgl. Abb. 8. Aus (Scharinger et al., 2015).

D"AMA) trotz héherer Cal-

Zudem wurde gezeigt, dass die modifizierten Mause (Ca,1.3DCR
cium-Stréme in IHZ im Alter von 5 Wochen im Vergleich zu den Wildtypen keinen Hérschwel-

lenunterschied hatten (Scharinger et al., 2015).

Aufgrund der erhdhten Calcium-Strome in den IHZ der HA-Tiere stellte sich uns die Frage, ob
es bei starker Erregung des Horsystems, z.B. durch ein Schalltrauma, zu einem Calcium-be-
dingten Schaden (Exzitotoxizitat) in den IHZ und an den Postsynapsen der HA-Mause kommt.
AuRerdem war von Interesse, ob sich die Hérschwellen der HA-Tiere gegenliber den WT-

Tieren Uber die Zeit verschlechtert.

2.5 Larm-induzierter versteckter Horverlust

In einer Verodffentlichung von 2006 (Kujawa & Liberman, 2006) ergab eine 2-stiindige 100-dB-
Rauschexposition eines Oktavbandes von 8-16 kHz zusatzlich zur Zelldegeneration in Spiral-
ganglienneuronen (SGN) eine permanente Schwellenwertverschiebung (PTS), wahrend sich
die DPOAEs wieder normalisierten. Dies bedeutet, dass AHZ nur voriibergehend betroffen
waren. Besonders jingere Mause (im Alter von 4 bis 8 Wochen) waren anfallig, aber auch

altere Mause litten unter Langzeiteffekten. Die Verbindung von altersbedingtem Hérverlust und
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larminduziertem Hoérverlust (noise induced hearing loss, NIHL) zeigte die grofiten Schwellen-

verschiebungen.

In einem wegweisenden Experiment wurden Mause des CBA/CaJ-Stammes im Alter von 16
Wochen zwei Stunden lang einem Rauschen von 100 dB SPL mit einem Oktavband von 8-16
kHz ausgesetzt (Kujawa & Liberman, 2009). Diese Exposition verursachte nur eine voruber-
gehende Schwellenwertverschiebung (TTS) und keinen Verlust von IHZ oder AHZ. Es wurde
jedoch festgestellt, dass ein Teil der Ribbonsynapsen zwischen IHZ und den afferenten SGN-
Dendriten im Frequenzbereich ab 16 kHz besonders anfallig fur das Trauma waren. Die Zer-
stérung von Ribbons begann innerhalb weniger Stunden und dauerte Monate an. Afferente
Dendriten nahmen ebenfalls ab. Die Zerstérung von SGN wurde als Folgeereignis bewertet.
Diese Phanomene wurden beobachtet, obwohl keine PTS vorlag, also regelmafig getestete
Horschwellen wieder normal waren, und wurden als larminduzierter versteckter Horverlust
(noise-induced hidden hearing loss, NIHHL) bezeichnet (Liberman & Kujawa, 2017; Plack et
al., 2014; Schaette & McAlpine, 2011).

2.6 Ziel der Arbeit und Fragestellung

Fir die Aufklarung der Horfunktionen beim Menschen kdnnen keine invasiven Experimente
durchgefiihrt werden. Aufgrund der Ahnlichkeiten des peripheren und zentralen Horsystems
vom Menschen und anderen Saugern werden fur die Aufklarung der Mechanismen von gene-
tisch bedingter Schwerhorigkeit, Larmschwerhérigkeit und altersbedingter Schwerhorigkeit
Studien an Tieren, insbesondere an Mausen, weiterhin genutzt. Mause bieten wegen der vie-
len Moglichkeiten der genetischen Manipulation durch knockout- oder knockin-Techniken ein
grofRes Potential fur die Aufklarung von physiologischen und pathophysiologischen Mechanis-
men (Early et al., 2022; Kujawa & Liberman, 2019; McLellan et al., 2017).

In Deutschland wird die Larmbelastung am Arbeitsplatz durch eine gesetzliche Grenze festge-
legt, weshalb im Jahr 2007 die ,Verordnung zum Schutz der Beschaftigten vor Gefahrdungen
durch Larm und Vibrationen® (kurz: Larm- und Vibrations-Arbeitsschutzverordnung oder auch
LarmVibrationsArbSchV) ins Leben gerufen wurde. Die LarmVibrationsArbSchV sieht es vor,
dass je nach Auslésewert bestimmte MaRnahmen ergriffen werden missen, um die Sicherheit
und die Gesundheit der anwesenden Personen nicht zu gefahrden. Grundséatzlich sollte ein
Wert von 80 Dezibel nicht tberschritten werden. Ob und wann dies der Fall ist, muss jedoch
zunachst einmal festgestellt werden. Diese Aufgabe fallt gemaR § 3 der Larm- und Vibrations-

Arbeitsschutzverordnung dem Arbeitgeber zu (Arbeitsrechte.de).

Da sich der spannungsgesteuerte Ca,1.3-Calciumkanal an allen Ribbonsynapsen in inneren
Haarzellen (IHZ) befindet und fir das Héren essentiell ist (Baig et al., 2011; Platzer et al., 2000;
16
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Rutherford, 2015), lag der Fokus dieser Arbeit auf den Auswirkungen einer veranderten Ka-

nalfunktion auf die Horschwellen und die Empfindlichkeit gegenliber einem Schalltrauma.

Zuerst mussten die Methoden der ABR-Messung und der Vertdubung an Wildtypmausen der
Linie C57BL/6N in der Versuchstierhaltung des Centrums fir Integrative Physiologie und Mo-
lekulare Medizin (CIPMM) etabliert werden. Die eigentliche Fragestellung war, das Hérvermo-
gen von Wildtypmé&usen und Ca,1.3DCRD""A-Mzusen durch ABR-Messungen vor und nach
zweistindiger Vertaubung im Frequenzbereich von 8 -16 kHz mit 100 dB SPL (Kujawa &
Liberman, 2009) sowie nachfolgend in definierten Zeitabstdnden zu untersuchen. Ein zu den
Experimenten dieser Arbeit parallel verfolgtes Ziel war die Untersuchung der cochlearen Sy-
naptopathie. Dazu erfolgten histologische Antikérperfarbungen der Pra- und Postsynapsen an
Corti-Organen der HA- und WT-Tiere 4 Wochen nach Trauma, die von Kerstin Blum durchge-
fuhrt wurden. Es stellte sich heraus, dass die Cochleae im Alter von 16 Wochen sehr stark
verkndchert waren. Fir den interessanten hochfrequenten Bereich der Cochlea war wegen
der Knochenanteile und der resultierenden Lichtstreuung und Reflexion keine sinnvolle Bild-

aufnahme am Laserscanning-Mikroskop mdglich.
Die Fragestellungen dieser Arbeit sind:

1. Etablierung der ABR-Messungen und des Schalltraumas (zweistlindige Vertdubung im
Frequenzband 8 - 16 kHz) in der Versuchstierhaltung des CIPMM

2. Gibt es einen Unterschied in den Horschwellen (Klick-ABR und f-ABR) zwischen HA-
und WT-Tieren vor dem Trauma (Tag -2), nach dem Trauma (Tag 0) und 28 Tage nach

dem Trauma?

3. Regenerieren die Horschwellen der HA-Tiere Uber die Zeit anders als die der WT-

Tiere?

4. Spiegeln die Amplituden der ABR-Welle |, ein Mal fiir die Aktivitat der Hérnervenfa-

sern, bei WT-Tieren am Tag 28 einen versteckten Horverlust im Hochfrequenzbereich?

5. Unterscheiden sich die Amplituden der ABR-Welle | zwischen HA- und WT-Tieren in

verschiedenen Frequenzbereichen der Cochlea?
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3 Material und Methoden
3.1 Versuchstiere

Zur Anfertigung dieser Arbeit wurden Mause der Linie C57BL/6N von Charles River, Sulzfeld,
Deutschland, verwendet. Mause der Linie C57BL/6N sind haufig verwendete Versuchstiere in
Horversuchen, da sie sich gut zur genetischen Manipulation eignen (Capri et al., 2019; Mekada
& Yoshiki, 2021; Mianné et al., 2016). Sie zeigen jedoch eine frihzeitig einsetzende Alters-
schwerhorigkeit im hochfrequenten Bereich, so dass Experimente in den ersten 4 Lebensmo-
naten durchgefiihrt werden sollten (Kane et al., 2012; Q. Y. Zheng et al., 1999).

Die Versuchstiere wurden in der Versuchstierhaltung im Gebaude ,Center for Integrative Phy-
siology and Molecular Medicine* (CIPMM) in Homburg gezichtet und von der Kollegin Kerstin
Fischer genotypisiert. Die Haltung erfolgte wahrend des Experiments in Gruppen gleichen Ge-
schlechtes, um eine ungewollte Vermehrung der Tiere zu verhindern. Es wurden maximal 3
Versuchstiere im Kafig und unter einem kiinstlichen Tag/Nacht-Rhythmus von 12 h bei pas-

sender Zimmertemperatur gehalten.

Es wurde ein bellfteter IVC-Ké&fig fur die Tierversuche verwendet, der einen guten Allergen-
schutz fur die Bediener darstellt sowie Uber gute Hygienebedingungen fur die Tiere verfugt.
Die Tiere wurden im Kafig unter Standardbedingung gehalten. Sie bekamen Wasser und Fut-
ter ad libitum. Zweimal pro Woche wurden die Kafige neu mit Wasser und Futter versorgt.
Einmal pro Woche wurde der Kafig gewechselt und eine Inspektion der Tiere von den Tierpfle-
gen im Haus (CIPMM) durchgefihrt.

Nach Antragstellung des Tierversuchs an die an die zustandige Behorde wurde der Versuch
unter der Tierversuchsnummer 17/2017 genehmigt. Zu Versuchsbeginn habe ich einen 2-ta-
gigen Tierschutzkurs besucht, um entsprechende Sachkunde im Umgang mit Tieren zu erler-
nen. Vor Beginn der Vertaubungs-Versuchsreihe wurden 4 Wildtyp-Mause, 2 mannliche und

2 weibliche, verwendet, um die Methode der ABR-Messungen im Labor zu etablieren.

Aus Verhaltensmessungen ist bekannt, dass der Horbereich dieser Mause circa bei 1 - 100
kHz liegt (Markl & Ehret, 1973), wobei mit ABR-Messungen nur der Bereich von 2 — 45 kHz
erfasst werden kann. Zu Beginn des Versuchs lag das Alter der Versuchstiere zwischen 10
und 13 Wochen, in diesem Alter hatten sie ein Gewicht von 21 g bis 28 g. Am Anfang, definiert
als Tag -2, wurde eine ABR-Messung flr das Ausgangs-Hoérvermégen durchgefiihrt. Fur diese
Arbeit wurden insgesamt 16 Mause verwendet, 8 Wildtyp- und 8 HA-Mause gemischten Ge-

schlechts (je 8 mannliche und 8 weibliche Tiere).
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Die Tiere wurden taglich vor und nach jedem Versuch betrachtet, damit sichergestellt war,
dass es dem Tier gut geht. In einem Belastungs-Score-Sheet wurde diese Information notiert.
Die Inhaltpunkte des Belastungs-Score-Sheets waren das Korpergewicht, der Allgemeinzu-
stand, das Spontanverhalten und der klinische Befund nach der Vertaubung. Fur jeden Punkt
gibt es einen Wert von 0 bis 20, je hoher der Wert ist, desto schlechter war der Zustand des
Tiers. Wahrend der gesamten Arbeit waren alle Tiere in einem sehr guten Zustand. An Tag 1,
sprich der Tag nach dem Schalltrauma, erreichten die Tiere nach Belastungs-Score-Sheet
einen Wert von 5, was einer mafigen Belastung fiir diesen Tag entsprach. Alle Tiere erreichten
ohne grolere Belastungen den letzten Versuchstag (Tag 28) auRer einem Tier (C57-R214)
aus der Vorexperimentgruppe, das nach Versuchstag 21 aus unklaren Grinden verstorben

ist.

3.2 Versuchsplanung

Zu Beginn der Arbeit wurden vier C57BL/6N-Mause als Kontrollgruppe verwendet, damit die
Methode im Labor etabliert werden konnte. Bei dem Vorexperiment wurden ABR-Messungen
an 4 Mausen, sprich 8 Ohren (entspricht Versuchstag -2) durchgefuhrt. Von den 4 Mausen
waren 2 mannlich und 2 weiblich. Eine mannliche Maus ist am 27 Versuchstag verstorben,
wodurch die letzte Messung der Horschwelle (Tag 28) dieser Maus fehlt. In Tabelle 1 ist be-

schrieben, wie viele Ohren in dem Vorexperiment vertaubt und gemessen wurden.
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Tabelle 1. Anzahl der vertdubten und gemessenen C57BL/6N-Miuse aus dem Vorexperiment

Die Zahlen geben die Anzahl der gemessenen Ohren an. Von der Maus C57-R214 fehlt die Messung
an Tag 28 (X). Am Versuchstag 0 wurden die Tiere vertaubt (rot). Nach der Etablierung der Methode im
Labor (Vorexperiment) und dem Vergleich unserer Ergebnisse mit denen der Publikationen von (Kujawa
& Liberman, 2009), wurde mit den eigentlichen Experimenten begonnen.

%4
%,
0\906 C57-R213 | C57-R214 C57-R215 | C57-R216
%"s /906 3 m m w w Gesamt-
('%s, 4/1'@, 62 Tage | 62Tage 62Tage | 62Tage | zahl Ohren
£
-2 2 2 2 2 8
0 2 2 2 2 8
1 2 2 2 2 8
2 2 2 2 2 8
3 2 2 2 2 8
5 2 2 2 2 8
7 2 2 2 2 8
14 2 2 2 2 8
21 2 2 2 2 8
28 2 X 2 2 6

Nach der Etablierung von ABR-Messungen und Vertaubung erfolgten die eigentlichen Vertau-
bungsexperimente. Dafir wurden insgesamt 16 Mause mit C57BL/6N-Hintergrund verwendet,
8 davon waren Ca,1.3DCRD"*"A-M3use (im folgenden HA-M&use genannt). Jeder Versuch
bestand aus Messungen an insgesamt 10 Tagen, die in einem bestimmten Abstand gelegt
wurden. An Tag -2 wurden erstmals ABR-H6rschwellen gemessen, dann an Tag 0 das Schall-
trauma appliziert und direkt danach wurde bei den Mausen erneut eine ABR-Messung durch-
gefuhrt. An den Tagen 1, 2, 3, 5, 7, 14, 21, 28 wurden erneut ABR-Messungen durchgefuhrt.
Bei einer ABR-Messung wurde die Maus zunachst aus dem Kafig genommen und das Gewicht
bestimmt und notiert. Im Anschluss wurde die Maus durch eine intraperitoneale Injektion eines

Anasthetikums narkotisiert und in ein Styroporkastchen gelegt, damit sie in ca. 4 bis 7 Minuten
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eine ausreichende Narkosetiefe erreichte. Diese wurde mit dem Zwischenzehenreflex tber-
praft. Um ein Auskuhlen der Maus zu verhindern, wurde diese auf eine heizbare Unterlage in
der schallisolierten Kammer gelegt. In dieser Kammer befanden sich ein Lautsprecher
(AS04004PR-R, PUI Audio, Dayton, Ohio, USA) und ein Mikrophon (Sennheiser KE4, Senn-
heiser, Wedemark-Wennebostel), vgl. Abbildung 10. Der Maus wurden subkutan die 3 Elekt-
roden mittels 20 G-Kanule unter der Haut gelegt (Braun Melsungen, Deutschland) gelegt (ak-
tive Elektroden am Mastoid (positiv), Referenzelektrode am Vertex (negativ) und dritte Elekt-
rode am hinteren Teil des Tieres (Erde)). Die Elektroden bestanden aus einem Silberdraht
(GoodFellow, Hamburg) mit einem Durchmesser von ca. 0,25 mm. Die Augen wurden mit Be-
panthen-Salbe (Bepanthen® Augen- und Nasensalbe, Bayer Vital, Leverkusen, Deutschland)
wahrend der Messung vor der Austrocknung geschutzt, wie in der Abbildung 10 gezeigt ist.
Um das Signal der Elektroden zu tberprifen, wurde es auf dem Mehrkanal-Oszilloskop (Rigol
DS 1054®, Rigol Technologies, Peking, China) dargestellt. Das EKG der Maus wurde durch
regelmafiges rhythmisches Auftreten sichtbar (vgl. Abbildung 11). Ein Oszilloskop ist ein elekt-

ronisches Messgerat, das die Spannungen in Abhangigkeit der Zeit gegentber der Nulllinie

darstellt.

Abbildung 10. Versuchsaufbau wahrend der ABR-Messung

Die rote Elektrode (1) wurde an das zu messende Ohr angelegt (Mastoid, positiv), die weille Elektrode
(2) in der Stirn als Referenz (Vertex, negativ) und die schwarze Elektrode (3) am hinteren Teil des Tieres
als Erdung. Der Abstand zwischen dem Kopf der Maus und des Lautsprechers sollte 1 cm (Pfeil a) und
der Abstand zwischen dem gemessenen Ohr und dem Mikrophon ebenfalls 1 cm (Pfeil b) betragen.
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Abbildung 11. Das Mehrkanal-Oszilloskop wahrend der Messung

An dem Oszilloskop wurden 3 von vier Kanalen verwendet (rot umrandet). Kanal 1 zeigt das vom Tier
abgeleitete Signal auf akustische Stimulation mit EKG, Kanal 2 zeigt die die Wellenform der akustischen
Stimuli. Kanal 3 zeigt den Trigger wahrend der Messung.

3.3 Narkose und Antidot

Vor der ABR-Messung und dem Schalltrauma wurden die Mause narkotisiert. Die Narkose
wurde interperitoneal mit einer 1 ml Spritze und Sterican Kanile 40x20 mm Gr. 20 (Braun
Melsungen, Deutschland) injiziert. Die Narkose besteht aus 3 Betaubungsmitteln, die vor dem
Versuch vorbereitet und gemischt wurden. AnschlieRend wurden sie in Eppendorf-Reaktions-
gefale von 2 ml geflllt und mit Datum beschriftet bei -20°C eingefroren. Bis zu 2 Monate
konnte das Narkosegemisch aufbewahrt werden. In der Tabelle 2 werden die Dosierung der
Narkose und die Verdlinnung beschrieben.

Tabelle 2. Dosierung und die Ausgangslosungen der verwendeten Narkose

Dosierung der Narkose: Ausgangslosungen:

Fentanyl; 0,05 mg pro kg Korpergewicht (0,05 | Fentanyl Ampulle mit 100 pg in 2 ml (Hameln
pa/g) Pharma Plus GmbH, Hameln)

Midazolam: 5 mg pro kg Kérpergewicht (5 ug/g) | Midazolam Ampulle mit 5 mg in 1 ml (Hameln
Pharma Plus GmbH, Hameln)

Medetomidin: 0,5 mg pro kg Korpergewicht (0,5 | Medetomidin 10 ml Flasche mit 5 mg pro ml
pa/g) (Orion Corporation, Espoo, Finland)
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Die Dosierung der Narkose wurde im Verhaltnis von 1:100:10 mit isotoner Natriumchloridl6-
sung (Braun, Melsungen) verdiinnt, das heif3t, um eine 10 ml Narkose herzustellen, braucht
man 1 ml Fentanyl, 1 ml Midazolam, 0,5 ml Medetomidin und 7,5 ml Isotone Natriumchloridlo-
sung 0,9%. Bevor die Mause narkotisiert wurden, wurden sie gewogen und die entsprechende
Narkosemenge der Maus intraperitoneal (i.p.) injiziert. Die entsprechende Menge wird wie folgt
berechnet: Pro Gramm Maus Koérpergewicht wird 0,01 ml Narkose benétigt. Demnach werden
einer 23 g schweren Maus 0,23 ml Narkosemittel gegeben. Nach der Injektion wurde die Maus
in eine Styroporbox gelegt und 7-10 min abgewartet, bis sie sich in ausreichender Narkose
befand (Uberpriifung durch Zwischenzehenreflex). Auf einer Heizdecke (ca. 37 °C) und in ei-
ner schallisolierten Kammer wurde im Anschluss die ABR-Messung durchgefihrt. Am Vertau-
bungstag (Tag 0), an dem die Narkose langer anhalten sollte, konnte bei Bedarf ein Drittel der
anfanglichen Narkosedosis verabreicht werden, da das Schalltrauma 2 Stunden andauerte.

Reflexe durch Stimulation der Extremitaten wurden etwa alle 30 Minuten gepruft.

Das Gegenmittel bzw. das Antidot wurde direkt nach dem Ende jeder ABR-Messung injiziert,
um die Wirkungen der Narkose zu verklrzen. Die Menge des Antidots wurde genauso wie die
Narkosemenge berechnet. Die Dosierung des Antidots und die Ausgangslésung wird in Ta-

belle 3 gelistet.

Tabelle 3. Dosierung und die Ausgangslésungen des Antidots

Dosierung des Antidots: Ausgangslosungen:

Naloxon: 1,2 mg/kg Naloxon: Ampulle mit 0,4 mg in 1 ml (Inresa Arz-
neimittel GmbH, Freiburg)

Flumazenil: 0,5 mg/kg Flumazenil: Ampulle mit 0,5 mg in 5 ml (Inresa

Arzneimittel GmbH, Freiburg)

Atipamezol: 2,5 mg/kg Atipamezol: 10 ml-Flasche mit 5 mg/ml (Orion

Corporation, Espoo, Finland)

Genau wie bei der Narkose wurde auch die Antidotldsung vor dem Experiment hergestellt und
der Rest bei -20°C eingefroren, um den Versuch schneller und einfacher durchzufiihren. Die
Antidotlésung bestand aus 3 Medikamenten, die im folgenden Verhaltnis gemischt wurden:
um eine 10 ml Antidotldsung herzustellen, wurden 3 ml Naloxon, 5 ml Flumazenil und 0,5 ml
Atipamezol gemischt und in 1,5 ml isotone Natriumchloridlésung 0,9% verdiinnt. Danach wur-
den die 10 ml auf 2 ml in Eppendorf-Reaktionsgefalie verteilt. Es wurde pro Gramm Korper-

gewicht 0,01 ml Antidotlésung injiziert. Demnach wurden einer 23 g schweren Maus 0,23 ml
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Antidotl6sung gegeben. Die Injektion des Antidots wurde subkutan (s.c.) unter der Nackenfalte
verabreicht. Im Anschluss wurde die Maus in ihren Kafig gelegt und 1-5 min gewartet, bis sie

aufwachte.

3.4 Versuchsprotokoll

Bei dem Versuchsaufbau gab es bestimmte Bedingungen und Materialien, um eine ABR-
Messung durchfiihren zu kénnen. Ein akustisches Signal wurde erzeugt und gleichzeitig wer-
den die akustisch evozierten elektrischen Potentiale der Stationen der Hérbahn (die ersten 10
ms) von dem Tier abgeleitet. Als Software wurde das Programm ,Auditives Stimulations- und
Aufzeichnungssystem*” (Audiology_Lab, Otoconsult, Marcus Mdiller, Frankfurt) verwendet. Die-
ses Programm wurde konzipiert, um Téne einer bestimmten Frequenz mit einem gewlnschten
Schalldruckpegel zu erzeugen. Gleichzeitig werden eingehende ABR-Signale, die von dem

Tier abgeleitet werden, aufgezeichnet und gespeichert.

3.4.1 Versuchsaufbau

Der Aufbau des Setups bestand aus einer schallisolierten Kammer, in der sich ein Mikrophon,
ein Lautsprecher, ein Vorverstarker und die Ableitelektroden befanden. Von einem PC wurden
akustische Signale erzeugt und Uber das Mikrophon (Sennheiser KE4, Sennheiser, Wede-
mark-Wennebostel) kalibriert. Danach wurden die ABR-Signale vom Tier abgeleitet und vor

der Aufzeichnung verstarkt und gefiltert. Nach der Messung wurden die Daten gespeichert.

Bezuglich der traumatischen Larmbelastung wurde ein Hochtonhorn (MHD-220N / RD, Mona-
cor®, Bremen, Deutschland) in der Mitte der schallisolierten Kammer im gleichen Abstand zu

allen Mauseohren (ca. 30 cm) aufgehangt (vgl. Abbildung 10).

Eine initiale Kalibrierung wurde fir alle im Experiment verwendeten Frequenzen und das
Schalltrauma durchgefuhrt. Die akustischen Signale wurden mit einem Mikrofon (B&K 2670,
Bruel & Kjaer, Naerum, Danemark) registriert und anschlie@end Uber einen Vorverstarker
(Bruel & Kjeer 2670; Bruel & Kjeer, Bremen) und einen damit verbundenem Messverstarker
(Bruel & Kjeer2636; Bruel & Kjeer, Bremen) geleitet und die Lautstérke kalibriert. Die Empfind-
lichkeit betrug 127 mV/Pa. Das Frequenzspektrum wurde zusatzlich durch einen Spektrum-
analysator (Ono Sokki Multi-purpose FFT Analyzer CF-5220, Ono Sokki Technology, Yoko-
hama, Japan) kontrolliert. Das Mikrofon Briel & Kjaer 4939 wurde an der gleichen Stelle plat-
ziert, an der sich das zu messende/ zu vertdubende Ohr der Maus befand. Der Trauma-Ge-
rausch-Generator war Teil des Audiology _Lab (Otoconsult, Marcus Miiller, Frankfurt). Die Be-
schallung betrug zwei Stunden, mit einem Frequenzband von 8-16 kHz (weilles Rauschen)

und einem Schalldruckpegel von 100 dB SPL.

24



Material und Methoden

Bei einem Vertaubungsversuch wurden zwei Tiere (jeweils HA und WT) gleichzeitig vertaubt.
Beide Ohren aller Mause wurden den ABR-Messungen und dem Schalltrauma unterzogen.
Die Tiere wurden am 28. Tag getétet. Eine histologische Untersuchung der Cochleae wurde

von Kerstin Blum, AG Engel, bei einigen Tieren beider Gruppen durchgefihrt.

Zuséatzlich zu den ABR-Signalen wurden Hérschwellen, Amplituden der Wellen und Latenzen
an Tag -2 (vor dem Larmtrauma), O (unmittelbar nach dem Larmtrauma), 1, 3, 5, 7, 14, 21 und
28 nach dem Larmtrauma gemessen und spater ausgewertet, siehe Ablauf der ABR-
Messungen (Tabelle 4). Bei der Kontrollgruppe (nur WT, kein Trauma) wurde die gleiche Pro-

zedur durchgefihrt.

Tabelle 4. Ablauf der ABR-Messungen an verschiedenen Versuchstagen fiir die Versuchs- und
Kontroligruppe

ABR Trauma+ ABR ABR ABR ABR ABR ABR ABR ABR
ABR
Tag -2 Tag 0 Tag 1 Tag 2 Tag 3 Tag 5 Tag 7 Tag 14 Tag 21 Tag 28

3.4.2 Akustisches Signal und Tonerzeugung

Die Tonerzeugung fand in mehreren Schritten statt. Als erstes wurde der Stimulus von einen
PC berechnet, anschlielend durch einen Abschwacher und Verstarker (Otoconsult, Marcus
Muller, Frankfurt) modifiziert, bis der gewlnschte Stimulus in Frequenz und Schalldruckpegel
erreicht wurde. Dann wurde der Stimulus an den Lautsprecher weitergeleitet und abgespielt.
Zusatzlich wurde der Stimulus an ein Oszilloskop (DS 1054, Rigol Technologies, Peking,
China) weitergegeben, damit er fir den Versuchsleiter sichtbar war, vgl. Abbildung 11. Der
Stimulus wurde von einem speziellen Breitbandlautsprecher (AS04004PR-R, PUI Audio, Da-
yton, Ohio, USA) in Schallwellen umgewandelt. Der Schall aus dem Lautsprecher traf auf die
Ohren der Maus und auf das Mikrophon (Sennheiser KE4, Sennheiser, Wedemark-Wen-
nebostel) neben dem zu messenden Mausohr. Vom Mikrophon gelangte das Signal Giber meh-
rere Signalverteiler und Wandler (Otoconsult, Marcus Mdller, Frankfurt), welcher das Signal
von analog auf digital umwandelte und auf den Computer Gbertrug. Mit Hilfe dieser Riickkopp-
lung konnte das Computerprogram erkennen, ob der Lautsprecher auf die richtige Lautstarke
kalibriert war und gegebenenfalls Anpassungen in der Lautstarke bei den verschiedenen Fre-
quenzen vornehmen. Dadurch war sichergestellt, dass der gewtinschte Schalldruckpegel das

Ohr des Versuchstiers erreichte.
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Daruber hinaus wurden Klickstimuli verwendet, um die Horschwelle grob bestimmen zu kon-
nen. Klicks sind Stimuli, in denen alle Frequenzen enthalten sind. Sie hatten eine Dauer von
100 ps und wurden in 5 dB-Schritten von 0 bis 100 dB SPL prasentiert. Fur die Frequenz-ABR
wurden Tone mit reinen Tonfrequenzen im Bereich von 2 bis 45,2 kHz in Halboktavschritten
prasentiert. Sie wurden bei Schalldruckpegeln zwischen 0 und 100 dB in Schritten von 5 dB
erzeugt. Somit wurden ca. 10 Frequenzen in 5 dB SPL-Schritten prasentiert (vgl. Abbildung
13). Die Gesamtdauer jedes prasentierten Tons betrug 3 ms, einschlie8lich 1 ms Anstiegs-
und Abfallzeit als Sinusfunktion. Jeder Ton wurde 256-mal in zufalliger Reihenfolge prasen-
tiert.

Die ABR-Ableitung zu den prasentierten Tonen wurde in invertierenden Modi Uber 250 Wie-
derholungen gemittelt. Dies ermdglichte eine bessere Darstellung der gemittelten ABR-
Wellenformen, weil Artefakte und zufallige Signale eliminiert wurden. Signale nach Amplifika-
tion Uber 0,9 Volt und unter -0,9 Volt wurden ausgeschlossen, da sie mdglicherweise durch

die Atmung oder Herzpotentiale hervorgerufen worden waren.

3.4.3 ABR-Signal-Aufnahme

Durch die subkutan gelegten Elektroden wurden die gemessenen Potenziale abgeleitet und
zu einem Signalverstarker (Otoconsult, Marcus Miller, Frankfurt) geleitet, wo das Signal um
den Faktor 1000 von nV in pV verstarkt wurde. Danach wurden durch einen Filter alle Fre-
quenzen unter 0,2 kHz und Uber 5 kHz eliminiert und alle Signale, die dazwischenlagen, wur-
den wieder um den Faktor 1000, das heif3t in mV verstarkt. Zudem wurden die Signale zu
einem Oszilloskop (Rigol DS 1054®, Rigol Technologies, Peking, China) weitergeleitet, um sie

zu visualisieren.

3.4.4 Ablauf einer ABR-Messung

Die Mause werden aus der Schleusenkammer der Tierversuchshaltung geholt und mit dem
Kafig in den Untersuchungsraum gebracht. Nach der Narkosegabe und dem Auftragen von
Bepanthen®-Salbe auf die Augen der Maus wurde das Tier auf eine beheizte Unterlage gelegt,
um eine Auskuhlung des Korpers zu verhindern. Dann wurden drei Elektroden subkutan, wie
bereits beschrieben, angeschlossen (vgl. Abbildung 10). Vor der Durchflihrung der Messung
wurde geprift, ob eine Stérung des Ableitsignals vorlag. Wenn dies der Fall war, wurden die
Elektroden besser positioniert oder neu gelegt. Danach wurde das Mikrophon ausgerichtet,
indem es ca. 1 cm Abstand und im 45° Winkel zu dem zu messenden Ohr hatte. Dann sollte
der Abstand des Mauskopfes zum Lautsprecher ca. 1 cm sein (vgl. Abbildung 10). Letztendlich
wurde der Deckel der Kammer verschlossen, um eine bessere Schallisolierung zur Umgebung
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zu ermdglichen und die Messung mdglichst stérungsfrei durchzufiihren. Die durchschnittliche
Dauer der Messung betrug ca. 40-45 min. Man brauchte insgesamt 5-10 min fiir die Narkose-
abgabe, 3 min fur den Anschluss der Elektroden, 15 min fur die Messung der Klick- und Fre-
quenz-ABRs am rechten Ohr, 2 min fir den Wechsel der Elektroden und noch einmal 15 min
fur die Messung der Klick- und Frequenz-ABRs am linken Ohr. Schlief3lich wurde ein Antidot-
Mittel subkutan (s.c.) injiziert. Nach 1-2 min waren die Mause wach. So betrug die Gesamt-

dauer einer ABR-Aufzeichnung fir beide Ohren in etwa 45 Minuten pro Maus.

3.5 Vertaubung

Fir die Vertaubung wurden zwei narkotisierte Mause auf einmal vertaubt (siehe Abbildung 12).
Die Mause wurden mittig in eine schallisolierte Kammer gelegt, damit das Schalltrauma alle
vier Ohren, wie in Abbildung 12 dargestellt ist, gleichmaRig traf. Die beiden Mause wurden fur
2 Stunden mit einem weifl’en Rauschen im Frequenzband zwischen 8-16 kHz und einem Pegel
von 100 dB SPL beschallt. Sie lagen dabei narkotisiert auf einer beheizten Unterlage und in
einer schallisolierten Kammer. Fir die Vertdubung wurde das Programm ,NoiseExposure® ver-
wendet. Durch einen Verstarker (Otoconsult, Marcus Miller, Frankfurt) und einen Lautspre-
cher (MHD-220N/RD, MONACOR INTERNATIONAL GmbH & Co. KG, Bremen) wurde das

Rauschen als Schalltrauma appliziert.

A
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Abbildung 12. Schematische Darstellung der schallisolierten Kammer wahrend des Experi-
ments

Jeweils zwei Mausen wurden in der schallisolierten Kammer beschallt (seitliche Ansicht). Der Lautspre-
cher befand sich zentral (iber den Tieren. Er war am Deckel der schallisolierten Kammer befestigt. Das
Schalltrauma mit 8-16 kHz weillem Rauschen hatte einen Schalldruckpegel von 100 dB SPL, dem die
narkotisierten Tiere fiir eine Dauer von 2 Stunden ausgesetzt wurden.

Damit eine gleichmaRige Schallverteilung der Mause mit einer Lautstarke von 100 dB SPL und
einem Breitbandrauschen von 8-16 kHz ermdglicht werden kann, wurden vor Beginn des Ver-

suchs die Mause im mittleren Punkt der Kammer positioniert. Dieser Punkt wurde schon zuvor
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bei der Kalibrierung des Systems markiert. Die Kalibrierung erfolgte wie bereits in Kapitel 3.1.1

beschrieben.

Nach dem zweistiindigen Schalltrauma wurde direkt eine ABR-Messung durchgefiihrt. Eine
Maus wurde aulRerhalb der Kammer auf eine warme Unterlage gelegt und die andere Maus
wurde der ABR-Messung unterzogen. Im Anschluss wurde der zuerst gemessenen Maus das
Antidot appliziert und bei der verbliebenen Maus die ABR-Messung durchgefiihrt. Um ein un-
terschiedliches ABR-Ergebnis wegen der Wartezeit nach Trauma auszuschlieen, wurde je-
des Mal beim Beginn der ABR-Messung die Mausart getauscht, das heif3t einmal wurde mit
einer HA-Maus und einmal mit einer Wildtyp-Maus begonnen, so dass die mittlere Narkose-

dauer fur jede Gruppe nahezu identisch war und eine mdgliche Fehlerquelle vermieden wurde.

3.6 Auswertung der Horschwellen

Fir die Datenauswertung wurden 2 Programme verwendet, Audiology Lab und Microsoft-
Excel. Jede ABR-Messung (Spannungssignal) hing von der Kombination aus Signalamplitude,
Frequenz und Schalldruckpegel ab, woraus sich ABR-Wellenformen ergeben. Als erstes wur-
den die Hoérschwellen der Klick-ABR vom rechten und vom linken Ohr der Maus in Audiology
Lab bestimmt und anschlief’end die Werte in eine Excel-Tabelle eingetragen. Als nachstes
wurden die Horschwellen bei den einzelnen Frequenzen der ABR-Messung (bei den Frequen-
zen 2; 2,8; 4; 5,6; 8; 11,3; 16; 22,6; 32; 45,2 kHz) bestimmt und in eine Excel-Tabelle einge-
tragen. Dann wurde daraus der Mittelwert und die Standardabweichung aller gewonnenen
Werte der Klick- und Frequenz-ABR aller gemessenen Ohren berechnet und in einem Dia-

gramm dargestellt, um einen Vergleich mit den anderen Messungstagen zu bekommen.

An manchen Stellen der Messung gab es keine deutlichen Hérschwellen bzw. keine Ergeb-
nisse. Dies lag hauptsachlich an héheren realen Schwellenwerten als mit Audiology Lab mess-
bar sind. Die Ursachen der meisten undeutlichen Wellen sind wahrscheinlich die Grenze des
Lautsprechers bei besonders hohen Frequenzen oder das Mikrophon. Die Bestimmung der
Horschwelle variierte ein wenig von einer Person zur anderen Person, weshalb es sehr wichtig
war, dass die die Datenauswertung von derselben Person durchgefuhrt wird, damit man am
Ende eine einheitliche Datenauswertung hatte. Fur die Identifizierung der Horschwelle gab es
mehrere Kriterien. Man beginnt bei jedem Frequenzbereich von leisen zu lauten Tonen, bis
deutlich eine Wellenform aus dem Rauschen erkennbar ist (vgl. Abbildung 13). Die Welle |
sollte eine Latenz zwischen 1,2 und 2,2 ms haben. Die Latenz der Welle | nimmt mit steigender
Frequenz stetig zu. Eine Messung mit einem guten Signal-Rausch-Verhaltnis ergab klare und
besser identifizierbare ABR-Wellen. Fur Auswertung der Klick-ABR wurde die gleichen Krite-

rien angewendet.
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Abbildung 13. Eine ABR-Messung eines Wildtyp-Tieres

Die Y-Achse zeigt den Schalldruckpegel in dB SPL und die X-Achse beschreibt die Frequenz in kHz.
Die ermittelten Horschwellen sind mit den schwarzen Ovalen markiert. Der Farbung der Wellen wurde
vom Programm automatisch generiert, aber fir die Auswertung nicht verwendet.

3.7 Auswertung der Latenzen und Amplituden

Die Auswertung der Latenzen und der Amplituden der Wellenformen wurde durch das Pro-
gramm Audiology Lab per Hand durchgefihrt. Es wurden der negative und positive Peak fur
die Wellen von | bis V von der Wellenform jeder einzelnen Frequenz-Lautstarke-Kombination
der ABR-Messung mit Doppelklick bestimmt und automatisch in eine Excel-Tabelle Ubertra-

gen. Dann wurde

n diese Daten in einer Excel-Tabelle separat ausgewertet.
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Abbildung 14. Wellenform einer Frequenz-Lautstarke-Kombination einer ABR-Messung

Jedes Paar der farbigen Punkte zeigt einen negativen und positiven Peak der jeweiligen Welle. Die
Wellen wurden mit den Ziffern von | bis V markiert. Die Y-Achse beschreibt die Hohe der Amplitude und
dieX-Achse bezieht sich auf die Zeit in ms (Latenz). So konnte fiir jede Welle die Amplitude und die

Latenz bestimmt werden.

3.8 Statistische Auswertung

Fir die Berechnung der Mittelwerte, der Standardabweichung, fur die Erstellung der Dia-
gramme und die statistische Berechnung (Mann-Whitney U-Test) wurde Microsoft Excel ver-

wendet. Signifikanzniveaus waren wie folgt:
*=p < 0,05 (5 % Fehlerwahrscheinlichkeit)
**=p < 0,01 (1 % Fehlerwahrscheinlichkeit)

“** =p <0,001 (0,1 % Fehlerwahrscheinlichkeit).
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4 Ergebnisse

Datenbasis

Im Rahmen meiner Arbeit wurden elektrophysiologische Untersuchungen an 20 Mausen mit
dem genetischen Hintergrund C57BL/6N durchgefihrt. Vier Wildtyp-Mause wurden zur Etab-
lierung von ABR-Messungen und Vertaubung in unserem Labor verwendet, 8 Wildtyp-Mause
und 8 HA-Mause fiir den eigentlichen Vertaubungsversuch. Die Mause wurden wahrend der
Messung und des Schalltraumas narkotisiert. Von 20 Tieren konnten fur 19 Tiere fur die vor-
liegende Arbeit komplette Daten aufgenommen werden und nur bei einem Tier der Etablie-
rungsgruppe konnte die letzte Messung an Tag 28 nicht durchgefiihrt werden, da das Tier aus

unklarem Grund starb.

Als erstes werden die Ergebnisse der Etablierungsgruppe mit den Ergebnissen von Liberman
et al. 2009 verglichen. Als zweites werden die Ergebnisse der Klick-ABR-Messungen vorge-
stellt. AnschlielRend werden die Horschwellen der Frequenz-ABR-Messungen und die Rege-
neration nach Trauma prasentiert. Zum Schluss werden die Ergebnisse der frequenzabhangi-
gen Amplituden der ABR-Welle | vorgestellt. Die Abbildungen zeigen die relevantesten Daten

der Versuchstage -2, 0 und 28.

4.1 Etablierung der Vertaubungsmethode an einer C57BL/6N-Kontroligruppe

Fur die Etablierung der Methode wurden vier C57BL/6N Mause verwendet. An Tag -2 wurden
die Mause narkotisiert und es wurde eine ABR-Messung durchgefiihrt, an Tag 0 wurde die
Gruppe einer 2-stiindigen Vertadubung unterzogen, nach der Vertdubung wurde eine weitere
ABR-Messung durchgefiihrt. Weitere ABR-Messungen erfolgten an den Tagen 1, 2, 3, 5, 7,
14, 21, 28.
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Abbildung 15. Etablierung des Schalltraumas

Horschwellenverschiebung nach dem Schalltrauma fir (A) eigene Messungen an der WT-
Etablierungsgruppe (C57BL/6N-Hintergrund), n = 6 - 8 Ohren, und (B) von Kujawa und Liberman an
CBA/CaJ-Mausen (n = 6 - 12 Ohren). Die graue Flache in der Mitte des Diagramms zeigt den Frequenz-
bereich des Vertaubungsrauschens (8-16 kHz), die horizontale gestrichelte Linie die Horschwellen an
Tag -2. Abbildung 15 A zeigt die Horschwellen vor der Vertaubung (Tag O, rot) und an verschiedenen
Tagen nach der Vertdubung (Tag 2, blau, 2 Wochen, grau und 4 Wochen, schwarz) n = 6-8 Ohren.
Abbildung 15 B aus Kujawa und Liberman zeigt die Horschwellen an verschiedenen Tagen nach der
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Vertaubung (Tag 2, rot, Tag 3, blau 2 Wochen, grau und 8 Wochen, schwarz) n = 6-21 Ohren. (Kujawa
& Liberman, 2009).

In Abbildung 15 werden die Ergebnisse der Vertdubung an der Kontrollgruppe als Schwellen-
verschiebung gegentuber den Hérschwellen vor Vertdubung mit den Daten von Kujawa und
Liberman verglichen. Bei den beiden Abbildungen hat sich die Kurve an Tag (1) der Vertau-
bung (in unserer Arbeit entspricht dies dem Tag 0) am meisten nach oben verschoben. Dies
sieht man sehr deutlich im Bereich des Schalltrauma (graue Flache 8-16 kHz) und in Richtung
hohere Frequenzen, welches dem medialen und midbasalen Bereich in der Cochlea ent-
spricht. Am Tag 14 hatte sich die Horfahigkeit in beiden Studien praktisch erholt. Das zeigt,
dass wir die Vertdubungsmethode in unserem Labor etablieren konnten. Ein Unterschied in
den Studien liegt darin, dass bei uns die letzte Messung am Tag 28 und bei Kujawa & Liberman
am Tag 56 war. Am Tag 28 war bei unseren Tieren eine gewisse Schwellenerhéhung bei 32
kHz und 45 kHz sichtbar, die ein Zeichen einer bereits einsetzen Hochton-Altersschwerhorig-
keit sein konnte (Kane et al., 2012; Kujawa & Liberman, 2009). In der vorliegenden Arbeit
wurde an den Tagen 1 und 3 kein Wert fur die Horschwelle bestimmt. Man sieht jedoch, dass
zwischen der Hoérschwelle direkt nach Trauma (Tag 0) und Tag 2 bei meinen Messungen

schon eine deutliche Verbesserung stattfand.

4.2 Kilick-ABR von Wildtyp- und HA-Mausen vor und nach Schalltrauma

In der Klick-ABR wird als Stimulus ein kurzer Klick-Ton mit einem breiten Anregungsspektrum
verwendet. Diese Methode liefert eine erste schnelle Bewertung von Horstérungen (Mgller et
al., 1995; Starr & Achor, 1975; Yu et al., 2011; Q. Y. Zheng et al., 1999). Da die hohen Fre-
quenzen bei dieser Methode im Anregungsreiz unterreprasentiert sind, ist bei Mausen immer
auch eine Messung der f-ABR nétig (Lin et al., 2011; Maison et al., 2013). In Abbildung 16 sind
gemittelte ABR-Wellenformen von WT- und HA-Mausen vor und 28 Tage nach Trauma dar-

gestellt.
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Abbildung 16. Gemittelte ABR-Wellenformen fiir WT- und HA-Mause vor und nach Trauma
Gemittelte ABR-Wellenformen + SD als Antwort auf einen Klick-Reiz vor Schalltrauma (A) und 28 Tage
nach Trauma (B) fir die WT-Tiere (schwarz) und die HA-Tiere (rot). Es wurde jeweils die ABR-

Wellenform der Ohren bei einem Pegel von 30 dB Uber der individuellen Schwelle verwendet. Anzahl

w o N

— WT Tag -2

HA Tag -2

1t 2 3 4 5 & 7 8
Zeit (ms)

— WT Tag 28

— HATag 28

1 2 3 4 5 & 7 8
Zeit (ms)

der Ohren (Tiere): 16 (8) pro Genotyp.

Qualitativ I&sst sich aus der Abbildung 16A entnehmen, dass an Tag -2 die Form der mittleren
ABR-Wellen beider Gruppen ungefahr gleich ist. Der negative Peak der Welle Il war bei den
HA-Tieren groRRer. Insgesamt bemerkt man eine kurzere Latenz von Welle | bis zu Welle Il der

HA-Gruppe im Vergleich zur WT-Gruppe. Vier Wochen nach Trauma (Abbildung 16B) waren
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die Formen der gemittelten ABR-Wellen beider Genotypen ebenfalls ahnlich. Nur bei den Wel-

len 11l und IV zeigte die HA-Gruppe eine kleine Verzogerung im Vergleich zu der WT-Gruppe.

A

Amplitude (uV)

Amplitude (pV)

— WT Tag -2

WT Tag 28

1 2 3 4 5 6 7 8
Zeit (ms)

— HATag-2

HA Tag 28

1 2 3 4 5 6 7 8
Zeit (ms)

Abbildung 17. Genotyp-spezifische gemittelte ABR-Wellenformen vor und nach Trauma
Vergleich der ABR-Wellenformen + SD als Antwort auf einen Klick-Reiz vor (Tag -2) und 28 Tage nach
Schalltrauma fur WT- Mause (A) und HA-Mause (B). Es wurde jeweils die ABR-Wellenform eines Ohres
bei einem Pegel von 30 dB Uber der individuellen Schwelle verwendet; Anzahl der Ohren (Tiere): 16 (8)

pro Genotyp.
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Abb. 17 stellt die ABR-Wellenformen vor und 28 Tage nach Vertaubung getrennt fiir die Ge-
notypen dar. Aus den beiden Abbildungen 16 und 17 wird ersichtlich, dass es nach der Ver-
taubung keinen wesentlichen und klaren Unterschied bei der Form und Anzahl der Wellen gab.
Die beiden untersuchten Mauslinien zeigten jedoch nach der Vertdubung tendenziell spatere
und kleinere Wellen. Dies war aufféallig bei der HA-Gruppe (Abb. 17B) fur die reduzierten
Amplituden der Wellen Il, 11l und IV, wohingegen bei der WT-Gruppe eine Verkleinerung nach
Vertaubung nur bei der Welle Il bestand (Abb. 17A). Vier Wochen nach Vertaubung war bei
beiden Genotypen keine Verzégerung der ersten Welle vorhanden, aber eine Verzégerung
der Wellen Il bis IV in der HA-Gruppe. Im Gegensatz dazu wies die WT-Gruppe am Tag 28

nur eine leichte Verzégerung in Welle 11l auf.

4.3 Frequenzabhingige Hérschwellen von Ca,1.3DCRD"AHA.M3usen vor und
nach Schalltrauma

In den folgenden Abbildungen werden die Hérschwellen von WT-Gruppe und HA-Gruppe in
verschiedenen Darstellungen veranschaulicht. In dieser Arbeit werden nur die Schwellen an
den Tagen -2, 0 und 28 prasentiert, obwohl an weiteren Tagen Messungen durchgefihrt wur-
den, weil an diesen drei Tagen die Hauptkriterien gut darstellbar sind. Tag -2 zeigt das normale
Horvermdgen der Mause vor dem Schalltrauma, Tag 0 beschreibt die Horschadigung direkt
nach dem Trauma und Tag 28 stellt das Horvermdgen nach maximaler Regenerationsphase

im Rahmen dieser Experimente dar.

Tag -2
< 120 -
o
» 100 A
S
— 80 -
(O]
g 60 - .
X
S 40 - *
S
S 20 { —e-wr
c
((,)J 0 _._H/?\ T T 1 T 1
1 2 4 8 16 32 64

Frequenz (kHz)
Abbildung 18. Mittlere Hoérschwellen von WT-Mausen und HA-Mausen am Tag -2

Mittlere Horschwellenkurve +/- SD von 8 Wildtyp-Mausen (schwarz, n = 16 Ohren) und von 8 HA-
Mausen (rot, n = 16 Ohren) am Tag -2. Der graue Balken im Diagramm entspricht dem Frequenzband
des spateren Vertaubungsrauschens. *p < 0,05; ** p < 0,01 (Mann-Whitney U-Test).
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Abbildung 18 zeigt die initialen Hérschwellen der beiden Gruppen am Tag -2, die aus jeweils
8 Mausen (3 mannliche und 5 weibliche) bestanden. In der Situation vor dem Trauma gab es
signifikante, aber geringe Schwellenwertunterschiede zwischen den Gruppen. Diese geringen
Unterschiede zeigten sich bei 4 kHz (WT: 43 dB SPL versus HA: 46 dB SPL) und bei 16 kHz
(WT: 24 dB SPL versus HA: 25 dB SPL), siehe Tabelle 5. Da die Genauigkeit der Schwellen-
bestimmung nur 5 dB betragt, sind diese beiden Unterschiede als nicht relevant zu betrachten.
Beide Genotypen haben damit fast gleiche frequenzabhangige Hérschwellen vor der Vertau-
bung.

Tabelle 5. Ergebnisse des statistischen Tests der frequenzabhéngigen Horschwellen von Wild-
typ- und HA-Mausen am Tag -2

In die Tests gingen Daten von jeweils 16 Ohren von 8 Tieren fir beide Genotypen ein. * p <0,05,

** p <0,01, ,n.s.” bedeutet nicht signifikant (Mann-Whitney U-Test).

Frequenz (kHz) 2 2,8 4 5,6 8 11,3 | 16 22,6 | 32 45,2
p-Wert = n.s. n.s. 0,05 | n.s. n.s. n.s. 0,01 n.s. n.s. n.s.
Tag 0
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Abbildung 19. Mittlere Hérschwellen von WT-Mausen und HA-Méusen direkt nach der Vertau-
bung (Tag 0) Mittlere Hérschwellen £ SD von 8 Wildtyp-Mausen (schwarz, n = 16 Ohren) und 8 HA-
Mausen (rot, n = 16 Ohren) direkt nach der Vertaubung (Tag 0). Der graue Balken in der Mitte des Di-
agramms entspricht dem Frequenzband (8-16 kHz) des Vertaubungsrauschens von 100 dB SPL fiir 2
h. *p <0,5; ** p < 0,01 (Mann-Whitney U-Test).

In Abbildung 19 sind die Hérschwellen am Tag 0, kurz nach dem Schalltrauma von 100 dB
SPL flir 2 h, dargestellt. Bei beiden Genotypen fand eine gleichartige Schwellenerhdhung
oberhalb von 11 kHz statt, vgl. Abbildung 16. Bei den Frequenzen von 2 bis 11 kHz waren die
Werte der HA-Gruppe tendenziell hdher als bei der WT-Gruppe. Bei 3 Frequenzen (2 kHz, 4
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kHz, 11 kHz) gab es eine signifikante Erhdhung der Hérschwellen der HA-Gruppe um maximal
6 dB (bei 11 kHz).

Vier Wochen nach dem Trauma, am Tag 28, waren die mittleren Horschwellen beider Geno-
typen wieder abgesunken und von 2 bis 16 kHz gleich (Abb. 20). Fir Frequenzen von 22,6 bis
45,2 kHz waren die durchschnittlichen Hérschwellen der WT-Gruppe signifikant héher als bei
der HA-Gruppe, und zwar um 17 dB (22,6 kHz), 13 dB (32 kHz) und 6 dB (45,2 kHz). Obwohl
also die HA-Tiere direkt nach Vertdubung den gréf3eren Schaden aufwiesen (Abb. 19), zeigten

sie eine bessere Regeneration der Schwellen als der Wildtyp.

5 %
% 100 1 %
©

— 80 - 4

()

53

& 60 -

S

S 40 -

S

E 20 - —o—WT

(?) O +HIA 1 1 1 1

1 2 4 8 16 32 64
Frequenz (kHz)

Abbildung 20. Mittlere Hérschwellen von WT-Méausen und HA-Mausen am Tag 28 nach Vertau-
bung

Mittlere Audiogramme +/- SD von 8 Wildtyp-Mausen (schwarz, n = 16) und 8 HA-Mausen (rot, n = 16)
an Tag 28 nach Vertdubung. Der graue Balken entspricht dem Frequenzband des Vertdubungsrau-
schens. *p 0,5 * p 0,01 (Mann-Whitney U-Test).

Um die Auswirkungen des Schalltraumas fir jeden Genotyp besser beurteilen zu kénnen, zeigt
Abb. 21 die mittleren Horschwellen an Tag-2 und Tag 28 getrennt fur WT- und HA-Mause. Bei
niedrigen Frequenzen (2 — 16 kHz) verursachte das Schalltrauma sowohl bei der WT-Gruppe
als auch bei der HA-Gruppe keine Hoérschwellenerhéhung. Bei den WT-Tieren blieben nach 4
Wochen signifikante Schwellenerhdhungen bei 22,6 kHz, 32 kHz und 45,2 kHz zuriick (Abb.
21A), bei den HA-Tieren jedoch nur bei 32 kHz (Abb. 21B). Die grofte Schwellenerhéhung
gab es bei der WT-Gruppe bei einer Frequenz von 22 kHz (37 dB SPL an Tag -2, 55 dB SPL
an Tag 28).
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Abbildung 21. Gemittelte Horschwellen vor und 4 Wochen nach Schalltrauma fiir Wildtyp- und
HA-Mause

Mittlere Horschwelle +/- SD von 8 Wildtyp-Mausen (A) und 8 HA-Mausen (B) an Tag -2 im Vergleich zu
Tag 28. Der graue Balken in der Mitte des Diagramms entspricht dem Frequenzband des Vertdubungs-
rauschens. *p <0,5 ** p 0,01 (Mann-Whitney U-Test).
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4.4 Regeneration der frequenzabhangigen Horschwellen von WT- und HA-

Mausen nach Trauma
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Abbildung 22. Temporare und permanente Horschwellenerh6hungen durch das Trauma fiir
WT- und HA-Mause

Differenz der mittleren Hérschwelle +/- SD direkt nach dem Trauma bezogen auf Tag -2 (A, TTS) und
am Tag 28 bezogen auf Tag -2 (B, PTS). WT-Tiere schwarz (n=8), HA-Tiere rot (n=8). Der graue Balken
entspricht dem Frequenzband des Vertdubungsrauschens. * p < 0,5 (Mann-Whitney U-Test).
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Da die HA-Tiere im Vergleich zu den WT-Tieren den gréReren Schaden an Tag 0 aufwiesen,
aber bessere Horschwellen an Tag 28, ist der Horverlust fur Tag 0 im Vergleich zu Tag -2 und
die Wiederherstellung der Hérschwelle an Tag 28 im Vergleich zu Tag 0 in Abbildung 22 ge-
zeigt. Die mittlere akute Trauma-induzierte TTS war bis 8 kHz — der unteren Grenze des Ver-

tdubungsrauschens — sehr klein (Abb. 22A).

Der Horverlust stieg bei 11 kHz steil an, war maximal bei 16 kHz und 22 kHz, und fiel zu 45
kHz wieder ab. Dies galt sowohl fur WT- und HA-Tiere, es gab keine statistisch signifikanten

Unterschiede zwischen den Genotypen.

Vier Wochen nach Trauma zeigten beide Genotypen die gleiche Erholung der Hérschwellen
bis 16 kHz (Abb. 22B, Tag 0 — Tag 28). Bei den Frequenzen 22,6 kHz und 32 kHz blieb bei
beiden Genotypen eine PTS Ubrig, deren genaue Beurteilung nichtvertaubte Kontrollgruppen

gleichen Alters erfordert hatte.

Bei der Frequenz von 22,6 kHz erholte sich die Schwelle der HA-Tiere signifikant besser als

die der Wildtyp-Tiere, wahrend sich bei 32 kHz und 45 kHz beide Gruppen gleich verhielten.

Insgesamt muss man das 100 dB SPL-Trauma bei diesen Mausen mit dem C57BL/6N-
Hintergrund und dem Alter von ca. 16 Wochen (an Tag 28) als ein PTS-Trauma im Hochfre-
quenzbereich bezeichnen. Das Ziel, das TTS-Trauma von Kujawa & Liberman (2009) zu re-

produzieren, wurde nicht erreicht.
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Abbildung 23. Entwicklung der Schalltrauma-induzierten Hérschwellenverschiebungen gegen-
liber Tag -2 innerhalb von 4 Wochen nach Trauma fiir WT und HA-Mause Die Differenz der mittleren
Hoérschwellen +/- SD bezogen auf Tag -2 fir die WT-Gruppe (schwarz, n=8) und die HA-Gruppe (rot,
n=8) firr die angegebenen Versuchstage (Abb. A-1). * p £0.05; ** p £ 0.01 (Mann-Whitney U-Test).
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Der Traumaschaden (TTS oder PTS) bzw. die teilweise Regeneration der Hérschwellen nach
Trauma flir WT- und HA-Tiere ist in Abb. 23 fir alle gemessenen Zeitpunkte (Tag 0, 1, 2, 3, 5,
7,14, 21, 28) dargestellt. Der Horschaden war fir beide Genotypen sehr dhnlich und war far
die HA-Tiere niemals signifikant grofer als fur die WT-Tiere. An Tag 1, 2 und 3 war der Scha-
den fur beide Genotypen relativ ahnlich dem Ausmalf} an Tag 0, mit Ausnahme der Frequenzen
bis 8 kHz, bei denen sich die Schwellen bereits normalisiert hatten. Zudem waren wieder Hor-
schwellen bei 45 kHz messbar, was am Tag O fiir keines der 32 untersuchten Ohren der Fall
war (Schwelle > 100 dB SPL). Bis zum Tag 14 fand noch weitere Regeneration und Abnahme
der Schwellen statt. An den Tagen 21 und 28 war eine Tendenz zum Anstieg im Hochfre-
quenzbereich zu beobachten. Dies kdnnte durch die frih einsetzende Hochtonschwerhorigkeit
verursacht sein (Kane et al., 2012; Q. Y. Zheng et al., 1999). Es sei darauf hingewiesen, dass
der WT bei 22,6 kHz an den Tagen 14, 21 und 28 eine signifikant héhere mittlere Schwelle als
die HA-Gruppe aufwies, was die Hypothese vom gréReren permanenten Larmschaden bei den

HA-Tieren in Frage stellt.

4.5 Schalltrauma-induzierte Anderungen der Wachstumsfunktionen der ABR-
Welle | von WT- und HA-Mausen

Wie in Kapitel 3.6 erlautert, kann die Verringerung der Amplitude der ABR-Welle | als wichtiges
Zeichen fur die cochleare Synaptopathie bzw. den larminduzierten versteckten Horverlust
(NIHHL) und den larminduzierten Horverlust (NIHL) angesehen werden. Die Amplitude der
ABR-Welle | kann sowohl fur Klickgerausche (vgl. Abb. 16 und 17) als auch fir Reinténe als
Funktion des Pegels dargestellt werden und heif’t dann ,Wachstumsfunktion der Welle I“. Alle
Diagramme in Kapitel 4.5 zeigen Amplituden der Antworten auf Reintdne als Funktion des

Schalldruckpegels.

In dieser Arbeit werden exemplarisch nur die Amplituden bei den Frequenzen 11 kHz und 22
kHz prasentiert. Bei 11 kHz zeigten die Tiere das beste Horvermdgen, daher grole Amplituden
der ABR-Welle | sowie keine PTS nach Trauma. Bei 22 kHz trat ein deutlicher TTS-Schaden
und teilweise auch PTS-Schaden auf. Hier wurde daher ein versteckter Horverlust erwartet.
Noch passender ware die Auswertung der Amplituden bei 32 kHz gewesen. Allerdings waren
hier die Hérschwelle schon initial hoch und der PTS-Traumaschaden grol3, was zu relativ klei-
nen Amplitudenwerten fihrte. In Kombination mit den groRen Standardabweichungen der
Amplituden, die teilweise durch technische Artefakte verursacht wurden, waren die Amplitu-

denwerte bei 32 kHz vor und 4 Wochen nach Trauma nicht verwendbar.
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Die Amplituden der ABR-Welle | werden in diesem Kapital auf mehrere Arten dargestellt, um
Unterschiede besser demonstrieren zu kdnnen. Als erstes werden die Amplituden bei 11 kHz
und 22 kHz getrennt nach Genotyp fur Tag -2 (Abb. 24) und Tag 28 (Abb. 25) dargestellt. Hier
ist zu erkennen, dass der Beginn der Wachstumsfunktionen auf der Frequenzachse fir 22 kHz
erst bei hdheren Pegeln beginnt als bei 11 kHz (Abb. 24, Abb. 25) was auf die hdheren Hor-
schwellen bei 22 kHz gegenliber 11 kHz sowohl vor als auch nach Trauma zurtickzufihren ist,
vgl. Abb. 21.
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Abbildung 24. Mittlere Amplituden der ABR-Welle | bei 11 kHz und 22 kHz fiir WT-Mause und HA-
Mause am Tag -2

Vergleich der mittleren Amplitude +/- SD bei 11 kHz (blau) und 22 kHz (griin) fur die WT-Mause (A) und
HA- M3use (B) an Tag -2. Die Standardabweichung wurde wegen besserer Ubersichtlichkeit jeweils nur
in eine Richtung aufgetragen.
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Abbildung 25. Mittlere Amplituden der ABR-Welle | bei 11 kHz und 22 kHz fiir WT-Mause und HA-
Mause am Tag 28

Vergleich der mittleren Amplitude +/- SD bei 11 kHz (blau) und 22 kHz (griin) fiir die WT-Mause (A) und
HA-Mause (B) an Tag 28 nach Vertaubung. Die Standardabweichung wurde wegen besserer Ubersicht-
lichkeit jeweils nur in eine Richtung aufgetragen.
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Abbildung 26. Mittlere Amplituden der ABR-Welle | bei 11 kHz und 22 kHz fiir WT-Mause und
HA-Mause vor und 28 Tage nach Schalltrauma

Vergleich der mittleren Amplituden +/- SD bei 11 kHz (blau) und 22 kHz (griin) jeweils fiir Tag -2 (volle
Symbole) und Tag 28 (leere Symbole) fir die WT-Mause (A) und HA-Mause (B). * p < 0.05; ** p < 0.01
(Mann-Whitney U-Test). Die Standardabweichung wurde wegen besserer Ubersichtlichkeit jeweils nur
in eine Richtung aufgetragen.
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Diese Tatsache wird auch in der Abbildung 26 bestatigt. In Abb. 26A werden die Amplituden
der ABR-Welle | der WT-Tiere fir 11 kHz und fir 22 kHz am Tag -2 mit denen von Tag 28
verglichen. Nach (Kujawa & Liberman, 2009) sollte hier eine permanente Amplitudenabnahme

im hochfrequenten Bereich sichtbar werden.

Tatsachlich fanden sich fir 11 kHz (mittelfrequenter Bereich) keine Unterschiede in den
Wachstumsfunktionen der Amplituden. Fir 22 kHz lagen die Mittelwerte der Amplituden 28
Tage nach Trauma ab 55 dB SPL immer unter denen vor Trauma (Tag -2), und fir 5 Pegel-

werte wurden diese Unterschiede signifikant.

Wegen der hohen Standardabweichungen und dafur relativ geringe n-Zahlen gab es fur ho-
here Lautstarken keine weiteren signifikanten Unterschiede. Mit diesen Befunden wurden die
Ergebnisse von (Kujawa & Liberman, 2009) — permanente Abnahme der Amplituden der ABR-
Welle | und damit der funktionalen Nervenfasern nach Trauma - flir die Frequenz 22 kHz be-
statigt. Allerdings fand sich in der WT-Versuchsgruppe flir 22 kHz eine permanente Schwel-
lenerhéhung am Tag 28 (Abb. 21A), so dass man nicht vom versteckten Horverlust sprechen
kann. Im Gegensatz dazu wurde bei der kleineren WT-Etablierungsgruppe keine PTS am Tag
28 beobachtet (Abb. 15A).

Bei der HA-Gruppe (Abb. 26B) waren keine Effekte des Traumas auf die Amplituden bei 11
kHz vorhanden. Bei 22 kHz war auch bei den HA-Tieren - wie beim WT- eine Tendenz zur
Amplitudenabnahme zu sehen, jedoch gab es nur bei einem Pegel (65 dB SPL) eine signifi-
kante Reduktion am Tag 28 gegenuber Tag -2. Die HA-Tiere zeigen auch in Bezug auf die

Welle-I-Amplituden eine bessere Regenerationsfahigkeit als der WT.
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In der Tabelle 6 werden nochmals die signifikanten Unterschiede der oberen Abbildungen 26

prasentiert.

Tabelle 6. Statistische Analyse der Amplituden der ABR-Welle | vor und 28 Tage nach Vertau-
bung fiir WT- und HA-Mause

Fir ausgewahlte Frequenzen (11 kHz bzw. 22 kHz) wurden die Amplituden der ABR-Welle | zwischen
Tag -2 und Tag 28 mit dem U-Test jeweils fir beide Genotypen analysiert. Bei dem Zeichen ,-“ konnte
aufgrund nicht mehr messbarer Amplituden nach Vertdubung kein U-Test durchgefiihrt werden.

Schalldruckpegel Signifikanzniveau p <

(dB SPL) WT11kHz |WT22kHz | HA11kHz | HA 22 kHz
15 - - - -

20 n.s. - - -

25 n.s. - n.s. -

30 0,05 - n.s. -

35 n.s. - n.s. -

40 n.s. - n.s. -

45 n.s. - n.s. -

50 n.s. - n.s. n.s.
55 n.s. 0,005 n.s. n.s.
60 n.s. ns n.s. n.s.
65 n.s. 0,05 n.s. 0,05
70 n.s. 0,05 n.s. n.s.
75 n.s. 0,05 n.s. n.s.
80 n.s. 0,05 n.s. n.s.
85 - n.s. - n.s.
90 - n.s. - n.s.
95 - n.s. - n.s.
100 - n.s. - n.s.

In den Abbildungen 27 und 28 werden die Amplituden der ABR-Welle | fiir jeweils eine der
Frequenzen (11 kHz, 22 kHz) fur beide Mauslinien kombiniert dargestellt, und zwar fir Tag -2
(Abb. 27A, 28A) und Tag 28 (Abb. 27B, 28B).
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Abbildung 27. Vergleich der mittleren Amplituden der ABR-Welle | von WT- und HA-M&usen bei
11 kHz

Vergleich der mittleren Amplitude +/- SD bei WT-Mausen und HA-Mausen an Tag -2 (A) und an Tag 28
(B) bei 11 kHz. Es gab zu beiden Zeitpunkten keine signifikanten Unterschiede zwischen den Genoty-

pen.

Aus Abbildung 27 geht hervor, dass die durchschnittliche Amplitude der ABR-Welle | fir beide
Genotypen bei 11 kHz ab etwa 60 dB SPL nicht mehr anstieg, sondern sich auf ein Niveau
von ca. 3,5-4,5 uV einpendelte. Bis zum Schalldruckpegel von 55 dB SPL war der Unterschied
zwischen den durchschnittlichen Amplituden in beiden Gruppen sehr gering (< 0,2 yV). Je
hoéher der Pegel anstieg, desto groRer war die Tendenz groBerer Amplituden der HA-Tiere
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gegenuber den WT-Tieren, wobei es keine signifikanten Unterschiede gab. Dies lag wahr-
scheinlich an der hohen Standardabweichung der Daten bei einer zu geringen Anzahl gemes-

sener Ohren.
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Abbildung 28. Vergleich der mittleren Amplituden der ABR-Welle | bei WT- und HA-Mausen bei
22 kHz

Vergleich der mittleren Amplitude +/- SD bei WT-Mausen und HA-Mausen an Tag -2 (A) und an Tag 28
(B) bei 22 kHz. Es gab zu beiden Zeitpunkten keine signifikanten Unterschiede zwischen den Genoty-
pen.
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Abbildung 28 liefert Informationen zu den Wachstumsfunktionen wie in Abb. 27, aber fur die
Frequenz 22 kHz. Aus Abbildung 28 geht hervor, dass die mittleren Amplituden bei 22 kHz im
Vergleich zu den mittleren Amplituden bei 11 kHz (Abbildung 27) am Tag -2 und am Tag 28
mit steigendem Pegel weiter anstiegen. Auch hier gab es an beiden Tagen eine Tendenz gro-
Rerer mittlerer Amplituden der HA-Tiere ab ca. 70 dB SPL, es fanden sich jedoch keine signi-

fikanten Unterschiede.

Entgegen den Erwartungen einer groReren Vulnerabilitat der HA-Tiere gegenuber dem Schall-
trauma lasst sich also auch bezlglich der Amplitude der ABR-Welle | die Aussage treffen, dass

die HA-Tiere nicht starker als die WT-Tiere von einer Abnahme betroffen waren.
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5 Diskussion

In dieser Arbeit habe ich gezeigt, dass

WT- und HA-Tiere im Alter von 12 Wochen keine relevant unterschiedlichen Klick- oder
frequenzspezifischen Horschwellen besallen

ein Trauma von 100 dB SPL, 8 — 16 kHz fir 2 h eine TTS bei WT- und HA-Tieren
erzeugte

die Trauma-bedingte akute Schwellenverschiebung bei HA-Tieren gréRRer als bei WT-
Tieren war

die Regeneration innerhalb von 4 Wochen bei HA-Tieren etwas besser verlief als bei
WT-Tieren

vier Wochen nach diesem Trauma eine grofiere PTS im Hochtonbereich bei WT-
Mausen (bei 22, 32 und 45 kHz) und in geringerem Mal3e bei HA-Mausen (bei 32 kHz
und 45 kHz) vorlag

die ABR-Welle | bei 22 kHz bei WT-Tieren am Tag 28 gegenuber Tag -2 signifikant
abnahm, ein Zeichen flr den versteckten Horverlust bzw. die cochleare Synaptopathie
die Hypothese, dass die HA-Tiere aufgrund des héheren Ca®*-Einstroms in die IHZ
einen starkeren Traumaschaden erleiden mussten, nicht zutrifft. Im Gegenteil, die HA-
Tiere wurden durch das Trauma in Bezug auf PTS und ABR-Amplitudenreduktion we-

niger beeintrachtigt.

In der Diskussion gehe ich auf die héhere Empfindlichkeit der C57BL/6N-WT-Mause auf

das Liberman-Trauma ein. Desweiteren wird die Verlasslichkeit der Hormessungen an un-

serer Anlage und die Datenauswertung durch verschiedene Untersucher betrachtet. Den

Hauptteil nimmt die Diskussion der unerwarteten Auswirkungen des Schalltraumas auf die

HA-Mause ein. AbschlieRend folgen Uberlegungen zur Ubertragbarkeit der Ergebnisse auf

den Menschen.

5.1

Hohere Empfindlichkeit der Horschwellen der C57BL/6N-WT-Mause auf das

Liberman-Trauma

In dieser Arbeit wurden die Methoden der ABR-Messung und der Vertaubung erstmals in un-

serem Labor etabliert. Dazu wurden vier C57BL/6N-Mause verwendet, von denen am Tag 28
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Horschwellen von nur drei Tiere ausgewertet werden konnten. Der Vergleich der Horschwellen
4 Wochen nach Trauma bzw. mit den Ergebnissen der Publikation von (Kujawa & Liberman,
2009), zeigt, dass es ahnliche Trauma-bedingte TTS gab, jedoch bei unseren WT-Mausen
gegenulber Tag -2 bei 32 kHz und 45 kHz eine PTS zu finden war (Abb. 15). Das kénnte wegen
der sehr kleinen und genetisch ahnlichen Etablierungsgruppe Zufall sein (alle Tiere kamen aus
demselben Wurf). Betrachtet man die Hérschwellenanderung der WT-Tiere der gré3eren Ver-
suchsgruppe 4 Wochen nach Trauma (Abb. 22B) gegenliber Tag -2, ergibt sich auch hier eine
PTS, und zwar bei 22,6 und 32 kHz. Diese Tiere waren jedoch mit 16,4 + 0,7 Wochen alter als
die Tiere der Etablierungsgruppe (9,8 + 0 Wochen).

Zusammengefasst Iasst sich feststellen, dass das Liberman-Trauma bei unserer Mauslinie und
an unserer Messanlage nicht nur eine TTS, sondern im Hochfrequenzbereich (variabel zwi-
schen 22,6 und 45 kHz) auch eine PTS bewirkt, so dass unsere Tiere in diesem Bereich einen
sichtbaren (und nicht nur versteckten) Horverlust erlitten. Die naheliegendste Erklarung ist ein
funktioneller Schaden der AHZ im Hochfrequenzbereich (Kujawa & Liberman, 2019), was in
zukunftigen Experimenten durch Messung von DPOAESs untersucht werden kdénnte. Es wurde
vor kurzem systematisch untersucht, wie verschiedene Mauslinien auf Larmbelastung reagie-
ren, selbst wenn identische Studienparameter verwendet wurden (Early et al., 2022; Lavinsky
etal., 2021). Bei einer Bestimmung der Amplituden der ABR-Welle | von 69 Inzucht-Mauslinien
zwei Wochen nach einem Trauma von 2 - 10 kHz bei 108 dB SPL fur 2 h zeigte sich eine
grofRe Heterogenitat der Schalltraumafolgen. Die Autoren teilten daraufhin die Linien in emp-
findliche und robuste Linien ein. Bedauerlicherweise wurden die CBA/CaJ-Mause (Kujawa &
Liberman, 2009) und unsere Linie C57BL/6N nicht in die Studie eingeschlossen. Fur die Linie
C57BL/J wurde eine mittlere Empfindlichkeit ermittelt.

Um bei unserer Linie C57BL/6N Schalltrauma-induzierte Effekte von mdglichen Folgen der
friihzeitig einsetzenden Altersschwerhdrigkeit im Hochfrequenzbereich (Kane et al., 2012; Mi-
anné et al., 2016) zu trennen, wurden deshalb bei spateren Versuchsprojekten der Arbeits-
gruppe die Tiere bereits im Alter von 8 Wochen in den Versuch genommen und grundsatzlich
mit einer Kontrollgruppe gleicher Individuenzahl und gleichen Alters verglichen. Diese Kon-
troligruppe erhalt keine Vertdubung, sondern nur ABR-Messungen am Tag -2 und am Tag 28.
Das jlngere Alter der Tiere bei Ende des Versuchs (ca. 3 Monate) ermdglichte auch die er-
folgreiche Praparation aller Abschnitte der Cochlea flir die immunhistochemische Analyse der
Pra- und Postsynapsen durch Philipp Schatzle (Follow-up Dissertation) bzw. Kerstin Blum. Die

Cochleae der WT- und HA-Tiere aus der vorliegenden Arbeit waren nach Abschluss der
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Hoérmessungen mit 4 Monaten leider zu stark verkndchert, um verlasslich prapariert und ana-
lysiert zu werden. Eine Aussage zur Synaptopathie im Hochfrequenzbereich war daher nicht

moglich.

5.2 Vergleich der Hormessdaten mit denen anderer Untersucher an derselben
Messanlage

Nach der Durchfiihrung und Beendigung meiner Versuche wurden ABR-Messungen von zwei
Doktoranden an WT-Tieren an Tag -2 vor Vertaubung mit anderen Schalltraumata durchge-
fuhrt (Abb. 29). Es ist zu beachten, dass die Tiere von Philip Derleder und Philipp Fischer ca.
4 Wochen junger als meine Versuchstiere waren. Die mittleren Hérschwellen lagen bis 8 kHz
sehr nah beieinander. Oberhalb von 8 kHz gab es etwas gréRere Abweichungen zwischen
den Gruppen, die jedoch bei keiner Frequenz signifikant unterschiedlich waren. Interessanter-
weise wichen die Mittelwerte der Gruppe von Philipp Fischer bei 32 kHz und bei 45 kHz nach
oben ab, obwohl die Tiere jinger waren als die von mir gemessenen. Daraus kann man schlie-
Ren, dass uber den Zeitraum von 4 Wochen keine Altersschwerhdrigkeit im hochfrequenten

Bereich bei meinen Tieren auftrat.
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Abbildung 29. Vergleich der mittleren Audiogramme mit anderen Audiogrammen

Mittlere Audiogramme +/- SD der von mir gemessenen WT-Mause an Tag -2 im Vergleich mit den Wild-
typ-Mausen von Philipp Fischer und Philip Derleder an Tag -2. Mittleres Alter der Mause: Nasri, 84
Tage; Derleder, 54 Tage; Fischer, 51 Tage; alle anderen Bedingungen (Messanlage, Messprotokoll,
Narkose) waren konstant. Anzahl der Ohren: Nasri, n = 16; Derleder, n = 40; Fischer, n = 19. Es gab
keine signifikanten Unterschiede zwischen den Gruppen.
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Abb. 29 zeigt, dass die Daten, die von verschiedenen Untersuchern zu verschiedenen Zeit-
punkten an unserer Hormessanlage gemessenen und ausgewertet wurden, gut Ubereinstim-
men. Alle Standardabweichungen der Messwerte Uberlappen sich und es gab keine signifi-
kanten Unterschiede zwischen den Messtagen. Fur die kleinen Unterschiede zwischen den
Daten kann es verschiedene Ursachen geben, u.a. die biologische Variabilitdt der Tiere in den
Gruppen. Eine Ursache kann jedoch ausgeschlossen werden, namlich eine individuell andere
Beurteilung der Horschwelle, denn eine zufallige Auswertung der Messdaten anderer Forscher
ergab keine signifikanten Unterschiede (nicht gezeigt). Die grofiten Abweichungen traten bei
héheren Frequenzen auf, betrugen jedoch fast immer nur 5 dB. Um das Risiko der Durchfiih-
rung unterschiedlicher Bewertungen vollstandig auszuschliel3en, sollten alle Prifer alle Daten

in den folgenden ahnlichen Arten von Experimenten verblindet auswerten.

Ein anderer Grund fur Unterschiede kdénnte auch die minimale Variation der Stichposition der
Elektroden bei den Versuchstieren sein (z. B. unterscheiden sich die Positionen der Ohrelekt-
roden der linken und rechten Hand geringfligig). AuRerdem kdnnten auch die Lage und die
Einstellung des Mikrophons wahrend der Messung ein Grund fir die Variabilitat von Messwer-

ten sein.

5.3 Amplituden der ABR-Welle | zeigen geringeren verdeckten Horverlust bei
HA-Tieren

Die Amplitude der ABR-Welle | gilt als Biomarker einer Schwerhérigkeit, bei der Typ I-Afferen-
zen deutlich vermindert sind und somit das elektrische Signal des Hérnerven bei Schallanre-
gung kleiner ist. Diese Art von Hoérverlust kann ohne Anderung der Hérschwelle beim hidden
hearing loss (NIHHL) oder bei einer sensorineuralen Larm- oder Altersschwerhorigkeit mit
Schwellenerh6hung auftreten (Furman et al., 2013; Kujawa & Liberman, 2009; Schaette &
McAlpine, 2011). Die ultrastrukturellen Ursachen sind ein Verlust gepaarter Synapsen zwi-
schen IHZ und den Afferenzen Typ | und schlieRlich auch eine Abnahme der SGN, was wegen
der starken Verkndcherung der Cochlea im vom Schalltrauma betroffenen Hochfrequenzbe-

reich nicht untersucht werden konnte.

Die Amplitude der ABR-Welle | bei der 11-kHz-Frequenz nahm nach dem Trauma sowohl fir
WT- als auch fur HA-Tiere (Abb. 26) nicht ab. Daher lag fur diese Frequenz keine (funktionelle)
Synaptopathie vor. Bei der héheren Frequenz von 22 kHz waren die mittleren Amplituden bei
mittleren und hdheren Schalldruckpegeln nach Trauma tendenziell reduziert, wobei es in der

WT-Gruppe bei fiinf Pegeln eine signifikante Abnahme gab, in der HA-Gruppe jedoch nur bei
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einem. Diese Ergebnisse zeigen einen deutlichen verdeckten Hoérverlust bzw. cochleére Sy-
naptopathie bei 22 kHz beim WT im Vergleich zu einem schwachen bei den HA-Tieren. Die
Unterschiede in den Amplituden vor und nach Trauma waren bei héheren Frequenzen (32 —
45,2 kHz) vermutlich gréRer ausgefallen, jedoch wird ein statistischer Vergleich durch die dort

erhdhten Horschwellen und die geringe Anzahl verwertbarer Datenpunkte erschwert.

Die Hypothese, dass die HA-Tiere durch das Trauma einen starkeren Schaden erleiden und
somit eine starkere PTS (Abb. 20, 22) und eine starkere Abnahme der Amplituden der Welle |

als die WT-Tiere zeigen (Abb. 26), muss daher verworfen werden.

5.4 Paradoxe Auswirkungen des Schalltraumas auf die HA-Mause

HA-Mause haben normale f-ABR-HoOrschwellen im Alter von 5 Wochen (Scharinger et al.,
2015) und 3 Monaten (Abb. 18), obwohl ihre Ca,1.3-Kanle in IHZ 30 % hdhere Ca?*-Stréome
leiten als bei den WT-Tieren. Die elektrischen Antworten von extrazellular abgeleiteten SGN-
Fasern der HA-Mause sind ebenfalls normal (Ohn et al., 2016). Es scheint, als ob sich die IHZ
von HA-M&usen an die hdheren Ca?*-Stréme in die IHZ angepasst haben, z.B. durch die er-
hohte Produktion von Ca?*-puffernden Proteinen wie dem Ca?*-bindenden Protein 2 (CBP2),
das in IHZ konzentriert vorkommt (Picher et al., 2017). Ein weiterer Anpassungsmechanismus
kénnte das verstérkte Vorhandensein der Ca?*-ATPase PMCA1 sein, die Ca?*-lonen aus dem
basolateralen Teil der IHZ herauspumpt (Fettiplace & Nam, 2019). Bei den HA-Mausen muss-
ten solche Anpassungen bis zum Alter von mindestens 3 Monaten funktionieren, da gegenuber
dem WT keine Hoérschwellenerhéhung zu beobachten war (Abb. 18). Die Amplituden der ABR-
Welle | bei 11,3 kHz und bei 22,6 kHz waren in diesem Alter ebenfalls normal und tendenziell
sogar etwas groRer als beim WT (Abb. 27, 28).

Die Hypothese, dass das Schalltrauma bei den HA-Tieren durch den erhéhten Ca**-Einstrom
in die IHZ einen gréReren Schaden verursacht, und der permanente Schaden nach Schall-
trauma gréRer sein muisste als bei WT-Tieren, hat sich nicht bestatigt. Nur am Tag 0 direkt
nach dem Trauma gab es im tieffrequenten Bereich einen minimal gréRere Horschwellener-
héhung (TTS) bei den HA-Tieren als bei den WT-Tieren (Abb. 19). Die Regeneration der Hor-
schwellen verlief jedoch bei den HA-Tieren besser als bei den WT-Tieren (Abb. 22B, Abb. 23),

und die Amplituden der ABR-Welle | waren weniger betroffen (s.o.).

Eine neue Studie zu den zellspezifischen Anderungen des Transkriptionsprofils nach Schall-
trauma zeigt die Vielzahl und die Komplexitat der Veranderungen der Genexpression in der

Cochlea (Milon et al., 2021). Neben einer basalen starkeren Expression von Ca?*-bindenden
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Proteinen und der Ca**-ATPasen kdnnten auch andere Ca®*-abhangige Prozesse dafiir sor-
gen, dass in IHZ der HA-Mause die Traumaschaden sehr gut repariert werden kénnen. Erho-
hungen der intrazelluldren Ca®*-Konzentration kénnten Uber Ca?*-Calmodulin-Bindung an
CaMKinase Il die Transkription verschiedener Gene andern und Signalkaskaden effizienter
aktivieren, die zu besserer Reparatur fiihren (Galdieri et al., 2023; Puri, 2020). IHZ exprimieren
die CaMKinase lI-delta (Meese et al., 2017). Die aktivierte, phosphorylierte Form des Enzyms
reduziert die Aktivitat von Otoferlin, einem zentralen Protein der Exozytosemaschinerie der
IHZ, und kénnte so an einem prasynaptischen Adaptationsmechanismus bei zu hohem Ca?'-

Einstrom in die IHZ beteiligt sein (Meese et al., 2017).

Eine erhdhte Glutamatfreisetzung von IHZ der HA-Mause wirde aufgrund einer gewissen
Ca?*-Permeabilitat der Glutamat-Rezeptoren der afferenten Boutons der SGN (Lozier et al.,
2023; Rutherford et al., 2023) auch zu einer gegeniber dem WT erhdhten postsynaptischen
Ca?"-Konzentration fiihren. Bei nicht zu stark erhéhten Ca?*-Konzentrationen in den afferenten
Boutons der HA-Tiere kdnnten ahnliche Ca?*-abhangige Transkriptionsdnderungen verschie-
dener Gene stattfinden, die zu besserer Reparatur flihren, wie oben fiir die IHZ beschrieben
(Galdieri et al., 2023; Puri, 2020). Die SGN Typ la-Neurone exprimieren nach Larmexposition
besonders stark die mMRNAs von Ca?*-abhangigen ATF3/ATF4-Signalkaskaden, die die zellu-
lare Reparatur und das Uberleben férdern (Milon et al., 2021).

Zusammengefasst kdnnten konstitutive oder durch das 100 dB SPL-Trauma hervorgerufene
Ca®*-abhangige Adaptationsprozesse in den Haarzellen oder den SGN-Typ | von HA-Mé&usen
der Grund fir den geringeren Schaden vier Wochen nach Trauma in Bezug auf die PTS und

die geringere Abnahme der ABR-Welle | sein.

5.5 Ubertragbarkeit auf den Menschen

Die hohe Pravalenz von Larm-induziertem Hdorverlust und Altersschwerhorigkeit beim Men-
schen (Natarajan et al., 2023) erfordert weitere Forschung, um Diagnostik, Therapie und Pra-
vention zu verbessern. Auch wenn die Diskussion um die Existenz des versteckten Horverlusts
beim Menschen kontrovers geflhrt wird, mehren sich die Anzeichen, dass dieses Phanomen
auch beim Menschen existiert (Bramhall et al., 2019; Kujawa & Liberman, 2019; Schaette &
McAlpine, 2011). Studien an mit dem Menschen naher verwandten Rhesusaffen (Macaca mu-
latta) zeigten, dass der versteckte Horverlust und ein irreversibler Synapsenverlust bei diesen
Tieren auftritt, jedoch hoéhere Lautstarken der Vertaubung als bei Mausen benétigt (Valero et
al., 2017). Um Mechanismen von Horverlust zu identifizieren, sind weiterhin Studien an Mo-
dellorganismen, v.a. an genetisch modifizierten Mausen, notwendig. Fur den Ca,1.3-Kanal
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wurden beim Menschen z.B. Mutationen gefunden, die mit einer Kanal-Uberfunktion, &hnlich
wie bei der hier untersuchten HA-Mutation bei der Maus, einhergehen (Ortner et al., 2020). In
einem weiteren Schritt muss dann die Ubertragbarkeit der Erkenntnisse an Mausen auf den
Menschen untersucht werden (Cousins, 2022; Early et al., 2022; Ohlemiller, 2006).
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