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1. Zusammenfassung

Das Ziel dieser Masterarbeit war die Etablierung der Verhaltensaudiometrie- einer
Methode zur Gehdrsbestimmung bei Mausen- um die Wirkung einer konstanten
neuronalen Erythropoietin (Epo)-Uberexpression auf das Horvermoégen von Mausen
zu untersuchen.

Es wurden 6 wildtyp Kontrollmause und 7 transgene Mause (TG21) des C57BL6
Stamms im Alter von 80-142 Tage verwendet. Die TG21 Mause hatten eine
neuronale Epo-Uberexpression mit einem 4-fach erhéhten Epo-Spiegel im Gehirn,
bei jedoch normalem Epo-Spiegel im Plasma. Mittels der Verhaltensaudiometrie
wurden die Horschwellen fur die Frequenzen 1.4, 2, 3, 4, 8, 16, 32, 50, 64 und 80
kHz nach dem Standardverfahren der konditionierten Unterdriickung von Heffner et
al. (2006) eruiert. Die Mause wurden darauf konditioniert, mit dem Trinken aus einem
Wasserspender zu stoppen sobald ein Ton zu héren war um den nachfolgenden
Stromschlag zu vermeiden. Die Versuche wurden in einer schalldichten Box mit
einem gerauschtransparenten Testkafig im Innern und daran befestigtem
Wasserspender durchgefihrt.

Die Auswertung der Resultate ergab im Mittel Uber alle Frequenzen keine
signifikanten Unterschiede in den Horschwellen beider Gruppen. Einzige Ausnahme
waren die Frequenzen 16 kHz und 50 kHz. Bei diesen Frequenzen waren die
Horschwellen der TG21 Mause signifikant besser. Im Vergleich zu den publizierten
Werten von Koay et al. (2002) zeigten unsere Mause vergleichbare Horkurven. Die
Horschwellen unserer Mause waren jedoch bei allen Frequenzen schlechter.

Als Schluss folgern wir, dass bei den adulten TG21 Méausen die erhéhte Epo-
Konzentration im Gehirn keine Auswirkung auf das Horvermégen im Vergleich zu
den wild type Mausen hat. Die Unterschiede bei 16 kHz und 50 kHz interpretieren wir
als zufallig durch eine Verbesserung der Vorgehensweise bei der Handhabung der
Mause und der Pruferfahigkeiten und —fertigkeiten. Die Methode der
Verhaltensaudiometrie nach Heffner et al. (2006) konnte mit dieser Arbeit etabliert
werden.

Diese Masterarbeit stellt einen ersten Teil eines Projekts dar, welches die Wirkung
von Epo auf den altersbedingten Horverlust bei Mausen untersucht. Dies wird im

Rahmen einer weiterfihrenden Dissertation durchgefliihrt werden.



2. Einleitung
2.1. Das Gehor

Physiologie des Horens

Abb.1 Anatomie des Hérorgans Ansicht von vorne nach Abtragung der ventralen Wand des
ausseren Gehdrgangs sowie der ventralen Wand des Mittelohrs. Das Innenohr ist in Projektion auf die
Felsenbeinoberflache blau dargestellt (modifiziert nach Drenckhahn & Zenker 2004)

1 - 7 Ausseres Ohr: 1 Ohrmuschel (Auricula) mit 2 Helix, 3 Anthelix, 4 Antitragus, 5 Porus acusticus
externus 6 Ohrlappchen (Lobulus auriculae), 7 ausserer Gehdrgang (Meatus acusticus externus)

8 - 16 Mittelohr: 8 Trommelfell, 9 Paukenhohle (Cavum tympani) mit 10 Recessus epitympanicus.
11 - 14 Gehorkndchelchenkette, 11 Hammer mit 12 Hammegriff (Manubrium malle), 13 Amboss
(Incus), 14 Steigblgel (Stapes), 15 Tuba auditiva, 16 M. tensor tympani, dessen Sehne an (12)
Manubrium mallei ansetzt.

17 - 19 Innenohr: Das in der 17 Felsenbeinpyramide gelegene Innenohr gliedert sich in zwei

Anteile: 18 kochlearer Anteil, 19 vestibularer Anteil.

Das Ohr des Menschen besteht aus dem Aussenohr, dem Mittelohr und dem
Innenohr. Diese bilden das periphere auditive System. Die Hérbahnen, die im
Stammbhirn liegenden auditiven Reizverarbeitungszentren sowie die Horrinde bilden

das zentrale auditive System.

Zum ausseren Ohr gehéren die Ohrmuschel und der aussere Gehoérgang [Abb.1, 1-

7]. Das Aussenohr hat vor allem eine Schutzfunktion und bewirkt eine Verstarkung



der Schallwellen - hauptsachlich durch die Resonanzbildung des ausseren

Gehdrgangs - im mittleren bis hohen Frequenzbereich.

Das Mittelohr besteht aus dem Trommelfell, der Paukenhthle mit den
Gehorkndchelchen Hammer (Malleus), Amboss (Incus) und Steigbiigel (Stapes) und
der Ohrtrompete (Tuba auditiva), durch welche die Paukenhdhle mit dem Rachen
verbunden ist [Abb.1, 8-16]. Das Mittelohr dient der moglichst verlustarmen
Schalltberleitung von der Luft auf die flissige Perilymphe im Innenohr. Die
Schalliibertragung der Gehdrkndchelchen wird durch die beiden Mittelohrmuskeln
Musculus tensor tympani und Musculus stapedius, die mit ihnren Sehnen durch die
Paukenhdhle verlaufen, moduliert. Weiter ist das Mittelohr zusténdig fur den
Ausgleich des statischen Luftdruckes, der je nach Wetter- und Hohen&nderungen

variiert.

Das Innenohr ist der eigentliche Ort der Sinneswahrnehmung, bestehend aus der
Schnecke (Cochlea), welche das Hororgan mit den Schallrezeptoren enthalt, dem
Hornerv und dem Vestibularorgan [Abb.1, 17-19]. Das Vestibularorgan besteht aus
dem Sacculus, dem Utrikulus und den drei Bogengéangen. Das Vestibularorgan ist
das Gleichgewichtsorgan des Kdrpers und vor allem fur die Lage- und
Beschleunigungswahrnehmung des Kopfes zustandig. Das Innenohr lasst sich in ein
knéchernes und ein membrandses Labyrinth unterteilen. Das membrantse oder
auch sogenannte hautige Labyrinth befindet sich innerhalb des knéchernen
Labyrinths und ist mit Endolymphe geftllt. Der Raum zwischen knéchernem und
hautigem Labyrinth ist mit Perilymphe gefillt (Schén 2004, Drenckhahn & Zenker
2004).
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Abb. 2: Querschnitt der Cochlea mit Bewegungsrichtung der Wanderwelle (Schén 2004)

Die Cochlea bildet einen etwa 30mm langen Kanal und umfasst zweieinhalb
Windungen. Sie enthalt die mit Perilymphe geflllten Gange Scala tympani und Scala
vestibuli [siehe Abb.2]. Ein Gang (Scala vestibuli) ist mit dem Vestibulum und dem
ovale Fenster verbunden. Hier wird der Schalldruck aufgenommen und bis zur Spitze
der Cochlea, dem Helicotrema geleitet. Danach fuhrt eine scharfe Wende in den
entgegenlaufenden Gang (Scala tympani). Die Scala tympani grenzt an das runde
Fenster des Innenohrs. Diese beiden Génge sind miteinander offen verbunden. Die
dazwischen gelegene Scala media ist mit Endolymphe gefullt. Abgetrennt wird die
Scala media zur Scala vestibuli durch die Reissner-Membran und zur Scala tympani
durch die Basilarmembran. Diese enthélt das Corti-Organ mit den ca.16‘000 als
Haarzellen bezeichneten Sinneszellen. Bei Bewegung der Perilypmhe im Innenohr
werden gleichzeitig auch die Reissner-Membran und die Basilarmembran in
Schwingung versetzt. Dies fuhrt zu einer Auslenkung der Sinneshaare (Stereozilien)
der ausseren Haarzellen, da diese mit der Tektorialmembran in direktem Kontakt
stehen. Die dusseren Haarzellen verstarken das Schallsignal durch eine
Langenanderung, welche die lokalen Bewegungen im Corti-Organ bis zu 1000-fach
verstarken. Das so verstarkte Schallsignal stimuliert die inneren Haarzellen, die das
eigentliche sensorische Signal produzieren. Die Sinneszellen sind mit zahlreichen

Nervenfasern an das in der Schneckenachse liegende Ganglion spirale gekoppelt.



Die axonalen Fortsatze des Ganglion spirale biindeln sich zum kochlearen Anteil des
VIII. Hirnnervs. Dieser leitet die Horinformation via verschiedene Kerngebiete des
Hirnstammes zu den unteren Htigeln der Vierhtgelplatte des Mittelhirns und dem
Corpus geniculatum mediale des Thalamus. Von hier verlauft die Horstrahlung zur
primaren Horrinde (Gyri temporales transversi im Schlafenlappen) und zur
sekundaren Horrinde in der oberen Schlafenwindung (Klinke, Pape, Silbernagl 2005,
Trepel 2008).

(sog. cochleare Trennwand)

Scala tympani {Perilymphe)
. Scala media {Endolymphe)
Scala veatibuli (Peritymphe)

Tuba Eustachii

duBeres Ohr Mittelohr Innenohr

Abb.3: Mittelohr und Innenohr. Um die Skalen besser darstellen zu kénnen, ist die Cochlea auf dem
Bild entrollt (Klinke et al. 2005).

Tonotopie der Cochlea

Tone hoher Frequenzen werden an der Basis der Cochlea wahrgenommen, solche
tieferer Frequenzen nahe dem Helikotrema (Schneckenspitze). Der Steigbiigel setzt
am ovalen Fenster die Perilymphe der Scala vestibuli in Schwingung. Es entsteht
eine Druckdifferenz zwischen der Scala vestibuli und tympani, die auf der
Basilarmembran eine Wanderwelle hervorruft. Diese lauft von der Schneckenbasis

zur Schneckenspitze und zeigt an einer bestimmten Stelle eine maximale Amplitude



[siehe Abb.2 und Abb.3]. Welcher Ort auf der Basilarmembran die maximale
Amplitude aufweist ist abhangig von der Frequenz des Schalls. Jede Frequenz hat
einen zugeordneten Ort auf der Basilarmembran. Dies hat mit dem Aufbau der
Basilarmembran zu tun. Nahe der Schneckenbasis ist sie relativ dick und steif und
zeigt erst bei hohen Frequenzen eine Resonanz. Im weiteren Verlauf wird die
Basilarmembran dinner und schlaffer und sie reagiert so zunehmend auf Téne mit
tieferen Frequenzen. Die Horbahn hélt die tonotopische Gliederung der Cochlea bei,
was die Grundlage des Erkennens von Ténen unterschiedlicher Frequenz bildet
(Klinke et al. 2005, Schon 2004).

Physik des Schalls

Schwingungsenergien werden von einem schwingenden Kérper wie einer Gitarre in
Form von Schall Gber Luft und anderen Medien weitergeleitet. Durch das Schwingen
der schallabstrahlenden Flache (die Gitarrenseite in diesem Beispiel) werden
wellenférmige Zonen von Uber- respektive Unterdruck erzeugt. Die Molekiile des
Mediums werden durch die Schwingungen verdichtet, respektive verdinnt. Dieser
Wechseldruck wird Schalldruck genannt. Schalldriicke werden mithilfe von
Mikrofonen gemessen und in Pascal (1 Pa=1 N-m'z) angegeben. In der Akustik wird
jedoch der Schalldruckpegel in Dezibel (dB) angegeben. Das Dezibel wurde zuerst
als Dampfungsmass fir die Ubertragende Schallleistung in der Telefonie
angewendet. Es wird auch heute vor allem fur im Verhaltnis stehende gleichartige
Leistungs- und Energiegréssen angewendet. Es ergeben sich im Gegensatz zum
Pascal leichter fassbare Zahlenwerte (Maue, Hoffmann & von Lupke 2003). Es
handelt sich beim Dezibel um ein Verhaltnismass zu einem festgelegten
Bezugsschalldruck po = 2 - 10™ Pascal. Man dachte frither, dass dies der
Schalldruck, welcher die Horschwelle des menschlichen Gehdors bei der Frequenz
von 1kHz bildet, sei. Obwohl dies nicht ganz stimmte, hat man den Bezugspunkt po
beibehalten. Laut Definition wird der Schallpegel wie folgt berechnet:

L = 20, log 2% [dB]
Po

Wobei px derjenige Schalldruck ist, dessen Pegel L man berechnen méchte. Py und
powerden in Pascal angegeben.


http://de.wikipedia.org/wiki/Newton_%28Einheit%29
http://de.wikipedia.org/wiki/Quadratmeter

Die Dezibel Funktion beschreibt somit keine lineare, sondern eine logarithmische
Kurve. Das heisst, wenn der Schallpegel L von zum Beispiel 40dB (leises Gesprach)
auf 80dB (normales Gesprach) verdoppelt wird, nimmt der Schalldruck um das
Zehnfache von 100 auf 1°‘000 Pascal zu. Es gibt in der Physik auch dB-Skalen in
anderen technischen Bereichen. Die Werte des Schalldruckpegels werden daher oft
als dB SPL fur Dezibel Sound Pressure Level angegeben. Die wahrgenommene
Lautstérke eines Schalls ist abhangig von seinem Schalldruckpegel und seiner
Frequenz. Die Frequenz eines Tones ist bestimmt durch die Schwingungsfrequenz
des schwingenden Kdrpers und wird in Hertz (Hz), also Schwingungen pro Sekunde,
angegeben. Definitionsgemass enthalt ein Ton im Gegensatz zu einem Klang oder

bei einem Gerausch nur eine Frequenz (Klinke et al. 2005).

2.2. Unterschiede zum Gehdr der Maus
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Abb.4 Hérbereich des Menschen. In grin ist die normale Horschwelle gekennzeichnet. In gelb die
Unbehaglichkeitsschwelle und in rot ist die Schmerzgrenze des menschlichen Gehdrs markiert.
Isophonen sind Kurven gleicher subjektiver Lautstarke (vom Menschen als gleich laut empfunden), die
Kurven fir Dezibel und Phon stimmen nur bei 1°000 Hertz Gberein, oberhalb und unterhalb dieser

Frequenz weichen sie voneinander ab (Behrbohm et al. 2009).



Beim Menschen liegt der normale Horbereich eines jungen Erwachsenen zwischen
20 Hz und 16 kHz (siehe Abb.4). Kinder kénnen noch Toéne oberhalb 16 kHz horen,
im Alter nimmt die Empfindlichkeit gegeniiber hohen Ténen jedoch ab. Die grésste
Empfindlichkeit besitzt das menschliche Gehér im Bereich 2-5 kHz (Behrbohm et al.
2009, Klinke et al. 2006). Das Gehor der Maus zeigt viele Ahnlichkeiten zum
Menschen. Daher wird die Maus sehr haufig als Tiermodell fur in vivo Studien
verwendet. Unterschiede zeigen sich zum Beispiel in der Cochlea, die bei der Maus
nur aus 1% bis 2 Windungen besteht (Keithley, Canto, Zheng, Fischel-Ghodsian &
Johnson 2004). Ausserdem hat die Maus ein anderes Horspektrum als der Mensch.
Es reicht von 2.3 kHz bis 85.5 kHz (H. Heffner & R. Heffner 2007). Die héheren

Frequenzen (Ultraschall) sind fir den Menschen nicht mehr hérbar.

2.3. Methoden fir die Hormessung

Die Arten der Hormessung kénnen in subjektive, von den Aussagen des Patienten
abhéangige, und in objektive, von der Aussage des Patienten unabhangige, Methoden

eingeteilt werden.
Subjektive Methoden

Stimmgabelprifung: Sie dient zur Uberpriifung der Knochen- und Luftleitung und
erlaubt eine orientierende Unterscheidung von Hoérschaden in Mittelohrschaden
(Schalleitungsstorungen) gegeniber Innenohrschaden und retrocochledren Schaden
(Schallempfindungsstorungen). In der Regel werden al-(440Hz) oder c2-(512Hz)
Stimmgabeln benutzt. Beim Rinne-Versuch wird das Knochenleitungshdren
gegenuber dem Luftleitungshéren am gleichen Ohr verglichen, wahrend beim Weber-

Versuch die Knochenleitungen beider Seiten gleichzeitig verglichen werden.

Horweitenbestimmung: Als orientierende Horprufung wird das Sprachverstandnis in
einem Abstand von mindestens 6 Meter geprift. Es werden viersilbige Zahlworter in
normaler Lautstarke zur Prifung tiefer und mittlerer Frequenzen und Flistersprache
fur hohe Frequenzen geprift. Normalhérige sollten dabei sowohl normal

gesprochene, wie auch gefliusterte Zahlenwoérter verstanden werden kénnen.
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Tonaudiometrie: Die Horschwelle wird mit Hilfe eines Audiometers grundsatzlich in
Luft- und Knochenleitung bestimmt. Das Audiometer erzeugt elektrische
Wechselstrome verschiedenster Frequenzen und Intensitaten. Die Wechselstrome
sind mit Luftschall- und Knochenschallhdrer verknipft und erzeugen einen reinen
und von Oberwellen freien Ton. Bei der audiometrischen Prifung bezieht man sich
auf die menschliche Horschwelle bei 1°‘000 Hz. Ein horbarer 1°000 Hz-Ton hat bei
einem hérgesunden Jugendlichen durchschnittlich einen Schalldruck von 2:10™ Pa.
Dies bildet den Bezugspunkt fir die physikalische Bemessung der Hérschwelle in dB

SPL (sound pressure level).

In der Audiometrie wird jedoch haufiger die relative Horschwelle dB HL (hearing
level) gebraucht. Hier wird von einer flach verlaufenden Nulllinie ausgegangen (siehe
Abb. 5). Der physikalische Schalldruck, d.h. das frequenzabhangige Minimum
audible wird demnach vernachlassigt. Als Nullkurve wird stattdessen das jeweils vom
Menschen gerade noch Horbare verwendet. 0 dB von 250 Hz bis 8 kHz gilt dabei als
,durchschnittlich“ normal hérend. Uberpriift wird meist der Sprachbereich (100 bis
10000 Hz). Téne unterhalb 125 Hz sind schwierig in gentigender Obertonfreiheit und
Lautstarke zu erzeugen. Die Audiometer enthalten daher im Allgemeinen eine

Tonreihe von 125 Hz aufwarts.

0,125 05 1 6 810kHz 0,125 05 1 2346 810kHz
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Abb. 5: dB HL Tonaudiogramm fur Knochenleitung und Luftleitung bei Normalhérigkeit fur
rechts und links. Die horizontale Achse beschreibt die Frequenz in kHz in einer logarithmischen
Skala. Die vertikale Achse stellt eine dB HL Skala dar (Ganzer & Arnold 2005).
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Mit der Grundfrequenz C (cirka 125 Hz) beginnend ergeben sich als Testfrequenzen
meist 125, 250, 500, 1°000, 2’000, 4’000, 6'000 und 8’000 Hz. Die Oktavenabstande
nehmen bei den hoheren Frequenzen in Hz immer mehr zu. Daher werden hier nur
noch Halboktaven statt ganze Oktaven als Abstande flr die Testfrequenzen gewahlt.
Uber Knochenleitung werden meist die Frequenzen zwischen 250 und 4000 Hz

gepruft.

Sprachaudiometrie: Um die Gesamtleistung des auditorischen Systems zu
beurteilen wird haufig die Sprachaudiometrie benitzt. Sie ist auch fir die Anpassung
von Horgeraten wichtig. Hier werden tber ein Tonband genormte Warter und leicht
verstandliche Zahlen abgespielt und deren Verstandnis monoaural tber Kopfhdrer
oder binaural Gber Lautsprecher geprift. Bei dieser Methode wird vor allem das

Sprachverstandnis geprift.

Reaktionsaudiometrie: Die Verhaltensaudiometrie beinhaltet eine Stimulation mit
Tonen oder Gerauschen von einem definierten Schallpegel. Andere optische und
vibrotaktile Reize werden ausgeschlossen. Diese Methode wird vor allem bei
Kleinkindern verwendet um ihr Verhalten als Reaktion auf bestimmte Gerausche wie
z.B. die Zuwendungsreaktion eines Sauglings oder Kleinkinds auf einen akustischen
Reiz zu beobachten. Mithilfe der konditionierten Zuwendungsreaktion kdnnen bei
Kleinkindern ab etwa dem 6. Lebensmonat auch audiometrische
Schwellenmessungen vorgenommen werden. Die Reaktion des Kindes auf einen
akustischen Reiz wird konditioniert indem es mit einem bewegten Spielzeug nach
Erklingen eines Tons ,belohnt” wird. Eine ahnliche Technik kann bei der subjektiven
Gehdorprifung einiger Tiere verwendet werden (Ganzer & Arnold 2005, Probst,
Grevers & Iro 2004).
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Objektive Methoden

Trommelfellimpedanzmessungen und Stapediusreflexe: Bei der Tympanometrie
werden die Amplitude und die Phase des vom Trommelfell reflektierten Schallanteils
gemessen. Im luftdicht abgeschlossenen dusseren Gehdrgang wird die Compliance
des Trommelfells bei Druck&nderung von +300 bis -400 mmWs (Wasserséaule)
gemessen. Dies im Gegensatz zur Stapediusreflex-Messung, bei der die
Veranderung am Trommelfellwiderstand infolge Kontraktion des Musculus stapedius
gemessen wird. Letzteres wird durch ipsilaterale und kontralaterale Beschallung
erreicht, da die Musculi stapedii physiologischerweise bei grossen Lautstarken
kontrahieren. Es kommt so zu einer Versteifung der Gehdrkndchelchenkette,
wodurch die Beweglichkeit des Trommelfells reduziert wird. Normalerweise liegt die
Stapediusreflex-Schwelle bei 80-90 dB HL. Der Stapediusreflex kann bei einem
Paukenerguss fehlen. Es kbnnen aber auch andere Ursachen z.B. eine Otosklerose
oder eine retrocochleare Schwerhdrigkeit beim Fehlen eines Stapediusreflexes
vorliegen (Klinke et al. 2005, Ganzer & Arnold 2005).

OAE (otoakustische Emissionen): Otoakustische Emissionen sind
Schallaussendungen des Innenohres, die spontan vorhanden sein kdnnen oder
evoziert, d.h. durch akustische Reize erzwungen werden. Die ausseren Haarzellen
wirken dabei als mechanische Verstarker. Dieses Begleitphdnomen des Horvorgangs
ermoglicht eine nichtinvasive Diagnostik der Schallverarbeitung auf Ebene der
ausseren Haarzellen. Bei einer Dysfunktion dieser Haarzellen nehmen die
Trennscharfe und die Empfindlichkeit des Gehdérs ab, da der aktive
Verstarkungsprozess ausfallt und die Basilarmembran ein passives, lineares
Verhalten annimmt.

Bei den unterschiedlichen Formen der OAE unterscheidet man zwischen spontanen
otoakustischen Emissionen (SOAE), welche ohne Einwirkung eines akustischen
Reizes emittiert werden und evozierten otoakustischen Emissionen, die als Antwort
auf ein Schallereigniss entstehen. Diese werden weiter in transitorisch evozierte
otoakustische Emissionen (TEOAE), simultan evozierte otoakustische Emissionen
(SEOAE) und Distorsionsprodukte otoakustischer Emissionen (DPOAE) unterteilt.
Die Messung geschieht jeweils mit Sonden, die mit dem &usseren Gehdrgang einen
dichten Abschluss bilden. Zur Registrierung von Emissionen bedarf es

13



hochempfindlicher und rauscharmer Mikrofone und einer Minimierung des Signal-

Storabstandes. Die OAEs sind sehr stdranfallig fir Schalleitungsstérungen, da sich
sowohl der auslosende Reiz, wie auch die nach aussen fortgeleitete Emission tber
das Mittelohr fortbewegen. So kénnen bei einem Schallleitungshoérverlust von Uber

30 dB in der Regel keine TEOAE mehr gemessen werden.

TEOAE: Bei einer breitbandigen Anregung entstehen Wanderwellen entlang der
gesamten Basilarmembran. Die dusseren Haarzellen erzeugen dabei Schwingungen,
die je nach ihrem Standort in der Cochlea unterschiedliche Antworten auslosen.
Diese Stossantworten sind von unterschiedlicher Frequenz und Dauer. Die Summe
aller Stossantworten sind die TEOAE. Dabei kbnnen die TEOAE-Komponenten je
nach Frequenz unterteilt werden. Die hohen Frequenzen entspringen dem basalen
Teil der Cochlea und je tiefer die Frequenzen desto apikaler entspringen sie. Ist die
Haarzellenfunktion in einem bestimmten Cochlea-Abschnitt gestort, so fehlt hier das
entsprechende Schallsignal. Der Vorteil dieser Methode ist, dass mit einem Reiz
nahezu alle Haarzellen angestossen werden und ihre Kontraktionsféahigkeit in einem
Messvorgang beurteilt werden kann. Die mit Klicks evozierbaren TEOAEs umfassen
bei normalhdérenden Menschen Frequenzen zwischen circa 600 Hz und 5 kHz. Eine
direkte Aussage Uber frequenzspezifische Stérungen lasst sich jedoch nicht machen,
da durch die Filterwirkung der Cochlea Phasenanderungen auftreten und auf dem
Weg nach aussen einzelne Signalkomponenten ausgeloscht werden. Die TEOAEs
haben sich heute vor allem in der Diagnostik der frihkindlichen Horstérungen als

gute Screening Methode erwiesen.

SEOAE: Diese Form der Diagnostik erfasst Emissionen, welche die gleiche Frequenz
haben wie der Sinuston, der die Emission ausloste. Hier Gberlagern sich Schallreiz

und Emission. Die SEOAESs haben in der Klinik keine gréssere Verwendung.

DPOAE: Als Distorsionsprodukt bezeichnet man hier einen Kombinationston
(=Mischprodukt), der bei gleichzeitigem Ertdnen von zwei verschiedenen
Tonfrequenzen subjektiv wahrgenommen wird. Diese Kombinationstbne entstehen
als Folge der nicht linear ablaufenden Schallverarbeitung des Corti-Organs. Die
beiden Primartdne fihren zu einer Wanderwelle der Basilarmembran mit zwei nahe
bei einander liegenden Ausbauchungen. Der Uberlappungsbereich der

Ausbauchungen der einzelnen Primarténe wird von beiden Primarténen erfasst und

14



I6st infolge der nichtlinearen Ubertragung eine zusatzliche Schwingung aus, welche
sich dann uber die Innenohrflissigkeit als Dichtewelle, oder auf der Basilarmembran
als Wanderwelle, retrograd nach aussen fortsetzt. Diese Schwingung kann im
ausseren Gehorgang als DPOAE gemessen werden. Bei hohen Priméartonpegeln
kénnen DPOAESs im Frequenzbereich zwischen 500 Hz und 8 kHz ermittelt werden.
Entscheidend fur die Grosse des Uberlappungsbereichs der beiden Wanderwellen
sind das Frequenzverhaltnis, der Schallpegel und der Pegelunterschied der
Primartone. Die DPOAESs sind wegen ihrer héheren Sensitivitat und
Frequenzspezifitat besser als die TEOAESs zur Verlaufskontrolle bei Verabreichung
von ototoxischen Medikamenten und zur Objektivierung von HoOrstdrungen geeignet
(Lehnhardt & Laszig 2001).

BERA: Das Verfahren der Hirnstammaudiometrie wird auch Brainstem Evoked
Response Audiometry (BERA) genannt. Durch Schallreize wird in der zentralen
Horbahn eine neurale Aktivitat ausgeldst, deren Summe mittels eines
Elektroenzephalogramms (EEG) durch Summierung und Heraushebung aus der
unspezifischen Hirnaktivitat, abgeleitet wird. Es gelingt so eine Topodiagnostik. Die
BERA erfasst die friihen akustisch evozierten Potentiale. Als Reiz werden z.B. Klicks
von kurzer Dauer mit breitem Frequenzspektrum eingesetzt. Die Ableitung geschieht
zwischen Mastoid und Scheitel (siehe Abb. 6). Diese Methode wird vor allem zur
objektiven Diagnostik bei friihkindlichen Horstérungen und bei retrocochleédren

Schwerhorigkeitsursachen verwendet (Klinke et al. 2005, Ganzer & Arnold 2005).
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Schallreiz @ .
kurzer Tan: Differenzverstirker
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Abb. 6 Schematische Darstellung einer Hirnstammaudiometrie (BERA). Die evozierten Potenziale

(rot) addieren sich, wahrend die spontane EEG-Aktivitat nach Summation der Antworten auf 1'000

Reize (schwarz) gegen 0 geht (Klinke et al. 2005).
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2.4. Erythropoietin

Erythropoietin (Epo) ist ein Glykoproteinhormon, welches vor allem in den renalen
peritubularen Fibroblasten der Niere produziert wird. Epo ist der Hauptregulator der
Proliferation und Differenzierung von Erythrozytenvorlauferzellen. Dabei erhdht Epo,
ausgelost durch die Bindung an den Erythropoietin-Rezeptor (Epo-R) unter
hypoxischen Bedingungen, durch antiapoptotische Signalkaskaden die
Erythrozytenzahl (Jelkmann 2004). Mehrere Studien haben gezeigt, dass Epo und
sein Rezeptor in vielen anderen Organen inklusive dem zentralen Nervensystem
vorkommen (Buemi et al. 2003). Der Epo-R wurde im Enthorinalen Cortex, auf
Endothelzellen, Neuronen, Astrozyten und weitere Zelltypen gefunden (Anagnostou
et al. 1994, S. Genc, Koroglu & K. Genc 2004, Maise, Li & Chong 2004, Maise, Li &
Chong 2005). Der Epo-R wurde zudem auch im peripheren Nervensystem auf den
Myelinscheiden der Nervenwurzeln entdeckt (Hassan et al. 2004). Die Effekte von
Epo im zentralen Nervensystem sind auf dessen antiapoptotische, antioxidative,
antiinflammatorische, angiogenetische, neuroprotektive und neurotrophe Wirkung
zurlckzufihren (Rabie & Marti 2008).

Erythropoietin in der Cochlea

Neuere Forschungen zeigten, dass Epo und Epo-R auch im Innenohr 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). In vivo wurde
bis anhin nur der Effekt von Epo an Tieren mit Larm bedingtem Hérverlust getestet.
In der Studie von Fredriksen et al. (2007) erwies sich Epo jedoch nicht als protektiv.
Das Gehor der Epo-behandelten Tiere war sogar schlechter als dasjenige der
Kontrolltiere. Die langfristige Wirkung eines erhdhten Erythropoietinspiegels auf die

auditive Funktion von Mausen wurde bis anhin noch nicht untersucht.

Erythropoietin-tUberexprimierende Mause

Es wurden fir die Arbeit transgene (TG) Mause gewahlt, die aufgrund der

genetischen Veranderung eine konstante Epo-Uberexpression zeigen. Es existieren
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zwei Mauselinen mit einer Epo-Uberexpression, TG6 und TG21. Die Tiere gehoren
zum C57BL6 Stamm. Es sind bereits einige Studien mit diesen transgenen Mausen
durchgefuhrt worden. Eine der ersten Arbeiten entstand um die Auswirkungen von
Stickstoffmonoxid (NO) zur Verhinderung von Gefal3erkrankungen in vivo zu
untersuchen. Dazu wurde eine transgene Mauslinie (TG6) kreiert, welche konstitutiv
humanes Erythropoietin in einer Sauerstoff-unabhangigen Weise tberexprimiert
(Ruschitzka 2000).

Bei diesen Mausen fiihren die konstitutive Erythropoietin-Uberexpression und die
damit verbundene Erh6hung des Hamatokrits jedoch auch zu einer vermehrten
Vasokonstriktion. Ferner kommt es durch einen erhdhten NO-Verbrauch und
anschliessender Erschopfung des NO-Gehalts, sowie durch die Endothelin-
Aktivierung zu einer kardialen Dysfunktion (Ruschitzka 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 Hamodynamik bei den TG6 Mausen war der Hauptgrund fur die Wabhl
von TG21 Méause fur die Arbeit.

Die TG21 Méause zeigen nur erhdhte Epo-Spiegel im Gehirn (4-facher Wert im
Vergleich zu wildtyp Mausen), der Epo-Plasmaspiegel und auch der Hamatokrit

liegen aber in einem normalen Bereich (Wiessner et al. 2001).

2.5. Zielsetzung

Die Fragestellung lautete: Hat eine konstante Epo-Uberexpression einen Effekt auf

das Gehor von Mausen, und falls ja, welchen?

Zur Beantwortung der Fragestellung wurde die Verhaltensaudiometrie von Mausen
am Tierspital Irchel unter der Leitung von Prof. Johannes Vogel etabliert. Die
Erstbeschreibung der Verhaltensaudiometrie bei Mausen erfolgte durch Prof. H.
Heffner, siehe Heffner et al. (2006). Die erhobenen Befunde wurden als Kontrolle mit

der vorpublizierte Hérkurve von Koay et al. (2002) verglichen.
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3. Material und Methoden
3.1. Material

Tiere

Wir arbeiteten mit 7 transgenen Mausen (TG21) und 6 wildtyp (WT) Mausen (Stamm
C57BL6). Genauere Angaben zu den transgenen Mausen kdnnen aus der Einleitung

Kapitel 2.4.2. Erythropoietin-tberexprimierende Mause entnommen werden.

Die Mause wurden von 1) - 7) bzw. 1) - 6), ausgehend von Ihren Kérpermerkmalen
oder Schwanzmarkierungen, nummeriert. Die Tiere waren zu Beginn der Versuche
80 bis 142 Tage alt und wurden in einer standardisierten Tierhaltung gehalten. Sie
erhielten Trockenfutter ad libitum, Wasser gab es nur wahrend dem taglichen
Training. Die Tiere wurden taglich gewogen. Das Gewicht der Tiere blieb +/- 10%
stabil. Alle Versuche und der Unterhalt der Tiere wurden nach den kantonalen

Richtlinien des Veterindramts Zurich durchgefuhrt und durch dieses genehmigt.

Verhaltensaudiometrie

Der Versuchsaufbau wurde nach der Vorlage von H. Heffner et al. (2006) [siehe Abb.
8] nachgebaut. Die Versuche fanden in einer schallschiitzenden Box statt. Aussen
bestand die Box aus Holz, innen wurde sie mit Styropor und Noppenschaum
ausgekleidet. Ein gerauschtransparenter Testkafig wurde, wie in Abb. 7 in der Mitte
der schalldichten Box montiert. Der Kafig wurde weiter mit einem Wasserspender
(spout) erganzt, welcher mit der Wasserpumpe (syring pump) verbunden war. Eine
Lautsprecheranlage fur reine Tone von 1 bis 100 kHz wurde ebenfalls in der Box
platziert. Bei der Lautsprecheranlage wurde eine Box frontal und zwei seitlich zum
Kopf der Maus installiert. Sie wurden etwa einen Meter vor dem Testké&fig auf einer
Ho6he von 0-15° zum Kopf der Maus platziert [siehe Abb. 8]. Die digital erzeugten
Tone hatten eine Dauer von 400 ms und eine Anstiegs- und Abfallzeit von 10 ms. Die
Ausristung fur die Verhaltenskontrolle und Stromerzeugung wurden ausserhalb der
Box platziert. Das Tier im Testkafig wurde via Videokamera, welche seitlich neben

dem Testkafig platziert wurde, auf dem Monitor verfolgt. Fir die Uberwachung des
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elektrischen Signals sorgte ein Oszilloskop. Weiter wurden auch ein

Spektrumsanalysator, ein Mikrofon-Kalibrator, und ein Verstarker verwendet.

camera tripod
l shock grid

to syringe pump

sponge

Abb. 7: 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 auf einem Drahtgeflecht (shock grid).
Zwischen diesem Drahtgeflecht und dem Boden des Kafigs war ein etwa 2 Millimeter
dicker Schwamm (sponge) platziert. Dieser Schwamm wurde taglich befeuchtet um
einen guten elektrischen Kontakt zu den Fif3en des Tieres zu gewéhrleisten. Die
Wasserpumpe wurde in Funktion gesetzt, wenn ein Kontakt zwischen 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 Ké&fig bewegte und dabei
zufélligerweise an der Wasserrinne ankam. Die Maus konnte folglich nur dann die
Wasserpumpe in Gang setzen und trinken, wenn sie korrekt im Kéfig positioniert war.
Dies war die Voraussetzung daftir, dass sich der Kopf der Maus und folglich auch die

Ohren stets optimal zur Lautsprecheranlage ausgerichtet waren. Ein Stromgenerator
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wurde ausserhalb der Versuchsbox 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 ist, kam es zu einem milden Stromschlag. Es
wurden auch kleine Lichter neben dem Kafig in Hohe der Kamera platziert [siehe
Abb. 8]. Diese produzierten ein helles Licht, welches wahrend dem Schock an- und
nach dem Schock wieder ausging. Die Versuche wurden vom Computer aus

gesteuert und auf dem Monitor verfolgt.

i, AT WP .
R AR s

Abb. 8: Bild der Versuchsapparatur. Der Deckel ist gedffnet. Sichtbar ist die mit Noppenschaum
ausgekleidete schalldichte Box und in der Mitte der gedffnete Testkéfig. Weiter sind auch die Kamera

mit der Lichtquelle und die Lautsprecher sichtbar.
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3.2. Methoden

Um die Horschwelle zu ermitteln wurde ein Standardverfahren zur konditionierten
Unterdrickung 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 Wasserrinne trank wéahrend der Ton erklang, floss Strom in der
Versuchsanleitung und die Maus erhielt einen milden elektrischen Schock.

Die Wasserflasche wurde 24 Stunden bevor das Training anfing aus dem Kaéfig
entfernt und die Mause gewogen. Am ersten Trainingstag wurde die Maus in den
Testkafig gesetzt und durfte ihn 15 bis 20 Minuten lang explorieren und aus der
Wasserrinne trinken. Die Wasserpumpe wurde am Anfang auf eine Flussrate von 20
ml/h eingestellt und in den taglichen Trainings schrittweise reduziert bis die Maus fur
ca. 15 Minuten kontinuierlich am Trinken war. Dies war in der Regel bei einer

Flussrate von 7-10 ml/h.

In einem zweiten Schritt wurde die Maus auf die tonbedingte Trinkunterbrechung
konditioniert. In unregelméafigen Abstanden wurden dazu Tone erzeugt. Diesen
folgte wahrend des Kontakts der Maus mit dem Wasserspender ein milder
elektrischer Schock. Das Tier lernte schnell den Schock zu vermeiden, indem es den
Kontakt mit dem Wasserspender unterbrach und zurtickwich, sobald es einen Ton
horte. Das Versuchsprogramm war so aufgebaut, dass jeder Versuch zur
Bestimmung einer Horschwelle aus mehreren Teilversuchen oder Trials bestand.
Diese Trials waren je 2 Sekunden lang und mit 1 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 bestanden aus Trials mit einem akustischen Signal, der
Rest bestand aus sicheren Signalen. Jeder Teilversuch wurde, abhéngig vom
Kontakt des Tiers mit dem Wasserspender wahrend der letzten 200 ms, mit O bis 10
bewertet. 10 bedeutete stetigen Kontakt mit dem Wasserspender, wahrend 0 keinen
Kontakt darstellte. Die dazwischen liegenden Bewertungen zeigten einen
intermittierenden Kontakt, d.h. das Tier war nicht stetig am Trinken oder wich zu spét
zuriick. Unterbrach die Maus den Kontakt mit dem Wasserspender nach einem
Warnsignal war dies ein Treffer, so wie auch der stetige Kontakt wahrend eines

sicheren Signals. Als Fehlalarm galt, wenn ein Tier das Warnsignal nicht horte und
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einen Schock bekam (10 Punkte anstatt 0) oder es ein sicheres Signal als

Warnsignal falsch deutete (0O Punkte anstatt 10).

Die Leistung des Tieres setzte sich aus der Trefferrate und der Fehlerquote

Zusammen:

Leistung = Trefferrate-(Fehlalarmrate x Trefferrate)

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

Die Horschwellen fiir die getesteten Frequenzen wurden eruiert, indem die
Lautstarke eines Tons immer weiter verringert wurde. Die Lautstarke wurde vom
Prufer jeweils in 5 dB Schritten reguliert. Reagierte die Maus adaquat auf 3-4
Warnsignale bei sonst stetigem Kontakt zum Wasserspender, wurde die Lautstarke
fur das nachste Warnsignal 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 hérte [siehe Abb. 9]. Die
Lautstarke wurde dann wieder erhoht. Am Ende eines Versuchs wurde die
Horschwelle mittels der Leistungen, welche die Maus bei den gepriften Lautstarken
aufwies, errechnet [siehe Abb. 9]. Wenn die Horschwelle einer Frequenz in den
verschiedenen Versuchen stabil blieb und nicht nach oben oder unten variierte,
wurde die Horschwelle fur diese Frequenz festgelegt. So wurden in den folgenden
Tagen fortlaufend die Hérschwellen fur die Frequenzen 1.4, 2, 3, 4, 8, 16, 32, 50, 64
und 80 kHz ermittelt.

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 Anspruch. Die anschliessende Horschwellenbestimmung dauerte je nach
Maus unterschiedlich lang, aber in der Regel etwa vier Wochen. Um das Tier nicht zu
demotivieren, wurden nicht mehr als fur die Hérschwellenbestimmung unbedingt

notige Tone, welche unter der vermuteten Hérschwelle im Zufallsbereich lagen und
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von der Maus nicht gehort werden konnten, erzeugt. Ein Versuch wurde zudem
immer mit gut hérbaren, lauten Tonen beendet. Diese konnte die Maus mit Sicherheit

hdren und beendete die Horschwellenbestimmung so jeweils immer mit mehreren

Treffern.
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Abb. 9: Eine Auswahl von leistungsabhangigen Horschwellenbestimmungen. Schema A und B
zeigen gute Leistungen mit Horschwellen (treshold) bei etwa 8 und 10 dB, wahrend bei C und D
methodische Probleme vorliegen und keine Hérschwelle bestimmbar ist. Die horizontal gestrichelte
Linie liegt bei der halben (0.5) Leistung. Das grau hinterlegte Areal zeigt den Zufallsbereich (chance)

an. Hier unterscheiden sich die Treffer- und die Fehlalarmraten nicht signifikant (Heffner et al. 2006).
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3.3. Statistikverfahren

1) Zur statistischen Uberprufung der Mittelwertdifferenzen zwischen den Epo-

Uberexprimierenden Tieren (TG21) und den Kontrolltieren (WT) wurde der t-Test fur

zwei unabhéngige kleine Stichproben verwendet. Da die Mausanzahl #kleiner als 30

war, wurde der Test fir kleine Stichproben verwendet. Die Priifgrosse t;, wurde wie

folgt berechnet:

Dq -84

D,; = Differenz der Horschwellenmittelwerte, Og = Differenz der Horschwellenmittelwerte in der

Grundgesamtheit (wird aufgrund der Homogenitatshypothese mit 0 angenommen).

N1 = Anzahl Méause in der Stichprobe 1, N2 = Anzahl M&use in der Stichprobe 2, O1=Varianz der

Stichprobe 1, O»= Varianz der Stichprobe 2

Fir 11 Freiheitsgrade (laut Definition v=/+/,—2=11) und einem einseitigen

Signifikanzniveau von a = 5% betrug der Rickweisungspunkt 1.796. Falls die
Prifgrosse 1y, < 1.796 ist, kann die Nullhypothese bestehen bleiben. Der

Horschwellenunterschied zwischen den beiden Gruppen ist dann zufallig.
(Billeter 1972, Voss & Tiede 1982)

2) Es wurde weiter auch ein zweiseitiger t-Test verwendet. Die Nullhypothese wurde

zu einem Signifikanzniveau von a = 5% abgelehnt. Wenn der t-Wert also kleiner war
als das 2,5%-Quantil oder gréRRer als das 97,5%-Quantil der t-Verteilung mit n -1

Freiheitsgraden galt die Nullhypothese als abgelehnt.

Der t-Wert wurde wie folgt berechnet:

t=ﬁm_ﬂ'ﬂ'

=

N = Anzahl der Mause, S = Standardabweichung, { = Priifwert, g = vorgegebener (Mittel-)Wert

" erhaltener Hoérschwellenmittelwert
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Und laut Definition wird die Nullhypothese zum Signifikanzniveau a abgelehnt, wenn

diese Gleichung erfillt wurde:

E r'J. E
|t| = t[:l —_— E,ﬂ: — 1)
Q = Signifikanzniveau

Dieses statistische Verfahren wurde verwende, um die Horschwellen unserer Mause

mit den Werten von Koay et al. (2002) zu vergleichen (Bortz 2002).
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4. Resultate

Tabellen und Grafiken

4.1.

Tabelle 1: Ermittelte Horschwellen*

1)
2)
3)
4)
5)
6)
7)
8)
9)
10)
11)
12)

13)

1.4kHz

77.35

81.95

83.17

78.05

80.28

78.61

82.22

81.52

82.22

81.39

81.25

79.03

80.56

2kHz

60.15

64.45

61.52

61.95

60.83

61.67

56.94

61.8

59.03

63.19

64.58

60.14

64.16

3kHz
43.45
43.62
53.86
44.46
45.28
38.61
43.05
42.22
42.64
38.61
44.3
43.19

40.55

4Khz

32.49

30.83

40.83

27.75

34.17

33.61

31.38

32.77

31.67

31.25

31.8

35

32.64

8kHz
21.95
23.24
25.95
19.15
21.81
21.81
23.24
21.39
19.44
20
17.63
19.87

22.78

16kHz
23.74
22.78
24.185
26.65
21.39
22.78
18.88
20.28
24.16
14.58
21.66
18.61

23.47

32kHz

28.2

26.39

28.35

28.6

22.78

28.33

26.8

21.94

27.64

27.22

25.41

22.5

25

50kHz
40.7
26.65
27.39
28.3
24.44
23.61
20
20.56
26.38
26.53
22.77
24.16

19.58

64kHz

37.22

37.08

34.58

39.01

30.97

28.61

26.67

32.92

34.86

33.75

34.02

31.52

32.64

80kHz
54.17
56.67
52.5
52.92
47.5
41.11
58.19
50.69
54.16
57.36
53.61
51.66

51.94
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* Die Werte aus der Tabelle 1 sind Durchschnittswerte der ermittelten Schwellen jeder Maus in
dB SPL.

Legende zu Tabelle 1:

Beschreibung der Mause:

1) Weissschwanz, mannlich, wildtyp, geboren 19.04.2010, Gewicht 36.89g
2) Schwarzwurzel, mannlich, wildtyp, geboren 19.04.2010, Gewicht 33.0g
3) Zweistrich, mannlich, wildtyp, geboren 19.04.2010, Gewicht 27.0g
4) Normal, mannlich, wildtyp, geboren 19.04.2010, Gewicht 26.3g
5) Schlitzohr, mannlich, wildtyp, geboren 01.06.2010, Gewicht 26.0g
6) Normal, mannlich, wildtyp, geboren 01.06.2010, Gewicht 28.8
7) Ungezeichnet, mannlich, TG21, geboren 11.03.2010, Gewicht 28.7g
8) Langsstrich, mannlich, TG21, geboren 11.03.2010, Gewicht 31.0g
9) Kreuzschwanz, mannlich, TG21, geboren 11.03.2010, Gewicht 30.9g
10) Weisschwanz, mannlich, Tg21, geboren 03.04.2010, Gewicht 29.0g
11) Normal, mannlich, TG21, geboren 03.04.2010, Gewicht 28.7g
12) Weisspunkt, mannlich, TG21, geboren 22.04.2010, Gewicht 29.9g
13) Normal, mannlich, TG21, geboren 22.04.2010, Gewicht 28.8g
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Tabelle 2: Horschwellenvergleich TG21 vs. WT

Frequenz (kHz) 1.4 2 3 4 8 16 32 50 64 80

Threshold
wt (Maus 1-6) 79.9 61.76 44.88 33.28 22.32 2359 27.11 28,51 34.58 50.81
in dB SPL

Standard-
abweichung 2.31 1.47 4.98 4.36 2.22 1.78 2.27 6.23 4.04 5.62

Threshold
tg21(Maus 7- 81.17 61.41 42.08 32.36 20.62 20.23 25.22 2285 32.34 53.94
13) in dB SPL

Standard-
abweichung 1.11 2.83 1.91 1.30 1.97 3.28 2.26 2.94 2.72 2.88

Grafik 1: TG21 vs. WT
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Legende zu Grafik 1: Horschwellenwerte der TG21 und der WT Méause als Horkurvenfunktion der

einzelnen Werte mit den dazugehérigen Standardabweichungen.
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Threshold (dB SPL)

100

Tabelle 3: Vorpublizierte Hérschwellen von Koay et al. (2002)

Frequenz (kHz) 1.4 2 3 4 8 16 32 50 64 80
Threshold
(dB SPL) 78 56 40 30 18 7 22 19 27 43

Grafik 2: Horschwellenbestimmungen WT, TG21 vs. Koay et al (2002)
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Legende zu Grafik 2: Werte der TG21 und der WT Mause sowie die publizierten Werte von Koay et
al. (2002) in dB SPL als Horkurvenfunktion der einzelnen Frequenzen mit den dazugehdrigen

Standardabweichungen.
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4.2. Statistische Auswertungen

1) Die geformte Nullhypothese, dass die Differenz der Horschwellenmittelwerte der
WT und der TG21 Gruppe zufallig sei, wurde nach dem in 3.3. Statistikverfahren
erwahnte Vorgehen Uberprift. Die Auswertung der Resultate ergab, dass das Gehor
der adulten Epo-uberexprimierenden Tiere im Mittel nicht besser war als das der
Kontrolltiere. Die Differenz zwischen dem Horschwellenmittel der beiden Gruppen
war zufallig. Einzige Ausnahme waren die Frequenzen 16 kHz und 50 kHz. Bei
diesen Frequenzen waren die TG21 Mause signifikant besser. Die berechneten
Priafwerte ergaben ti;16kHz) = 2.337 und tirsokHz) = 2.039 und liegen somit beide tber
dem Ruckweisungspunkt von 1.796. Bei den Frequenzen 16 kHz und 50 kHz muss
die Nullhypothese demnach abgelehnt werden. Die Differenz zwischen den beiden
Horschwellendurchschnitten ist bei diesen Frequenzen nicht zufallig. Somit liegt die
Horschwelle der TG21 Mause bei 16 und 50 kHz signifikant tiefer als bei den WT

Tieren.

2) Die zweite aufgestellte Nullhypothese war, dass unsere Mause gleich gut héren
wirden wie die Mause von Koay et. al (2002). Der t-Wert konnte in unserem Versuch
nicht kleiner als das 2,5%-Quantil sein, da die von Koay et. al ermittelten
Horschwellen zu den jeweiligen Frequenzen immer tiefer waren als unsere Resultate.
Der zugehdrige t-Wert zu dem 97,5%-Quantil und 12 Freiheitsgrade [siehe Gleichung
Seite 24 unten], auch t(0,975;12) geschrieben, ist aus einer t-Tabelle ablesbar als
2,179. Die errechneten t-Werte waren alle >2,179. Die Nullhypothese zum
Signifikanzniveau a = 5% wurde demnach abgelehnt [siehe Gleichung Seite 25].
Unsere getesteten Mause hatten folglich bei allen Frequenzen im Mittel eine hdohere

Hdorschwelle als die publizierten Werte von Koay et al. 2002.
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5. Diskussion

e Unterscheidet sich das Gehor von Erythropoietin-tiberexprimierenden Mausen
(TG 21) im Vergleich zu den Kontrolltieren (WT)?

In den meisten Frequenzen zeigte sich kein statistisch signifikanter Unterschied. Der
Unterschied der Horschwellen der TG21 Méause im Vergleich zu den WT Mausen
(siehe Grafik 1 und 4.2. Statistische Auswertung) bei den Frequenzen 16 kHz und 50
kHz konnte auf einer einfacheren Handhabung und die Konditionierung der
transgenen Tiere beruhen. Sie waren sehr auf das Trinken und das Horen der Tone
fokussiert. Sie wirkten, im Gegensatz zu den Kontrolltieren, konzentrierter und
kletterten selten bis gar nicht im Kafig herum. In Studien mit Epo-behandelten Ratten
und Mausen wurde ein steigernder Effekt des Epo auf die kognitive
Leistungsfahigkeit der Tiere nachgewiesen. Eventuell kdnnte dies auch fur die
Erythropoietin Uberexprimierenden TG21 Mause zutreffen (El-Kordi, Radyushkin &
Ehrenreich 2009, Mala et al. 2005). Zudem fallt auf, dass bei 16 kHz die
Standardabweichung bei der transgenen Gruppe am grdéssten ist und bei 50 kHz die
grosste Standardabweichung der wildtyp Gruppe liegt. Gemass Graphik 2 liegt der
beste Horbereich bei den Tieren von Koay et al. (2002) und der transgenen Tiere bei
8 kHz, 16 kHz und 50 kHz. Mdglicherweise zeigen sich deshalb in diesem Bereich
grossere Standardabweichungen als in den anderen Frequenzen. Dass die
Unterschiede in den Frequenzen 16 kHz und 50 kHz durch einen mdglichen
schitzenden Effekt von Epo entstanden waren, wie er bereits in vitro gezeigt wurde,
(Monge et al. 2006, Andreeva et al. 2006) ist eher unwahrscheinlich. Eine protektive
Wirkung ware einerseits nicht nur in zwei Frequenzen zu erwarten und anderseits
wurden wir sie eher in den hoheren Frequenzen erwarten, da die Haarzellen der
basalen Windung am empfindlichsten gegenuber toxischen Einwirkungen sind (Lim
1976). Weiter konnte es auch mdoglich sein, dass die TG21 Tiere davon profitierten
als zweite Gruppe, also erst nachdem die Horschwelle der WT-Mause ermittelt
wurde, geprift worden zu sein. Die Vorgehensweise bei der Handhabung der Mause
und des Audiometrie-Programms konnten optimiert werden und es bestand so

vielleicht eine Verbesserung der Pruferfahigkeiten und -fertigkeiten, welche sich
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indirekt auf die Mause auswirkten. (Dafur spricht auch die bei allen ausser einer

Frequenz hdhere SD der Wildtyp-Gruppe)
e Unterscheidet sich das Gehor der einzelnen Tiere untereinander?

Es gab leichte individuelle Unterschiede zwischen den getesteten Mausen. Zum
Beispiel schnitt Maus 1, Bezeichnung Weisschwanz, schlecht bei den hohen
Frequenzen ab und Maus 3, Bezeichnung Zweistrich, zeigte eine
unterdurchschnittliche Leistung bei den tiefen Frequenzen. Da die Tiere unter
gleichen Bedingungen gehalten, immer zur gleichen Zeit und in gleicher Reihenfolge
geprift wurden, waren aussere Faktoren kaum fur dies Unterschiede verantwortlich.
Es scheinen hier eher genetische Faktoren flr die Gehdrsunterschiede verantwortlich
zu sein. Obwohl die Tiere alle vom gleichen Stamm abstammten (C57BL6) und somit
den gleichen genetischen Hintergrund hatten, zeigten sich bei den einzelnen Tieren
individuelle Unterschiede. Weiter spielte hier wohl auch das Wesen, die Dynamik und
die Lernfahigkeit der Tiere eine entscheidende Rolle. Aufgefallen ist, dass die Tiere,
welche schlechter abschnitten, tendenziell &ngstlicher wirkten. In einer Studie von
Wang et al. wurde gezeigt, dass Stress, nebst der Beeintrachtigung des raumlichen
Lernens und Gedachtnisses via Aktivierung der Hypothalamus-Hypophysen-
Nebennieren-Achse, auch das Arbeitsgedachtnis und das emotionale Gedachtnis
aufgrund erhohter Aktivitat der Dopamin D1-Rezeptoren herabsetzt (Wang, Wu, Zhu,
Li & Cai 2011). Es ware moglich, dass ein erhohtes Stressniveau fir das schlechtere
Resultat einzelner Mause verantwortlich war. Dies ist aber nur am Rande zu
erwahnen, da fur diesen Rickschluss weitere Beobachtungen und weiterfihrende

Versuche notig waren.

e Wie waren unsere Resultate im  Vergleich zur etablierten
Verhaltensaudiometrie von Heffner et. al (2006) und der dazugehdrigen

publizierten Horkurve von Koay et al. (2002))?

Die Horschwellen unserer Mause waren immer signifikant hoher als diejenigen von
Koay et al. (siehe 4.2. Statistische Auswertung). Woran dies lag ist schwierig zu
beurteilen. Versuchsaufbau und -durchfiihrung waren mit wenigen Ausnahmen
dieselben. Abweichend verwendeten wir Wasser, welches den Mausen uber die

Wasserrinne angeboten wurde und keine Fruchtsaft-Mischung wie es in der
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Anleitung in der von Heffner et. al (2006) etablierten Verhaltensaudiometrie
vorgeschlagen wurde. Inwiefern und ob diese Abweichung einen Unterschied in der
Horschwelle der Mause bewirkt hat, ist fraglich und nicht mit Sicherheit zu
beantworten. Es hatte sich wahrscheinlich eine Anderung des Trinkverhaltens der
Mause gezeigt. Ob sich deswegen aber etwas am Gehor und an der Reaktion auf
das Gehorte gedndert hatte bleibt zweifelhaft. Auffallig ist auf jeden Fall die
Abweichung der Horkurve bei 16 kHz (siehe Grafik 2). Weisen die Kurven, wenn
auch verschoben, sonst dieselbe Verlaufsform auf, weicht die von Koay et al. (2002)
ermittelte Horkurve bei 16 kHz deutlich nach unten ab. Es ist aber bekannt, dass die
einzelnen Stdmme bei einzelnen Frequenzen, so z.B. auch bei 16 kHz,
unterschiedliche Horschwellen haben kdnnen (Zheng QY et al. 1999). Die getesteten
Mause in der Studie von Koay et al. (2002) waren durch eine Kreuzung von C57BL6
und C3HeBF entstanden. Sie hatten dadurch eine Kopie des resistenten Scnm-
Allels, welches sie vom C3HBeBF-Elternteil erhielten. Die getesteten Mause waren
also entweder homozygot fur die Mutation medJ/medJ, was in einer reduzierten
Anzahl Scn8a Natrium-Kanale resultierte, oder sie waren phéanotypisch normale
Mause und entweder heterozygot fur die Mutation medJ oder homozygot Wildtyp. Die
Mause sollten sich laut dem Verfasser nur in Bezug auf die medJ-Mutation
voneinander unterscheiden. Auf das Gehdr der Tiere hatte diese Mutation aber
offensichtlich keinen Einfluss, da die Horkurven bei beiden Gruppen gleich waren. Zu
beachten ist jedoch die Tatsache, dass die 7 Mause, welche in der Studie von Koay
et al. (2002) getestet wurden, etwa 13 Wochen (medJ Mutation) und 7 Wochen
(Wildtyp), unsere Mause dagegen 80-142 Tage, also etwa 11-20 Wochen alt waren.
Die Mause von Koay et al. (2002) waren demnach etwas jinger und eventuell hat
dies zu den unterschiedlichen Horkurven beigetragen. Es ist bekannt, dass die
Méause vom Stamm C57BL6 an einer altersabhéngigen Schwerhdgrigkeit leiden.
Allerdings tritt diese erst in fortgeschrittenem Alter auf. Eine Screening-Untersuchung
an 80 Mausestdmmen zeigte, dass die C57BL6 Mause im Vergleich zu
normalhérenden Mausestammen im Alter von 33 Wochen noch normale ABR-
Schwellen hatten. Erst im Alter von 100 Wochen hatten die Tiere im Vergleich zu
Kontrolltieren eine 60 dB hohere Horschwelle in der ABR-Messung (Zheng QY et al.

1999). Insofern sollte sich in Bezug auf das Alter der Tiere, die wir verwendet haben,

34



kein Horschwellenunterschied zeigen, wenn wir die Daten der ABR-Messung auf

unsere Hormessung mittels konditionierter Unterdriickung tbertragen.

Schliesslich ist noch zu erwahnen, dass trotz der Abweichung unserer Horkurve zu
der von Koay et al. (2002) die Methode zur Erfassung von Hoérkurven nach dem
Standardverfahren der konditionierten Unterdriickung von Heffner et al. (2006)

etabliert werden konnte.

Ausblick:

Die Masterarbeit Gber die Wirkung von Erythropoietin auf das Gehér von adulten,
transgenen Epo-uberexprimierenden Tieren ist ein Teil eines grosseren Projekts,
welches sich mit der altersbedingten Schwerhdrigkeit bei transgenen Epo-
Uberexprimierenden Mausen befasst. Diese weiterfihrende Arbeit entsteht im
Rahmen einer Dissertation. Diese Dissertation baut auf den Erkenntnissen dieser

Arbeit auf und befasst sich mit denselben Mausen.
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