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1. Zusammenfassung

Einleitung. Altersbedingte Schwerhdrigkeit, auch Presbyakusis genannt, ist eine der héu-
figsten sensorineuralen Funktionseinschrankungen. Trotz der Haufigkeit dieses Leidens ist
keine ursachliche Therapie vorhanden. Bisherige Studien konnten mehrfach einen neuropro-
tektiven Effekt von Erythropoietin nachweisen, der sich auch positiv auf das Gehor auszuwir-
ken scheint. Wir haben eine transgene Mauslinie (TG21) untersucht, welche bei normalem
Hamatokrit konstitutionell erhhte Epo-Spiegel im Gehirn aufweist. Die Fragestellung der
vorliegenden Arbeit war der Effekt einer konstanten Epo-Uberexpression auf das alternde
Gehor von Mausen.

Material und Methoden. Fir die Analyse wurden Daten von Horschwellen von Erythropoie-
tin-Uberexprimierenden Mausen (TG21) und Kontrollmausen (Wildtyp, WT) im Alter von 5
Monate vor Eintreten einer erwarteten Gehdorverschlechterung und ein halbes Jahr spater,
mit 11 Monate, mittels operanter Konditionierung nach der Vorlage von Henry E. Heffner et
al. (Heffner H, Koay G, Heffner R (2006) Behavioral Assessment of Hearing in Mice Condi-
tioned Suppression. Current Protocols in Neuroscience. 8.21D.1-8.21D.15) untersucht. Es
wurden sieben mannliche TG21 Mause und sechs ménnliche WT Mause eingesetzt. Die
Versuche fanden in einer schallisolierten Box statt, diese war ausgestattet mit einer Laut-
sprecheranlage fir Téne von 1 bis 100 kHz und einem Testkéfig mit einem Wasserspender,
in dem die Maus platziert wurde. In einem ersten Schritt wurde die Maus auf die Vertrautheit
mit der Versuchsapparatur sowie das Trinken aus dem Wasserspender trainiert. In einem
zweiten Schritt erfolgte die Konditionierung auf die tonbedingte Trinkunterbrechung. Wurde
dies gut beherrscht, konnte mit dem Versuch gestartet werden. Dabei wurde im Versuch die
Lautstarke des Tons in 5 dB Schritten verandert. Konnte das Tier den Ton nicht hdren, wur-
de das Trinken nicht unterbrochen und dies als Fehler vermerkt. Die Horschwelle des Tieres
wurde anhand eines Programms ermittelt, welche die Fehler in Bezug zur generellen Leis-
tung des Tieres wahrend dem Versuch auswertete. Die Horschwellen der Mause wurden fir
die Frequenzen 1.4, 2, 3, 4, 8, 16, 32, 50, 64 und 80 kHz ermittelt.

Resultate. Die Hoérschwellen der 5 Monate alten Mause waren mit geringfugigen Abwei-
chungen zweier Frequenzen in beiden Gruppen weitgehend gleich. Messungen ein halbes
Jahr spater zeigten in beiden Gruppen im Durchschnitt schlechtere Hérschwellen. Die abso-
lute Verschlechterung der Hérschwellenwerte der gealterten WT Mausen betrug dabei bis zu
35dB mehr gegeniber der Horschwellenverschlechterung der TG21 Méausen. Es konnte sta-
tistisch aufgezeigt werden, dass die WT Mause mit deutlich schlechteren Hérschwellen in
allen Frequenzen ein signifikant schlechteres Gehdr als die TG21 Mause zeigten.

Schlussfolgerung. Mause mit einer konstanten Erythropoietin-Uberexpression zeigten ei-
nen deutlich milderen Verlauf der altersabhéngigen Schwerhorigkeit als Kontrollmause. Un-
sere Untersuchungen legen nahe, dass eine konstante Epo-Uberexpression einen positiven
Effekt auf das alternde Gehdr von Mausen ausubt. In Anbetracht der bereits publizierten Ar-
beiten und Resultaten sowie unseren Erkenntnissen, gehen wir von einem positiven Effekt
von Erythropoietin auf das Gehdr aus und raten zu weiteren Studien.
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2. Einleitung
2.1. Presbyakusis

Altersbedingte Schwerhorigkeit oder auch Presbyakusis ist eine der haufigsten sensorineura-
len Funktionseinschrankungen. Betroffene zeigen dabei im Tonaudiogramm einen relevan-
ten Horverlust von 35dB oder mehr. In den Industrienationen leiden rund 35% der Uber 65-
Jahrigen daran. Manner sind etwas haufiger betroffen als Frauen und geméass Schatzungen
zufolge, leiden 400 Millionen Menschen weltweit an dieser Einschréankung. Dabei kdnnen
Stérungen sowohl des peripheren wie auch zentralen auditiven Systems vorliegen (Probst et
al. 2008, Reiss 2009). In der Regel handelt es sich um eine Kombination von beidem.

Die Presbyakusis weist typischerweise eine Schwerhorigkeit der Hochtonfrequenzen auf,
welche mit der Zeit auch eine Progression zu den tieferen Frequenzen zeigt (Parham 1997).
Typisch ist auch eine verminderte Sprachdiskrimination, da die Sprachverstandlichkeit ins-
besondere bei Hintergrundgerauschen stark herabgesetzt ist. Entsprechend ist die Abnahme
des Sprachverstandnis bei Hintergrundgerduschen auch oft das erste subjektive Problem
wortber erkrankte Personen klagen (Probst et al. 2008, Divenyi et al. 2005).

Altersschwerhdrigkeit wirkt sich nachweislich negativ auf viele Aspekte des Lebens aus. So
treten zum Beispiel vermehrt Depression, Angst und Beeintrachtigung der raumlichen Orien-
tierung mit erhdhter Sturzneigung auf (Chisolm et al. 2004). Infolge des erschwerten Sprach-
verstandnisses, leiden Betroffene auch unter zunehmender Isolation, einhergehend mit der
Abnahme von sozialen Beziehungen. Die Lebensqualitdt kann dabei empfindlich gestort
werden. Ebenso gibt es Studien welche nahelegen, dass die altersbedingte Schwerhorigkeit
die Entstehung einer Altersdemenz beginstigen (Lin et al. 2011, Albers 2012, National
Council on Aging 2000). In Anbetracht der zunehmenden Uberalterung der Bevélkerung
kann davon ausgegangen werden, dass dieses Problem zukunftig vermehrt an Bedeutung
gewinnt. Schatzungen zufolge werden im Jahre 2050 weltweit rund 900 Millionen Menschen
betroffen sein (Ciorba et al. 2012, Reiss 2009).

Zahlreiche Faktoren beeinflussen die Entwicklung einer Presbyakusis. Nebst Einflissen von
genetischen Faktoren (DeStefano et al. 2003) sind auch metabolische Faktoren bedeutend.
Unter anderem konnten negative Effekte von Larmexposition, Schmerzmitteln, Ubergewicht
und Herz-Kreislauf-Erkrankungen auf das Gehor gezeigt werden (Bauer et al. 2009).

Der Presbyakusis liegen histologische Pathologien der Haarzellen, der Stria vascularis und
der Spiralganglienzellen sowie der zentralen Horbahn zugrunde (Schuknecht et al. 1993 und
Freigang et al. 2011). Viele Hinweise in Tierversuchen deuten darauf hin, dass die kumulati-
ve Wirkung von oxidativem Stress zu Schaden an Makromolekilen, wie der
mitochondrialen DNA, und zur Induktion der Apoptose der Cochlea-Zellen fiihren kdnnte.
Solche Ereignisse fihren zum Untergang der Mitochondrien und spielen bei der Progression
der Presbyakusis eine wichtige Rolle (Yamasoba et al. 2013).

Da bis heute noch keine urséchliche Therapie vorhanden ist, kann ein Fortschreiten der
Schwerhdrigkeit nicht verhindert werden. Eine Behandlung der Presbyakusis ist demnach
rein symptomatisch. Diese besteht momentan aus dem friihzeitigen Erkennen und dem Ein-
satz von Horgeraten und, bei Bedarf, aus einem Hor- und Kommunikationstraining (Reiss
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2009). Bei weit fortgeschrittenem Funktionsverlust kdnnen Cochlea Implantate in Betracht
gezogen werden (Sprinzl et Riechelmann 2010).

Ungeachtet des Nutzens, dass ein Horgerat seinen Tragern bietet, ist die Akzeptanz dessen
nicht immer gegeben. Zahlen aus den USA zeigen, dass nur ein Kleiner Bruchteil (ca. 23%)
der horgeschadigten Erwachsenen tatsachlich Horgerate nutzen (Kochkin 2001). Diese Zahl
hat sich in den letzten Jahrzehnten trotz technischer Weiterentwicklung kaum verandert. Hier
Zeigt sich, dass die Akzeptanz eines Horgerats bei alteren Menschen mit milder bis schwerer
bilateraler sensorineuraler Schwerhorigkeit, nebst der physiologischen Beeintrachtigung, vor
allem von der Persoénlichkeit und der individuellen Reaktion auf die Beeintrachtigung im All-
tag abhéngt (Cox et al. 2005).

Pharmakologische und préaventive Ansatze sind in Erforschung, haben sich aber bis anhin
nicht entscheidend durchsetzen kénnen. So sind beispielsweise die Verabreichung von Anti-
oxidantien, eine Modulation der Superoxiddismutase 2 in der Cochlea, oder auch Therapien
beziglich der Haarzellregeneration im Innenohr erprobt worden (Mazurek et al. 2008). Eine
Substanz, die in den letzten Jahren dennoch als erfolgsversprechend gilt, ist das Erythropo-
ietin (Epo). Dieses wurde in vorliegender Arbeit genauer untersucht. In diesem Zusammen-
hang wurde bereits vor mehr als zehn Jahren eine interessante Arbeit publiziert, welche die
Gabe von Epo auf das Gehdr von Patienten mit chronischem Nierenversagen untersuchte
(Markowski et al. 2003). Dabei erhielten Probanden wéhrend vier Monaten dreimal wodchent-
lich wahrend der Dialyse humanes rekombinantes Epo intravends, primar gegen die vorhan-
dene Anamie. Nachfolgende Untersuchungen zeigten, dass sich in der Epo-Gruppe nicht nur
der Hamatokrit sondern auch das Horvermdgen signifikant verbessert hatte.

2.2. Erythropoietin

Epo ist ein Glykoproteinhormon, das vor allem in den renalen peritubularen Fibroblasten der
Niere produziert wird. Epo ist der Hauptregulator der Proliferation und Differenzierung von
Erythrozytenvorlauferzellen. Dabei erhdht Epo, ausgeldst durch die Bindung an den Erythro-
poietin-Rezeptor (Epo-R) durch antiapoptotische Signalkaskaden die Erythrozytenzahl
(Jelkmann 2004). Mehrere Studien haben darauf hingewiesen, dass Epo und sein Rezeptor
auch in vielen anderen Organen vorkommen, inklusive dem zentralen Nervensystem (Buemi
et al. 2003, Marti et al. 1996, Masuda et al. 1994). Der Epo-R wurde im Enthorinalen Cortex,
auf Endothelzellen, Neuronen, Astrozyten und weitere Zelltypen gefunden (Anagnostou et al.
1994, Genc et al. 2004, Maiese et al. 2004, Maiese et al. 2005). Ebenso konnte der Epo-R
auch im peripheren Nervensystem auf den Myelinscheiden der Nervenwurzeln nachgewie-
sen werden (Hassan et al. 2004). Die positiven Effekte von Epo im zentralen Nervensystem
sind auf dessen antiapoptotische, antioxidative, antiinflammatorische, angiogenetische, neu-
roprotektive und neurotrophe Wirkung zuriickzufihren (Rabie und Marti 2008).

2.3. Erythropoietin in der Cochlea

Studien zeigen, dass Epo und Epo-R auch im Innenohr von S&ugetieren vorkommen (Cayé-
Thomasen et al. 2005). In vitro Versuche an den Haarzellen des Corti’'schen Organs zeigten
einen partiell schitzenden Effekt von Epo bei ischamisch (Andreeva et al. 2006) und
Gentamycin induzierten Schaden (Monge et al. 2006).

Weitere neuere in vitro Untersuchungen zeigten auch, dass Epo, kombiniert mit brain derived
neutrotrophic factor (BDNF) und activin aus der TGF-b Familie, einen potenten Effekt auf das
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Uberleben von Spiralganglienzellen ausiibte (Kaiser et al. 2013). Der Effekt von Epo an Rat-
ten und Meerschweine mit Larm bedingtem Hérverlust wurde in einer Studie von Fredriksen
et al. (2007) getestet. Hier erwies sich Epo jedoch nicht als protektiv. Das Gehér der Epo-
behandelten Tiere war sogar schlechter als dasjenige der Kontrolltiere, dies scheint im Wie-
derspruch zu anderen Studien zu stehen.

Eine neuere Studie im Rahmen der hypoxisch, ischamisch induzierten Enzephalopathie (die-
se verursacht apoptotische Veranderungen in Hirnstammstrukturen, im Corti-Organ, Spiral-
ganglienzellen und Neuronen des Temporallappens) zeigte indes in intraperitoneal mit
rhEPO behandelten Ratten reduzierte apoptotische Veranderungen im Vergleich zu den un-
behandelten Tieren (Olgun et al. 2013). Dass Epo otoprotektiv in einem DFNB12 Mausmo-
dell mit progressivem Horverlust wirkt, wurde in der Studie von Han et al. 2013 gezeigt. Da-
bei wurden CDH23 Mause sieben Wochen lang intraperitoneal mit Epo injiziert. In der Epo-
behandelten Versuchsgruppe waren sowohl die BERA-Schwellen tiefer und DPOAE-
Amplituden signifikant hoher als die der unbehandelten Gruppe. Ebenso war der durch-
schnittliche prozentuale Verlust der duReren Haarzellen in den mittleren bis basalen Win-
dungen der Cochlea signifikant niedriger bei den behandelten Mausen als in der Kontroll-

gruppe.

Die langfristige Wirkung eines konstant erhéhten Erythropoietinspiegels auf das Gehor von
Ma&ausen wurde bis anhin noch nicht untersucht.

2.4. Tiermodell: Erythropoietin-tberexprimierende Mause

Fur die eigene Untersuchung wurden transgene (TG) Méause gewabhlt, die aufgrund der gene-
tischen Veranderung eine konstante Epo-Uberexpression zeigen. Es existieren zwei Mausli-
nien mit einer Epo-Uberexpression: TG6 und TG21. Diese Tiere gehoren zum C57BL6
Stamm. Mit den oben beschriebenen transgenen Mausen sind bereits Studien durchgefihrt
worden. Eine der ersten Arbeiten entstand, um die Auswirkungen von Stickstoffmonoxid
(NO) zur Verhinderung von GefalRerkrankungen in vivo zu untersuchen. Dazu wurde eine
transgene Mauslinie (TG6) kreiert, welche konstitutiv humanes Erythropoietin in einer
sauerstoffunabhangigen Weise tberexprimiert (Ruschitzka 2000).

Bei diesen Mausen fiihren die konstitutive Erythropoietin-Uberexpression und die damit ver-
bundene Erhéhung des Hamatokrits jedoch auch zu einer vermehrten Vasokonstriktion. Des
Weiteren kommt es durch einen erhéhten NO-Verbrauch mit anschliessenden Erschépfung
des NO-Gehalts sowie durch die Endothelin-Aktivierung zu einer kardialen Dysfunktion (Ru-
schitzka et al. 2000, Quaschning et al. 2003).

Die konstitutive Epo-Uberexpression fiihrt zu einer Verdoppelung des Hamatokrits von 40%
auf ungefahr 80% (Ruschitzka et al. 2000, Vogel et al. 2003). Die problematische Hamody-
namik bei den TG6 Mausen war der Hauptgrund fur die Wahl von TG21 Méause fir die eige-
ne Arbeit.

Die TG21 Mause zeigen nur erhdhte Epo-Spiegel im Gehirn (4-facher Wert im Vergleich zu
wildtyp Mausen). Der Epo-Plasmaspiegel und auch der Hamatokrit liegen in einem normalen
Bereich (Wiessner et al. 2001).
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2.5. Zielsetzung

Die langfristige Wirkung eines erhdhten Erythropoietinspiegels auf das Gehdr von Mausen
wurde bis anhin noch nicht untersucht. Daher lautet die Fragestellung der eigenen Arbeit, ob
bei Mausen mit einer konstanten Epo-Uberexpression das alternde Gehdr von Mausen ver-
andert ist, und falls ja, wie. Diese Dissertation versteht sich als eine weiterfihrende Arbeit,
welche auf die Masterarbeit Wirkung von Erythropoietin auf das Gehor von adulten transge-
nen Erythropoietin-tberexprimierenden Mausen aufbaut. Die Masterarbeitet befasste sich
dabei mit der Etablierung der Verhaltensaudiometrie bei Mausen am Tierspital Irchel unter
der Leitung von Prof. Johannes Vogel.
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3. Material und Methoden

Mause haben ein etwas anderes Horspektrum als Menschen. So nehmen Méause keine tie-
fen Tone wahr. lhr Gehdr ist am empfindlichsten fir Toéne zwischen ca. 4-60 kHz, wobei
Mé&use auch Tone bis 100 kHz héren kdnnen (z.B. Manley et al. 2008).

Die Horschwellenbestimmung kann bei den Mausen auf verschiedene Arten erfolgen. In der
Literatur lassen sich dazu mehrere Methoden finden. Unter anderem kann die Hérschwellen-
bestimmung indirekt durch eine Verhaltensaudiometrie (zusammenfassend Heffner et al.
2006) oder direkt durch eine Hirnstammaudiometrie (BERA) (Zheng et al. 1999) oder durch
akustische Schreckreaktionen gemessen werden (Ison und Allen 2003). Bei der Verhal-
tensaudiometrie werden die Daten durch operante Konditionierung gewonnen, wobei dies
einiges aufwandiger ist als die Bestimmung der Horschwelle mittels Hirnstammaudiometrie.
Da die Hirnstammaudiometrie jedoch nur eine ungeféhre Schéatzung der Horschwelle liefert,
empfiehlt es sich, die Messwerte mit Daten aus der Verhaltensaudiometrie zu plausibilisie-
ren. Je nach Mausstamm und Verfahren sind dabei unterschiedliche Angaben vorhanden
(Radziwon et al. 2009).

Mehrere Arbeiten haben sich bereits mit der altersbedingten Horschwéche von C57BL6
Ma&usen befasst. Dabei hat sich dieser Mausstamm als gutes Modell fir die Erforschung ana-
tomischer und physiologischer Korrelate der Presbyakusis erwiesen. Die Mause zeigen im
Alter von etwa 12 Monaten einen Verlust an Haarzellen, eine Abnahme der Dichte der Stria
vascularis, eine Reduktion der Spiralganglienzellen sowie erhdéhte Horschwellen (Zheng et
al. 1999, Ichimiya et al. 2000). Ferner wurden mittels BERA Messung in der Arbeit von Yu et
al. 2011 die Horschwellen fir C57BL6 Mause in verschiedenem Alter ermittelt.

Fur die eigene Analyse wurde eine transgene Epo-lberexprimierende Mauslinie (TG21) ge-
wahlt, in welcher das Erythropoietin nur im Gehirn Gberexprimiert ist, und mit Kontrollmausen
verglichen. Die Kontrollmause (mannliche wildtyp Mause) werden in Laboratorien mit stan-
dardisierter Haltung und Nahrung im Schnitt etwa 2 Jahre alt, wobei hier eine grosse
Spannweite vorliegt (Keipert et al. 2011, List et al. 2013). Zu der von uns verwendeten Ver-
haltensaudiometrie existieren wenige vorpublizierte Daten. Die meisten beschrénken sich auf
die Publikationen von Prof. Henry Heffner, auf welchem die von uns gewéhlte Methode auch
beruht (Heffner et al. 2006, Heffner H, Heffner R 2007, Koay et al. 2002).

3.1. Tiere

Die Untersuchung wurde mit sieben mannlichen transgenen Mausen (TG21) und sechs
mannlichen Kontrollméausen (wildtyp, WT) durchgefiihrt. Die M&use wurden von 1) - 7) bzw.
1) - 6), ausgehend von lhren Kérpermerkmalen oder Schwanzmarkierungen, nummeriert.
Die Tiere waren zu Beginn der ersten Versuche 80 bis 142 Tage alt und wurden in einer
standardisierten Tierhaltung gehalten. Sie erhielten Trockenfutter ad libitum. Wasser gab es
nur wahrend dem téaglichen Training. Die Tiere wurden taglich gewogen. Das Gewicht der
Tiere konnte wahrend des ganzen Versuchs bei 85-90% des Ausgangsgewichts gehalten
werden. Der zweite Durchgang wurde ein halbes Jahr spéater mit den gleichen, nun gealter-
ten Mausen und unter denselben Bedingungen wie bei den ersten Versuchen durchgefuhrt.
Da eine TG21 Maus in der Zwischenzeit verstarb, musste in dieser Gruppe mit einem Tier
weniger gearbeitet werden.
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Alle Versuche und der Unterhalt der Tiere wurden nach den kantonalen Richtlinien des Vete-
rindramts Zurich durchgefihrt und durch dieses genehmigt.

3.2. Verhaltensaudiometrie

Der Versuchsaufbau wurde nach der Vorlage von H. Heffner et al. (2006) nachgebaut und
die Beschreibung in diesem Kapitel stammt aus dieser original Publikation (auf Deutsch
Ubersetzt und angepasst) [sieche Abb. 1]. Die Versuche fanden in einer schallisolierten Box
statt. Aussen bestand die Box aus Holz, innen wurde sie mit Styropor und Noppenschaum
ausgekleidet. Ein Testkafig wurde, wie in Abb. 2, in der Mitte der schallisolierten Box mon-
tiert. Der Kafig wurde weiter mit einem Wasserspender (spout) erganzt, welcher mit der
Wasserpumpe (syring pump) verbunden war. Eine Lautsprecheranlage flr reine Téne von 1
bis 100 kHz wurde ebenfalls in der Box platziert. Ein Lautsprecher wurde frontal, zwei weite-
re seitlich zum Kopf der Maus installiert. Sie wurden etwa einen Meter vor dem Testkafig auf
einer Hohe von 0-15° zum Kopf der Maus platziert [siehe Abb. 2]. Die digital erzeugten Tdne
hatten eine Dauer von 400 ms und eine Anstiegs- und Abfallzeit von 10 ms. Die weitere Aus-
riistung fur die Uberwachung und Stromerzeugung wurde ausserhalb der Box platziert. Das
Tier im Testkafig konnte via Videokamera, welche seitlich neben dem Testkéfig platziert
wurde, auf dem Monitor verfolgt werden. Fiir die Uberwachung des elektrischen Signals
sorgte ein Oszilloskop. Weiter wurden auch ein Spektrums Analysator, eine Mikrofon Kalibra-
tor, und ein Verstarker verwendet.

camera tripod
l shock grid

to syringe pump

sponge

Abb. 1: Testkafig mit Wasserrinne (Heffner et al. 2006)

Das Drahtgitter wurde an der Oberseite gelenkig verschlossen, so dass man die Tiere gut
herausnehmen konnte. Im Testkafig wurde ein Maschendrahtzaun (fence) etwa auf Hohe der
Mausschulter angebracht. Er diente der geraden Ausrichtung der Maus zum Lautsprecher
hin. Die Maus stand dabei auf einem Drahtgeflecht (shock grid). Zwischen diesem Drahtge-
flecht und dem Boden des Kéfigs war ein etwa 2 Millimeter dicker Schwamm (sponge) plat-
ziert. Dieser Schwamm wurde téglich befeuchtet damit ein guter elektrischer Kontakt zu den
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Fussen des Tieres gewdhrleistet war. Die Wasserpumpe setzte ein, wenn ein Kontakt zwi-
schen der Mausschnauze und der Wasserrinne bestand und die Maus zusatzlich in Kontakt
mit dem Drahtgeflecht des Bodens war. So wurde sichergestellt, dass die Wasserpumpe
nicht falschlicherweise anging, wenn sich die Maus nur im Kafig bewegte und dabei zufalli-
gerweise an der Wasserrinne ankam. Die Maus konnte folglich nur dann die Wasserpumpe
in Gang setzen und trinken, wenn sie korrekt im Ké&fig positioniert war. Dies war die Voraus-
setzung dafir, dass der Kopf der Maus und folglich auch die Ohren stets optimal zur Laut-
sprecheranlage hin ausgerichtet waren. Ein Stromgenerator wurde ausserhalb der Ver-
suchsbox installiert. Beim Erklingen eines Tons aus der Lautsprecheranlage wurde ein Strom
zwischen dem Wasserspender und dem Kafigboden erzeugt. Bestand wahrend dieser Zeit
ein Kontakt mit der Wasserrinne, was beim Trinken der Maus der Fall war, kam es zu einem
milden Stromschlag. Ebenso wurden auch kleine Lichter neben dem Kafig in Hohe der Ka-
mera platziert [siehe Abb. 2]. Diese produzierten ein helles Licht, welches wahrend dem
Schock an- und nach dem Schock wieder ausging. Die Versuche wurden tber einen Compu-
ter gesteuert und auf dem Monitor verfolgt.

Abb. 2: Bild der Versuchsapparatur. Der Deckel ist gedffnet. Sichtbar ist die mit Noppenschaum aus-
gekleidete schallisolierte Box und in der Mitte der gedffnete Testkéfig. Weiter sind auch die Kamera
mit der Lichtquelle und die Lautsprecher sichtbar.

Um die Horschwelle zu ermitteln, wurde ein Standardverfahren zur konditionierten Unterdri-
ckung nach Heffner et al. (2006) verwendet. Das Ziel war, dass die Maus augenblicklich mit
dem Trinken aufhorte, sobald sie einen Ton horte. Falls die Maus weiter aus der Wasserrin-
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ne trank, wahrend der Ton erklang, floss Strom in der Versuchsanleitung und die Maus er-
hielt einen milden elektrischen Schock.

Am Anfang dieses Verfahrens zur konditionierten Unterdriickung wurde die Maus mit der
Versuchsapparatur und dem Testkafig vertraut gemacht. So konnte Sie den Testkafig 15 bis
20 Minuten lang explorieren. Ebenso hatte sie die Gelegenheit aus der Wasserrinne zu trin-
ken. Die Wasserpumpe im Testkéfig war zu Beginn des Trainings auf eine Flussrate von 20
mi/h eingestellt und wurde in den taglichen Trainings schrittweise reduziert bis die Maus fir
ca. 15 Minuten kontinuierlich am Trinken war. Dies war in der Regel bei einer Flussrate von
7-10 mi/h der Fall. Dieser erster Teil im Verfahren zur konditionieren Unterdriickung erforder-
te etwa 3-5 Tage. Die Maus wurde in diesem Schritt nur auf die Vertrautheit mit dem Testka-
fig und das kontinuierliche Trinken trainiert. Um dies zu ermdglichen, musste die Wasserfla-
sche aus dem Tierkafig entfernt werden. Es bestand fiir die Maus sonst keinen Drang wah-
rend dem taglichen Training aus der Wasserrinne der Versuchsapparatur zu trinken. Folglich
wurden 24 Stunden bevor dieses Verfahren zur konditionierten Unterdriickung startete, die
Wasserflasche aus dem Tierkéfig entfernt und die Mause gewogen. Das Gewicht der Mause
wurde taglich Gberwacht.

Beherrschte die Maus diesen ersten Teil folgte in einem zweiten Schritt die Konditionierung
auf die tonbedingte Trinkunterbrechung. In unregelmafligen Abstédnden wurden dazu im
Training wahrend dem Trinken aus der Wasserrinne laute Tone abgespielt (Warnsignale)
gefolgt von einem hellen Licht und einem Stromfluss in der Versuchsapparatur. Bestand
nach einem Ton weiterhin Kontakt mit dem Wasserspender, erfolgte kurz ein milder elektri-
scher Schock. Das Tier lernte schnell den Schock zu vermeiden, indem es den Kontakt mit
dem Wasserspender unterbrach und zurtckwich, sobald das Warnsignal ertonte. Nach Ab-
klingen des Warnsignals und Erléschen des Lichts, positionierte sich die Maus wieder am
Wasserspender und trank weiter. Die Warnsignale bestanden wahrend der Konditionierung
aus lauten Tonen der Frequenz von 4 kHz. Beherrschte die Maus diesen zweiten Schritt
ebenfalls, konnte mit dem Versuchsprogramm begonnen werden.

Die Warnsignale waren sowohl von der Frequenz als auch von der Lautstarke verédnderbar,
was die Ermittlung einer Horschwelle und das Erstellen einer Horkurve fir jede einzelne
Maus erméglichte. Das Warnsignal hatte in einem Versuch immer dieselbe Frequenz, so
konnte mittels Veranderung der Lautstarke die Horschwelle ermittelt werden. Die Lautstarke
des Warnsignals war zu Beginn des Versuchs am hdchsten und wurde dabei im Laufe des
Versuches jeweils reduziert. Dies wurde so lange weitergefiihrt bis der Ton (das Warnsignal)
unter der Horschwelle der Maus lag und nicht mehr gehort werden konnte. Dabei folgte die-
sem Fehler ein milder elektrischer Schock, dies wurde als Fehler im Versuchsprogramm ge-
wertet. Das Ermitteln und Auswerten der Fehler ermdglichte die Bestimmung der Horschwel-
le. Es wurde taglich bei jeder Maus ein Versuch zu jeweils einer Frequenz durchgefuhrt. Die
Versuche erfolgten taglich zur gleichen Uhrzeit mit der gleichen Reihenfolge der zu testen-
den Méause.

Das Trainieren einer Maus auf das kontinuierliche Trinken aus dem Wasserspender und in
einem zweiten Schritt auf die tonbedingte Trinkunterbrechung nahm etwa eine Woche in An-
spruch. Die anschliessende Hérschwellenbestimmung dauerte je nach Maus unterschiedlich
lang, aber in der Regel etwa vier Wochen. Um das Tier nicht zu demotivieren, wurden die
Tone, welche unter der vermuteten Hoérschwelle im Zufallsbereich lagen und von der Maus
nicht gehort werden konnten, auf ein Minimum reduziert. Ein Versuch wurde zudem immer
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mit gut hérbaren, lauten Tonen beendet. Diese konnte die Maus mit Sicherheit héren und
beendete die Horschwellenbestimmung so jeweils immer ohne Fehler.

Das Versuchsprogramm war so aufgebaut, dass jeder Versuch zur Bestimmung einer HOr-
schwelle aus mehreren Teilversuchen, nachfolgend Trials genannt, bestand. Diese Trials
waren je zwei Sekunden lang und mit einer Sekunde Abstand voneinander getrennt. Jeder
Trial enthielt entweder ein akustisches Signal (Warnsignal) mit anschliessendem Schock,
oder keinen Ton (Stille, sicheres Signal) ohne folgenden Schock. 22% des Versuches be-
standen aus Trials mit einem akustischen Signal, der Rest bestand aus sicheren Signalen.
Jeder Teilversuch wurde, abhéangig vom Kontakt des Tiers mit dem Wasserspender, wah-
rend der letzten 200ms mit O bis 10 bewertet. 10 stand dabei fur kompletten Kontakt mit dem
Wasserspender, 0 bedeutete keinen Kontakt mit dem Wasserspender. Die dazwischen lie-
genden Bewertungen zeigten einen intermittierenden Kontakt an, d.h. das Tier war nicht ste-
tig am Trinken oder wich zu spéat zurlick. Unterbrach die Maus den Kontakt mit dem Wasser-
spender nach einem Warnsignal war dies ein Treffer (0), so wie auch der stetige Kontakt
wahrend eines sicheren Signals ohne Ton (10). Als Fehler galt, wenn ein Tier das Warnsig-
nal nicht hérte und einen Schock bekam (10 anstatt 0) oder es ein sicheres Signal als Warn-
signal falsch deutete (0 anstatt 10). Anhand dieser Bewertungen wurde die Leistung des Tie-
res zu der getesteten Frequenz berechnet. Die Leistung setzte sich demnach aus der Tref-
ferrate und der Fehlerquote folgendermassen zusammen:

Leistung = Trefferrate - (Fehlerrate x Trefferrate)

Daraus abgeleitet wurde die Horschwelle - analog dem Protokoll von Heffner et al. (2006) -
als die Lautstarke definiert, die einer Leistung von 0.50 entsprach [siehe Abb. 3]. Gemass
Heffner et al. wurde die 0.50 (oder 50%) Leistungsschwelle (in unserem Fall eine 50% Tref-
ferrate korrigiert mit der Fehlerrate) seit langerer Zeit in der Psychophysik als Schwelle defi-
niert und sie scheint stabiler zu sein als héhere oder tiefere Leistungsschwellen.

Die Horschwellen fir die getesteten Frequenzen wurden eruiert, indem die Lautstarke eines
Tons immer weiter verringert wurde. Die Lautstarke wurde vom Prfer jeweils in 5 dB Schrit-
ten reguliert. Reagierte die Maus adaquat auf 3-4 Warnsignale bei sonst stetigem Kontakt
zum Wasserspender bei den sicheren Signalen, wurde die Lautstérke fir das ndchste Warn-
signal reduziert. Lag die Leistung des Tieres unter der Zufallsschwelle (Leistung < 0.35),
konnte, sofern die Maus gut mitarbeitete, davon ausgegangen werden, dass die Maus den
Ton nicht mehr horte [siehe Abb. 3]. Die Lautstarke wurde dann wieder erhéht. Am Ende
eines Versuchs wurde die Horschwelle mittels der Leistungen, welche die Maus bei den ge-
pruften Lautstarken aufwies, errechnet [siehe Abb. 3]. Wenn die Hoérschwelle einer Frequenz
in verschiedenen Versuchen stabil blieb und nicht nach oben oder unten variierte, wurde die
Hoérschwelle fir diese Frequenz festgelegt. So wurden in den folgenden Tagen fortlaufend
die Horschwellen fur die Frequenzen 1.4, 2, 3, 4, 8, 16, 32, 50, 64 und 80 kHz ermittelt.
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Abb. 3: Eine Auswahl von leistungsabhéangigen Horschwellenbestimmungen. Schema A und B zeigen
gute Leistungen mit Horschwellen (treshold) bei etwa 8 und 10dB, wéhrend bei C und D methodische
Probleme vorliegen und keine Horschwelle bestimmbar ist. Die horizontal gestrichelte Linie liegt bei
der halben (0.5) Leistung. Das grau hinterlegte Areal zeigt den Zufallsbereich (chance) an. Hier unter-
scheiden sich die Treffer- und die Fehlerraten nicht signifikant (Heffner et al. 2006).
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3.3. Statistikverfahren

Die statistischen Auswertungen wurden mithilfe des SPSS Programm von IBM ausgerech-
net. Es wurden die durchschnittlichen Horschwellen der verschiedenen Frequenzen zwi-
schen den Epo-Uberexprimierenden Tieren (TG21) und den Kontrolltieren (WT) im Alter von
5 und 11 Monaten miteinander verglichen. Es wurde dabei ein t-Test fur unabh&ngige kleine
Stichproben verwendet, um die Resultate der jungen WT und TG21 Tieren miteinander zu
vergleichen. Dasselbe wurde auch bei den gealterten Tieren ausgewertet. Der statistische
Ablehnungsbereich wurde bei p <0,05 fur alle Vergleiche festgelegt. Es wurde zudem ein
Vergleich zwischen der Gruppe von jungen Mausen und der Gruppe der alten Mause ermit-
telt und grafisch als Hoérschwellendifferenz der einzelnen Frequenzen dargestellt. Bei der
statistischen Auswertung der Unterschiede zwischen den jungen vs. alten Mausen wurden
bei den Werten, wo die hdchste Lautstarke unseres Geréts nicht wahrgenommen werden
konnte, einen Wert angenommen, welcher 5dB tber der héchsten Lautstérke unseres Ge-
rats lag.

In einer vorangehenden Masterarbeit wurde dieses statistische Verfahren verwendet, um die
Gleichheit der Horschwellen der jungen WT Mause und TG21 Mause zu Beweisen und die
Werte mit der Vorlage von Koay et al. (2002) zu vergleichen.
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4. Resultate

4.1. Gehor WT vs. TG21 Mause im Alter von 5 Monaten

In Tabelle 1 sind die ermittelten Horschwellen der 5 Monate alten Tiere ersichtlich. In der
Legende auf der linken Seite sind die Tiere beschrieben, 1) — 6) sind WT Mause, die Tiere 7)
— 13) sind TG21 Méause. Die Durchschnittswerte der ermittelten Horschwellen jeder Maus in
dB SPL sind unter der jeweiligen Frequenz eingetragen. Diese Messungen mit den zugeho-
rigen Resultaten wurden bereits in einer vorangehenden Masterarbeit gezeigt. In der Grafik 1
sind diese Werte als Horkurve in Bezug zur jeweiligen Frequenz aufgezeigt. Die Werte der
Tiere 1) - 6) (WT) sind dabei als rote Funktion aufgezeichnet, die der Tiere 7) — 13) (TG21)
als blaue Funktion mit den dazugehdrigen Standardabweichungen. Zusétzlich noch als gri-
ne Linie abgebildet sind vorpublizierte Daten von Koay et al. 2002.

Tabelle 1: Ermittelte Horschwellen bei jungen, 5 Monate alten Tieren*

1.4kHz 2kHz |3kHz |4Khz |8kHz |16kHz |32kHz |50kHz |64kHz | 80kHz

1) WT 77.35 60.15 |43.45 |32.49 |21.95 |23.74 |28.2 40.7 37.22 |54.17

2) WT 81.95 64.45 |43.62 |30.83 |23.24 |22.78 |26.39 |26.65 |37.08 |56.67

3) WT 83.17 61.52 |53.86 |40.83 |25.95 |24.185|28.35 |27.39 |34.58 |525

4) WT 78.05 61.95 |44.46 |27.75 |19.15 |26.65 |28.6 28.3 39.01 |52.92

5) WT 80.28 60.83 [45.28 |34.17 |21.81 |21.39 |22.78 |24.44 |30.97 475

6) WT 78.61 61.67 [38.61 |33.61 |21.81 |22.78 |28.33 |23.61 |28.61 |41.11
7)TG21 |82.22 56.94 |43.05 [31.38 |23.24 |18.88 |26.8 20 26.67 |58.19
8) TG21 |81.52 61.8 42.22 |32.77 [21.39 |20.28 |21.94 |20.56 |32.92 |50.69
9) TG21 |82.22 59.03 |42.64 |31.67 |19.44 [24.16 |27.64 |26.38 |34.86 |54.16
10) TG21 |81.39 63.19 [38.61 |31.25 |20 1458 |27.22 |26.53 |33.75 |57.36
11) TG21 |81.25 64.58 |44.3 31.8 17.63 |21.66 |25.41 |22.77 |34.02 |53.61
12) TG21 |79.03 60.14 |43.19 |35 19.87 |18.61 (225 24.16 |31.52 |51.66
13) TG21 |80.56 64.16 |40.55 |32.64 |22.78 [23.47 |25 19.58 |32.64 |51.94

*  Die Werte aus der Tabelle 1 sind Durchschnittswerte der ermittelten Schwellen jeder Maus in dB
SPL.

15



Resultate

100

90

80

70

60

50

40

Treshold (dB SPL)

30

20

10+

TG21

mWT

Koay et al. 2002

* =p<0.05

*»*=p<0.01

s

5 months
(WT: n=6,
TG21: n=7)

1.4kHz  2kHz 3kHz

4Khz 8kHz 16kHz  32kHz 50kHz 64kHz  80kHz

Legende zu Grafik 1: Hérschwellenwerte der jungen TG21 in blau und WT Méause in rot als Horkur-
venfunktion der einzelnen Werte mit den dazugehdrigen Standardabweichungen. Zusatzlich vorpubli-

zierte Daten von Koay et al. 2002 in grun.

Die Nullhypothese, dass es keinen Unterschied zwischen dem Gehér der jungen WT und
TG21 Mausen gibt, konnte fir alle Frequenzen ausser bei den Frequenzen 16 und 50kHz,
angenommen werden. Bei den Frequenzen 16 und 50kHz zeigten die WT Tiere signifikant
hohere Horschwellen. Die von uns ermittelten Horschwellen waren alle signifikant héher als
die vorpublizierten Daten von Koay et al. (2002).
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4.2. Gehor WT vs. TG21 Mause im Alter von 11 Monaten

In der Tabelle 2 sind die ermittelten Horschwellen der gealterten, 11 Monate alten Tiere er-
sichtlich. In der Legende auf der linken Seite sind die Tiere wieder analog zur Tabelle 1 be-
schrieben. 1) — 6) sind WT Mause, die Tiere 7) — 13) sind die TG21 Mause. Die Durch-
schnittswerte der ermittelten Horschwellen jeder Maus in dB SPL sind unter der jeweiligen
Frequenz eingetragen. In der Grafik 2 sind diese Werte als Horkurve in Bezug zur jeweiligen
Frequenz aufgezeigt. Die Werte der Tiere 1) - 6) (WT) sind dabei als rote Funktion aufge-
zeichnet, die der Tiere 7) — 13) (TG21) als blaue Funktion mit den dazugehérigen Stan-

dardabweichungen.

Tabelle 2: Ermittelte Horschwellen bei gealterten, 11 Monate alten Tieren*

1.4kHz 2kHz |3kHz |4khz |8kHz |16kHz |32kHz |50kHz |64kHz | 80kHz
1) WT 90 82.22 |81.67 |63.06 |66.67 |>80 >80 >80 >75 >70
2) WT >90 71.94 |61.67 |41.67 |39.17 |64.17 |73.77 |>80 >75 >70
3) WT >90 75.28 |77.22 |62.78 |69.44 |56.94 |78.33 |>80 >75 >70
4) WT 82.5 775 |59.44 |38.33 |58.89 |62.78 |>80 >80 >75 >70
5) WT >90 81.39 |68.06 |74.44 |69.44 |77.22 |>80 >80 >75 >70
6) WT 84.44 70.83 |67.22 |47.5 |69.17 |65.83 |>80 >80 >75 >70
7) TG21 |83.61 62.22 |53.06 |35.83 |33.89 |26.39 |38.06 |31.67 |48.61 |57.22
8) TG21 |80.56 58.89 |49.44 |28.06 |33.33 [29.72 |38.33 |33.61 [45.56 |56.11
9) TG21 |81.53 64.72 |48.89 |36.11 |27.78 |32.5 |31.67 |28.33 |47.78 |475
10) TG21 |77.5 67.5 |51.92 |30 28.61 |35.28 |41.11 |33.06 |45.56 |51.39
11) TG21 |82.78 58.61 |52.5 |37.22 275 |34.72 |41.11 |37.5 |43.06 |59.72
12) TG21 |77.5 7194 |49.44 |45 275 |41.67 |475 |38.06 |46.11 |50.83

*  Die Werte aus der Tabelle 2 sind Durchschnittswerte der ermittelten Schwellen jeder Maus in dB

SPL. Falls das Tier bei einer Frequenz die héchste Lautstarke des Geréts nicht horen konnte,

wurde dies mit ,>“ gekennzeichnet.
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Legende zu Grafik 2: Horschwellenwerte der gealterten TG21 Mause in rot und WT Mause in blau
als Horkurvenfunktion der einzelnen Frequenzen mit den dazugehdrigen Standardabweichungen. Bei
50-80kHz konnten die WT M&ause die héchste Lautstarke des Geréats nicht wahrhaben.

Die Hypothese, dass es Unterschiede im Gehdr der 11 Monaten alten WT und TG21 Mause
gibt, konnte zu allen Frequenzen angenommen werden. Ausser bei der Frequenz 4kHz war
das Gehor der TG21 Mause sogar hoch signifikant besser, als dasjenige der WT Mause. Bei
der Frequenz 50kHz, 64kHz und 80kHz konnte das Gehor der WT Mause nicht mehr die
hochste Lautstdrke unseres Gerats wahrhaben (>80kHz, >75kHz, >70kHz). Es wird dem-

Limit of the equipment
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nach ein noch schlechteres Gehor der WT Mause bei diesen Frequenzen angenommen.
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4.3. Gehor WT und TG21 Mause im Alter von 5 Monaten vs. 11 Monaten

In der Grafik 3 sind die ermittelten Horschwellen der 5 Monate alten Tiere und der gealterten,
11 Monate alten Tiere in einer Grafik ersichtlich. Die roten Horkurven zeigen wie in den vo-
rangehenden Grafiken die Horschwellenwerte der WT Mausen und die blauen Horkurven die
Hoérschwellenwerte der TG21 Mausen. Die Durchschnittswerte der ermittelten Hérschwellen
jeder Maus sind in dB SPL unter der jeweiligen Frequenz eingetragen, zur besseren Uber-
sichtlichkeit ohne die dazugehérigen Standardabweichungen. Die Werte der gealterten, 11
Monate alten Tiere sind als Funktion mit diinner Linie aufgezeichnet und die der 5 Monate
alten Tiere als Funktion mit dicker Linie.

In der Grafik 4 ist mithilfe von hellblauen Balken, der absolute Hérschwellenunterschied in dB
der jungen vs. gealterten WT Méause zur jeweiligen Frequenz dargestellt. Mithilfe von roten
Balken ist dasselbe fir die Horschwellenunterschiede der jungen vs. gealterten TG21 Mause
aufgezeigt. Die grinen Balken zeigen die absolute Differenz der Hérschwellenwerte der jun-
gen WT Mause vs. jungen TG21 Mause in dB zur jeweiligen Frequenz. Die Differenz der
Hoérschwellen der gealterten TG21 Mausen und den WT Mausen sind mithilfe von dunkel-
blauen Balken dargestellt, bei 50-80kHz konnte keine genaue Differenz festgelegt werden
bei fehlenden absoluten Horschwellen der gealterten WT Mausen.
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o \ /"
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Legende zu Grafik 3: Horschwellenwerte der TG21 Mause in roter Farbe und WT Mause in blau als
Horkurvenfunktion der einzelnen Frequenzen. Die dicke Linie steht fur die jungen Tieren und die din-
ne Linie zeigt die Horkurve der gealterten Tiere (zur besseren Ubersicht ohne Standardabweichung,
siehe Grafik 1 und 2). Bei 50-80kHz konnten die gealterten WT Mause die hdchste Lautstarke des
Geréts nicht wahrhaben.
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Legende zu Grafik 4: Hellblau dargestellt sind die Horschwellenunterschiede der jungen vs. gealterten
WT Mause und in Rot dasselbe fir die TG21 Mause. In Grin sind die Differenzen zwischen den Hor-
schwellen der jungen WT Méuse und TG21 Méause dargestellt. Mithilfe von dunkelblauen Balken darge-
stellt sind die Differenzen zwischen den Horschwellen der gealterten TG21 Mausen und den WT Mausen,
wobei bei 50-80kHz keine genaue Differenz festgelegt werden kann, bei fehlenden absoluten Hérschwel-
len der WT Mausen.
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Die ermittelten Werte der absoluten Hoérschwellen ergaben, dass die gealterten WT Mause
eine Horschwellenverschlechterung zwischen etwa 6dB (bei 1.4kHz) bis zu 49dB (bei
32kHz), gegenlber den Horschwellenwerten im jungen Alter aufwiesen. Die Unterschiede
stiegen dabei mit zunehmender Frequenz. Bei den alten TG21 Tieren zeigte sich im Mittel
keine Verschlechterung bei den Hoérschwellenwerten von 1.4kHz und 80kHz. Bei den restli-
chen Frequenzen zeigte sich eine Verschlechterung der Horschwellenwerte gegeniber den
Werten im jungen Alter von 3dB (bei 2kHz und 4kHz) bis zu 14dB (bei 32 kHz und 64 kHz).
Der absolute Vergleich zwischen den Hoérschwellen der jungen und gealterten WT und TG21
Tieren ergab, dass die Unterschiede der Horschwellenwerte der WT Mausen viel héher aus-
fiel und bis zu 35dB mehr betrugen wie die Unterschiede zwischen den jungen und den geal-
terten TG21 Mausen. Statistisch erweisen sich die Werte der alten WT Tiere als signifikant
schlechter zu allen Frequenzen im Vergleich zu den jungen WT Mausen. Bei 4kHz erwies
sich die Differenz als signifikant schlechter (p < 0.05), bei allen anderen Frequenzen erwies
sich die Differenz sogar als hoch signifikant schlechter (p < 0.01). Bei den TG21 Tieren er-
wies sich die Horschwelle der alten Tieren signifikant schlechter bei allen Frequenzen (p <
0.05) ausser bei den Frequenzen 1.4kHz, 2kHz, 4kHz und 80kHz, hier konnten keine statis-
tisch signifikante Differenz zwischen den Hérschwellenwerte der jungen und alten TG21 Tie-
ren festgestellt werden.
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5. Diskussion

Die Fragestellung war, ob Mause mit einer konstanten Erythropoietin-Uberexpression einen
anderen Verlauf der altersabhangigen Schwerhdorigkeit haben als Wildtypen.

Epo-tberexprimierende Tiere zeigten im Alter [siehe Grafik 2] ein eindeutig besseres Gehor
als die WT Méause bei allen gemessenen Frequenzen. Weiter konnte auch gezeigt werden,
dass die Gehorverschlechterung im Alter bei den WT Mausen viel hdher ausfiel als bei den
Epo-tberexprimierenden Mausen. Der absolute Unterschied zwischen den Hoérschwellen der
jungen Mause und gealterten Mause betrug bei den WT Mausen bis zu Uber 35 dB mehr als
bei den TG21 Mausen [siehe Grafik 3 und Grafik 4].

Die WT Méause und die TG21 Mause unterschieden sich lediglich dadurch, dass die TG21
Tiere Erythropoietin im Gehirn Uberexprimierten. Es fand kein direkter Nachweis von Eryth-
ropoietin im Innenohr der TG21 M&ause statt. Beide Gruppen gehorten zum Mausstamm
C57BL6 und wurden zu denselben standardisierten Konditionen gehalten. Sie wurden taglich
zu denselben Zeiten geprift und waren zu Beginn des Experiments jeweils gleich alt. Die
Umgebung und die Larmbelastungen waren ebenfalls gleich fur alle Mause. Der unterschied-
liche Verlauf der altersabhangigen Schwerhorigkeit beider Gruppen wird daher trotz dem
fehlenden Nachweis am ehesten auf die Epo-Uberexpression der TG21 Mause im Gehirn
zurlckgefihrt. Unsere Untersuchungen legen die Vermutung nahe, dass eine konstante
Epo-Uberexpression einen positiven Effekt auf das alternde Gehér von Mausen bewirkt.

Wir schliessen unter Annahme dieser Vermutung, dass eine konstante Epo-Uberexpression
einen schiitzenden Effekt auf das Gehor austibt, welches die Tiere vor einer altersbedingten
Schwerhdrigkeit schiutzt. Das Gehdr der TG21 Mause verschlechterte sich in unseren Mes-
sungen im Alter maximal um 14dB, dasjenige der WT Mause um mehr als 49dB. Diese Fest-
stellung deckt sich mit den Erkenntnissen aus den Studien von Andreeva et al. 2006, Monge
et al. 2006 und Kaiser et al. 2013 uber den schitzende Effekt von Erythropoietin in vitro.
Weiter ist dies auch einen Hinweis darauf, dass Epo nicht nur intraperitoneal injiziert einen
Effekt auf das Gehdr ausibt, wie z.B. in der Studie von Han et al. 2013, sondern auch durch
eine konstante Uberexpression im Gehirn.

Die WT Mause zeigten im Alter eine Verschlechterung der Horschwelle, die bei hoheren
Frequenzen zunahm. Dies deckt sich mit der typischen Auspragung einer altersbedingten
Schwerhdrigkeit und den Resultaten aus alteren Studien Uber die altersbedingte Schwerh6-
rigkeit der C57BL6 Mause (z.B. Keithley et al. 2004, Hunter et Willott 1987). Eine Screening-
Untersuchung an 80 Mausestammen zeigte, dass die C57BL6 Mause im Alter von 33 Wo-
chen noch normale Schwellen in der ABR-Messung haben und im Alter von 100 Wochen im
Vergleich zu den Kontrolltieren eine 60dB hdhere Horschwelle in der ABR-Messung aufwie-
sen (Zheng et al. 1999).

Die jungen TG21 Mause [siehe Grafik 1] zeigten einen geringfugigen Unterschied in wenigen
Frequenzen im Vergleich zu den Kontrolltieren und eine geringe Abweichung zu den publi-
Zierten Daten von Koay et al. (2002). Auf die Grinde dazu wurde in der vorangehenden
Masterarbeit Wirkung von Erythropoietin auf das Gehdor von adulten transgenen Erythropoie-
tin-Uberexprimierenden Mausen, eingegangen. Zusammenfassend wurde eine protektive
Wirkung von Epo bei nur zwei Frequenzen als unwahrscheinlich angesehen. Eine protektive
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Wirkung ware einerseits nicht nur in zwei Frequenzen zu erwarten und anderseits wirden wir
sie eher in den hoheren Frequenzen erwarten, da die Haarzellen der basalen Windung am
empfindlichsten gegentber toxischen Einwirkungen sind (Lim 1976). Somit wurde der Unter-
schied in zwei Frequenzen als zufallig angesehen. Die Griinde fur eine Abweichung von der
publizierten Hérkurve von Koay et al. (2002) wurde am ehesten mit unterschiedlich geteste-
tem Mausstamm und den etwas jingeren Mausen von Koay et al. erklart.

Die gealterten TG21 Tiere [siehe Grafik 3] zeigten bei den meisten Frequenzen eine Ver-
schlechterung im Alter, die Horschwellen waren signifikant schlechter in allen Frequenzen
ausser 1.4kHz, 2kHz, 4kHz und 80kHz (siehe 4.3. Gehér WT und TG21 Mause im Alter von
11 Monaten vs. 5 Monaten). Die Unterschiede der Hérschwellen der gealterten TG21 Mause
versus der Horschwelle der jungen TG21 Mause nahmen tendenziell bei den hdéheren Fre-
guenzen zu. Etwas atypisch fiir die Auspragung einer altersbedingten Schwerhdrigkeit war,
dass die Horschwelle bei 80kHz gleich blieb. Die Ursache hierfur ist nicht ganz ersichtlich.

Die in dieser Arbeit gewonnen Daten sind Teil einer grosseren Studie, welche noch nicht
publiziert wurde. Es wurden im Rahmen dieser Studie von Dr. med. Arianne Monge Naldi
und Prof. Dr. med. Johannes Vogel mittels objektiver Hirnstammaudiometrie (click BERA)
am anasthesierten Tier Messungen durchgefihrt, am Ende des Versuchs wurde die Cochlea
fixiert und histologisch untersucht [Resultate siehe Anhang].

Die in dieser Arbeit aufgezeigten verhaltensaudiometrischen Befunde konnten mittels Hirn-
stammaudiometrie bestatigt werden. Im Alter von 8 Monaten lag die mittels click BERA ge-
messene Horschwelle bei den TG21 Mausen im Durschnitt bei 25 dB SPL wahrend sie bei
den WT Mausen bei 56dB lag. Es lag damit bereits eine signifikante Verschlechterung vor.
Im Alter von 12 Monaten lag die mittels click BERA gewonnene Horschwelle der TG21 Méau-
se im Durchschnitt bei 41dB, wahrend die Schwelle bei den WT Mausen bereits bei 75dB
lag. Es konnte bei vielen 12 Monate alten WT Mausen auch mit der maximalen Lautstéarke
von 80dB keine Hirnstammpotentiale mehr ausgeltst werden. Die anschliessende histologi-
sche Untersuchung der Cochlea ergab bei den WT Tieren einen altersbedingten Verlust der
Spiralganglionneurone und der dusseren Haarzellen im Cortischen Organ. Die histologische
Untersuchung der Cochlea der TG21 Mause zeigte signifikant mehr Spiralganglienzellen und
aussere Haarzellen. Diese Unterschiede waren am deutlichsten in der basalen Windung,
tonotopisch den héheren Frequenzen entsprechend. Diese Befunde stellen somit das mor-
phologische Korrelat der unterschiedlichen Hérschwellen von TG21 und WT Mause dar.

Es konnten aber auch weitere Faktoren auf das Resultat der Verhaltensaudiometrie einen
Einfluss gehabt haben. Es wurde zum Beispiel gezeigt, dass eine Erhéhung des Erythropoie-
tin auch zu einer verbesserten Lernleistung fihrt. In der Arbeit von Hamidi et al. 2013 wurde
an einem Demenzmodell (Streptozotocin intraventricular injiziert) gezeigt, dass Ratten wel-
che Erythropoietin intraperitoneal erhielten, ein besseres raumliches Lernen und ein besse-
res Gedachtnis zeigten. In anderen Studien mit Epo-behandelten Ratten und Mause wurde
ebenfalls ein steigernder Effekt des Epo auf die kognitive Leistungsfahigkeit der Tiere nach-
gewiesen. Eventuell kénnte dies auch flr die Erythropoietin Uberexprimierenden TG21 Mau-
se zutreffen (EI-Kordi, Radyushkin und Ehrenreich 2009, Mala et al. 2005).

Ob eine erhohte kognitive Leistung und die bessere Voraussetzungen fiir die operante Kon-
ditionierung auch einen Effekt auf die bessere Gehdorleistung der TG21 Tiere hatten, ist nicht
sicher beurteilbar. Es wurde wahrend dem Versuch die Beobachtung gemacht, dass die al-
ten TG21 Méause sich tendenziell schneller wieder in der Versuchsumgebung zurechtfanden.
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Ebenso ist in der Studie von Yu et al. 2011 gezeigt worden, dass der altersbedingte Horver-
lust durch eine Degeneration von Synapsen im Hippocampus von C57BL6-Mausen begleitet
wird. Es wurde im Alter bei allen M&usen dieser Studie eine generelles Nachlasen der Kogni-
tion und der Performance nachgewiesen. Beim Mausstamm C57BL6 war dies jedoch im Al-
ter von 11 Monaten schwerwiegender, sie zeigten eine deutlich schlechtere Leistung als im
jungen Alter. Ob das Alter und die stammspezifische Synapsen Degeneration im Bereich des
Hippocampus zu schlechteren Testbedingungen fiihrte im Rahmen der operanten Konditio-
nierung, ist moglich, die gealterten WT Tiere zeigten jeweils grosse Standardabweichungen.
Eventuell hat das Erythropoietin die TG21 Mause auch vor dieser Degeneration partiell zu
schutzen vermocht, die TG21 Tiere zeigten im Alter keine starke Streuung der Leistung und
Zunahme der Standardabweichungen, wie es bei den WT Mausen beobachtete wurde.

Zusammenfassend mogen viele Effekte einen Einfluss auf unser Resultat gehabt haben, die
Resultate legen jedoch nahe, dass eine konstante Epo-Uberexpression zu einem deutlich
positiven Effekt auf das alternde Gehdr von Mausen beitrdgt. Es wurde mit dieser Arbeit
erstmalig aufgezeigt, dass ein langfristig erhohter Erythropoietinspiegel sich positiv auf die
auditive Funktion von Mausen auswirkt.

Vorausblickend werden Erythropoietin und dessen Rezeptor weiterhin ein interessantes und
vielversprechendes Thema von kiinftigen Studiendesigns sein. Die genauen Wirkungsme-
chanismen und die mdglichen therapeutischen Nutzen, in unserem Fall in Bezug auf die al-
tersbedingte Schwerhdorigkeit, bleibt ein noch weiter zu erforschendes Gebiet, nicht zuletzt
wegen der beschriebenen zunehmenden Pravalenz in der Bevolkerung (Reiss 2009). In An-
betracht der erwahnten Arbeiten und Resultaten, sowie unseren Erkenntnissen, kann von
einem positiven Effekt von Erythropoietin auf die auditive Funktion ausgegangen werden und
Zu weiteren Studien geraten werden.
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[2] Bild von der Versuchsapparatur:
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[3] Eine Auswahl von leistungsabhangigen Horschwellenbestimmungen:
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Auditory braistem responses (ABR) obtained with click stimulus separately for each ear in mice
at an age of 8§ months and 12 months. Each dot represents the threshold of a single ear. Compared
to wt mice click thresholds were significantly lower in tg21 mice at the age of 8 as well as 12

months. N = 6, Means 5D, * = p=0.05.
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A) Histology of the spiral ganglions (arrows) of 11 months old wt (/gff) and tg21 mice (right).
Spiral ganglion neuron density is considerably reduced in the wt mouse but preserved in the tg21
mouse despite being of the same age. Open arrows point to the apex, bar: 100pm.

B) Quantification of spiral ganglion neuron (SGN) loss in 11 months old wt (black bars) and tg21
(open bars) mice. SGN loss is more pronounced in the basal turn of the cochlea, the location of
high frequencies. Means £SD. * = p<0.05).
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A) Histology of the organ of Corti (arrows & insets) in the basal turn of 11 months old wt (leff)
and tg21 mice (righf). Wt mice lack outer hair cells in the basal turn, the location of high
frequencies, while the organ of Corti were quite well preserved in tg21 mice.

B) Number of inner hair cells (IHC) and outer hair cells (AHC) was counted by analyzing each
organ of Corti (OC) of the whole cochlea. Aged tg21 mice have more outer hair cells in the whole
cochlea when compared to wt mice. Means. * = p<0.05
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