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Einleitung

Einleitung

1.1 Tinnitus

Tinnitus bezeichnet Horwahrnehmungen aller Art, die nicht durch externe Signale
verursacht werden. Unterschieden wird grundsatzlich zwischen einem seltenen
objektiven und einem subjektiven Tinnitus. Bei einem objektiven Tinnitus ist das
Ohrgerausch auch fur den Untersucher nachweisbar und der Schall wird meist im
Korper des Patienten generiert. Wenn die zugrunde liegende Erkrankung beseitigt
wird verschwindet auch der Tinnitus.

Haufiger tritt der subjektive Tinnitus auf, bei dem sich die Ohrgerausche nicht extern
erfassen lassen und nur vom Betroffenen selbst wahrgenommen werden.
Charakterisieren lasst sich ein subjektiver Tinnitus durch sensorische Komponenten,
wie Lautstarke, Lateralisation und Frequenzwahrnehmung, sowie emotionale
Komponenten, wie Aufmerksamkeitsveranderungen und Leidenserfahrungen durch
das Gerausch. Tinnitus wird haufig bilateral wahrgenommen (39%), wobei eine Seite
dominanter sein kann. Insgesamt Uberwiegt jedoch eine lateralisierte Wahrnehmung
bei Betroffenen (rechts 22%, links 37%, Pilgramm et al., 1999). Die
Frequenzwahrnehmung reicht von oft hohen Sinusténen Uber Rauschen, bis hin zu
Klickgerauschen. Die Lautstarke kann auch intraindividuell stark variieren. Fur die
Therapie ist die zeitliche Einteilung entscheidend. In den ersten 3 Monaten nach
erstem Auftreten, der sogenannten akuten Phase, wird Tinnitus meist wie ein
Horsturz behandelt. Der Zeitraum bis zu 6 Monaten wird als die subakute Phase
bezeichnet, in der eine Fokussierung auf das Ohrgerausch eintritt. Im chronischen
Stadium ist die Beeintrachtigung durch den Tinnitus sehr unterschiedlich. Bei der
kompensierten Form kommt es zu keinen Beeintrachtigungen durch das
Ohrgerausch. Beim sogenannten dekompensierten Tinnitus treten jedoch
Begleiterscheinungen psychischer und physischer Art auf (z.B. Schlafstorungen,
Depressionen, Konzentrationsstorungen und Angstzustande), die haufig die
Lebensqualitat einschranken. Die Heilungsaussichten sind im chronischen Stadium
sehr schlecht und die Therapie konzentriert sich meist auf die Behandlung der

psychischen Begleitsymptome.
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Die auslosenden Faktoren fur Tinnitus sind vielfaltig. Bei zwei Dritteln der
Tinnituspatienten ist audiometrisch ein Horverlust nachweisbar, der in vielen Fallen
im Frequenzbereich des Tinnitus liegt (Norena et al., 2002; Roberts et al., 2006;
Konig et al., 2006). Neuere Untersuchungen zeigen, dass auch bei Patienten ohne
nachweisbaren Horverlust in Standard audiometrischen Verfahren eine Stérung der
peripheren auditorischen Verarbeitung und ein Haarzellverlust nachgewiesen werden
kann (Weisz et al., 2006). Oft kommt es zu einem ersten Auftreten der Gerdusche
nach Stresssituationen (Feldmann, 1998). Es wird davon ausgegangen, dass
Tinnitus im auditorischen System generiert wird und die auslésenden Faktoren
Prozesse in Gang bringen, die letztendlich eine dauerhafte Gerauschwahrnehmung
entstehen lassen. Zahlreiche Studien an Menschen und in Tiermodellen zeigen die
Beteiligung auditorischer und limbischer Gehirnregionen. Obwohl bis heute einige
Behandlungsformen vorgeschlagen wurden, gibt es aktuell keine zuverlassige
Therapieform. Fur die Entwicklung neuer, kausaler Behandlungsmethoden ist die

Etablierung von zuverlassigen Tiermodellen daher von groRer Bedeutung.

1.2 Auditorisches System

Das zentrale auditorische System ist fur die Wahrnehmung und Verarbeitung
akustischer Signale verantwortlich und umfasst verschiedene Kerne der Horbahn,
die meist bilateral und symmetrisch angelegt sind (Abb. 1).

Der spezifische Stimulus fur das Ohr sind Druckwellen in einem bestimmten
Frequenzbereich, der zwischen verschiedenen Spezies variiert. Der gesamte
Horbereich der Maus reicht von 2 kHz bis 79 kHz (Ehret und Moffat, 1984), der des
Menschen von 0.02 bis 20 kHz. Die Schallwellen werden Uber das auftere Ohr und
das Trommelfell aufgenommen und mechanisch Uber die Horknochelchen im
Mittelohr weitergeleitet. Zwei der drei Kanale der Cochlea, die Scala vestibuli und die
Scala tympani, sind mit Perilymphe geflllt und gehen am Helikotrema ineinander
uber. Zwischen diesen beiden Schlduchen befindet sich die Scala media, ein mit
Endolymphe geflllter Schlauch, der durch die Reissner-Membran und
Basilarmembran gegen die Scala vestibuli und die Scala tympani abgegrenzt ist

(Slepecky, 1996). Eine Druckeinwirkung auf das ovale Fenster flUhrt zu einer
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Volumenverschiebung der Perilymphe in der Scala vestibuli und Scala tympani bis
hin zum runden Fenster. Dadurch kommt es zu Verformungen, die eine zur Spitze
der Cochlea laufende Bewegung der Basilarmembran zur Folge haben, wobei der
Ort der maximalen Ablenkung fur die Frequenz des Tons charakteristisch ist. Hohe
Frequenzen erzeugen ihre maximale Auslenkung nahe dem ovalen Fenster, tiefe
Frequenzen haben ihr Maximum an der Spitze der Cochlea. Durch Bewegung des
Endolymphschlauchs kommt es zu einer Verschiebung der Basilarmembran
gegenuber der Tektorialmembran wodurch eine Scherung der Stereozilien der
Haarzellen verursacht wird. Dadurch kommt es zur Freisetzung von Glutamat, was
zur Auslosung von Aktionspotentialen in den afferenten Fasern des Hoérnervs flhrt.
Eine hohere Lautstarke fUhrt zu mehr Aktionspotentialen (Zenner, 1994). Der
auditorische Nerv ist Teil des achten Hirnnervs und besitzt beim Menschen ungefahr
30000 Fasern (Rasmussen, 1940). Bei der Maus sind es aufgrund der geringeren
Lange der Basilarmembran (32mm Homo sapiens, 6,8mm Mus musculus) nur 13000
Fasern (Ehret, 1979).

Die ortsabhangige neuronale Reprasentation tonaler Frequenzen, die tonotope
Organisation, ist das bestimmende Organisationsprinzip des auditorischen Systems
und ist in allen primaren auditorischen Strukturen vorhanden. Die tonotope
Organisation beginnt urspriinglich in der Cochlea, wo die beste Antwortfrequenz der
Neurone sich kontinuierlich entlang der Basilarmembran verandert. Jede
Hornervenfaser wird dabei von einer inneren Haarzelle mit charakteristischer
Frequenz innerviert. Mit steigender Intensitdt des Signals werden vermehrt
benachbarte innere Haarzellen innerviert, da der Schwellenwert der Aktivierung ofter
uberschritten wird (Evans, 1972). Die Vielfalt der Frequenzselektivitat und die Breite
der Antwortkurven der Neurone des aufsteigenden auditorischen Systems nimmt mit
Entfernung der Kerne von der Cochlea zu (Moller, 2006).

Uber den Hornerv erreichen die Signale den Nucleus cochlearis (CN). Von dort
fuhren die Hauptprojektionen in drei Fasertrakten mit unterschiedlichem Verlauf in
die gegenuberliegende Hemisphare und konvergieren im auditorischen Mittelhirn,
dem Colliculus inferior (IC). Dieser projiziert zum thalamischen Corpus geniculatum
mediale (MGB), der wiederum auf den primaren auditorischen Kortex (AC)

verschaltet, von wo aus direkte Verbindungen zu den sekundaren auditorischen
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Bereichen bestehen. Ebenso projiziert der primare AC zu anderen kortikalen Arealen
und einigen mesenzephalen und rhombenzephalen Kernen. Interhemispharische
Projektionen sind fast auf allen Ebenen des auditorischen Systems vorhanden. Jeder
der auditorischen Kerne besitzt mehrere Unterkerne, von denen mindestens einer
eine tonotope Organisation aufweist. Verbindungen zwischen den tonotop
organisierten Unterkernen bilden die lemniscale Bahn. Die nicht streng tonotop
organisierten Unterkerne und deren VerknlUpfungen, die neben auditorischen
Eingangen zahlreiche multimodale Afferenzen erhalten, bilden die extralemniscale
Bahn (Ehret und Romand, 1997). Im Gegensatz zum visuellen oder
somatosensorischen System, gibt es im lemniscalen auditorischen System
insgesamt mindestens drei Schaltstationen bis zum AC, mit mindestens sieben
Kreuzungspunkten und deutlich mehr Stufen der Konvergenz und Divergenz als in
den anderen sensorischen Systemen (Moller, 2006).

Der Nucleus cochlearis (CN) im Hirnstamm ist die erste zentrale Schaltstelle in der
afferenten Horbahn. Hier werden die Signale des auditorischen Nervs zu einer Reihe
von verschiedenen Zelltypen verschaltet, die verschiedene Aspekte des akustischen
Stimulus (Frequenz, Intensitat, Zeitmuster) aufnehmen, modifizieren und Uber
Fasertrakte an unterschiedliche hohere Kerne der Hoérbahn weiterleiten (Abb. 1,
Hirnstamm). Es treten bereits Variationen der Antworttypen auf, z.B. besitzen
einzelne Neurone mehrere charakteristische Frequenzen (Moller, 1983; Moller,
2006). Die Modifikation der Signale wird beeinflusst durch die
Membraneigenschaften der Neurone, die Organisation presynaptischer Elemente
des Hoérnerven, Rickprojektionen von héheren Strukturen und innere Fasertrakte,
sowie durch kommisurale Verbindungen (Babalian et al., 2003; Cant, 1993; Osen,
1988; Rhode and Greenberg, 1992). In Saugetieren setzt sich der CN aus drei
Untereinheiten zusammen. Der anteriore und posteriore ventrale Nucleus cochlearis
(VCN) und der dorsale Nucleus cochlearis (DCN). In allen drei Unterkernen kommen
exzitatorische und inhibitorische Neurone vor (Rhode and Greenberg, 1992). Der
ventrale Kern des CN erhalt fast ausschlieBlich Afferenzen aus dem Hornery,
wahrend der dorsale Kern auch Projektionen anderer Sinnesmodalitaten aus
héheren Zentren und des Kortex empfangt (Ferragamo und Oertel, 2001; Hirsch,

1988). Direkte interhemispharische Projektionen vermitteln schon auf Stufe des CN
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bilaterale Interaktionen, weshalb inhibitorische und exzitatorische Antworten nach
kontralateraler Stimulation auftreten (Sumner et al., 2005). Die Ausgange des CN
projizieren zu verschiedenen Regionen, vorwiegend aber tonotopisch zu den
ipsilateralen oberen Oliven (SOC) und Uber den lateralen Lemniscus zum
kontralateralen IC. Einige Fasern aller drei Kerne projizieren direkt zum ipsilateralen
IC, ohne die Hemispharen zu kreuzen. Aulerdem bestehen Projektionen zu
motorischen Kernen. Diese I6sen den Mittelohrreflex aus, der die Schallibertragung
im Mittelohr dampft (Margolis, 1993). Einige Axone des posterioren ventralen Kerns
gelangen auch Uber den kontralateralen dorsalen Lemniscuskern zum ipsilateralen
Colliculus inferior (Abb. 1, Hirnstamm).

Der SOC ist das nachste Kerngebiet der aufsteigenden Hérbahn und wird in einen
medialen und lateralen Kern unterteilt, die bilaterale Afferenzen von den Nuclei
cochleares erhalten. Weiterhin wird zu diesem auditorischen Kerngebiet noch der
mediale Nucleus des Trapezoidkorpers gezahlt. Der mediale Kern des SOC spielt
eine Rolle beim zeitlichen Vergleich auditorischer Signale, der laterale Kern wurde
aullerdem in Zusammenhang mit der Verarbeitung von Intensitatsunterschieden
gebracht (Moore, 1987). Der Ilaterale Kern antwortet auf ein breites
Frequenzspektrum, wahrend der mediale Kern hauptsachlich bei Stimulation mit
tieferen Frequenzen reagiert (Frisina and Walton, 2001; Abb. 1, Hirnstamm).

Der Lemniscus lateralis (LL) ist ein Fasertrakt, der seine Projektionen aus allen
Kernen des CN und dem SOC erhalt und die Horbahn auf die kontralaterale
Hemisphare zum IC flhrt. Zum Fasertrakt dazugehoérig bestehen auch zwei
Kerngebiete. Der dorsale Nucleus erhalt Projektionen beider Ohren. Er wird deshalb
dem binauralen System zugeordnet und dient der Gerauschlokalisation (Kelly et al.,
1998). Der ventrale Kern des LL erhalt seine Eingange hauptsachlich vom
kontralateralen Ohr (Abb. 1, Hirnstamm).

Der Colliculus inferior (IC) im Mittelhirn besitzt eine Schlisselstellung in der Hérbahn,
da er eine Schaltstelle fur fast alle aufsteigenden Trakte bildet. Es werden drei
Unterkerne unterschieden. Im Zentrum befindet sich der streng tonotop organisierte
zentrale Kern, lateral und dorsal der externe und dorsale Kortex (Ehret und Stiebler,
1985; Ehret und Romand, 1997; Malmierca, 2004). Die tonotope Organisation folgt

im zentralen IC einer dorsoventralen Achse mit der Reprasentation von tieferen
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Frequenzen im dorsalen und héheren Frequenzen im ventralen Bereich.

Die Frequenzscharfe beim Antwortverhalten der meisten Neurone nimmt im IC stark
zu und wird vermutlich durch laterale GABAerge Inhibition verbessert. Einzelne
Neurone erhalten konvergente exzitatorische und inhibitorische Eingange, weshalb
die Komplexitat der Verarbeitung auditorischer Information im IC stark zunimmt
(Basta et al., 2003; Moller et al., 1992; Suga, 1995). Des Weiteren empfangt der IC
viele Ruckprojektionen von hoheren auditorischen Kerngebieten und nicht
auditorischen Strukturen. Absteigende Bahnen des auditorischen Systems aus dem
Kortex und kommissurale Eingange enden eher in den dorsalen Bereichen.
Aufsteigende Bahnen aus dem LL projizieren ofter in die ventralen Regionen (Faye-
Lund, 1985; Herbert et al., 1991). Neurone des IC projizieren aufsteigend zum MGB
und absteigend zum oberen Olivenkomplex und CN (Peruzzi et al., 1997). Es
bestehen aullerdem Projektionen zum ipsilateralen Colliculus superior (SC) aus den
externen und dorsalen Kortexbereichen (Druga und Syka, 1984; Abb. 1, Mittelhirn).
Die vom IC ankommenden auditorischen Informationen werden auf dem Weg zum
Kortex im Thalamus durch den MGB verschaltet. Zytoarchitektonisch konnen ein
ventraler, dorsaler und medialer Unterkern unterschieden werden. Dem ventralen
Kern wird eine rein akustische Funktion zugeordnet. Der dorsale Kern wird in
Zusammenhang mit akustischer Aufmerksamkeit gebracht, wahrend der
extralemniscale, mediale Kern multisensorische Informationen integriert und eine
Rolle beim emotionalen auditorischen Lernen spielt (LeDoux, 1994; Maren et al.,
2001; Weinberger, 2012). Der tonotop organisierte, ventrale Kern erhalt seine
Projektionen aus dem zentralen Kern des IC. Medialer und dorsaler Kern bekommen
Eingange aus den nicht tonotopen Bereichen des IC, der mediale Kern erhalt
zusatzlich noch eine Reihe multimodaler Eingadnge aus dem somatosensorischen
und visuellen System. Direkte Verbindungen zwischen beiden Hemispharen sind auf
Hohe des MGB nicht nachgewiesen. Der MGB erhalt zudem Eingange des
thalamischen Nucleus reticularis (TRN), der die Erregbarkeit der MGB-Neurone
inhibitorisch steuern kann (Bartlettun Smith, 1999). Afferenzen laufen hauptsachlich
zum ipsilateralen AC, aber auch zur Amygdala und zum Striatum (LeDoux et al.,
1986; Abb. 1, Thalamus).

Im Temporallappen befindet sich der auditorische Kortex, der zwischen
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verschiedenen Saugetierarten sehr unterschiedlich strukturiert sein kann. Beim
Menschen liegt er verdeckt im Temporallappen, weshalb er nicht so umfassend
untersucht ist, wie der von Ratte oder Maus (Moller, 2006). In den meisten
Nagetieren liegt er an der Oberflache und es konnten je nach Spezies mittels der
Stimulation mit Sinustdnen elektrophysiologisch drei bis finf Gebiete unterschieden
werden. In der Maus sind finf Gebiete aufgrund der Frequenzkarten nach
Reintonstimulation und Antworteigenschaften der Neurone unterscheidbar: der
primare auditorische Kortex (A1), das anteriore auditorische Feld (AAF), das
sekundare auditorische Feld (A2), das dorsoposteriore Feld und das ultrasonische
Feld (Stiebler et al., 1997). Die GroRRe des gesamten AC ist bei Mausen relativ
variabel, so dass auch die Ausbreitung der einzelnen auditorischen Felder stark
variieren kann. Die Lage der Felder zueinander bleibt allerdings erhalten. In A1 und
dem ventral angrenzenden AAF ist eine streng tonotope Frequenzorganisation
vorhanden. Die charakteristischen Frequenzen der Neurone in A1 steigen von
caudal nach rostral und fallen in AAF von caudal nach rostral ab. Die
elektrophysiologisch charakterisierten Neurone in beiden Feldern zeigen schmale
Frequenzantwortkurven mit spezifischen Frequenzen zwischen ungefahr 3 kHz und
42kHz. Frequenzen Uber 45 kHz sind in einem speziellen Ultraschallfeld dorsal des
AAF zu finden. A2 liegt ventral von AAF und weist Reprasentationen fir alle
Frequenzen des Horbereichs auf. Dorsocaudal von A1 befindet sich das
dorsoposteriore Feld, das Uber eine konzentrische Tonotopie verfugt (Stiebler et al.,
1997).

Der primare auditorische Kortex und die posterioren Felder erhalten tonotope
Eingange vom ventralen Kern des MGB, die hauptsachlich in Kortexschicht 4 enden
und weniger stark in Schicht 3. Von A1 flhren Fasertrakte zu den anderen
sekundaren Feldern und angrenzenden kortikalen Regionen, in denen verschiedene
sensorische Information integriert wird und Verschaltungen mit nichtsensorischen
Strukturen vorliegen (Winguth und Winer, 1986; Abb. 1, Kortex ). Innerhalb des AC
breitet sich nach Stimulation die Erregung erst in A1 und AAF in ventrodorsaler
Richtung aus, gefolgt von einer rostrokaudalen Bewegung Uber die sekundaren
Felder (Reimer et al., 2010). Rostral zum AC wurde in Bereichen des Insula Kortex

ein ebenfalls tonotop organisiertes auditorisches Gebiet identifiziert, das eine Rolle
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bei der schnellen Verarbeitung tiefer Frequenzanteile spielen kdnnte (Sawatari et al.,
2011). Die Neurone in Schicht 4 und 5 bilden einen Teil der ipsilateralen
kortikofugalen Projektionen zum Thalamus. Neurone aus Schicht 5 projizieren
bilateral zu den subthalamischen auditorischen Kernen und dem kontralateralen AC
Uber das Corpus callosum (Herbert et al., 1991; Games und Winer, 1988; Hefti und
Smith, 2000). Die kortikofugalen Verbindungen sind meist inhibitorisch und flhren
durch Veranderungen im AC, ausgel6st durch einen veranderten Eingang, zu einer
Regulierung der neuronalen Eigenschaften untergeordneter Kerngebiete. Dadurch
konnen die Eingangssignale zum auditorischen Kortex entsprechend ihrer
Verhaltensrelevanz verandert werden (Imig und Durham, 2005; Suga et al., 2002;
Suga, 2008). Diese Modulation reicht vom externen und dorsalen Kortex des IC,
uber Projektionen in den DCN und SOC, bis zur efferenten Innervation der
Haarzellen (Warr, 1992).
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Abb. 1: Schematische Darstellung des afferenten auditorischen Systems mit
seinen wichtigsten Projektionen (nach Moller 2006). Einige Projektionen
des primaren auditorischen Kortex zu assoziativen und limbischen

Regionen wurden hinzugefligt (nach Weinberger 2004).

1.3 Limbisches System

Das limbische System ist eine zweckmaRige, aber bisher nicht klar abgrenzbare
Beschreibung funktionell und anatomisch verbundener Kerne und Kortexbereiche,
die hauptsachlich im Zwischen- und Grof3hirn lokalisiert sind. Innerhalb des Systems
gibt es Netzwerke, die emotionale, kognitive und motivationale Prozesse, wie Stress,
Sucht, Leiden, Aufmerksamkeit, sowie Lernen und Gedachtnis vermitteln. Zu den
wichtigsten interagierenden Strukturen des limbischen Systems gehoren der

prafrontale Kortex, die Amygdala, der Hippocampus, der Nucleus accumbens, der
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limbische Thalamus, der anteriore Thalamus und das ventrale Tegmentum. Eine
Reihe von Neurotransmittersystemen (Dopamin, Serotonin, Acetylcholin) moduliert
dabei das Zusammenspiel und die Pfade zwischen diesen Strukturen.

Der heterogene prafrontale Kortex setzt sich zusammen aus dem prelimbischen und
infralimbischen Kortex, dem anterioren Gyrus cinguli (CG), der Insula und den
orbitofrontalen Regionen (Guldin et al.,, 1981; Uylings et al., 2003). Die
verschiedenen Areale des prafrontalen Kortex sind an komplexen Funktionen wie
Arbeitsgedachtnis, Aufmerksamkeit, Emotionen, Entscheidungsfindung und der
Visceromotorik beteiligt (Morgane et al., 2005; Yamasaki et al., 2002). Eingange
erhalt diese Region aus allen sensorischen Kortexbereichen, dem Hippocampus,
dem Thalamus und der Amygdala. Speziell der mediale prafrontale Kortex, der den
anterioren CG beinhaltet, ist ein wichtiger Teil eines Netzwerks, das die
Aufmerksamkeit reguliert und bei der Verarbeitung emotional relevanter Stimuli
beteiligt ist (Bryden et al., 2011; Etkin et al., 2011; Neafsey et al., 1993; Posner und
Petersen, 1990; Posner, 1994; Petersen und Posner, 2012; Vogt et al., 1992).
Afferenzen erreichen den medialen prafrontalen Kortex aus sensorischen und
motorischen Kortexbereichen eher im dorsalen Bereich, wahrend ventrale Regionen,
wie der infra- und prelimbische Kortex, vorwiegend limbische Eingange erhalt
(Hoover und Vertes, 2007; Vertes, 2004). Der anteriore CG projiziert unter anderem
uber glutaminerge Projektionen zum Nucleus accumbens. Aullerdem bestehen
absteigende Projektionen zur Amygdala und anderen limbischen Regionen, sowie zu
Kernen des Thalamus (u.a. TRN) und Mittelhirns, zu den sensorischen Kortices und
zum Striatum (Sesack et al., 1989; Groenewegen et al., 1990; Groenewegen et al.,
1997).

Die Amygdala setzt sich aus drei Hauptkernen zusammen, der Ilateralen,
basolateralen und der zentralen Amygdala. Sie spielt eine wesentliche Rolle bei der
Emotionsverarbeitung und der Ausbildung des emotionalen Gedachtnisses (Cardinal
et al., 2002). Im Hippocampus verursacht sie eine Modulation bei Long Term
Potentiation (LTP) und der Konsolidierung von Gedachtnisinhalten (McGaugh, 2002).
Eingange erhalt die Amygdala hauptsachlich Uber den lateralen Kern von den
sensorischen Haupt- und Nebenkernen des Thalamus. Auditorische Eingange

erreichen den lateralen und basolateralen Kern vom ventralen MGB und primaren
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AC (Doron und LeDoux, 1999; Romanski und LeDoux, 1992). Die lateralen und
dorsalen Bereiche scheinen eine wichtige Konvergenzstelle fur auditorische und
somatosensorische Reize zu sein (Romanski et al., 1993a). Eingange erhalt die
laterale und basolaterale Amygdala auch vom prafrontalen Kortex. Diese Afferenzen
gelangen hauptsachlich vom pralimbischen und infralimbischen Kortex sowie Teilen
der Insula zur lateralen Amygdala (McDonald et al., 1996). Die Vernetzung innerhalb
der Amygdala ist sehr komplex. Wesentliche Verbindungen bestehen von der
lateralen und basolateralen zur zentralen Amygdala. Die zentrale Amygdala projiziert
zu Kernen des Hirnstamms, des Hypothalamus, zum Nucleus basalis und dem TRN
(Cardinal et al., 2002; Jolkkonen und Pitkanen, 1998; Pitkanen et al., 1997). Die
basolaterale Amygdala besitzt Ausgange zum ventralen Striatum und reziprok zu den
prafrontalen Regionen und sekundaren polysensorischen Kortices (Everitt und
Robbins, 1992), sowie zum IC (Marsh et al., 2002). Die Amygdala kann somit die
Informationsverarbeitung und Plastizitdt im auditorischen Kortex beeinflussen,
entweder indirekt Uber das cholinerge Vorderhirn und den Hippocampus, oder direkt
uber amygdalokortikale Projektionen (Cahill und McGaugh, 1998; Weinberger, 1998;
Yukie, 2002).

Die Hippocampusformation (HPC) befindet sich im Temporallappen und spielt eine
wesentliche Rolle bei der Abspeicherung von Gedachtnisinhalten, der rdumlichen
Navigation und der Aufmerksamkeitskontrolle. Sie umfasst den Gyrus dentatus (DG),
den Hippocampus proper (Cornu ammonis, CA1-3) und das Subiculum (SUB), sowie
ferner auch den entorhinalen Kortex (ENT) und das Pre- und Parasubiculum
(Anderson et al.,, 2007; Rowland und Kentros, 2008). Eingadnge erhalt der
Hippocampus aus den sensorischen Kortexarealen Uber den ENT. Im Hippocampus
wird die eingehende Information Uber einen trisynaptischen Kreislauf (DG zu CA3 zu
CA1) prozessiert. CA1 projiziert hauptsachlich zuriick Uber das SUB zum ENT. Es
gibt aber auch eine Reihe direkter Projektionen des ENT nach CA1. CA1 kdnnte
deshalb beim Abgleich der aktuellen sensorischen Realitat mit der in CA3
gespeicherten Information eine Rolle spielen (Vinogradova, 2001). Diese
Vergleichsfunktion konnte fir Neurone in der CA1 und CA3 Region bei der
Verarbeitung von akustischen Zeit- und Frequenzinformationen nachgewiesen

werden (Sakurai, 2002). Beim Vergleich einfacher und komplexer auditorischer
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Informationen mit bekannten auditorischen Gedachtnisinhalten ist auRerdem das
SUB involviert (Milner, 1972; Naber et al., 2000). Die Aktivitat im Hippocampus wird
durch mehrere subkortikale Gebiete moduliert. Dopaminerge Projektionen stammen
aus dem ventralen Tegmentum, cholinerge aus dem medialen Septum und
adrenerge aus dem Locus coeruleus (Amaral und Witter, 1995; Gasbarri et al.,
1994). Reziproke Verknupfungen bestehen mit der Amygdala und weiteren Kernen
des Thalamus (McKenna und Vertes, 2004). In Interaktion mit dem medialen
prafrontalen Kortex hat der Hippocampus eine wesentliche Rolle bei der Bildung
deklarativen Gedachtnisses (Chun und Turk-Browne, 2007). Der Hippocampus
projiziert direkt in den medialen prafrontalen Kortex (Sesack et al., 1989), wo Uber
Interneurone die Informationen aus dem Hippocampus integriert wird (Tierney et al.,
2004). Informationen aus dem prafrontalen Kortex erreichen den Hippocampus
jedoch groldtenteils indirekt Gber den medialen Thalamus und das Claustrum (Amaral
und Witter, 1995; Jones und Wilson, 2005), weshalb angenommen werden kann,
dass die Aktivitat im prefrontalen Kortex durch den Hippocampus verandert wird,

umgekehrt aber ein wesentlich geringerer Einfluss besteht (Siapas et al., 2005).

1.4 Untersuchungen am Tinnituspatienten

Es wird geschatzt, dass in den westlichen Industrienationen 5-15% der Bevdlkerung
einen subjektiven Tinnitus wahrnehmen. Bis zu 40% der Betroffenen klagen neben
dem Tinnitus Uber Hyperacusis oder Intoleranz gegenuber Umweltgerauschen
(Baguley, 2003). Bei 1-3% der Bevolkerung treten Begleitsymptome auf, die eine
Leidenserfahrung verursachen oder der Tinnitus selbst wird als stérend empfunden
(Henry et al., 2005; Dobie, 2003). Bei 78% der leidenden Patienten zahlen
Schlafstorungen zu den haufigsten Problemen, was auch ein Grund dafur sein
konnte, dass Aufmerksamkeits- und Konzentrationsschwierigkeiten bestehen (Meikle
et al., 2003). Die kognitive Leistungsfahigkeit und Reaktionszeit kann sich durch den
Tinnitus verschlechtern (Rossiter et al., 2006; Dornhoffer et al., 2006). AuRerdem
besteht ein Zusammenhang zwischen Tinnitus und psychiatrischen Erkrankungen
(Langguth, 2011), z.B. zeigten in einer Studie 74% der Patienten mit schwerem

Tinnitus irgendwann eine leichte Depression. 52% litten wahrend ihrer
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Krankengeschichte bereits an einer schweren Depression und 49% litten unter
Angststorungen (Zdger, 2006). Somit zeigen Tinnituspatienten eine héhere Inzidenz
fur Depressionen (Holmes and Padgham, 2011). Andere Probleme, die mit einer
Tinnituswahrnehmung einhergehen beinhalten Verstimmungen, Drogenabhangigkeit,
Kopfschmerzen und verringertes Sprachverstandnis (Langguth, 2011).

Die wissenschaftlichen Studien am Menschen wurden fast ausschlie3lich Jahre nach
dem ersten Auftreten der Tinnituswahrnehmung, im chronischen Stadium
durchgefuhrt.  Zuerst wird meist ein  moglicher Horschaden  durch
Reintonaudiogramm bestimmt, gefolgt von einer Ermittlung der Tinnitusfrequenzen
und Lautstarke. Der Grad der subjektiven Leidenserfahrung eines dekompensierten
Tinnitus kann durch einen psychologischen Test ermittelt werden, das sogenannte
Tinnitus Questionnaire (Goebel und Hiller, 1994). Die Untersuchungsmethoden zur
Aufklarung des Generierungsmechanismus und dem neuronalen Korrelat der
Tinnituswahrnehmung beschranken sich auf funktionelle bildgebende Verfahren wie
Positronenemissions- und Magnetresonanztomographie (PET, MRT), sowie Elektro-
und Magnetenzephalographie (EEG, MEG). Viele der Erkenntnisse aus diesen
Studien sprechen neben der Beteiligung des auditorischen Systems auch fir eine
Beeinflussung des Tinnitus durch das limbische System.

In einer PET Studie konnte erstmals gezeigt werden, dass die Aktivitat im
auditorischen Kortex mit der Intensitat des Tinnitus korreliert. Bei einigen Patienten
nahm durch Kaubewegungen die Tinnituswahrnehmung ab, woraufhin der cerebrale
Blutfluss im AC und im Hippocampus erniedrigt wurde (Lockwood et al., 1998;
Lockwood et al., 2002). Eine funktionelle MRT Studie zeigte erhdhte Aktivierung im
IC (Melcher et al., 2009). Korrelierte strukturelle und funktionelle Veranderungen
konnten bei Tinnituspatienten auch in der Amygdala und dem Hippocampus gezeigt
werden (DeRidder et al., 2006; Landgrebe et al., 2009).

Einige EEG-Studien weisen auf eine Anderung der Netzwerksynchronisation bei
Tinnituspatienten hin. Durch die Messung der Spannungsschwankungen an der
Kopfoberflache lassen sich Aussagen Uber die Aktivitat und Synchronisation
bestimmter Areale treffen. Verschiedene Aktivititsgrade werden von
Frequenzanderungen der EEG-Signale begleitet. Theta-Wellen (4-8Hz) entstehen
verstarkt bei Schlafrigkeit und leichtem Schlaf. Alpha-Wellen (8-13 Hz) treten bei
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Entspannungszustanden auf und Gamma-Wellen (>30Hz) sind ein Anzeichen fur
Lernprozesse und das Ausuben anspruchsvoller Tatigkeiten. Weiterhin spielen sie
eine Rolle bei der Synchronisation von entfernten Hirnarealen und der multimodalen
Intergration (Doesburg et al., 2012; Kisley und Cornwell, 2006; Vidal et al., 2012). In
einer fruhen EEG-Studie wurde herausgefunden, dass Tinnituspatienten verstarkte
Thetaaktivitat im medialen Thalamus besitzen (Jeanmonod et al.,, 1996).
Magnetenzephalographische Aufnahmen weisen ebenfalls verstarkte Aktivitat im
Thetawellenbereich von 4-8 kHz auf. Wenn den Patienten Stimuli prasentiert
wurden, die den Tinnitus maskieren, nimmt die Thetawellenaktivitat ab (Llinas et al.,
2005). Deshalb wird angenommen, das beim Menschen thalamokortikale
Dysrythmien im Thetabereich zu einer intrakortikalen Gammasynchronisation
beitragen, wodurch die Tinnituswahrnehmung verstarkt wird (Llinas et al., 1999;
Middleton et al., 2012). Tinnituspatienten zeigen aullerdem eine verstarkte
Gammaaktivitat, die mit  der  funktionellen  Verknlipfung  entfernter
Neuronenpopulationen in Zusammenhang gebracht wird und deshalb das neuronale
Substrat fur eine bewusste Wahrnehmung darstellen konnte (Fries et al., 2007;
Womelsdorf et al., 2007).

Aktuelle magnetenzephalografische Patientenstudien unterstitzen die Sicht einer
Beteiligung eines weitverzweigten Netzwerks auditorischer und nicht auditorischer
Gehirnregionen bei der Tinnituswahrnehmung. Die Arbeiten von Schlee und Weisz
zeigten eine Reihe von funktionellen Veranderungen zwischen entfernten
Gehirnregionen bei Tinnituspatienten im Ruhezustand. Dabei konnte ein
funktionelles Netzwerk aus frontotemporalen Verbindungen offengelegt werden, das
hauptsachlich die rechte Hemisphare betrifft (Schlee et al., 2008). Tinnituspatienten
besitzen zudem einen verstarkten Informationseingang von prafrontalen und
parietookzipitalen Regionen in den Temporallappen im Gammabereich, dessen
Starke positiv korreliert ist mit der subjektiven Leidenserfahrung der Patienten
(Schlee et al., 2009). In einer kurzlich publizierten EEG Studie wurden erstmals
Tinnituspatienten im frlhen Stadium der Pathogenese mit Patienten im
fortgeschrittenen chronischen Stadium verglichen. Mit zunehmender Dauer der
Tinnituswahrnehmung zeigte sich hier eine Zunahme der Gammaaktivitat im AC, in

sekundaren motorischen Arealen, dem dorsalen anterioren CG und der Insula, die
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einherging mit einer Abnahme der Konnektivitaten im Alpha-, Beta- und Thetaband.
Die Steigerung der Gammaaktivitat wurde zwischen dem primaren und sekundaren
auditorischen Kortex und der linken Insula einerseits und beiden auditorischen
Kortexhemispharen mit dem rechten dorsolateralen prefrontalen Kortex andererseits
beobachtet. Diese beiden Netzwerke erhohter Gammaaktivitat waren funktionell mit
dem linken Parahippocampus verknupft (Vanneste et al., 2011a). Unterschiede
zwischen uni- und bilateraler Tinnituswahrnehmung finden sich ebenfalls im
Gamma-, aber auch Betaband im kontralateralen Parahippocampus. Die Starke der
Alphabandaktivitat ist hier auRerdem korreliert mit der Leidenserfahrung der
Patienten. Hingegen finden sich keine Unterschiede in allen Frequenzbandern
zwischen den auditorischen Kortices beider Hemispharen bei einer unilateralen
Wahrnehmung (Vanneste et al., 2011b+c).

Trotz weitreichender Fortschritte in der Aufklarung der zugrundeliegenden
Pathophysiologie und der beteiligten Strukturen gibt es bisher weder ein objektives
diagnostisches Verfahren zum Nachweis eines subjektiven Tinnitus beim Patienten,
noch eine allgemein wirksame oder ursachliche Therapie. Nach Ausschluss eines
objektiven Tinnitus und je nach Schwere der Begleitsymptome (Depression,
Konzentrations- und Schlafstorungen, Leidenserfahrung) beschrankt sich eine
Behandlung haufig auf eine Psychotherapie, die helfen soll die negativen
Begleitsymptome zu verringern. Akustische Therapieformen zeigen bei einigen
Patienten eine positive Wirkung und es kommt zur Verringerung der Wahrnehmung
bis hin zum Verschwinden des Phantomgerauschs. Ein Tinnitus-Masker sendet zum
Beispiel ein definiertes Rauschen aus, das deutlich lauter als der Tinnitus ist und
deshalb das qualende Tinnitusgerausch Uberdeckt. Der Tinnitus-Noiser erzeugt ein
dem Tinnitus gleichwertiges Rauschen. Die dominierende Position des Tinnitus soll
dadurch geschwacht, nicht aber wie beim Masking Uberstért werden (Vernon und
Meikle, 2003). Die naturliche Filterfunktion des Ohres und des zentralen
auditorischen Systems sollen dann helfen den Tinnitus zu verringern. In der Regel
werden akustische und Psychotherapie kombiniert in der sogenannten ,Tinnitus-
Retraining-Therapie“ (Henry et al., 2006; Jastreboff, 2007). Seit kurzem ist bei
tonalem Tinnitus eine weitere Therapie in mehreren Landern zugelassen, die durch

gezielte akustische Stimulation das uberaktive, hochsynchrone Tinnitusnetzwerk
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storen soll (Adamchic et al., 2012; Tass und Popovych, 2012). Weiterhin wird zur Zeit
intensiv versucht mit transkranialer Magnetstimulation den Tinnitus zu behandeln
(Langguth et al., 2012; Mennemeier et al., 2012; Smith et al., 2007; Weisz et al.,
2012), was bei einem Teil der Patienten auch Erfolg hat (Meng et al., 2012).
Aulerdem gelang es vor kurzem in einem Tiermodell mit Hilfe einer
Vagusnervstimulation die Verhaltensanzeichen eines schallinduzierten Tinnitus zu

eliminieren (Engineer et al., 2011).

1.5 Tinnitus im Tiermodell

Die bildgebenden Studien am Menschen haben sich als sehr wertvoll erwiesen um
Regionen zu identifizieren, die bei der Tinnitusgenerierung eine Rolle spielen.
Jedoch sind die anatomischen, biochemischen, neurophysiologischen und
neuropharmakologischen Mechanismen der Tinnitusentstehung schlecht im
Menschen zu untersuchen und es wurden daher im letzten Jahrzehnt grolle
Anstrengungen unternommen verlassliche Tiermodelle zu entwickeln. In den
nachsten Kapiteln soll dargestellt werden, wie Tinnitus in Tiermodellen induziert
werden kann, welche Nachweismethoden der Tinnituswahrnehmung zur Verfigung
stehen und welche neurophysiologischen Erkenntnisse und Modelle zur
Pathogenese daraus resultierten.

In Tierversuchen werden in der Regel Nagetierarten der Spezies Meriones
unguiculatus (mongolische Wustenrennmaus), Rattus norvegicus (Ratte), Mus
musculus (Maus), Cavia porcellus (Meerschweinchen) und Mustela putorius furo
(Frettchen) verwendet. Am haufigsten kommen aktuell zur experimentellen
Tinnitusauslésung akustische Signale mit hohen Schalldruckpegeln (>90 dB SPL)
zum Einsatz, wobei sowohl unilateral, als auch bilateral beschallt werden kann. Die
Signale werden in der Regel kontinuierlich unter Narkose prasentiert. Neben der
Prasentation mit kontinuierlicher Signalstarke kommen auch kurze Impulse zum
Einsatz, die ein sogenanntes Knalltrauma verursachen (Mao et al., 2012). Dabei
werden sehr hohe Pegelstarken (>130 dB SPL) und sehr kurze (<500ms)
impulsartige Schallsignale benutzt. Neben breitbandigen Signalen, die weite

Bereiche der Cochlea schadigen, werden in der Mehrzahl der Studien jedoch
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definierte Reintdone oder Rauschsignale verwendet, wobei oft darauf geachtet wird,
dass die Traumafrequenzen im besten Horbereich der Tiere liegen. Aufgrund des
Aufbaus der Cochlea sind die Frequenzen oberhalb der Traumafrequenz &hnlich
stark betroffen, wie im eigentlich beschallten Frequenzbereich. Der maximale
Horverlust ist etwa eine halbe Oktave oberhalb der Traumafrequenz zu erwarten. In
Studien, die ein Schalltrauma zur Tinnitusinduktion verwenden, zeigen mehr als die
Halfte der Tiere Verhaltensanzeichen fir einen Tinnitus (Longenecker und Galazyuk,
2011; Middleton et al., 2011; Wang et al., 2009). Zur Auslésung von Tinnitus wurde in
Tiermodellen neben Schalltraumen auch haufig Salicylat verwendet (u.a. Mahlke und
Wallhauser-Franke, 2004; Paul et al., 2008; Turner und Parrish, 2008), weil die Gabe
einer hohen Dosis Salicylat zuverlassig eine Tinnituswahrnehmung ausldst. Da diese
aber nach Ende der Gabe, wie auch im Menschen, komplett verschwindet, liegt
wahrscheinlich ein anderer Mechanismus der Tinnitusgenerierung zugrunde.
Weiterhin kénnen mit Hilfe des Salicylatmodells keine anhaltenden chronischen
Veranderungen bei der Tinnitusentstehung untersucht werden. In der vorliegenden
Arbeit wurde davon ausgegangen, dass nach zwei Wochen das Schalltrauma einen
permanenten Horverlust auf dem exponierten Ohr verursacht und bei einem Teil der
Tiere die Tinnituspathogenese eingesetzt hat. Im folgenden wird deshalb dieser
Zeitpunkt als das chronische Stadium bezeichnet. Wir gehen aber nicht zwangslaufig
davon aus, dass der Zustand der Mause mit der chronischen Phase im Menschen
vergleichbar oder identisch ist, oder der Zustand nach 2 Wochen bereits das
Endstadium darstellt.

Um nachzuweisen, dass im Tiermodell eine anhaltende Gerauschwahrnehmung
ausgelost werden kann wurden verschiedene Verhaltensversuche etabliert. In allen
Verhaltensparadigmen wird das Tier trainiert Stille wahrzunehmen und darauf
entsprechend zu reagieren. Zeigt das Tier eine veranderte Verhaltensantwort, die
vermuten lasst, dass die Stille schlechter erkannt wurde, wird davon ausgegangen,
dass es einen Tinnitus wahrnimmt. Eines der ersten Modelle benutzt die
konditionierte Unterdrickung der Trinkrate bei Stille zum Nachweis einer
Tinnituswahrnehmung (Jastreboff et al., 1986; Jastreboff et al., 1988). Spatere
Modelle verwendeten weitere Paradigmen der konditionierten

Verhaltensunterdriackung (Bauer und Brozoski, 1999; Bauer und Brozoski, 2001) und
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Vermeidung (Guitton et al., 2003; Lobarinas et al., 2004), sowie forced choice
(Heffner und Harrington, 2002). Bei dem mittlerweile am haufigsten angewandten
Verhaltensmodell zum Tinnitusnachweis wurde die Vorpulsinhibition bei akustischer
Schreckreaktion ausgenutzt und fur die Tinnitusforschung adaptiert (Abb. 5). Wird
einem lauten Knall ein leiserer akustischer Vorpuls vorangestellt, so wird die
folgende Kontraktion der Skelettmuskulatur inhibiert. Bei der Kontraktion handelt es
sich um einen Hirnstammreflex, der aber durch héhere Gebiete und kortikale Areale
modifiziert werden kann. Die Inhibition findet nur statt, wenn der Vorpuls eine
maximale zeitliche Distanz von 200 ms zum Knall hat, weshalb der Vorpuls auch nur
unbewusst wahrgenommenen wird. Bei der Adaption fir die Tinnitus-
Tiermodellforschung ist der Vorpuls ersetzt durch eine akustische Licke in einem
sonst kontinuierlichen Hintergrundgerausch (Turner et al., 2006). Wenn die Frequenz
des Hintergrundgerausches gleich oder ahnlich der Frequenzen des
wahrgenommenen Tinnitus ist, dann wird die Lucke schlechter wahrgenommen,
worauf die Inhibition der Muskelkontraktion reduziert ist. Die Starke der
aufgenommenen Beschleunigung wird wieder groRer und nahert sich der
Verhaltensantwort ohne vorausgehende Lucke im Hintergrundrauschen an. Bisher
wurde das Modell in Ratten, Wustenrennmausen, Mausen und Meerschweinchen
eingesetzt (Turner et al., 2006; Middleton et al., 2011; Nowotny et al., 2011; Dehmel
et al.,, 2012). Aktuelle Studien benutzen dieses Verhaltensparadigma um zwischen
Tieren mit und ohne Tinnituswahrnehmung zu unterscheiden. Im Gegensatz zu
friheren Studien kann dadurch die spezifische Aktivierung eines schallinduzierten
Tinnitus untersucht werden. Dazu gibt es aber bisher wenige Arbeiten (Middleton et
al., 2011, Wang et al., 2009). Die Luckendetektionsmethode diente auch in der
vorliegenden Arbeit zur Unterscheidung von Mausen mit und ohne
Tinnituswahrnehmung, wobei danach mit Hilfe der 2-DG Methode erstmals die

Aktivitat im gesamten Gehirn untersucht wurde.

1.6 Periphere und zentrale Effekte nach Schalltrauma

Wahrend einer Larmexposition mit Schallpegeln Uber 100 dB SPL kommt es zu

einem larminduzierten temporaren Horverlust, der nach Ende der Exposition meist
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wieder abnimmt. Je nach Lautstdrke und Expositionsdauer kann sich das
Horvermbgen auch wieder vollstandig regenerieren. Oft stellt sich aber eine
permanente Horschwellenverschiebung ein, deren Hohe meist abhangig ist vom
initialen Schaden (Moller, 2006; Nordmann et al., 2000).

Durch zu grofRe Druckveranderungen bei einer Schallexposition kommt es in der
Scala media des Innenohrs mechanisch zur strukturellen Schadigung der ausseren
Haarzellen (Tsuprun et al., 2003). Im akuten Stadium deuten die Beschadigungen
von Stereocilien und ein Anschwellen der Zellkdrper bereits auf nekrotische
Vorgange hin (Saunders et al., 1985). Aullerdem wurden apoptotische Prozesse
beobachtetet, die aufgrund von Dysfunktionen in den Mitochondrien, einer
Schadigung der Zellmembran und einer Glutamatintoxikation initiiert werden (Hu,
2007; Hu und Zheng, 2008). Bei verstarkter Larmexposition kdnnen auch die inneren
Haarzellen und die Hornervenfasern beschadigt werden (Bohne et al., 1976). Hier
wird der Horverlust vor allem auf eine Glutamatintoxikation zurtckgefihrt, nachdem
Glutamat aufgrund starker Aktivierung in zu groRen Mengen in den synaptischen
Spalt gelangt und nur unvollstandig in die Zellen zurick transportiert werden kann.
Dadurch kommt es zu einem vermehrten Kalziumeinstrom, der die Funktion der
Mitochondrien kollabieren lasst und einen Anstieg von freien Radikalen erzeugt
(Greenwood und Connolly, 2007; Salinska et al., 2005). Je nach Starke und Dauer
der Exposition kann es sogar vorkommen, dass akute Schadigungen afferenter
Nerventerminalen auftreten, die die verspatete Degeneration des Hornervs zur Folge
haben, obwohl die Haarzellen spater wieder weitgehend intakt sind (Kujawa et al.,
2009). Bei Schallpegeln Uber 115 dB SPL kommt es zu direkten mechanischen
Schadigungen der Cochlea mit Abriss des Cortiorgans von der Basilarmembran,
Zerstorung von Stutzzellen und Schadigung der Stereozilien der Haarzellen, die
meist nicht vollstandig regeneriert werden koénnen. Aullerdem flhrt eine starke
Larmexposition durch Anschwellen der Stria vascularis zu Zellverlust und
Schadigung der BlutgefalRe, wodurch das endocochleare Potential zusammenbricht.
Durch die resultierende energetische Mangelversorgung entstehen dann vermehrt
freie Radikale, die nekrotische Prozesse in Gang bringen (Hirose und Liberman,
2003; Henderson et al., 2006; Nakashima et al., 2003; Ohlemiller, 2006). In den

Tagen danach kommt es zu fortschreitenden Lasionen, wobei die Apoptose am
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Anfang gegenuber der Nekrose Uuberwiegt (Yang et al., 2004). Sind die
Regenerationsprozesse nicht ausreichend, kann sich ein permanenter
Horschwellenanstieg manifestieren, der aber nicht zwangslaufig durch die Starke
des temporaren Schadens festgelegt ist (Nordmann et al., 2000).

Einige der =zentralen audiologischen Symptome einer schallinduzierten
Cochleaschadigung lassen sich nicht mit der peripheren Pathologie erklaren. Das
auslosende periphere Ereignis ist die Schadigung des Innenohrs, bzw. der
Haarzellen. Diese bilden die Afferenzen zu den hoheren auditorischen Arealen. Die
entsprechenden Neurone sind deshalb durch die Schadigung in primaren
auditorischen Arealen deafferenziert. Das zentrale Nervensystem versucht daraufhin
den Wegfall peripherer Eingange zu kompensieren, wodurch Symptome wie Tinnitus
oder Hyperacusis entstehen konnen. Das bei der Tinnitusentstehung zentrale
Prozesse fur die Symptome verantwortlich sind, wurde unter anderem daraus
gefolgert, dass ein Durchtrennen des HoOrnervs nicht zur Besserung des
Tinnitusempfindens fuhrt, sondern dieses oft noch verstarkt (Wazen et al., 1997).
Deshalb sind die akuten und langfristigen Veranderungen in der zentralen Horbahn,
die sich anatomisch und funktionell manifestieren kdénnen, hdchstwahrscheinlich
durch den Wegfall der Eingangsaktivitat induziert.

Nach Schadigung der Cochlea kommt es zu einer Vielzahl neurodegenerativer
Prozesse im zentralen Nervensystem. In den ersten Tagen nach Schalltrauma wurde
eine Reduktion der Ubertragung an den Synapsen des Hornerven beobachtet
(Liberman und Kiang, 1978; Muller et al., 1997; Patuzzi, 2002). Dadurch verringert
sich die synaptische Ubertragung innerhalb der ersten Tage nach der Schadigung,
kann sich aber uber einen Zeitraum von einigen Monaten wieder regenerieren. Im
ventralen CN finden bereits innerhalb der ersten Stunden degenerative Prozesse
statt, die Uber Tage bis zu mehreren Wochen bestehen bleiben (Gil-Loyzaga et al.,
2009). Unter anderem degenerieren die Axone und verringern ihre Anzahl an
Verbindungen (Kim et al., 1997, Kim et al., 2004a+b). Im MGB und der Schicht 4 und
5 im AC kommt es nach Schalltrauma zur Reduktion der Zelldichte (Basta et al.,
2005) und im Menschen konnte gezeigt werden, dass Horbeeintrachtigungen mit
Volumenabnahmen der grauen Substanz in auditorischen Kortexarealen und

anderen Kernen zusammenhangen (Harris et al., 2009). In verschiedenen Kernen
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des auditorischen Systems wurden aul3erdem Veranderungen der Spontanaktivitat,
der burst-Aktivitat, der evozierten Potentiale und Veranderungen der tonotopen
Repréasentationen gefunden (siehe Kap. 1.7)

Neben den neurodegenerativen Veranderungen wurden nach peripherer Schadigung
sowohl Beispiele fur Hebbsche, als auch homdostatische Plastizitat in Tiermodellen
gefunden (Scholl und Wehr, 2008; Yang et al., 2011). Funktionell kommt es nach
einigen Stunden zur Anderung der Erregbarkeit in den auditorischen Kernen, die
unter anderem durch eine Umverteilung der Rezeptordichte vermittelt wird, z.B.
reduziert sich die Anzahl von Glutamatrezeptoren an zuvor auditorisch innervierten
Synapsen im VCN, wahrend sich die Anzahl glutamaterger Eingange, unter anderem
auch aus somatosensorischen Kerngebieten, im DCN erhdht (Rubio, 2006; Zeng et
al., 2009). Dies kénnte dort eine Verstarkung synaptischer Ubertragung zur Folge
haben. Stimulation oder Deprivation fuhren im AC direkt zur Veranderung der
synaptischen Aktivitat und damit zu LTP oder Long Term Depression (LTD) und
neuronaler Plastizitat in Form von neuen synaptischen Verknipfungen (Keuroghlian
und Knudson, 2007). Die Antworteigenschaften der Neurone werden durch diese
Vorgange langfristig verandert, um an Veranderungen in Anzahl und Starke
synaptischer Eingange zu adaptieren (Popelar et al., 1994; Turrigiano, 1998; Salvi et
al., 2000). Um den verminderten Eingang aus der Peripherie auszugleichen kommt
es nach einem Schalltrauma zu plastischen Veranderungen die eine tonotop
begrenzte Verstarkung der Aktivitat zur Folge hat. Diese homoostatischen
Mechanismen werden sowohl im AC, als auch in den unteren Kernen der Hérbahn
beobachtet (Kotak et al., 2005; Syka und Rybalko, 2000). Plastische Veranderungen
im AC werden jedoch nicht nur durch die aufsteigende Horbahn induziert, sondern
kdnnen zusatzlich durch die Aktivierung anderer Regionen, wie z.B. dem basalen
Vorderhirn, moduliert werden (Engineer et al., 2004; Kilgard und Merzenich, 1998;
Yan und Zhang, 2005). Die langer anhaltenden, plastischen Veranderungen von
Nervenzellen erfordern die Umorganisation und Bildung synaptischer
VerknlUpfungen, die durch eine Reihe von Effektorgenen vermittelt werden (Loebrich
und Nedivi, 2009; Okuno 2011). Deren Expression wird nach ausreichender
Erregung induziert. An Synapsen im dorsalen und ventralen CN, SOC und IC

konnten kurz- und langfristig nach unilateraler Cochleaablation
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Expressionsanderungen von Neutrophinen nachgewiesen werden, die sowohl ipsi-
als auch kontralateral zur Seite der Ablation auftraten (Suneja et al.,, 2005).
AuRerdem verandert sich akut die Expression von Aktivitats- und Plastizitatsmarkern.
Zwei der am besten untersuchten Proteine dieser Gruppe sind c-fos und arg3.1 (Link
et al., 1995; Lyford et al., 1995, Morgan et al., 1987; Smeyne et al., 1992). Im akuten
Zustand nach Larmschadigung wird c-fos im AC, dem dorsalen CN, dem IC und der
zentralen Amygdala verstarkt exprimiert (Wallhausser-Franke et al., 2003), wahrend
nach Salicylatgabe c-fos und der Plastizitatsmarker arg3.1 in bestimmten Bereichen
des primaren auditorischen Kortex und der zentralen Amygdala erhoht ist (Mahlke
und Wallhausser-Franke, 2004)

1.7 Einfluss synaptischer Plastizitat auf die Tinnitusentstehung

Arg3.1 ist notwendig fur die Konsolidierung synaptischer Plastizitat und die
langanhaltende Abspeicherung von Gedachtnisinhalten (Plath et al., 2006). Es wird
nach synaptischer Aktivierung tber NMDA-Rezeptor abhangige Prozesse exprimiert.
Die Transskription der arg3.1 mRNA wird induziert durch den MAP Kinase
Transduktionsweg (Waltereit et al., 2001), der Uber eine ganze Reihe von
extrazellularen Signalmolekulen aktiviert werden kann (Giorgi et al., 2007; Granado
et al., 2008; Bloomer et al., 2008). Nach der Transskription wird die arg3.1 mRNA
aus dem Zellkern teilweise in die Dendriten und aktivierte Synapsen transportiert
(Link et al., 1995; Lyford et al., 1995; Steward et al., 1998). Das in den Postsynapsen
lokal translatierte arg3.1 Protein interagiert mit Dynamin und Endophilin, zwei
Proteine, die eine Rolle bei der Clathrin vermittelten Endozytose spielen (Chowdhury
et al., 2006). Arg3.1 konnte deshalb direkt den Umsatz von AMPA -Rezeptoren an
der Postsynapse beeinflussen. Dementsprechend fuhrt eine
Konzentrationssteigerung von arg3.1 zur Reduktion von AMPA Strémen und
hippocampale Neurone konstitutiver Knockout-Mause zeigen in Primarkultur eine
Anreicherung membranstandiger AMPA-Rezeptoren an der Postsynapse (Rial Verde
et al.,, 2006; Shepherd et al., 2006). In einer Reihe von Verhaltensversuchen mit
konstitutiven Knockout-Mausen wurde deutlich, dass arg3.1 eine Schlusselstellung
bei der Bildung des Langzeitgedachtnisses besitzt (Plath et al., 2006). Bei Ratten

fuhrt die Exposition mit einer neuen komplexen Umgebung aullerdem zu einer
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verstarkten Expression im Vorderhirn (Pinaud et al., 2001). Die Expression von
arg3.1 erhoht wahrscheinlich die Erregbarkeit kortikaler Pyramidenzellen, wahrend
das Fehlen von arg3.1 die Fahigkeit zur Bildung dendritischer Spines verringert
(Goel und Lee, 2007; Peebles et al., 2010). Obwohl die funktionelle Bedeutung der
arg3.1 mRNA und des entsprechenden Proteins noch nicht abschlieffend geklart
wurde, weisen doch alle Beobachtungen darauf hin, dass arg3.1 aufgrund der
dendritischen Lokalisation einen direkten Einfluss auf plastische Veranderungen der
postsynaptischen Membran als Antwort auf eine Aktivierung eines Neurons besitzt.
Die Expression von arg3.1 lasst sich auch durch akustische Stimulation mit
schmalbandigen Rauschsignalen und Reintdnen im auditorischen Kortex induzieren
(Mahlke und Wallhdusser-Franke, 2004). Dabei zeigt sich nach Reintonstimulation
ein tonotop organisiertes Muster verstarkter Expression in Mausen (Carpenter-
Hyland et al., 2010; eigene Daten). Da die Expression von arg3.1 mit anhaltenden
plastischen Veranderungen im Nervensystem in Zusammenhang gebracht werden
konnte und notwendig ist fir das langanhaltende Abspeichern von Informationen
(Plath et al, 2006), ist anzunehmen, dass es in Bereichen, in denen arg3.1 nach
intensiver akustischer Stimulation oder nach Larmschadigung exprimiert wird, zu
anhaltenden plastischen Veranderungen im auditorischen Kortex kommt. Arg3.1
spielt auflerdem eine Rolle bei der Ausbildung der Orientierungsselektivitat von
Neuronen im visuellen Kortex (Wang et al.,, 2006) und es kann vermutet werden,
dass arg3.1-abhangige Prozesse auch im auditorischen Kortex bei Veranderungen
der Frequenzreprasentation beteiligt sind. Die Anderung der Frequenzreprasentation
im auditorischen Kortex konnte sowohl bei Tinnituspatienten, als auch im Tiermodell
beobachtet werden und wird als eine mdgliche Ursache von Tinnitus angesehen
(Komiya und Eggermont, 2000; Muhlinickel et al., 1998, Weisz et al., 2005).
Konstitutive Arg3.1-Knockout-Mause besitzen aulerdem Defizite bei der
auditorischen Furchtkonditionierung (Plath et al., 2006). Dabei konvergieren
auditorische Signale aus dem Thalamus und dem auditorischen Kortex mit den
nozizeptiven Informationen in der Amygdala (LeDoux, 2003; Maren et al., 2001).
Weiterhin kann uber die Unterdrickung der arg3.1 Expression in der Amygdala die
Ausbildung des Furchtgedachtnisses unterdriickt werden (Maddox und Schafe,

2011). Nach Salicylatgabe zur Tinnitusinduktion konnte im Tiermodell in der
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Amygdala eine verstarkte arg3.1 Expression beobachtet werden (Mahlke und
Wallhdusser-Franke, 2004). Es konnte deshalb sein, dass die Amygdala eine
wichtige Rolle bei der Tinnitusentstehung spielt.

Da arg3.1 sowohl in der Amygdala als auch bei plastischen Veranderungen im
auditorischen Kortex eine Rolle spielt (Carpenter-Hyland et al., 2010; Sun et al.,
2005) und plastische Veranderungen bei der Entstehung von Tinnitus bereits
beobachtet wurden, wurde in der vorliegenden Arbeit postuliert, dass das Fehlen von
arg3.1 in den Pyramidenzellen des Vorderhirns die Ausbildung einer
Tinnituswahrnehmung beeintrachtigt. Es wurde daher eine konditionale Knockout-
Linie verwendet, bei der arg3.1 spezifisch in den Pyramidenzellen des Vorderhirns
deletiert wurde (Abb. 2). Die untersuchte Knockout-Linie exprimierte die Cre
Rekombinase unter der Kontrolle des CamKlla-Promotors (Casanova et al., 2001).
Ahnlich wie konstitutive Arg3.1-Knockout-Mause (Plath et al., 2006) zeigen die Tiere
Defizite bei Hippocampus und Amygdala abhangigem Lernen (Mahlke,
unverdffentlicht).

1.8 Entstehung und neurophysiologische Korrelate von Tinnitus

Wie in Kapitel 1.7 erwahnt gehen aktuelle Modelle zur Tinnitusentstehung davon
aus, dass die Tinnituswahrnehmung durch kompensatorische Mechanismen im
zentralen auditorischen System in Reaktion auf eine reduzierte Eingangsaktivitat
generiert wird. Negative Emotionen, Stress oder traumatische Lebenssituationen
fuhren zu einer Aktivierung des limbischen Systems, wodurch eine Verstarkung und
Manifestation des Phantomsignals und eine ausgepragte subjektive
Leidensempfindung ausgeldst werden kann, die letztendlich in einem chronischen
dekompensierten Tinnitus mundet. Die zentralen Mechanismen, die mit der
Generierung der Phantomwahrnehmung in Zusammenhang gebracht werden, sollen
im folgenden naher erlautert werden. Die verringerte Eingangsaktivitat induziert
neurodegenerative und plastische Prozesse, reduzierte laterale Inhibition, und die
Reorganisation der tonotopen Reprasentation, was zur Generierung von Hyper- und
Spontanaktivitat im auditorischen System beitragt, die als Tinnitus wahrgenommen

werden kann. Die verschiedenen Prozesse sind abhangig voneinander und

24



Einleitung

beeinflussen sich gegenseitig, kdnnen zeitlich aber getrennt ablaufen (Eggermont
und Roberts, 2004; Weisz et al., 2005).

Ein Mechanismus, der bei der Tinnitusentstehung einen Beitrag leisten konnte,
grundet auf der Reorganisation der tonotopen sensorischen Karte in den Kernen des
auditorischen Systems nach dem Wegfall der Eingangsaktivitat (Muhinickel et al.,
1998). Nach einem induzierten Horverlust kommt es zur Verbreiterung des
Frequenztunings von Neuronen und zur tonotopen Reorganisation im IC (lzquierdo
et al., 2008; Irvine et al., 2003), im MGB (Kamke et al., 2003) und besonders im AC
(Irvine et al., 2007; Komiya und Eggermont, 2000; Seki et al., 2002, Weisz et al.,
2005), wahrend die Befunde im CN, die hauptsachlich den dorsalen Kern betreffen,
inkonsistent sind (Rajan et al., 1993; Sumner et al., 2005; Rajan und Irvine, 1998).
Die Neurone verschieben dabei ihr rezeptives Feld in Richtung benachbarter Areale,
die nach wie vor ausreichend afferente Eingange erhalten (Rajan und Irvine, 1998).
Eine Uberreprasentation der Grenzfrequenzen nach der Reorganisation
zusammmen mit verringerter Inhibition konnten so zu tonotop begrenzter
Tinnitusaktivitat fuhren (Rauschecker, 1999; Eggermont und Roberts, 2004). Im
Einklang damit liegt die Tinnitusfrequenz sowohl bei Menschen, als auch im
Tiermodell meist neben, oder im Bereich des groRten Horverlusts (Konig et al., 2006;
Norena et al., 2002; Schaette et al., 2009; Turner et al., 2006). In einer MEG
Patientenstudie konnte gezeigt werden, dass die Signale bei Stimulation mit der
Tinnitusfrequenz groRere Areale entlang der tonotopen Achse des A1 beanspruchen
(Muhlnickel et al., 1998), wahrend eine aktuelle funktionelle MRT Studie keine
tonotopen Reprasentationsverschiebungen aufzeigte (Langers et al., 2012). Deshalb
besteht nach wie vor eine Kontroverse, ob eine tonotope Uberreprasentation der
Tinnitusfrequenz zwingend notwendig ist fur die Wahrnehmung eines Tinnitus, oder
ob veranderte neuronale Synchronizitat in nur kleinen Arealen fur den Tinnitus
verantwortlich sein konnte.

Die Unabhangigkeit des Tinnitus von der akustischen Umgebung bildet die
Grundlage fur das neurophysiologische Tinnitusmodell von Jastreboff (Jastreboff,
1990; Jastreboff, 1999). Die starken emotionalen Reaktionen, Angstgefiihle und
psychosomatischen Probleme bei Tinnituspatienten veranlassten Jastreboff zu

vermuten, dass das limbische und autonome System bei der Entstehung eines
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dekompensierten Tinnitus ein essentielle Rolle spielt. Dabei wird postuliert, dass der
Tinnitus aufgrund mangelnder Habituation entsteht. Im Normalfall sollte das
auditorische System die nichtrelevente auditorische Spontanaktivitdt und deren
Wahrnehmung unterdricken. Da die sensorische Information im Falle des Tinnitus
aber mit negativen Emotionen und Stress assoziiert werden oder einhergehen,
kommt es zur Aktivierung des limbischen Systems, dass die Aufmerksamkeit auf den
Tinnitus richtet und dadurch zu einer positiven Rickkopplungsschleife fihrt, die die
Tinnituswahrnehmung und die einhergehenden Emotionen verstarkt. Die Aktivierung
des limbischen und autonomen Systems durch die neuronale Tinnitusaktivitat folgt
dabei dem Prinzip der Konditionierung. Die urspriingliche Signalstarke und Relevanz
ist dabei eher unwichtig, da eine Verstarkung durch das limbische System erfolgt,
was die Modifizierung synaptischer Verbindungen veranlasst. Bei der Entstehung
konnten alle Kerne des auditorischen Systems ihren Beitrag bei der Generierung der
Spontanaktivitat leisten, durch die Fokussierung auf psychologische Lernaspekte
konnte die Beteiligung des unteren auditorischen Systems und die weitreichenden
plastischen Veranderungen in den betreffenden Kernen aber unterschatzt werden.

Ein Modell, dass die Rolle der Plastizitat in den unteren Kernen des auditorischen
Systems hervorhebt wurde von Gerken 1996 vorgeschlagen (Gerken, 1996). Dieses
sieht den Verlust lateraler Inhibition im IC als Ursache fur einen tonalen Tinnitus an.
Durch laterale Inhibition kommt es normalerweise zu einer Kontrastverstarkung
zwischen benachbarten Einheiten in neuronalen Anordnungen, wie sie die tonotop
organisierten Bereiche der primaren auditorischen Kerne darstellen (Rhode und
Greenberg, 1994). Das Auftreten lateraler Inhibition fluhrt dort zu extremen
Aktivitatszustanden weniger Neurone, wahrend die direkte Umgebung inhibiert ist.
Der Prozess kann deshalb erklaren, warum breite spektrale Kontraste akustischer
Stimuli zu eng begrenzten Erhéhungen und Reduktionen im auditorischen System
fuhren, die eventuell eine der Grundlagen fir tonale Sinneseindriicke bilden. Es wird
daher angenommen, dass der reduzierte Eingang aufgrund der Cochleaschadigung
zum Wegfall der lateralen Inhibition und einer Erregung der Neurone in den
Randbereichen des Horschadens im IC fuhrt (Gerken, 1996; Norena et al., 2000).
Dementsprechend konnte im IC beobachtet werden, dass eine Verringerung der

inhibitorischen Aktivitdt mit einhergehender Verstarkung der Exzitation stattfindet
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(Holt et al., 2005; Vale et al., 2004). Fur eine Beteiligung GABAerger Inhibition, wie
sie im IC vorherrscht (Merchan et al., 2005), spricht auch, dass die Verabreichung
von GABA-Agonisten wie Gabapentin und Vigabatrin Anzeichen von Tinnitus im
Tiermodell unterdricken konnten (Brozoski et al., 2007a). Der Wegfall lateraler
Inhibition als Tinnitusursache lasst sich auch auf die anderen primaren auditorischen
Kerne anwenden, denn eine Anderung der Transmitterausschiittung konnte fiir
GABA und Glycin auch im CN und dem SOC gezeigt werden, wobei es Uber einige
Tage zu einer Reduktion inhibitorischer Aktivitat kam (Buras et al., 2006; Mossop et
al., 2000; Yan et al., 2007). Fur A1 wurde ein auf lateraler Inhibition basierendes
Modell durch Langner und Wallhdusser-Franke vorgeschlagen (Langner und
Wallhduser-Franke, 1999). Das Modell postuliert zusatzlich einen Beitrag
nichtlinearer Ruckkopplungen zwischen Thalamus und Kortex, die beeinflusst
werden koénnen durch aufmerksamkeits- und emotionssteuernde Strukturen des
limbischen Systems. Eine Aktivierung des limbischen Systems durch Stress und
spater durch die Tinnituswahrnehmung selbst, hatte dann eine Verstarkung des
intrinsisch generierten Signals zur Folge und resultiert in der Stabilisierung der
Tinnitusaktivitat.

Eine weitere Hypothese flr die neuronale Basis der Tinnituswahrnehmung
beschreibt in ahnlicher Weise, dass die periphere Deafferenzierung zur Stdérung
thalamokortikaler Oszillationen fuhrt. Der Mangel an Inhibition Iasst Neurone der
auditorischen Kerne des Thalamus hyperpolarisieren. Dies fuhrt zur Generierung von
burst-Potentialen, die zur Bildung einer Rickkopplungsschleife mit dem AC flhren
konnen. Die Ursache flir die Wahrnehmung eines Tinnitus ist demnach die
andauernde Dysrhytmie mit tonotop eng begrenzter Synchronizitat (Jeanmonod et
al.,, 1996; Llinas et al., 1999; Llinas et al., 2001). Die erhdhte Synchronizitat
neuronaler Aktivitat im auditorischen System nach einem Larm-induzierten
Horverlust deutet auf plastische Prozesse hin (Norena und Eggermont, 2003; Seki
und Eggermont, 2003) und die Oszillationen werden mit der Gedachtnisbildung in
Zusammenhang gebracht (Buzsaki und Draguhn, 2004).

Die beschriebenen Mechanismen, die untereinander interagieren kénnen, fihren
nach Schadigung der Cochlea zur Generierung spontaner Aktivitat in Kernen der

Horbahn, die als Tinnitus wahrgenommen werden kann. Tierexperimentell konnten
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mehrere Arten veranderter neuronaler Aktivitdt in verschiedenen Kernen der
Horbahn zu unterschiedlichen Zeitpunkten nach Schadigung nachgewiesen werden:
Gesteigerte Feuerrate (Eggermont und Kenmochi, 1998; Komiya und Eggermont,
2000; Brozoski et al., 2002), erhohte burst-Aktivitat (Jeanmonod et al., 1996; Norena
und Eggermont, 2003; Seki und Eggermont, 2003) und veranderte synchrone
Aktivitat (Cazals et al., 1998; Eggermont und Norena, 2003). Aul’erdem kommt es
nach Schalltrauma zur Steigerung von akustisch evozierten Feldpotentialanstiegen
im 1IC und AC (Salvi et al.,, 1990; Norena et al., 2010). Gleichzeitig wurde eine
Reduktion der neuronalen Aktivitat im Hornerv nachgewiesen (Stypulkowski, 1990;
Liberman und Dodds, 1984). Die erhdhte Spontanaktivitat in auditorischen kortikalen
Arealen ist bereits nach einigen Stunden vorhanden und betrifft insbesondere
Regionen, in denen nach Beschallung eine Reorganisation der Tonotopie stattfindet
(Komiya und Eggermont, 2000). Weiterhin wurde herausgefunden, dass die erhdhte
Spontanaktivitdt im dorsalen Kern des CN bei Ratten positiv mit
Verhaltensanzeichen von Tinnitus korreliert (Brozoski et al., 2002).

Die Beteiligung limbischer Strukturen bei der Tinnituswahrnehmung konnte zunachst
beim Menschen gezeigt werden (Lockwood et al., 2001; Muhlau et al., 2006). Im
Tiermodell wurde bisher nach experimenteller Tinnitusauslosung nur die Aktivierung
der Amygdala beobachtet (Wallhdusser- Franke et al., 2003). Die Amygdala besitzt
eine wesentliche Rolle beim assoziativen Lernen und der Konditionierung mit
akustischen Reizen bei der Furchtreaktion (Armony et al., 1998; LeDoux, 2003;
Maren et al., 2001), weshalb diese die negativen Emotionen als Reaktion auf den
Tinnitus vermitteln und zur Verstarkung des Tinnitusempfindens beitragen kénnte.
Die Verbindungen zwischen dem limbischen System, insbesondere der Amygdala,
und dem auditorischen System, insbesondere der multimodalen extralemniscalen
Horbahn, wurde auch schon frih von Moller mit Bezug auf die Tinnitusgenerierung
erortert (Moller et al, 1992), denn die affektiven Komponenten der
Tinnituswahrnehmung kénnten durch eine Aktivierung der Amygdala erklart werden.
Eine Beteiligung des Ilimbischen Systems bei der Aufrechterhaltung der
Tinnituswahrnehmung wurde kurzlich von Schlee und Weisz gezeigt. Insbesondere
Regionen die eine Rolle bei der Aufmerksamkeitsregulation besitzen und im

prafrontalen und frontalen Regionen des Gehirns lokalisiert sind wurden bei
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Patienten als mdglicher Teil des neuronalen Korrelats von Tinnitus identifiziert
(Schlee et al., 2008; Schlee et al., 2009; Vanneste et al., 2011a).

Die neuronalen Mechanismen, die final in der Generierung des Tinnitusgerausches
enden, schlieBen sich gegenseitig nicht aus, sondern sind zeitlich wie auch
funktionell voneinander abhangig. Zusammengenommen haben die Beobachtungen
zu der Ansicht geflihrt, dass Tinnitus durch periphere und zentrale Mechanismen
verursacht wird. Der peripheren Schadigung folgt die Reorganisation des
auditorischen Systems, das die sensorische Wahrnehmung generiert. Das limbische
System fuhrt eine emotionale Beurteilung des sensorischen Inhalts durch und
fokussiert die Aufmerksamkeit auf die sensorische Komponente. Das kann zu einer
gegenseitigen Verstarkung flihren, wodurch der Tinnitus im Bewusstsein erhalten
bleibt. Die genauen Entstehungsmechanismen von Tinnitus sind dennoch immer
noch weitgehend ungeklart. Welche zentralen Strukturen an der Generierung
beteiligt sind wird nach wie vor kontrovers diskutiert und die Befunde sind sowohl
beim Menschen, als auch in Tiermodellen nicht eindeutig. Weil Untersuchungen an
Patienten nur im begrenzten Mal} durchfuhrbar sind, werden Tiermodelle bendtigt,
um die Entstehungsmechanismen von Tinnitus zu kldren und neue

Behandlungskonzepte entwickeln zu konnen.

1.9 Fragestellungen und Ziele der Arbeit

Ziel der Arbeit war es Tinnitus-spezifische Aktivierungsmuster mit Hilfe der 2-Desoxy-
[14C]-D-glukose (2-DG) Methode nach Schalltrauma im Mausmodell zu untersuchen
und den Einfluss plastischer Veranderungen auf die Tinnitusentstehung mit Hilfe
einer konditionalen Arg3.1-Knockout-Mauslinie zu bestimmen.

Zur experimentellen Tinnitusinduktion wurde ein unilaterales Schalltrauma in einem
schmalbandigen Frequenzbereich verwendet (Abb. 4). Da Patientenstudien darauf
hinweisen, dass ein weitverzweigtes Netzwerk an der Entstehung von Tinnitus
beteiligt ist, sollten im Tiermodell Tinnitus-spezifische Anderungen im
Gehirnmetabolismus identifiziert werden. Dazu wurde die Aufnahme der radioaktiv
markierten Desoxyglukose zwei Stunden und zwei Wochen nach Schalltrauma

untersucht. Die Auswertung der Autoradiogramme erfolgte mit einer voxelbasierten

29



Einleitung

Analyse in SPM, die es erméglichte die Gruppenunterschiede im gesamten Gehirn
zu untersuchen, da die Regionen nicht im Vorfeld bestimmt werden missen. Um
eine mogliche Tinnituswahrnehmung nachzuweisen, wurden die schallexponierten
Tiere mit Hilfe eines auf einem Startle-Reflex beruhenden Verhaltensparadigmas in
potentiell Tinnitus-wahrnehmende und nicht wahrnehmende Tiere eingeteilt. Ein
Verhaltenstest zur sozialen Interaktion wurde durchgefihrt, um zu Gberprtfen, ob im
Tiermodell Anzeichen fir die im Patienten haufig auftretenden emotionalen
Belastungen durch die anhaltende Gerauschwahrnehmung gefunden werden
kénnen. Da in vielen Studien gezeigt werden konnte, dass plastische Veranderungen
an der Tinnitusgenese beteiligt sind und vermutlich eine Manifestation der
Tinnitusaktivitat begunstigen, wurde in der vorliegenden Arbeit eine konditionale
Knockout-Linie untersucht, bei der das plastizitatsrelevante Gen arg3.1 Vorderhirn-
spezifisch und postnatal in Pyramidenzellen deletiert ist. Die Annahme war, dass sich
in diesen Tieren keine anhaltende Phantomwahrnehmung entwickeln wiarde. Das
hier entwickelte Mausmodell erlaubt erstmalig eine Analyse der Tinnitus-spezifischen

Aktivitatsmuster des Gesamtgehirns im nicht narkotisierten Tier.
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2.1 Versuchsgruppen

Die mannlichen Mause des Stamms C57BL/6 stammten aus der Versuchstierhaltung
des ZMNH. Zu Beginn der Experimente waren sie 4-7 Wochen alt und wogen 23-
31g. Die Tiere wurden 5 Tage vor dem Schalltrauma in Einzelkafige getrennt. Der
Tag-Nacht-Rythmus wurde 2 Wochen vor Beginn der Experimente invertiert, wobei
diese Untersuchungen stets innerhalb der 12 Stunden dauernden Dunkelphase
stattfanden. Freier Zugang zu Futter und Wasser wurde gewahrt.

Insgesamt sind in der Arbeit die Daten von 86 Tieren enthalten. 15 Tiere entfallen auf
die Analyse der 2-Desoxyglukoseaktivitat zwei Stunden nach Schallexposition, 15
weitere dienten als Kontrollen. Von den 56 Tieren der Experimente zum chronischen
Tinnitus wurden 32 mit Schall traumatisiert und 24 waren in der Kontrollgruppe. 48
der 56 Tiere waren in der 2-DG Analyse enthalten. VVon 7 Tieren waren nur die Daten
der Horschwellenmessungen, der sozialen Interaktion und der Schreckreaktion
vorhanden. Von den insgesamt 86 Tieren waren 35 konditionale Arg3.1-Knockout-
Mause, die postnatal Cre Rekombinase unter der Kontrolle des CamKlla
(Calcium/calmodulin-ahhangige Kinase lla) Promoters in Pyramidenzellen des
Vorderhirns exprimieren. Zur Herstellung des tfargeting-Konstrukts wurden
genomische Fragmente, die das komplette arg3.1 Gen abdecken, aus einer | phage
Genbank isoliert. Die Genbank wurde aus 129/Sv(ev) Stammzellen prapariert. An
Position +2690 wurde eine gefloxte Neomycinkasette eingesetzt. Der ORF von
arg3.1 wurde an Position -1720 flankiert (Dammermann, 1999; Abb. 2A, Mitte). Nach
Linearisierung wurde das Konstrukt elektroporatorisch in R1 ES Zellen und positive
Klone danach mit Cre Rekombinase transfiziert (Plath et al., 2006). Ein Klon, dem
ausschlielich die Neomycinkasette fehlte und dessen arg3.1 ORF an Position -1720
und +2690 gefloxt war, wurde in C57BL/6J Blastozysten injiziert (Abb. 2A unten).
Mannliche Chimaren wurden mindestens Uber zehn Generationen in den C57BL/6J
Hintergrund rlckgekreuzt, bevor eine Kreuzung mit BAC transgenen Mausen
erfolgte, die improved Cre recombinase unter der Kontrolle der regulatorischen
Elemente des CamKlla Gens der Maus exprimieren (Casanova et al., 2001).

Heterozygote Mause (arg3.1*loxecret)  der folgenden Generation wurden
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untereinander verpaart um die groftenteils in den Versuchen verwendeten
konditionalen Knockout- (arg3.1'oxploxperet) ynd Wildtyp-Mause (arg3.1*/*ce*) zu
generieren. In der 3-4 Lebenswoche wurde jedem Tier fir die PCR-basierte
Genotypisierung eine Schwanzbiopsie entnommen. Nach Isolation der DNA wurde
ein getrennter Nachweis von Cre Rekombinase und arg3.1 durchgefuhrt. Ein
geringer Teil der Versuche wurde mit Wildtyp-Mausen des arg3.1**-Genotyps
durchgefuhrt, wobei 6 der insgesamt 11 Tiere in der 2-DG Analyse enthalten waren.
Die Cre Expression beginnt in den Tieren an PO, aber erst an P6 ist arg3.1 im
Immunoblot nachweisbar reduziert (Abb. 2B). An P12 ist arg3.1 im Vorderhirn
immunhistochemisch nicht mehr nachweisbar (Abb. 2C, Reihe 4, oben). Ebenso wie
konstitutive Arg3.1-Knockout-Mause (Plath et al., 2006) zeigen die Tiere
phanotypisch Defizite bei Hippocampus und Amygdala abhangigem Lernen, was
durch Kontext-abhangige Konditionierung und konditionierte Geschmacksaversion
gezeigt wurde (Mahlke, unveroffentlicht). Einen Uberblick Uber die
Untersuchungsgruppen gibt Tab.1. Das experimentelle Protokoll ist in Abb. 3
beschrieben. Die finale 2-DG Bildgebung fand entweder zwei Stunden (akut, Abb. 3,
A) oder zwei Wochen (chronisch, Abb. 3, B) nach der Schallexposition statt. Bei dem
Protokoll zur Untersuchung des chronischen Tinnitus (Abb. 3, B) wurden die Tiere
zwoOIf Tage nach dem Trauma auf Verhaltensanzeichen von Tinnitus untersucht,
wahrend temporarer und permanenter Horschaden einen und 13 Tage danach
ermittelt wurden. Die vortraumatischen Messungen dienten als individuelle
Referenzwerte. Das Tierversuchsvorhaben wurde gemaf § 8 Abs. 1 des Deutschen
Tierschutzgesetzes unter der Registrierungsnummer GO08_Tinnitus durch die

Behorde fur Gesundheit und Verbraucherschutz in Hamburg genehmigt.
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Abb. 2: Gen-Targeting Ansatz (A): Oben ist der arg3.1 Genlocus, in der Mitte der gefloxte Locus
und unten die arg3.1 loxP Mutation nach Cre-vermittelter Typ || Rekombination gezeigt (N, Nhel
Restriktionsstellen; weille Rechtecke zeigen die Exons; schwarze Rechtecke den ORF; rote
Dreiecke die loxP-Sites; schraffierte Rechtecke die Neomycinkassette. Postnatale Immunoblot-
Analyse (B): Arg3.1 und Cre Rekombinase in Gehirnen unterschiedlicher Genotypen an PO und
P6, sowie einem erwachsenen Wildtyp-Tier. Das arg 3.1-Protein ist an P6 in den konditionalen
Knockout- (arg3.1loxp/loxp, cre+)- Tieren stark reduziert. Die Expression von arg3.1 (oben) und
Cre Rekombinase (unten) im Hippocampus 4h nach Kainat-induzierten Anfallen (C): Arg3.1 ist in
der konditionalen Knockout-Maus an P12 nicht mehr immunhistochemisch nachweisbar (C,
Reihe 4, oben). Die arg3.1 Expression der Cre Rekombinase exprimierenden Wildtyp-Mause (C,
Reihe 2, oben) zeigt keine Unterschiede zu Wildtyp-Mausen (C, Reihe 1, oben; Die Bilder

wurden von Frau Dr. Claudia Mahlke zur Verfiigung gestellt).

Tab.1: Experimentelle Gruppen, akut: 2-DG Bildgebung zwei Stunden nach Schalltrauma,
chronisch: Audiometrie, Lickendetektion, soziale Interaktion und 2-DG Bildgebung zwei Wochen

nach Schalltrauma, in Klammern steht die Anzahl der Tiere in der 2-DG Analyse.

Genotyp Behandlung Akut Chronisch
Wildtyp Kontrolle 8 (8) 14 (13)
Wildtyp Schallexposition 8 (8) 21 (17)
Knockout |Kontrolle 7(7) 10 (10)
Knockout |Schallexposition 7(7) 11 (8)
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A)
Schalltrauma Vierteloktav zentriert um 10kHz (30 min in SPC)
2-DG 5uCi i.p., 45 min in SPC

B)

Tag-3 Habituation Startle 108 Startlepulse (30 min in SPC)

Tag-2 PPI, gap-PPIl und S| ' 3x 108 Startlepulse (3x 30 min in SPC), 15 min in Sl-Arena

Tag-1 ABR Messung von 4-32 kHz im Halboktavabstand, 0-90dB SPL in 5 dB Schritten
Tag 0 Schalltrauma Vierteloktav zentriert um 10kHz (30 min in SPC)
Tag 1 ABR Messung von 4-32 kHz im Halboktavabstand, 0-90dB SPL in 5 dB Schritten

Tag12 PPI, gap-PPI und S| 3x 108 Startlepulse (3x 30 min in SPC), 15 min in Sl-Arena

Tag13 ABR Messung von 4-32 kHz im Halboktavabstand, 0-90dB SPL in 5 dB Schritten

Tag14 2-DG - o
5uCii.p., 45 min in SPC

Abb. 3: Zeitlicher Verlauf des Versuchsprotokolls. Die 2-DG Methode wurde entweder zwei
Stunden (akut, A) oder zwei Wochen (chronisch, B) nach der Schallexposition durchgefiihrt.
(SPC: schallisolierte Kammer, HC: Homecage, Sl: Soziale Interaktion, ABR: Auditory brainstem
response (Horschwellenbestimmung), 2-DG: 2-Desoxyglukosemethode, PPI: prepulse inhibition

(Vorpulsinhibition), gap-PPI: gap-detection (Llckendetektion)

2.2 Unilaterales schmalbandiges Schalltrauma

Die Tiere wurden initial mit 4VOL% lIsofluran (Forene, Abbot, Wiesbaden, Germany)
narkotisiert. Nach Verstopfung des linken auReren Ohres mit Wachs, wurde die
Isofluranzufuhr auf 1-1.4 VOL% gedrosselt und der Kopf des Tieres mit Schaumstoff
ummantelt, wobei eine Offnung fiir das exponierte Ohr offen blieb. Dies geschah um
den Schalldruck auf dem kontralateralen Ohr weitestgehend zu verringern. Die Tiere

wurden in einer Akustikkammmer Uber einen 42 cm Uber dem Kopf des Tieres
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installierten  Lautsprecher (BMS 4544) eine halbe Stunde mit einem
Vierteloktavbandrauschen beschallt, das um 10 kHz zentriert war. Der
Schalldruckpegel auf Héhe des Ohres war 122 dB SPL. Die Pegelmessung und
folgende Kalibrierung erfolgte mit Hilfe eines Kondensatormikrofons (Bruel und Kjaer
3949, Vorverstarker 2670) und eines Schallkalibrators (SC1, IBF-Akustik) am
Spannungseingang der Soundkarte (RME Hammerfall DSP 9632, 192 kHz
Samplingrate) eines Computers mit der Messsoftware TrueRTA (TrueAudio) vor
jeder Exposition. Ein Spektrum des akustischen Stimulus zeigt Abb. 4. Traumatische
Pegelwerte fanden sich im Frequenzband von 9 kHz bis 11 kHz. Bei 20 kHz, 30 kHz
und 40 kHz waren Harmonien vorhanden, deren Energie bei 20 kHz

cochleotraumatisches Potential besitzen konnte.

120

100

Pegel in dB (SPL)

20
8,1 10,8 14,5 19,3 25,8 344 46
Frequenz in kHz

Abb. 4: Frequenzspektrum des Vierteloktavbandes zentriert um 10kHz mit 116 dB SPL im
Frequenzintervall von 8,8 kHz-11,2 kHz (RMS 1/24 octave,122 dB Peak). Bei 20, 30 und 40 kHz
waren Harmonien vorhanden, die bei 20 kHz 100 dB SPL ubersteigen. Die Exposition erfolgte

30 Minuten lang unter Isoflurannarkose unilateral auf dem rechten Ohr.

2.3 Frequenzspezifische Horschwellenbestimmung mittels

akustisch evozierter Hirnstammaudiometrie (ABR)

Die auditorische Hirnstammantwort ist eine akustisch evozierte Potentialanderung
des unteren auditorischen Systems vom auditorischen Nerv bis zum IC und kann bei

Mausen durch subkutan am Kopf platzierte Elektroden aufgenommen werden. Fir
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die Prasentation der Stimuli und die Aufnahme der Potentiale wurde ein vom
Neurophysiologen Markus Muller (www.otoconsult.de) zusammengestelltes System
verwendet, dessen Hardwarekomponenten von National Instruments waren. Das
System wurde dem Institut fur molekulare und zellulare Kognition als Leihgabe von
Frau Dr. Sara Euteneuer und Prof. Dr. Mark Praetorius (Hals-Nasen-Ohrenklinik
Universitatsklinikum Heidelberg) zur Verfigung gestellt. Die Tiere wurden initial mit
Ketamin (WDT, 55mg/kg BW) und Xylazin (2mg/kg BW, Sedaxylan, WDT) i.p.
narkotisiert. Bei Bedarf wurde einmal die halbe Dosis nachinjiziert. Die Prasentation
der Stimuli erfolgte durch einen Lautsprecher (Beyer DT660), dessen Membran 2 cm
vom Ohr des Tieres entfernt war. Stimuliert wurde mit Sinusténen mit einer Dauer
von 10 ms und Frequenzen von 4 kHz bis 32 kHz in Halboktavschritten, aufsteigend
von 0 bis 90 dB SPL in 5 dB SPL Intervallen. Abgeleitet wurden die
Potentialantworten beider Ohren in einem 10 ms Intervall nach Stimulusbeginn mit
subkutan an Pinna und paramedianem Vertex liegenden Silberfadenelektroden. Die
Differenzelektrode lag im hinteren Rickenbereich. Je Pegel und Frequenz wurden
512 Einzelmessungen gemittelt, die uber 200 Hz und unter 5 kHz gefiltert wurden.
Steuerung, Visualisierung und Auswertung erfolgte mit Hilfe des Programms
Audiology Lab 26 (Otoconsult). Um die Hoérschwelle zu definieren wurde fir
abnehmende Schalldruckpegel das Amplitudenmaximum im Bereich von 1-3 ms
nach Stimulusprasentation fur abnehmende Schalldruckpegel verfolgt, bis der
niedrigste Druckpegel gefunden wurde, bei dem zweifelsfrei eine fur das Individuum
typische Antwort gemessen werden konnte. Eine geringe Latenzzunahme von
maximal 1 ms wurde bei der visuellen Auswahl fir abnehmende Stimulationspegel
bertcksichtigt. Die Auswertung erfolgte ohne Wissen der Gruppenzugeharigkeit und
wurde von Dr. Sara Euteneuer und Florian Theden getrennt durchgefuhrt. Die
Ergebnisse der getrennten Auswertung wurden verglichen, wobei keine

Unterschiede in der Bestimmung der Horschwellen vorhanden waren.
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2.4 Akustische Schreckreaktion (startle response), Vorpulsinhibition
(prepulse inhibition, PP1) und Luckenwahrnehmung (gap-
detection, gap-PPl)

Als akustische Schreckreaktion (auditory startle response, ASR) wird die plétzliche
Kontraktion der Skelettmuskulatur auf einen lauten Knall (Startlepuls) bezeichnet.
Die Muskelkontraktion des Tieres lasst sich mit Hilfe von Beschleunigungssensoren
quantifizieren. Der Versuch zur Vorpulsinhibition (prepulse inhibition, PPI) und
Lickendwahrnehmung (gap-detection, gap-PPIl) basiert auf der Befahigung einen
akustisch ausgeldsten Schreckreflex durch einen vorausgehenden Stimulus zu
inhibieren. Bei der Vorpulsinhibition wird dabei die durch einen lauten Knall
resultierende Muskelkontraktion des Tieres durch einen kurz vorher prasentierten
und weniger lauten Vorpuls verringert (Abb. 5, oben). Die Zeit zwischen Vorpuls und
Startlepuls ist dabei so gering (<200ms), dass der Vorpuls nicht bewusst
wahrgenommen wird. Bei der Adaption fur die Tinnitustiermodellforschung ist der
vorausgehende Stimulus eine Lucke eingebettet in einem Hintergrundrauschen (gap-
PPIl, Turner et al., 2006). Fur Tiere die einen Tinnitus wahrnehmen, dessen
Frequenzen nahe den Frequenzen des Hintergrundrauschen liegt, ist die Lucke
wahrscheinlich nur eingeschrankt erkennbar, wodurch die Inhibition der
Muskelkontraktion absinkt. Deshalb dienten die Versuche zur akustischen
Lickendetektion dazu, schallexponierte Tiere in Tinnitus-wahrnehmende und nicht
wahrnehmende Tiere aufzuteilen.

Das System, das zum Einsatz kam, wurde in Zusammenarbeit mit Fritz Kutschera
(wissenschaftliche Werkstatt, ZMNH) entwickelt und orientierte sich an den
Vorgaben von M. Geyer (Geyer und Swerdlow, 2001; Geyer et al., 2002; Geyer und
Dulawa, 2003). Das Setup zur Aufnahme der Reaktion bestand aus einer Plattform
mit Piezoelektroden zur Messung der auf die Plattform dbertragenen
Beschleunigungskraft des Tieres und einem Steuerungschip, der mit einem in Visual
Basic geschriebenen Steuerungsprogramm Uber die serielle RSR32 Schnittstelle
kommuniziert. Die drei Piezoelektroden flir die Beschleunigungsaufnahme in drei
Raumrichtungen waren additiv geschaltet, der Verstarkungsfaktor des
Beschleunigungssignals war im Intervall von 20-400 mV frei einstellbar und wurde

drei Tage vor Schallexposition in einer Habituations- und Trainingseinheit (108
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Breitbandimpulse, BBN) bestimmt um ein moglichst kontrastreiches, aber nicht
Ubersteuertes individuelles Signal zu erhalten. Die Uber den Chip gesteuerte
Prasentation der Stimuli erfolgte mit einen Piezolautsprecher mit besonders geradem
Frequenzverlauf im Bereich der getesteten Frequenzen (HIVI RT2H-A2690-A-0S1).
Die Schallkalibrierung erfolgte wie bei der Traumaexposition.

Die Versuche wurden zwei Tage vor und zwolf Tage nach dem Schalltrauma
durchgefuhrt. Die vortraumatische Messung diente der Bestimmung eines
individuellen Referenzwerts fur jedes Tier. Die Differenz aus vor- und
nachtraumatischer Messung wurde als Kriterium fur eine  mogliche
Tinnituswahrnehmung verwendet.

Jedes Tier wurde mit drei unterschiedlichen Frequenzparadigmen im Abstand von
zwei Stunden getestet. Im ersten Durchlauf waren Vorpuls und Hintergrundrauschen
ein weilles Breitbandrauschen von 0,5 - 22 kHz, im Zweiten ein Oktavband von 11,3
- 22,6 kHz (Abb. 5, unten rechts) und im Dritten ein Halboktavband von 6,9 — 9,3 kHz
(Abb. 5, unten links), jeweils mit einem Lautstarkepegel von 70 dB SPL. Pro
Durchlauf wurden 108 Einzelaufnahmen (Trials) aufgenommen. Nach einer vier
Minuten andauernden Stille, die der Habituation der Tiere an die Umgebung diente,
wurden zuerst acht Trials unter Hintergrundrauschen ohne Licke prasentiert, die
nicht gewertet wurden. Diese waren notig, um die individuelle Reaktionsamplitude zu
stabilisieren, da die Kontraktionsreaktion innerhalb der ersten Trials deutlich abnahm.
Dann wurden die Reaktionen auf 50 Startlepulse mit 115 dB SPL und 20 ms Dauer
unter Hintergrundrauschen aufgenommen, wovon 25 eine 50 ms dauernde Licke
100 ms vor dem Puls aufwiesen (gap-PPI). Danach erfolgten noch 50 Pulse in Stille,
von denen 25 einen Vorimpuls hatten (PPI). 50 ms nach dem Startlepuls wurde die
Beschleunigung fur ein 250 ms dauerndes Intervall mit einer Frequenz von 2 kHz
und einer Bittiefe von 8-bit detektiert. Das zeitliche Intervall zwischen den einzelnen
Startletrials betrug 12-18 s. Als Startleaktivitdt wurde die Spannungsanderung der
Piezoelektroden gemessen. Der Wert der Startleaktivitat waren die addierten
Extrema der Periode mit maximalen Ausschlag abzlglich des Mittelwerts der
Grundaktivitat im Aufnahmeintervall von 0-20ms. Es wurden nur Trials berlcksichtigt,
in denen die Aktivitat sechs mal héher war als die Grundaktivitat, was bis auf wenige

Ausnahmen der Fall war. Aus den Mittelwerten der gultigen Startlereaktionen von
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ASR- und PPI-Trials wurde die Vorpulsinhibition in % des ASR berechnet (PPI = 100*
(MWep + MWasr / MWasr)). Ein Tier wurde als Tinnitus-wahrnehmend klassifiziert,
wenn die Absenkung relativer Inhibition von Tag -2 zu Tag 12 fir den gap-PPI bei
mehr als 4% lag. Die Versuche =zur sozialen Interaktion und zur
Lickenwahrnehmung fanden an den Tagen vor der Horschwellenbestimmung statt,

um eine mogliche Belastung durch eine Narkose am Vortag zu vermeiden.
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Startlepuls
Startle (ASR): kein Hintergrund @ Normaler Reflex
Vorpuls
Startle mit Vorimpuls (PP1):|  kein Hintergrund |:> am—~  Inhibierter Reflex

Startle (ASR): Hintergrund @ Normaler Reflex

Lucke
Startle mit Lucke (gap-PPI): Hintergrund Q A~ Inhibierter Reflex

Startle mit Liicke (gap-PPI): Hintergrund ‘#» => f\/\/\,— Partiell inhibierter Reflex
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Abb. 5: Schema des Startle Versuchs (oben, nach Turner et al., 2006) und aufgezeichnetes
Spektrum des tief- und (unten links) hochfrequenten (unten rechts) Hintergrundrauschens beim
gap-PP. Die Maus reagiert auf einem Startle-Puls (20ms, 112 dB SPL) mit einer
Muskelkontraktion. Wenn vorher ein Vorpuls gegeben wird (50 ms, 70 dB SPL) wird die
Muskelkontraktion teilweise inhibiert. Statt durch einen Vorpuls kann auch eine akustische Liicke
in einem Hintergrundrauschen die Muskelkontraktion inhibieren. Bei der Wahrnehmung eines
Tinnitus wird die Licke schlechter wahrgenommen, da sie durch den Tinnitus maskiert wird.
Deshalb ist die Inhibition der Muskelkontraktion reduziert (oben). Das tieffrequente
Hintergrundrauschen entspricht einem Halboktavband dessen obere Grenzfrequenz die untere
Grenzfrequenz des Schalltraumabands ist (grauer Pfeil, unten links). Bei dem hochfrequenten

Oktavband ist die untere Grenzfrequenz die obere Grenzfrequenz des Traumabands (grauer
Pfeil, unten rechts).
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2.5 Messung der sozialen Interaktion

Um zu untersuchen, ob eine Subpopulation der schallexponierten und Tinnitus-
wahrnehmenden Tiere unter einem Tinnitus leidet, wurde die soziale Interaktion und
generelle Mobilitat zwei Tage vor und zehn Tage nach der Schallexposition getestet.
Dazu wurde ein  Versuchsaufbau adaptiert, der bisher in der
Autismustiermodellforschung zum Einsatz kam (Nadler et al., 2004; Moy et al.,
2004). Die Arena war in drei Kammern untergliedert, die durch zwei Tore miteinander
verbunden waren (weilder Kunststoff, 100x 80x 40 cm, Abb. 6). In einer der beiden
seitlichen Kammern war in einem runden Kafig mit 12 cm Durchmesser eine fremde
mannliche Maus platziert. Der Abstand der Gitterstabe machte direkte Kontakte
mdglich, verhinderte aber ein Durchkommen der Tiere. Nach einer funf Minuten
dauernden Habituationsperiode in der mittleren Kammer wurden die Tore zu den
seitichen Kammern geoffnet, so dass die Mause die gesamte Arena fur zehn
Minuten frei erkunden konnten. Zur Auswertung wurde die Kameratrackingsoftware
von EthoVisionXT (Noldus) benutzt. Als Indikator flr einen als stérend empfundenen
Tinnitus, der ein Leiden verursacht, wurden Parameter zur sozialen Interaktion
herangezogen. Insgesamt wurden die Anzahl und Dauer der Aufenthalte in den
Kammern, sowie in bestimmten Bereichen um den Interaktionspartner herum, die
Zahl der Kammeruberschreitungen und die Anzahl der sozialen Kontakte analysiert.
Als sozialer Kontakt wurde ein Naherkommen der Nase des Versuchstieres an den
Interaktionspartner unter 1 cm gewertet. Des Weiteren wurde die zuruckgelegte
Distanz gemessen um mdgliche Anderungen der allgemeinen Aktivitat beobachten

zu konnen.
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Abb. 6: Aufbau des Versuchs zur Messung der sozialen Interaktion.

2.6 2-Desoxyglukosemethode

Die 2-Desoxyglukosemethode (2-DG) ermdglicht eine quantitative Messung der
Glukoseaufnahme des Gehirns und wurde 1977 von Sokoloff entwickelt (Sokoloff et
al., 1977). Nach der Phosphorylierung kann 2-Fluoro-2-deoxy-[14C]-D-glukose nicht
durch die Phosphohexoisomerase isomerisiert werden und akkumuliert in Neuronen
und Gliazellen. Mit Hilfe der quantitativen Autoradiographie kann dadurch auf die
Hohe der neuronalen Aktivitat in einzelnen Strukturen des Gehirns gefolgert werden.
Es wird angenommen, dass Glukose im wesentlichen von exzitatorischen Neuronen
und Gliazellen verbraucht wird (<90%), wobei Uber deren Anteile am
Gesamtverbrauch keine Einigkeit besteht (Attwell und Laughlin, 2001; Nehlig et al.,
2004; Duelli und Kuschinsky, 2001). Die durch die Glukose bereitgestellte Energie
wird aber im Wesentlichen zur Generierung von Aktionspotentialen (47%) und an
den postsynaptischen Rezeptoren verbraucht, wo sie flur das Recycling von

Glutamat verwendet wird (Attwell und Laughlin 2001).
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Mit Hilfe der 2-DG Methode wurde der Glukosemetabolismus 2 Stunden und 2
Wochen nach dem Schalltrauma untersucht. Bevor die Tiere in eine 16x22x12 cm
grol’e Plastikbox gesetzt wurden, die oben mit einem Drahtgitter verschlossen
wurde, wurde 5uCi 2-Fluoro-2-deoxy-[14C]-D-glukose (Biotrend, ARC-0114A-250) in
50ul Kochsalzlésung i.p. injiziert. Die Plastikbox wurde in eine schallisolierte Kammer
gestellt (Innenraum 80x60x60 cm), wo das Tier flir 45 Minuten im Dunkeln verblieb.
Der Hintergrundgerauschpegel war geringer als 36 dB SPL, die Eigengerausche des
Tieres erreichten selten Werte Uber 45 dB SPL und waren generell geringer als 60
dB SPL. Die Dekapitation erfolgte nach 45 Minuten und die Gehirne wurden mit Hilfe
flussigen Stickstoffs schockgefroren. Nach einer maximalen Lagerungsdauer von
zehn Tagen bei -80°C wurden die ganzen Gehirne horizontal mit einer Schnittdicke
von 25 uym an einem Kryostaten geschnitten (Micron Hyrax C60). Die Schnitte
wurden auf einen 20°C warmen Objekttrager gebracht und auf einer Warmeplatte bei
50°C schnell getrocknet. Mit den Schnitten und radioaktiven '“C-Standards (GE
Healthcare, Amershan, RPA 504) wurden autoradiographische Filme (Kodak
Ectascan B/RA 24x16cm) exponiert. Die Entwicklung der Filme erfolgte nach zwei
Wochen mit einer automatischen Entwicklermaschine (Entwickler AGFA G153,
Fixierer AGFA G354). Die Autoradiogramme wurden mit einer Zeiss Axiocam Mrm
Kamera (mit Zeiss AxioVision 4), einem Leuchttisch (Deitenbach) und einem
Binocular (Zeiss Stemi 2000C) mit einem Vergro3erungsfaktor von vier und einer
Auflésung von 1388 x 1040 Bildpunkten digitalisiert.

2.7 Bildverarbeitung

Zuerst wurden die Grauwerte der Einzelbilder mit Hilfe der radioaktiven 'C-
Standards durch eine Polynomfunktion 3.Grades in uCi/g kalibriert. Von den
digitalisierten Autoradiogrammen wurde visuell pro 100 ym Schichtdicke ein Schnitt
ausgewabhlt, so dass die Voxeldimension nach Verkleinerung in der Horizontalebene
(Faktor 0,25) im Bildstapel 64 x 64 x 100 ym und die Auflésung 347x260x47
Bildpunkte betrug. Durch eine Rigid Body Registrierung (Translation, Rotation)
wurden die Einzelbilder im Bildstapel raumlich angeglichen. Die Vorverarbeitung

erfolgte in Imaged Version 1.44p.
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Die weitere Analyse erfolgte in SPM5. Bei SPM5 (Statistical Parameric Mapping;
Wellcome Trust Center for Neuroimaging, London,;
http://www.fil.ion.ucl.ac.uk/spm/software/spm5/) handelt es sich um eine Modulsuite
fur MATLAB (The MathWorks, Inc.) zur statistischen Analyse von Daten der
funktionellen Bildgebung (fMRT, PET, SPECT, EEG, MEG). Das Programm MATLAB
kam in der Version 7.10.0 R2010a zum Einsatz. Fur daruber hinausgehende
Informationen hinsichtlich zugrundeliegender Algorithmen und Funktionen von SPM
wird auf die weiterfuhrende Literatur verwiesen (Ashburner and Friston, 1997; 1999;
2000; 2007, Mechelli et al., 2005). Zur Anpassung von SPM5 an das 2-DG markierte
Mausgehirn aus Gefrierschnitten wurde das Plugin spmmouse (Sawiak et al., 2009)
benutzt. Raumliche Normalisierung auf ein Template aus 14-Wildtyp-Kontrollen
wurde mit einer 16-fachen affinen Transformation erreicht (Dubois et al., 2008).
Intensitaten auf nichtlinearen Deformationen wurden hierbei mit einer
dreidimensionalen diskreten Cosinusfunktion geschatzt. Die Glattung erfolgte mit
einem Gaussschen Glattungskernel mit FWHM = 0.192 (Nguyen et al., 2004;
Hohlschneider et al., 2006). Globale Unterschiede in der 2-DG Gesamtaufnahme
wurden durch proportionale Skalierung angeglichen, bevor ein dreifaktorielles Modell
fur die Gruppenvergleiche in SPM5 moduliert wurde. Ein Signifikanzwert von p<0.01
(unkorrigiert fur multiple Vergleiche) wurde als ausreichend zur Anzeige statistisch
signifikanter Unterschiede innerhalb eines Clusters erachtet, da in den
vergleichbaren Arbeiten ebenfalls diese Schwelle gewahlt wurde (Nguyen et al.,
2004; Lee et al., 2005). Die minimale Clustergrof’e wurde auf 100 Voxel festgelegt,
was ungefahr einem Gewebevolumen von 0.04mm? entspricht. Nur Cluster, die sich
in der Dorsal-Ventral-Richtung Uber mindestens zwei Einzelbilder ausdehnen wurden
in der Analyse berucksichtigt.

Die Korrelationsanalyse wurde mit ROI-Mittelwerten (Mittelwerte der Region of
Interest) durchgefuhrt. Dazu wurden die gesamten Strukturvolumen anhand von
Paxinos (Paxinos und Franklin, 2004) mit dem Programm micron
(http://www.mccauslandcenter.sc.edu/mricro/mricron/) segmentiert und Mittelwerte
der ROIs fur jedes Tier berechnet. Dabei wurde ebenfalls proportional skaliert, um

interindividuelle Unterschiede in der 2-DG Aufnahme auszugleichen.
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2.8 Statistische Analyse

Die statistischen Analysen der 2-DG Experimente basieren auf dem Allgemeinen
Linearen Modell und wurden mit SPM5 durchgefuhrt. Die untersuchten t-Kontraste
gingen in die Gruppenanalyse ein. Um Uber alle Tiere hinweg die Voxel zu
identifizieren, deren 2-DG Aufnahme sich abhangig von der Faktorauspragung
verandert, bzw. die Gruppen diesbezuglich zu vergleichen, wurde ein full factorial
Design genutzt. Die Faktoren waren der Zeitpunkt nach Beginn des Experiments
(zwei Stunden oder zwei Wochen), der Genotyp (Wildtyp- oder arg3.1 konditionale
Knockout-Maus) und die Schallexposition. Fur die Vergleiche nach der
Klassifizierung in Tinnitus-wahrnehmende und nicht wahrnehmende Wildtyp-Tiere
wurden t-Tests benutzt.

Die Auswertung der Ergebnisse aus den Horschwellenmessungen, den Versuchen
zur sozialen Interaktion und zur Luckenwahrnehmung, sowie die Korrelationsanalyse
wurden mit SPSS 14.0 durchgefuhrt. Fur Zeitvergleiche innerhalb der Gruppe wurde
der t-Test fUr gepaarte Stichproben verwendet. Ansonsten kamen zwei- bzw.
dreifaktorielle Modelle zum Einsatz (Schalltrauma, Genotyp bzw. Zeitpunkt (2
Stunden oder 2 Tage); Genotyp, Schalltrauma). Die Werte der Referenzmessungen
von Tag-2 wurden als Kovariate benutzt.

Die Korrelationsanalyse basiert auf 2-DG ROl Mittelwerten fir die gesamten
Regionen. Es wurden interregionale Pearson und multimodale Spearman
Korrelationenskoeffizienten mit p<0.05, bzw. p<0.01 berechnet. Um die
Verlasslichkeit der interregionalen Koeffizienten zu erhdhen wurde ein iteratives
Ausschlussverfahren durchgefuhrt. Nur Koeffizienten, die nach sequenziellem
Ausschluss eines Individuums und Neuberechnung stets p<0.05 waren, wurden als
echt gewertet. Um signifikante Gruppenunterschiede (p<0.05) bei den
interregionalen Korrelationen zu ermitteln wurden die Koeffizienten beider Gruppen
zuerst z-transformiert. Dann wurde die Differenz beider standardisierter z-Werte

gebildet und der t-Wert berechnet, dessen p-Wert in der t-Statistik abgelesen wurde.
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Ergebnisse

Um die Auswirkungen eines schmalbandigen Schalltraumas auf die Entwicklung
eines chronischen, subjektiven Tinnitus im Tiermodell zu bestimmen wurden
insgesamt 86 Mause mit verschiedenen Methoden untersucht. Im akuten Zustand
zwei Stunden nach dem Schalltrauma wurde bei 15 Tieren in einem Finalversuch der
Glukosemetabolismus des Gehirns mit Hilfe der 2-DG Methode analysiert. 15
weitere Tiere dienten als Kontrollen. In diesen akuten Experimenten war bei sieben
der 15 Kontrolitiere und bei sieben der 15 schallexponierten Tiere das
plastizitatsrelevante Gen arg3.1 im Vorderhirn ausgeschnitten (Tab.1).

Zu den chronischen Gruppen gehorten insgesamt 56 Tiere. Mit Hilfe akustisch
evozierter Hirnstammaudiometrie wurde bei 32 Tieren der schallinduzierte akute und
permanente Horverlust bestimmt. Bei 25 dieser schallexponierten Tiere wurden die
Effekte des Traumas auf den Glukosemetabolismus im chronischen Zustand
postraumatisch nach zwei Wochen untersucht. Bei 11 der 32 beschallten Tiere fehlte
arg3.1 im Vorderhirn. Zur Kontrollguppe gehorten 24 Tiere, bei denen bei 23 Tieren
die 2-DG Bildgebung gelang. 11 der 24 Kontrolltiere waren Arg3.1-Knockout-Mause
(Tab.1). Aufgrund der Daten der Llckendetektionsversuche wurden die
schallexponierten Tiere in zwei Untergruppen eingeteilt. Danach wurde der
Glukosemetabolismus der Wildtyp-Tiere mit und ohne Anzeichen einer
Tinnituswahrnehmung erneut untereinander und mit den Kontrollen verglichen. Die
Versuche zur sozialen Interaktion sollten eine mogliche Leidenserfahrung durch den

Tinnitus aufdecken.

3.1 Frequenzspezifische Horschwellenbestimmung mittels

akustisch evozierter Hirnstammaudiometrie (ABR)

Um den Einfluss des Schalltraumas auf die Horschwellen zu bestimmen werden
zunachst die Ergebnisse der Hirnstammaudiometrie gezeigt. Einen Tag vor dem
Schalltrauma wurde die Horschwelle fur alle Tiere im Frequenzbereich zwischen 4
kHz und 32 kHz im Abstand von einer halben Oktave bestimmt, um einen

Vergleichswert fur die folgenden Messungen nach dem Trauma zu erhalten. Um die
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temporare Schwellenanhebung zu ermitteln wurden die Hoérschwellen einen Tag
nach der Schallexposition gemessen. Der permanente Hérschaden wurde 13 Tage
nach Trauma bestimmt. Die jeweilige Anderung der Hoérschwelle ist relativ zu den
vorigen Messzeitpunkten angegeben (Abb. 8). Verglichen wurden die Horschwellen
der schallexponierten Gruppen mit den Kontrolltieren (Abb. 8) und der zeitliche
Verlauf innerhalb der Gruppe (Abb. 7). Die Messung vor dem Schalltrauma zeigte
keine Unterschiede zwischen den Genotypen und den Behandlungsgruppen. Die
Kontrollgruppen beider Genotypen besitzen keinen Schwellenanstieg im zeitlichen
Verlauf der Messungen. Ein moglicher altersbedingter Horverlust, der fur Mause aus
dem C57BL/6 Hintergrund ab dem 4 Monat beschrieben ist, kann somit wahren der
Testphase ausgeschlossen werden. Auch die Versuche zur Vorpulsinhibition und
Lickendetektion haben demnach keinen Einfluss auf das HoOrvermogen
(verwendeter Schallpegel des Startlepulses 112 dB SPL mit 20 ms Dauer, Abb. 7).
Der temporare Horverlust betrug im Vergleich zur Messung vor dem Schalltrauma flr
das ipsilaterale Ohr in den Wildtyp-Tieren 10 dB bei 4 kHz (p=0,001), 12 dB bei 5,6
kHz (p=0,001), 22 dB bei 8 kHz (p=0,003), 38 dB bei 11,3 kHz (p=0,001), 33 dB bei
16 kHz (p=0,001), 28 dB bei 22,6 kHz (p=0,24) und mindestens 17 dB bei 32 kHz
(p=0,752, Abb. 7). Neben den signifikanten Unterschieden im Vergleich zum
Zeitpunkt vor dem Trauma, bestand auch ein Unterschied Uber das gesamte
Messspektrum im Vergleich zu den nicht schallexponierten Gruppen (Abb. 8).

Nach zwolftagiger Regenerationsphase blieb bei den Wildtyp-Tieren ein permanenter
Horverlust von 7 dB bei 4 kHz (p=0,23), 7 dB bei 5,6 kHz (p=0,011), 17 dB bei 8 kHz
(p=0,001), 26 dB bei 11,3 kHz (p=0,001), 24 dB bei 16 kHz (p=0,001), 23 dB bei 22,6
kHz (p=0,001) und 14 dB bei 32 kHz (p=0,001) auf dem exponierten Ohr bestehen,
der fur alle Frequenzen unterschiedlich war zur vortraumatischen Messung und fur
Frequenzen oberhalb von 8 kHz ebenso zu den Kontrollgruppen (Abb. 8). Auf dem
nicht exponierten, kontralateralen Ohr ist nach einem Tag ein maximaler Horverlust
von 20 dB bei 11,3 kHz gemessen worden, der sich nach zwei Wochen wieder
regeneriert hat. Nur bei 16 kHz und 22,6 kHz ist die Regeneration nicht vollstandig
(Abb. 7). Gegenluber der Kontrolle zeigt sich jedoch kein Hoérverlust auf dem
kontralateralen Ohr (Abb. 8).

Die Knockout-Tiere zeigten einen temporaren Horverlust von 4 dB bei 4 kHz
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(p=0,257), 11 dB bei 5,6 kHz (p=0,005), 17 dB bei 8 kHz (p=0,001), 28 dB bei 11,3
kHz (p=0,001), 26 dB bei 16 kHz (p=0,001),19 dB bei 22,6 kHz (p=0,002) und
mindestens 10 dB bei 32 kHz (p=0,004) auf dem exponierten Ohr. Nach zwei
Wochen blieb ein permanenter Verlust von 10 dB bei 5,6 kHz (p=0,142), 17 dB bei 8
kHz (p=0,045), 20 dB bei 11,3 kHz (p=0,001), 27 dB bei 16 kHz (p=0,001), 17 dB bei
22,6 kHz (p=0,001) und 10 dB bei 32 kHz (p=0,001). Die Regeneration der
Horschwelle bei 16 kHz war im Vergleich zu den schallexponierten Wildtyp-Tieren
signifikant niedriger. Das linke, kontralaterale Ohr zeigte akut einen Horverlust von
maximal 12 dB bei 16 kHz, der sich wie auf der exponierten Seite auch bei anderen
Frequenzen kaum regenerierte. Das Horvermogen bei 11,3 kHz, 16 kHz und 22,6
kHz erholte sich gegenuber dem vortraumatischen Zustand nicht vollstandig. Zur
korrespondierenden Kontrollgruppe war jedoch bei diesen Frequenzen nach zwei
Wochen kein Unterschied mehr zu sehen. Hier war nur ein leichter Horverlust bei 5,6
kHz zu beobachten (Abb. 8).

Die Ergebnisse zeigen deutlich, dass nach unilateraler schmalbandiger
Schallexpostion bei den Wildtyp- und Knockout-Mausen ein starker temporarer
Horverlust Uber das gesamte Horspektrum eintrat, der besonders bei Frequenzen
oberhalb der Expositionsfrequenz von 10 kHz durchschnittlich etwa 30 dB SPL
betrug. Nach zweiwdchiger Regenerationsphase reduzierte sich der Verlust nur um
10 dB SPL, so dass im hochfrequenten Horbereich ein nachhaltiger Horverlust
zurtckblieb. Der Horverlust auf dem kontralateralen Ohr regenerierte sich bei den
Wildtyp-Tieren innerhalb von zwei Wochen fast vollstandig, so dass zur

Kontrollgruppe kein Unterschied mehr bestand.
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Abb. 7: Die Horschwellen fiir Gruppen und Hemispharen getrennt im zeitlichen Verlauf. Die

schallexponierten Tiere zeigten auf beiden Ohren bei fast allen Frequenzen einen akuten

Horverlust. Auf dem kontralateralen Ohr regenerierte sich der Horverlust bei den Wildtyp-Tieren

fast vollstandig. Die Kontrollen zeigten keine Unterschiede zwischen den Messzeitpunkten. (d-1:

einen Tag vor Schalltrauma, d1: einen Tag nach Schalltrauma, d13: zwolIf Tage nach

Schalltrauma, * signifikant d-1 vs d1, # signifikant d-1 vs d13, + signifikant d1 vs d13 , t-test
flur gepaarte Stichproben, p<0.05, Fehlerbalken SEM)
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Abb. 8: Der akute und permanente Hoérverlust (Oben und Mitte) und die Regeneration (Unten)

der schallexponierten Gruppen. Oberhalb und im Frequenzbereich der Traumafrequenz (9-11

kHz) ist ein akuter und permanenter Horverlust auf dem exponierten Ohr vorhanden, aber auch

Frequenzen unterhalb der Traumafrequenz waren betroffen. Die schallexponierten Knockout

Tiere zeigten bei 5,6 kHz und 8 kHz auf dem kontralateralen Ohr einen verringerten akuten

Horverlust im Vergleich zu den schallexponierten Wildtyp-Tieren. Auf dem kontralateralen Ohr

regenerierte der Horverlust fast vollstandig. Die Regeneration bei den Knockout Tieren war auf

dem ipsilateralen, exponierten Ohr bei 16 kHz verringert ( *

signifikant gegen Knockout Kontrolle, p<0.05, p<0.01, p<0.001).
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3.2 2-DG Bildgebung

Zwei Stunden und zwei Wochen nach dem Schalltrauma wurde den Tieren 5uCi 2-
DG i.p. verabreicht und die 45 minltige Akkumulation der radioaktiv markierten
Glukose autoradiogaphisch analysiert. Insgesamt waren in der 2-DG Analyse 78
Tiere enthalten. Bei 15 schallexponierten Tieren und 15 Kontrolltieren Tieren wurde
2h nach Schalltrauma, bzw. nach einer identischen Behandlung ohne
Schallexposition, die 2-DG Aufnahme untersucht. Bei 25 weiteren Tieren wurde,
innerhalb eines 17 tagigen Versuchsablaufes, HoOrschwellenmessungen,
Lickendetektion und ein sozialer Interaktiontest durchgefuhrt, bevor die
Untersuchung der 2-DG Aufnahme zwei Wochen nach Schalltrauma erfolgte. Auch
hier wurden die 23 Kontrolltiere bis auf die Schallexposition identisch behandelt. Die
Ergebnisse der mit SPM durchgeflhrten 2-DG Analyse wiesen eine Vielzahl von
Arealen mit unterschiedlicher Aktivitdt zu beiden Zeitpunkten auf. Die Ergebnisse
sind in Tab. 2 zusammengefasst. Es werden generell bei allen Analysen nur Areale
gezeigt, die ein p<0.01 (unkorrigiert fir multiple Vergleiche) und ein Mindestvolumen
von 0.04 mm?® (ClustergroRe 100 Voxel) aufwiesen und eine dorsoventrale
Ausdehnung Uber mindestens zwei Schnitte bestand. In den folgenden Abbildungen
zeigen Blaufarbungen signifikante Abnahmen in der Glukoseaufnahme an, wahrend
Rotfarbungen eine Zunahme darstellen. Je heller die Farbung ist, desto héher ist der
entsprechende t-Wert des Voxels, bzw. desto geringer der p-Wert. In den folgenden
Vergleichen werden zehn Cluster nicht gezeigt, da die Clusterform unzureichend
regelmaldig erscheint und eine genaue anatomische Zuordnung deshalb nicht
durchfihrbar war. Anhand eines Atlas flir das Mausgehirn von Paxinos erfolgte die
anatomische Bestimmung der Kerne (Paxinos und Franklin, 2004). Strukturgrenzen
wurden in den 2-DG Bildstapeln aufgrund von Koordinaten, Intensitatsunterschieden

und Texturwechsel bestimmit.
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Tab.2: Areale mit Clustern unterschiedlicher Aktivitat (blau: Abnahme, rot: Zunahme). Wichtige
Vergleiche und Areale sind fett gedruckt. Die Voxelschwellenwerte sind generell p<0.001

(unkorrigiert) und die Clusterschwellenwerte p<0.01 (unkorrigiert; i: ipsilateral; c: kontralateral in

Klammern).

Vergleich Areal Clustergrésse t-Wert Kapitel | Abb.
Knockout- Gyrus cinguli (i,c) 799 5.02 3.3 9A
@?&ﬂ;’;ﬂgﬁﬁiﬂ;ﬁgggn Orbitofrontaler Kortex (i,c) 305 (157) 472(464) | 33 | 9B

Somatosensorischer Kortex (i) 1148 6.03 3.3 9C
Striatum (i,c) 2708 (694) 5.33 (5.22) 3.3 9D
Hippocampus (c) 132 4.52 3.3 10A
Cerebellum (i,c) 819 (483) 4.65(3.75) 3.3 10B
Colliculus inferior (i,c) 1223 (892) 4.68 (3.97) 3.3 10C
Colliculus superior (i,c) 339 (482) 4.67 (5.35) 3.3 10C
Corpus geniculatum mediale (i,c) 541 (633) 4.45 (4.7) 3.3 10D
Akute Nucleus cochlearis (i) 139 4.47 3.4 11A
::2::1'9’“”5“““ Colliculus inferior (c) 1314 4.51 34 | 11B
Kontrollgruppen Corpus geniculatum mediale (i,c) 247 3.97 34 11C
Auditorischer Kortex (i,c) 956 5.68 3.4 11D
Akute Schallexposition | Somatosensorischer Kortex (c) 124 4.68 3.4 12A
gzg\é\g'%’gﬁgﬂfre” Insula Kortex (c) 144 3.47 34 | 12B
Auditorischer Kortex (i) 127 3.53 3.4 12C
Striatum (i) 188 4.67 34 12D
Akute Schallexposition | Colliculus inferior (i,c) 167 (1660) 3.57 (5.00) 3.4 13A
gzgzgc’gﬁt‘g&m" Auditorischer Kortex (i,c) 495 (1320) 440(5.81) | 34 | 13B
Gyrus cinguli (c) 123 4.94 34 13C
Akute Schallexposition | Gyrus cinguli und sekundarer motorischer Kortex (c) 134 2.99 3.4 14A
gziggggzcr’%"dtyp_ Striatum (i,c) 860 (1628) 479(479) | 34 | 14B
Tieren
Chronische Colliculus inferior (c) 1433 4.67 3.5 15A
Engr'(')?gr’ﬁ;gf: 9898N | corpus geniculatum mediale (c) 232 3.67 35 | 15B
Auditorischer Kortex (c) 723 4.29 3.5 15C
Insula Kortex (c) 132 3.34 3.5 15D
Orbitofrontaler Kortex (i) 214 3.75 3.5 16A
Somatosensorischer Kortex (c) 1892 4.29 3.5 16B
Striatum (i,c) 608 (227) 4.90 (4.43) 35 16C
Colliculus superior (i) 324 4.07 3.5 16D
Chronische Colliculus inferior (c) 101 4.15 3.5 17A
%Eﬁgﬁ’_‘}’;ﬂ:fge';fn Auditorischer Kortex (c) 272 3.76 35 | 17B
Kontrollen Cerebellum (i) 133 3.95 3.5 17C
Gyrus cinguli (i,c) 471 (357) 4.27 (3.64) 35 18A
Somatosensorischer Kortex (i,c) 183 (113) 3.93 (3.25) 3.5 18B
Colliculus superior (i,c) 647 (282) 3.95 (3.58) 3.5 18C
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Chronische Colliculus inferior (i,c) 114 (1090) 3.83 (4.91) 3.5 19A
Eﬁgi:liﬁ?_c}rsigirz: zzigen Corpus geniculatum mediale (c) 261 3.87 3.5 19B
Kontrollen Somatosensorischer Kortex (i,c) 551 (861) 3.85 (4.41) 35 20A
Insula (c) 248 3.69 3.5 20B
Orbitofrontaler Kortex (i) 276 3.83 3.5 20C
Cerebellum (i,c) 816 (599) 4.91 (4.25) 35 20D
Chronisches Prelimbischer Kortex (i,c) 1459 5.67 3.5 21A
Eﬁgi:lzﬁ‘t’oggg’:nzﬁgr Gyrus cinguli (i,c) 2385 4.57 35 | 21B
Wildtyp-Tieren Striatum (i,c) 3063 (3140) 5.73 (6.30) 3.5 21C
Entorhinaler Kortex (i) 405 4.20 3.5 21D
Post- und ventrolateraler thalamischer Nucleus (i,c) 317 (455) 5.12 (4.94) 3.5 22A
Hirnstammareale (i,c) u.a. 735 (633) u.a. 5.57 3.5 22B
(5.17)
Tinnituswahrnehmung | Auditorischer Kortex (c) 754 4.85 3.7 26A
gz;‘ﬂﬂ?ﬁtﬂﬁ;‘:‘" Mediales Striatum (c) 204 4.45 37 | 26B
Amygdala (i) 152 3.7 3.7 26C
Gyrus cinguli (i,c) 351 (191) 3.95 (3.87) 3.7 27A
Colliculus superior (i,c) 146 (859) 3.91 (4.96) 3.7 27B
Globus pallidus und Nucleus accumbens (i) 261 4.69 3.7 27C
Thalamischer Nucleus reticularis (c) 718 4.63 3.7 27D
Tinnitus bei Wildtyp- | Auditorischer Kortex (c) 128 und 166 4.40und 3.85| 3.7 28A
Iff’ff:q':;tn't‘:rch oder |'\lediales Striatum (c) 153 4.48 37 | 28B
Wahrnehmung gegen | Amygdala (i) 102 3.53 3.7 28C
Kontrollen Olfaktorischer Bulbus (i,c) 164 (149) 4.01 (3.83) 3.7 28D
Gyrus cinguli (i,c) 419 (249) 5.00 (4.02) 3.7 29A
Striatum (i,c) 461 (184) 5.29 (4.26) 3.7 29B
Colliculus superior (i,c) 721 (784) 4.68 (5.25) 3.7 29C
Auditorischer Kortex (i) 137 418 3.7 29D
Hippocampus (c) 113 4.41 3.7 30A
Nucleus accumbens (i) 216 4.06 3.7 30B
Thalamischer Nucleus reticularis (c) 139 3.65 3.7 30C
Schallexposition ohne | Auditorischer und Insula Kortex (i) 296 5.46 3.7 31A
;Eg”eifigﬁitr\é\ﬁ"edrfype” Striatum (i,c) 700 (515) 6.59 (6.31) | 3.7 | 31B
Motorischer Kortex (i) 504 517 3.7 31C
Somatosensorischer Kortex (i) 178 4.76 3.7 31C
Orbitofrontaler Kortex (c) 157 4.23 3.7 31D
S'challexposition bei Striatum (i) 122 5.63 3.7 32A
Tieren mit gegen ohne Gyrus cinguli und sekundarer motorischer Kortex 319 6.71 3.7 32B
(i)
Nucleus cochlearis (c) 107 5.79 3.7 33A
Globus pallidus (i) 216 4.79 37 33B
Colliculus superior (i) 104 4.21 3.7 33C
Thalamischer Nucleus reticularis (c) 134 4.53 3.7 33D
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3.3 Unterschiede zwischen den Genotypen in der 2-DG Bildgebung

Um die Unterschiede in der 2-DG Aufnahme zwischen den Genotypen zu ermitteln
wurden die Kontrollgruppen der akuten und der chronischen Experimente
zusammengelegt um bei diesen Vergleichen die Tierzahl zu erhdhen. Bei zeitlich
getrennter Analyse der Kontrollgruppen ist das Muster der Kartierung hinreichend
ahnlich, oft aber weniger kontraststark. Allgemein zeigt sich eine verringerte 2-DG
Aufnahme in kortikalen Arealen, wahrend Hirnstamm, Mittelhirn und Thalamus eine
erhohte 2-DG Akkumulation aufwiesen. Kortikale Aktivitdtsabnahmen fanden sich
bilateral in Arealen des frontalen und prafrontalen Kortex, sowie in Bereichen des
kontralateralen somatosensorischen Kortex. Bilateral waren weite Bereiche des
Striatums reduziert (Abb. 9). Die Reduktionen im rechten Hippocampus und im
Cerebellum waren regional begrenzt (Abb. 10).

Aktivitatssteigerungen bei den konditionalen Arg3.1-Knockout-Mausen fanden sich
unter anderem in Bereichen des Colliculus inferior und superior (IC und SC) und
dem Corpus geniculatum mediale (MGB, Abb. 10). Insgesamt wurden die
Unterschiede zwischen den Genotypen in den Kontrollen jedoch als so gravierend
beurteilt, dass in der weiteren Analyse weitestgehend auf Vergleiche mit den
Knockout-Gruppen verzichtet wurde. Auch die Unterschiede im
Glukosemetabolismus zwischen Tieren mit und ohne Verhaltensanzeichen flr
Tinnitus wurden aus diesem Grund nicht durchgefuhrt. Fir die Beurteilung der
akuten und chronischen Wirkung des Schalltraumas auf das auditorische System
war die Zusammenlegung der beiden Genotypen jedoch legitim, da ahnlich grofRe

korrespondierende Kontrollgruppen vorhanden waren.
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A) Gyrus cinguli B) Orbitofrontaler Cortex

Abb. 9: Aktivitatsanderungen der Knockout Kontrollen (n=17) im Vergleich zu den Wildtyp-
Kontrollen (n=21, blau: Abnahme), bilaterale Abnahme im Gyrus cinguli (A), bilaterale
Abnahme im orbitofrontalen Kortex (B), unilaterale Abnahme im linken

somatosensorischen Kortex (C), bilaterale Abnahme im Striatum (D).

55



Ergebnisse

A) Hippocampus B) Cerebellum

D) Corpus geniculatum mediale

t-Wert

Abb. 10: Aktivitdtsdnderungen der Knockout Kontrollen (n=17) im Vergleich zu den Wildtyp-
Kontrollen (n=21, rot: Zunahme, blau: Abnahme), unilaterale Abnahme im rechten
Hippocampus (CA1, A), bilaterale Abnahme im Cerebellum (B), bilaterale Zunahme im
Colliculus inferior und superior (C), bilaterale Zunahme im Corpus geniculatum mediale und

anderen thalamischen Bereichen (D).
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3.4 2-DG Bildgebung zwei Stunden nach Schalltrauma

Insgesamt wurden 30 Tiere verwendet, von denen 15 Tiere schallexponiert wurden
und 15 Tiere als Kontrollen dienten. 7 der jeweils 15 Tiere waren arg3.1 konditionale
Knockout-Mause. Um die alleinige, akute Wirkung des Schalltraumas auf das
auditorische System beurteilen zu koénnen werden zuerst die Genotypen
zusammengelegt und schallexponierte Tiere mit den nicht exponierten Tieren
verglichen. Die auditorischen Kerne zeigten eine mit der Lateralitat des Traumas
nuancierte Aktivitdtsabnahme entlang der aufsteigenden Hoérbahn. Die Aktivitat des
Nucleus cochlearis (CN) und des IC war fast ausschliel3lich ipsi-, bzw. kontralateral
erniedrigt. Der MGB zeigte jedoch bilateral eine Abnahme, die in beiden
Hemispharen ahnliche Grofke besal’. Das in der 2-DG Aufnahme reduzierte Volumen
im AC war kontralateral zur Schallexposition wesentlich grof3er, aber auch auf der
ipsilateralen Seite war eine Reduktion vorhanden (Abb. 11).

Bei der Betrachtung der schallexponierten Wildtyp-Tiere im Vergleich zu den Wildtyp-
Kontrollen war die Aktivitat im kontralateralen somatosensorischen Kortex und in der
dorsalen Insula erniedrigt (Abb. 12).

Die Aktivitat im AC und im Striatum war ipsilateral erhoht. Die Erhohung im
ipsilateralen AC war wahrscheinlich im anterioren auditorischen Feld an der Grenze
zu A1 lokalisiert. Hier befinden sich neuronale Reprasentationen hoher Frequenzen
(Abb. 13).

Die schallexponierten Knockout-Tiere zeigten zwei Stunden posttraumatisch im
Vergleich zur korrespondierenden Kontrollgruppe eine besonders kontralateral
ausgepragte Aktivitatsabnahme im IC und im AC. Die Aktivitat war in frontalen und
prafrontalen Kortexbereichen kontralateral zur Expositionsseite verringert (Abb. 13).
Der Genotypenvergleich der schallexponierten Tiere zwei Stunden nach Trauma
zeigte eine Aktivitdtsabnahme im kontralateralen frontalen Regionen bei den
Knockout-Tieren, die etwas ventraler lagen als die Aktivitatszunahme im vorigen
Kontrast zur Knockout-Kontrollgruppe. Die Aktivitat war au3erdem bilateral in einem
groRen Volumen innerhalb des zentralen Striatums erniedrigt (Abb. 14). Wie beim
Vergleich der Genotypen zwischen den Kontrollgruppen fanden sich auch beim
Vergleich der schallexponierten Tiere Verringerungen der Aktivitat im Vorderhirn bei

den Knockout-Tieren.
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A) Nucleus cochlearis B) Colliculus inferior

t-Wert

C) Corpus geniculatum mediale

t-Wert

Abb. 11: Akute Aktivitdtsdnderungen der schallexponierten Tiere (n=15) im Vergleich zu
den Kontrollen (n=15, blau: Abnahme), Abnahme im ipsilateralen Nucleus cochlearis (A),
Abnahme im kontralateralen Colliculus inferior (B), Bilaterale Abnahme im Corpus

geniculatum mediale (C), Bilaterale Abnahme im auditorischen Kortex (D).
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A) Somatosensorischer Kortex B) Insula Kortex

t-Wert

C) Auditorischer Kortex D) Striatum

t-Wert

Abb. 12: Akute Aktivitdtsdnderungen der schallexponierten Wildtyp-Tiere (n=8) im
Vergleich zu den Wildtyp-Kontrollen (n=8, rot: Zunahme, blau: Abnahme), Abnahme im
kontralateralen somatosensorischen Kortex (A), Abnahme im kontralateralen Insula Kortex
(B), Zunahme im ipsilateralen auditorischen Kortex (C), Zunahme im ipsilateralen Striatum
(D).
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A) Colliculus inferior B) Auditorischer Kortex
. e . =

C) Gyrus cinguli

t-Wert

Abb. 13: Akute Aktivitatsanderungen der schallexponierten Knockout Tiere (n=7) im
Vergleich zu den Knockout Kontrollen (n=7, rot: Zunahme, blau: Abnahme), Abnahme im
kontralateralen (weniger ipsilateralen) Colliculus inferior (A), Abnahme im kontralateralen
(weniger ipsilateralen) auditorischen Kortex (B), Zunahme im kontralateralen Gyrus cinguli
(C).
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A) Gyrus cinguli und sekundarer _
motorischer Kortex B) Striatum

t-Wert

Abb. 14: Akute Aktivitdtsanderungen der schallexponierten Knockout Tiere (n=7) im
Vergleich zu den schallexponierten Wildtyp-Tieren (n=7, blau: Abnahme), kontralaterale
Abnahme im Gyrus cinguli und sekundaren motorischen Kortex (A), bilaterale Abnahme
im Striatum (B).

3.5 2-DG Bildgebung zwei Wochen nach Schalltrauma

Um die chronische Wirkung des Schalltraumas auf das gesamte Gehirn nach zwei
Wochen beurteilen zu konnen wurden zunachst, wie nach zwei Stunden, die
Genotypen zusammen betrachtet. Hier zeigte sich wie im akuten Zustand eine
Verringerung der 2-DG Aufnahme im IC. Der MGB und der AC war, verglichen mit
dem akuten Zustand, nur noch in der kontralateralen Hemisphare erniedrigt (Abb.
15). Aktivitatszunahmen fanden sich bei den schallexponierten Tieren in der
kontralateralen ventralen Insula, dem ipsilateralen ventralen orbitofrontalen Kortex,
bilateral in einem groRen Volumen im somatosensorischen Kortex, auch an der
Grenze zu motorischen Arealen und in Bereichen des Stiatum. Im Mittelhirn war der
Colliculus superior (SC) ipsilateral erhoht (Abb. 15 und Abb. 16).

Die Schallexposition hatte im chronisch posttraumatischen Zustand bei den Wildtyp-
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Tieren eine Aktivitatsabnahme im kontralateralen IC und im AC, sowie im
ipsilateralen Cerebellum zur Folge (Abb. 17). Frontale und prafrontale Kortexareale
wiesen eine Zunahme auf. Aktivitdtszunahmen fanden sich ebenfalls im
kontralateralen somatosensorischen Kortex und bilateral im SC (Abb. 18).

Die schallexponierten Knockout-Tiere zeigten chronisch im Vergleich zu den
Knockout-Kontrollen eine Aktivitatsreduktion bilateral im IC und kontralateral im MGB
(Abb. 19). Aktivitatssteigerungen waren bilateral im somatosensorischen Kortex
lokalisiert. Kontralateral waren Bereiche in der Insula starker aktiviert und ipsilateral
war der ventrale orbitofrontale Kortex (OFC) in der 2-DG Aufnahme erhdht. Auch das
Cerebellum zeigte regional begrenzt eine bilaterale Zunahme (Abb. 20).

Beim Genotypenvergleich der schallexponierten Tiere im chronischen Zustand nach
zwei Wochen fanden sich Abnahmen wieder in frontalen und prafrontalen Bereichen,
sowie im Striatum. Ipsilateral zur Expositionsseite war die Aktivitat des rechten ENT
verringert (Abb. 21). Eine bilaterale Aktivitatssteigerung zeigte sich in thalamischen
Arealen, Rautenhirn und Mittelhirn, sowie Hirnstamm, ahnlich dem Muster des
Genotypenvergleichs der nicht exponierten Tiere. Die thalamische Aktivitatszunahme
lag im Bereich des Nucleus posterior ventralis, rhombenzephale und mesencephale
Regionen umfassten wahrscheinlich die Vestibulariskerne und weitere Kerne des
Hirnstamms (Abb. 22).
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A) Colliculus inferior B) Corpus geniculatum mediale

t-Wert

Abb. 15: Aktivitdtsanderungen der schallexponierten Tiere (n=25) im Vergleich zu den
Kontrollen (n=23) 2 Wochen nach Trauma (rot: Zunahme, blau: Abnahme), Abnahme im
kontralateralen Colliculus inferior (A), Abnahme im kontralateralen Corpus geniculatum
mediale (B), Abnahme im Kkontralateralen auditorischen Kortex (C), Zunahme im
kontralateralen Insula Kortex (D).
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A) Orbitofrontaler Kortex B) Somatosensorischer Kortex

t-Wert

C) Striatum D) Colliculus superior

t-Wert

Abb. 16: Aktivitatsdnderungen der schallexponierten Tiere (n=25) im Vergleich zu den
Kontrollen (n=23) zwei Wochen nach Trauma (rot: Zunahme), Zunahme im ipsilateralen
orbitofrontalen Kortex (A), Zunahme im kontralateralen somatosensorischen Kortex (B),

bilaterale Zunahme im Striatum (C), Zunahme im ipsilateralen Colliculus superior (D).
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A) Colliculus inferior B) Auditorischer Kortex

t-Wert

t-Wert

Abb. 17: Aktivitatsdnderungen der schallexponierten Wildtyp-Tiere (n=17) im Vergleich zu
den Wildtyp-Kontrollen (n=13) nach zwei Wochen (blau: Abnahme), Abnahme im
kontralateralen Colliculus inferior (A), Abnahme im kontralateralen auditorischen Kortex

(B), Abnahme im ipsilateralen Cerebellum (C).
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A) Gyrus cinguli B) Somatosensorischer Kortex

e

t-Wert

C) Colliculus superior

t-Wert

Abb. 18: Aktivitdtsdnderungen der schallexponierten Wildtyp-Tiere (n=17) im Vergleich zu
den Wildtyp-Kontrollen (n=13) nach zwei Wochen (rot: Zunahme), bilaterale Zunahme im
Gyrus cinguli (A), bilaterale Zunahme im somatosensorischen Kortex (B), bilaterale

Zunahme im Colliculus superior (C)
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A) Colliculus inferior B) Corpus geniculatum mediale

t-Wert

Abb. 19: Aktivitdtsdnderungen der schallexponierten Knockout Tiere (n=8) im Vergleich zu
den Knockout Kontrollen (n=10) nach zwei Wochen (blau: Abnahme), bilaterale Abnahme

im Colliculus inferior (A), Abnahme im kontralateralen Corpus geniculatum mediale (B).
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A) Somatosensorischer Kortex B) Insula

t-Wert

C) Orbitofrontaler Kortex D) Cerebellum

t-Wert

Abb. 20: Aktivitatsanderungen der schallexponierten Knockout Tiere (n=8) im Vergleich zu
den Knockout Kontrollen (n=10) nach zwei Wochen (rot: Zunahme), bilaterale Zunahme im
somatosensorischen Kortex (A), Zunahme im kontralateralen Insula Kortex (B), Zunahme

im ipsilateralen orbitofrontalen Kortex (C), bilaterale Zunahme im Cerebellum (D).
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A) Prelimbischer Kortex B) Gyrus cinguli

t-Wert

C) Striatum D) Entorhinaler Kortex

t-Wert

Abb. 21: Aktivitatsdnderungen der schallexponierten Knockout Tiere (n=8) im Vergleich zu
den schallexponierten Wildtyp-Tieren (n=17) nach zwei Wochen (blau: Abnahme),
bilaterale Abnahme im prelimbischen Kortex (A), bilaterale Abnahme im Gyrus cinguli (B),

bilaterale Zunahme im Striatum (C), Zunahme im ipsilateralen entorhinalen Kortex (D).
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A) Post- und ventrolateraler _
thalamischer Nucleus B) Hirnstamm

t-Wert

Abb. 22: Aktivitatsdnderungen der schallexponierten Knockout Tiere (n=8) im Vergleich zu
den schallexponierten Wildtyp-Tieren (n=17) nach zwei Wochen (rot: Zunahme), bilaterale
Zunahme im post- und ventrolateralen thalamischen Nucleus (A), bilaterale Zunahme im

Hirnstamm (B).

3.6 Vorpulsinhibition und Liickendetektion zum Nachweis einer

subjektiven Tinnituswahrnehmung

Bei der Prasentation eines kurzen, lauten Knalls mit einer Pegelstarke von 50-60 dB
uber dem akustischen Hintergrund reagieren Saugetiere mit einem reflexartigen
zusammenzucken der Skelettmuskulatur (startle response). Wird dem lauten Knall
ein leiserer akustischer Vorpuls vorangestellt wird die folgende Muskelkontraktion
inhibiert (PPI). Bei der Adaption fur die Tinnitusforschung wurde der Vorpuls ersetzt
durch eine akustische Lucke in einem sonst kontinuierlich prasentierten
Hintergrundgerausch (gap-PPI; Turner et al., 2006). Man geht davon aus, dass wenn
die Frequenz des Hintergrundgerausches ahnlich der Frequenz des
wahrgenommenen Tinnitus ist, die Lucke schlechter detektiert werden kann,

woraufhin die Inhibition der Muskelkontraktion reduziert ist. Die Starke der
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aufgenommenen Beschleunigung wird wieder groRer und nahert sich der
Verhaltensantwort ohne vorausgehende Licke im Hintergrundrauschen an (Abb. 5).
Die Versuche, die der Abschatzung einer mdglichen Tinnituswahrnehmung in den
Tieren diente, fanden zwei Tage vor und zwolf Tage nach dem Schalltrauma statt. Es
wurden drei verschiedene Vorpulse, bzw. Hintergrundrauschen getestet. Als erstes
wurden breitbandige Signale mit Frequenzanteilen von 0,5-20 kHz (BBN) verwendet.
Da man annimmt, dass Tinnitus an den Randfrequenzen des Hérschadens entsteht,
folgten Signale mit Halboktavbreite, dessen obere Grenzfrequenz der unteren
Grenzfrequenz des Traumasignals entsprach und schliel3lich Signale mit
Oktavbandbreite, deren untere Grenzfrequenz die obere Grenzfrequenz des
Traumabandes war.

Um verhaltensbedingte Hinweise fur eine Tinnituswahrnehmung zu erhalten wurde in
den schallexponierten Tieren die Anderung der Liickendetektionsleistung zwischen
der vor- und nachtraumatischen Messung herangezogen. Zwei Tage vor dem
Schalltrauma war die Inhibition durch den Vorpuls, bzw. die Licke im
Hintergrundrauschen fur alle vier Gruppen und drei Frequenzparadigma gleich. Der
Vorpuls inhibierte die Schreckreaktion Uber alle Gruppen gemittelt beim BBN um
67%, die Licke um 28%, beim 6-9 kHz Frequenzband um 64%, die Licke um 25%
und beim 11-22 kHz Band um 67%, die Licke um 26%. Fur alle Frequenzparadigma
war die Inhibition durch den Vorpuls in Stille hoher als durch die Licke im Rauschen.
Nur vereinzelt zeigten Tiere ahnlich hohe Inhibitionsantworten fur Vorpuls und Lucke
(Abb. 23).

Betrachtet man die Gesamtgruppe der schallexponierten Wildtyp-Tiere, zeigte sich
nach zwei Wochen eine verminderte Inhibition nach der Lucke im Breitbandrauschen
um 16,8% im Vergleich zu der Wildtyp-Kontrollgruppe. Bei der Licke im
héherfrequenten und niederfrequenten Rauschen war kein Unterschied zu den
Kontrollgruppen vorhanden. Auch die schallexponierten Knockout-Tiere zeigten flr
keines der Frequenzbander einen Inhibitionrickgang bei der Lickendetektion.

Da ein schallinduzierter Tinnitus nicht bei jedem exponierten Tier zu erwarten war
wurde eine Einteilung der schallexponierten Tiere vorgenommen. Fur jedes der drei
Hintergrundrauschen mit den unterschiedlichen Frequenzinhalten wurden die Tiere

in zwei Gruppen eingeteilt (Middleton et al., 2011). Wenn ein Tier eine Reduktion der

71



Ergebnisse

Inhibition um mehr als 4% beim Vergleich von pre- zu posttraumatischer Messung
aufzeigte, dann wurde es als ein Tinnitus-wahrnehmendes Tier klassifiziert. Einen
Uberblick Uber die Verteilung der Tiere nach Klassifizierung in die drei
Frequenzbander gibt Tab. 3. Bei den schallexponierten Wildtyp-Tieren wiesen von 21
Tieren der Gesamtgruppe 15 Tiere am Tag 12 eine Reduktion in mindestens einem
der drei Frequenzparadigma beim gap-PPI auf (71,4%). Bei den Knockout-Tieren
waren dies 9 von 11 Tieren (81,8%). Eine veranderte Pravalenz der Knockout-Tiere
hinsichtlich einer moglichen Tinnitusentstehung war somit nicht beobachtbar. Sechs
der Wildtyp-Tiere waren beim BBN Hintergrundrauschen reduziert, von denen zwei
auch bei hoch- und drei im tieffrequenten Rauschen eine verringerte Inhibition
zeigten. Zwei Tiere waren bei allen drei Frequenzbandern im gap-PPI erniedrigt.
Beim BBN Hintergrundrauschen war bei den Tinnitus-wahrnehmenden Wildtyp-
Tieren im Mittel eine Reduktion von 21% der Inhibition im Vergleich zur Kontrolle und
von 17% der Inhibition zur vorigen Messung zu beobachten. Die nicht Tinnitus-
wahrnehmenden Tiere steigerten die Inhibition zur vortraumatischen Messung, was
auch in der Wildtyp-Kontrollgruppe beobachtet wurde. Bei den schallexponierten
Knockout-Tieren zeigte sich keine Tendenz im Vergleich zu den Kontrollgruppen
(Abb. 23, oben).

Die Schreckreaktion auf die Licke im hochfrequenten Hintergrundrauschen war bei
den Tieren mit Tinnituswahrnehmung im Vergleich zu den Kontrollen an Tag 12 um
20% reduziert und um 14% zum Zeitpunkt vor dem Trauma. Die nicht Tinnitus-
wahrnehmenden Tiere steigerten ihre Inhibition verglichen zum vortraumatischen
Zustand, wahrend die Tiere der Kontrollgruppen dies nicht taten. Bei den
schallexponierten Knockout-Tieren lag keine Veranderung im Vergleich zu den
Kontrollgruppen vor, die Inhibition nahm zwischen den Zeitpunkten bei den Tinnitus-
wahrnehmenden ab und bei den nicht wahrnehmenden zu (Abb. 24, Mitte). Beim
tieferfrequenten  Hintergrundrauschen gab es nach Kilassifizierung keine
wesentlichen Inhibitionsanderungen bei den schallexponierten Tieren (Abb. 24,
unten).

Das Defizite in der Inhibition durch einen Horverlust verursacht wurden ist
unwahrscheinlich, da die Hoérschwellen auf dem nichtexponierten Ohr bei den

Frequenzen des Hintergrundrauschens nicht, bzw. nur unwesentlich verandert waren
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(Abb. 8, Mitte rechts). Sensomotorische Defizite aufgrund des Schalltraumas
konnten ebenso ausgeschlossen werden, da die Inhibition beim Vorpulsparadigma
keine Unterschiede zu den Kontrollgruppen zeigte (Abb. 24). Einige Gruppen zeigten
an Tag 12 eine leichte Steigerung bei der Vorpulsinhibition verglichen zur ersten
Messung, die eventuell auf einen Trainingseffekt zurickzufuhren sein kdnnte.

Um zu Uberprifen ob die schallexponierten Gruppen nach Klassifikation in Tinnitus-
wahrnehmende und nicht wahrnehmende Tiere eine Reduktion der Inhibition bei der
Lackendetektion nur zeigten, weil ein Horverlust fur das kontralaterale Ohr bei den
entsprechenden Frequenzen des Hintergrundrauschens vorhanden war, wurden die
Horschwellen flr die schallexponierten Untergruppen erneut getrennt verglichen. Die
Auftrennung ergab keine Unterschiede flr die Behandlungsgruppen im Hérvermoégen
des kontralateralen Ohrs (Abb. 25).

Um zu Uberpriifen, ob allgemeine Anderungen der 2-DG Aufnahme aufgrund der
Luckendetektionsleistung vorhanden waren, wurde eine Einteilung der Wildtyp-
Kontrollgruppe anhand des 4%-Kriteriums durchgefihrt. Der Vergleich der
Untergruppen zeigte eine Verringerung eines kleinen Areals im Lemniscus lateralis
und einer kleinvolumigen Erhéhung im Cerebellum bei den Kontrolltieren mit
reduzierter Inhibition (nicht gezeigt). Keines der beiden Areale Uberschneidete sich
mit Regionen, die bei den Vergleichen der Tiere mit Tinnituswahrnehmung gefunden
wurden. Daher kann man davon ausgehen, dass die Anderungen der 2-DG
Aufnahme in den Tieren mit Tinnituswahrnehmung wahrscheinlich unabhangig von

der allgemeinen Luckendetektionsleistung waren.
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Tab.3: Individuelle Auflistung der schallexponierten Mause nach Einteilung. Die Leistung bei
markierten Frequenzparadigmen zeigten bei entsprechender Maus eine Reduktion des gap-PPI
von mehr als 4% an Tag 12 im Vergleich zu Tag -2 auf. Bei grau markierten Mausen gelang die
2-DG Bildgebung.

Genotyp Maus Gap-PPI BBN Gap-PPI 6-9 kHz Gap-PPI 11-22 kHz
Wildtyp 244 X X
X
X
X
X
X
X
X
542
X X
X
X
866 X
858 X X X
X
X X X
Knockout
X
X X X
310 X X X
X
382 X X
X
X X
615
X
X X
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wildtyp knockout
H Kontrolle M Kontrolle
Schalltraumagruppe Schalltraumagruppe
gap-PPI, BBN PPI, BBN gap-PPI, BBN PPI, BBN
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Abb. 23: Inhibition der Schreckreaktion bei den Wildtyp- (links) und Knockout Tieren (rechts)
durch Licke (gap-PPI) oder Vorpuls (PPI). Die drei Frequenzparadigmen (BBN, 6-9 kHz, 11-22
kHz) folgten nacheinander im Abstand von zwei Stunden. Nach acht Startlepulsen zur
Stabilisierung der Reaktionsamplitude wurden 50 Pulse mit Hintergrundrauschen (gap-PPI, 25
mit Llcke) prasentiert, danach folgten 50 Pulse in Stille (PPI, 25 mit Vorpuls). Bei BBN
Hintergrundrauschen war 12 Tage nach dem Schalltrauma bei den Wildtyp-Tieren eine Reduktion
im Vergleich zu den Wildtyp-Kontrollen vorhanden (d-2: zwei Tage vor Schalltrauma, d12: 12

Tage nach Schalltrauma, * p<0.05, # signifikant zu Zeitpunkt d-2).
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wildtyp knockout
| Kontrolle m Kontrolle
gap-PPI reduziert gap-PPI reduziert
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Abb. 24: Inhibition der Schreckreaktion bei den Wildtyp- (links) und Knockout Tieren (rechts) durch
Licke (gap-PPIl) oder Vorpuls (PPIl) nach Aufteilung der schallexponierten Gruppen. Tiere, deren
Lickeninhibition um mehr als 4% am Tag 12 im Vergleich zu Tag -2 reduziert war (gap-PPI) wurden als
Tinnitus wahrnehmend klassifiziert (hellgrau, d-2: zwei Tage vor Schalltrauma, d12: 12 Tage nach
Schalltrauma, * p<0.05, ** p<0.01, # signifikant zu Zeitpunkt d-2, p<0.05).
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wildtyp (Hérschwellen d13, kontralateral) knockout (Hérschwellen d13, kontralateral)
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Abbildung 25: Die Horschwellen der kontralateralen Seite nach Einteilung anhand des gap-PPI fiir die
verschiedenen Frequenzbander waren zwischen den Untergruppen gleich. Die Reduktion des gap-PPI
an Tag 12 bei den Tinnitis-wahrnehmenden Tieren resultierte deshalb nicht aus einem bilateralen
Hoérverlust. Die Tiere besalien auf der kontralateralen Seite an Tag 12 ein unverandertes Hérvermdgen
und konnten deshalb die Licke unveréandert detektieren.
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3.7 2-DG Bildgebung der schallexponierten Wildtyp-Tiere mit

Verhaltensanzeichen einer Tinnituswahrnehmung

Aufgrund der Anderung des gap-PPI an Tag 12 wurden Tiere in Gruppen von Tieren
mit und ohne Verhaltensanzeichen von Tinnitus eingeteilt. Daraufhin wurden
Vergleiche des Glukosemetabolismus mit den resultierenden Wildtyp-Untergruppen
durchgefuhrt, um die allgemeinen Effekte des Schalltraumas von den Tinnitus-
spezifischen Auswirkungen unterscheiden zu kénnen.

Betrachtet man die Gesamtgruppe der Tiere, die in einem der Frequenzparadigmen
Anzeichen einer Tinnituswahrnehmung zeigte im Vergleich zu den Kontrolltieren,
konnte eine Aktivitatsreduktion im kontralateralen AC und im kontralateralen Striatum
an der Grenze zum lateralen Ventrikel beobachtet werden. In der ipsilateralen
Amygdala fand sich ebenfalls eine Aktivitdtssenkung (Abb. 26). Volumen mit
signifikant erhdhter 2-DG Aufnahme waren bilateral im Gyrus cinguli (CG) lokalisiert,
die kontralateral hineinreichten in sekundare motorische Areale. Die Aktivitat war
aullerdem im SC und dem Nucleus reticularis (TRN) kontralateral, und im Nucleus
accumbens an der Grenze zum Striatum ipsilateral gesteigert (Abb. 27).

Da sich ein Tinnitus beim Menschen haufig in Frequenzbereichen an den Grenzen,
bzw. im Frequenzbereich des maximalen Horschadens entwickelt (Konig et al., 2006;
Norena et al., 2002; Schaette et al.,2009) und meistens schmalbandig und tonal
wahrgenommen wird, wurden in Abbildung 27-29 die Tiere mit einer
Inhibitionssenkung beim 6-9 kHz und 11-22 kHz Band mit den Kontrollen verglichen.
Das Aktivitatsmuster entsprach weitgehend dem der Gesamtgruppe. Es konnten
aber noch zusatzliche Aktivitatssteigerungen und Abnahmen beobachtet werden.
Wahrend auf der kontralateralen Seite wieder eine Reduktion in A1 und AAF zu
sehen war, wurde ipsilateral eine Aktivitatssteigerung im dorsalen AC an der Grenze
zum somatosensorischen Kortex beobachtet. Neben der Aktivitatsabnahme in der
Amygdala fanden sich bilateral noch Bereiche im olfaktorischen Bulbus mit ebenfalls
reduzierter Aktivitat (Abb. 28). Das Striatum zeigte ipsilateral eine Steigerung der
Aktivierung und kontralateral eine Verringerung, mit deutlich ventromedialerer
Sublokalisation und kleinerem Volumen als die ipsilaterale Zunahme (Abb. 28, Abb.
30). Wie im letzten Vergleich fanden sich Steigerungen der 2-DG-Aufnahme bilateral

im CG an der Grenze zu motorischen Bereichen, im SC und im ipsilateralen Nucleus
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accumbens, sowie im Thalamus (Abb. 29 und Abb. 30). Weiterhin waren bei diesem
Vergleich Steigerungen in einem kleinen Volumen des kontralateralen Hippocampus
zu finden.

Der Vergleich der Wildtyp-Tiere mit nicht reduzierter gap-PPIl mit den Kontrollen bot
Hinweise, wie sich das Schalltrauma ohne Tinnituswahrnehmung auf den
Glukosemetabolismus des Maushirns auswirkte. Bei den Vergleichen der Tiere mit
nicht reduzierter gap-PPI ist anzumerken, dass eine geringe Untergruppengrolie
vorhanden war. Es existierten nur 5 Tiere ohne Verhaltensanzeichen einer
Tinnituswahrnehmung bei denen die 2-DG gelang. Beim Vergleich dieser Tiere mit
der Kontrolle zeigte der ipsilaterale ventrale AC an der Grenze zum perirhinalen und
Insula Kortex Aktivitdtsabnahmen. Das Striatum war bilateral starker aktiviert bei den
schallexponierten Tieren, genauso wie Bereiche im ipsilateralen motorischen und
somatosensorischen Kortex, sowie im kontralateralen OFC (Abb. 31). Die
Anderungen waren, bis auf die Erhéhung im Striatum, unterschiedlich zum vorigen
Vergleich, in dem Tinnitus-wahrnehmende Tiere mit den Kontrollen verglichen
wurden.

Um die Tinnitus spezifischen Aktivitatsanderungen unabhangig vom Schalltrauma zu
identifizieren, wurden die schallexponierten Wildtyp-Tiere mit reduzierter gap-PPI mit
den Tieren verglichen, die keine Anzeichen einer Tinnituswahrnehmung zeigten
(Abb. 32 und Abb. 33). Bei diesem Gruppenvergleich zeigten die Tiere mit
Verhaltensanzeichen fur Tinnitus eine Aktivitatsabnahme in den frontalen Bereichen.
Im motorischen Kortex war die Aktivitat bilateral und an der Grenze zum CG auch
ipsilateral reduziert. AuRerdem war im zentralen ipsilateralen Striatum ein groReres
Volumen mit verringerter Aktivitat vorhanden (Abb. 32). Im kontralateralen Nucleus
cochlearis, ipsilateralen SC, ipsilateralen Globus pallidus und kontralateralen TRN
war bei den potentiell Tinnitus-wahrnehmenden Tieren die 2-DG Aufnahme erhoht
(Abb. 33).
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A) Auditorischer Kortex B) Striatum

t-Wert

Abb. 26: Aktivitdtsanderungen der schallexponierten Wildtyp-Tiere mit reduziertem gap-
PPI (n=12) im Vergleich zu den Wildtyp-Kontrollen (n=13, alle Frequenzparadigma, blau:
Abnahme), Abnahme im kontralateralen auditorischen Kortex (A), Abnahme am medialen

Rand des Striatums (B), Abnahme in ipsilateraler Amygdala (C).
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A) Gyrus cinguli B) Colliculus superior

t-Wert

C) Globus pallidus und
Nucleus accumbens D) Nucleus reticularis

t-Wert

Abb. 27: Aktivitatsdnderungen der schallexponierten Wildtyp-Tiere mit reduziertem gap-
PPI (n=12) im Vergleich zu den Wildtyp-Kontrollen (n=13, alle Frequenzparadigma, rot:
Zunahme), bilaterale Zunahme im Gyrus cinguli (A), Zunahme im Kkontralateralen
Colliculus superior (B), Zunahme im ipsilateralen Globus pallidus und Nucleus

accumbens (C), Zunahme in kontralateralen thalamischen Nucleus reticularis (D).
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A) Auditorischer Kortex B) Striatum

t-Wert

t-Wert

Abb. 28: Aktivitatsanderungen der schallexponierten Wildtyp-Tiere mit reduzierter gap-
PPI bei hoch- und tieffrequentem Hintergrundrauschen (n=9) im Vergleich zu den
Wildtyp-Kontrollen (n=13, blau: Abnahme), Abnahme im kontralateralen auditorischen
Kortex (A), Abnahme am medialen Rand des kontralateralen Striatums (B), Abnahme in

der ipsilateralen Amygdala (C), Abnahme im olfaktorischen Bulbus (D).
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A) Gyrus cinguli B) Striatum

t-Wert

C) Colliculus superior D) Auditorischer Kortex

t-Wert

Abb. 29: Aktivitdtsanderungen der schallexponierten Wildtyp-Tiere mit reduzierter gap-
PPl bei hoch- und tieffrequentem Hintergrundrauschen (n=9) im Vergleich zu den
Wildtyp-Kontrollen (n=13, rot: Zunahme), bilaterale Zunahme im Gyrus cinguli (A),
bilaterale Zunahme im Striatum (B), bilaterale Zunahme im Colliculus superior (C),

Zunahme im ipsilateralen dorsalen auditorischen Kortex (D).
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A) Hippocampus B) Nucleus accumbens

t-Wert

C) Nucleus reticularis und anteriorer
thalamischer Nucleus

t-Wert

Abb. 30: Aktivitadtsdnderungen der schallexponierten Wildtyp-Tiere mit reduzierter gap-
PPl bei hoch- und tieffrequentem Hintergrundrauschen (n=9) im Vergleich zu den
Wildtyp-Kontrollen (n=13, rot: Zunahme), Zunahme im kontralateralen Hippocampus (A),
Zunahme im ipsilateralen Nucleus accumbens (B), Zunahme in kontralateralen Nucleus
reticularis und im anterodorsalen, anteroventralen und anteromedialem thalamischen
Nucleus (C).
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A) Auditorischer und Insula Kortex B) Striatum

o
L

t-Wert

C) Motorischer und
somatosensorischer Kortex

t-Wert

Abb. 31: Aktivitdtsdnderungen der schallexponierten Wildtyp-Tiere mit nicht reduzierter
gap-PPl (n=5) im Vergleich zu den Wildtyp-Kontrollen (n=13, rot: Zunahme, blau:
Abnahme), Abnahme im ipsilateralen auditorischen und Insula Kortex (A), bilaterale
Zunahme im Striatum (B), Zunahme im ipsilateralen motorischen und

somatosensorischen Kortex (C), Zunahme im kontralateralen orbitofrontalen Kortex (D).
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_ B) Gyrus cinguli und sekundérer
A) Striatum motorischer Kortex

t-Wert

Abb. 32: Aktivitatsanderungen der schallexponierten Wildtyp-Tiere mit reduzierter gap-
PPl (n=12) im Vergleich zu den schallexponierten Wildtyp-Tieren mit nicht reduzierter
gap-PPI (n=5, blau: Abnahme), Abnahme im ipsilateralen Striatum (A), Abnahme im

ipsilateralen Gyrus cinguli und sekundaren motorischen Kortex (B).
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A) Nucleus cochlearis B) Globus pallidus

t-Wert

C) Colliculus superior D) Nucleus reticularis

Abb. 33: Aktivitatsanderungen der schallexponierten Wildtyp-Tiere mit reduzierter gap-
PPl (n=13) im Vergleich zu den schallexponierten Wildtyp-Tieren mit nicht reduzierter
gap-PPl (n=5, rot: Zunahme), Zunahme im kontralateralen Nucleus cochlearis (A),
Zunahme im ipsilateralen Globus pallidus (B), Zunahme im ipsilateralen Colliculus

superior (C), Zunahme im kontralateralen thalamischen Nucleus reticularis (D).
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3.8 Soziale Interaktion

Der Versuch zur sozialen Interaktion wurde durchgefuhrt, um eine mogliche
Leidenserfahrung der Tiere mit Verhaltensanzeichen einer Tinnituswahrnehmung
aufzudecken. Dazu wurden die Tiere vor und nach Schallexposition in einer
zehnminutigen Testphase in einer Arena mit drei Kammern getestet. In eine der
seitlichen Kammern befand sich ein fremder Interaktionspartner, eingeschlossen in
einem Gitterkafig. Detektiert wurden die Laufdistanz als Indikator fur die allgemeine
Aktivitat und die Aufenthaltszeit in den einzelnen Kammern, sowie die Zeit in direkter
Umgebung zum Interaktionspartner. Falls eine mogliche Leidenserfahrung bestehen
sollte, wurde ursprunglich angenommen, dass sich sowohl Laufdistanz, als auch
Interaktionszeit mit der Partnermaus im Gitterkafig verringert.

Sowohl zwei Tage vor, als auch zwolf Tage nach Schalltrauma verbrachten die Tiere
aller Gruppen mehr Zeit in der Kammer mit dem sozialen Interaktionspartner als in
der gegenuberliegenden, leeren Kammer (Gruppenzusammenlegung, t-test p<0.05,
auch Einzelgruppen, nicht gezeigt). In der mittleren Startkammer wurde weniger Zeit
verbracht als in der leeren Kammer ohne Interaktionspartner. Der Grund daftr
konnte die Habituationsphase vor Beginn des Experiments in der mittleren Kammer
sein. Der Vergleich zwischen den Gruppen zeigt, dass die Laufdistanz fur alle
Gruppen bis auf die Knockout-Kontrolle von Tag -2 zu Tag 12 zunahm. Die Knockout-
Kontrollen hingegen verbrachten bei der Wiederholung an Tag 12 weniger Zeit in der
Kammer mit neuem Interaktionspartner als bei der Referenzmessung an Tag -2. Die
Gruppen-interne Reduktion betraf aber nicht die Zeit des Aufenthalts im naheren
Bereich um den Interaktionspartner herum (Abb 33, A). Zwischen den
Behandlungsgruppen und Genotypen gab es sowohl vor, als auch nach dem
Schalltrauma keine Unterschiede bei sozialer Interaktion und Laufdistanz.

Anders als in der audiometrischen Analyse nach Klassifikation anhand des gap-PPI
wurden bei den Versuchen zur sozialen Interaktion alle Untergruppen
zusammengefasst. Alle Tiere mit mindestens einer Reduktion bei einem
Frequenzband wurden als Tinnitus wahrnehmend eingeteilt (Abb. 34, B, C). Nach
Einteilung zeigten auch die schallexponierten Untergruppen eine Steigerung der
Laufdistanz am Tag 12 (Abb. 34, B). Die GruppengrofRe der schallexponierten

Knockout-Tiere ohne Verhaltensanzeichen von Tinnitus war mit zwei Tieren
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vernachlassigbar. Ebenso wenig wie vor Klassifikation zeigte sich kein Unterschied
in der Dauer der sozialen Interaktionsparameter zwischen den Untergruppen.

Die allgemeine Aktivitat und potentielle Leidensempfindung, die mit der Laufdistanz
und der Dauer der sozialen Interaktion gemessen werden sollte, zeigten somit in
diesem Versuchsaufbau keine Veranderung durch die Schallexposition zwei Wochen
zuvor. Auch eine mogliche Tinnituswahrnehmung schien keinen Einfluss auf die

soziale Interaktion und Aktivitat zu haben.
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Abbildung 34: Laufdistanz, Zeit in Kammer mit Interaktionspartner und im Bereich 2 cm vom
Interaktionspartner entfernt im Gruppenvergleich (A) und nach Klassifikation anhand der Reduktion
beim gap-PPI fir die schallexponierten Wildtyp- (B) und Knockout Tiere (C). Es waren keine
Unterschiede der Gruppen und Untergruppen im Vergleich zu den Kontrollen vorhanden. (#

Veranderung zu Tag-2). In den Balken steht die Tierzahl.
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3.9 Interregionale und multimodale Korrelationsanalyse

Die Korrelationsanalyse wurde durchgefuhrt um funktionelle Interaktionen nach dem
Schalltrauma im verteilten Netzwerk bei den Wildtyp-Tieren darzustellen. Im
Gegensatz zur voxelbasierten SPM-Analyse basiert die Korrelationsanalyse auf den
Gesamtaktivitatswerten der Regionen, die in der SPM-Analyse als unterschiedlich
erkannt wurden.

Der Weg der Gesamtregionenanalyse wurde gewahlt, weil eine Korrelationsanalyse
basierend auf den SPM-Clusterwerten einen Gruppenvergleich unmdglich machte,
hauptsachlich aufgrund unterschiedlicher Clusterpositionen und dem Fehlen von
signifikanten Clustern in vielen Vergleichen. Da die Daten der ROI-Analyse aber
isoliert und alleinig fur die Korrelationsanalyse benutzt wurden, erfolgte die
Bestimmung der Aktivitdtswerte basierend auf dem Gesamtstrukturvolumen nach
Paxinos (Paxinos und Franklin, 2004). Alle gezeigten interregionalen
Korrelationskoeffizienten waren </> 0,8 (p<0.05). Die Korrelationen zwischen 2-DG
Aktivitatswerten und den  Verhaltensparametern besallen alle einen
Korrelationskoeffizienten </> 0.7 (p<0.01, Abb. 35). Nur die Korrelationen, die
signifikante Unterschiede zu anderen Gruppen aufwiesen werden im Folgenden
besprochen, da diese sich zwischen den Gruppen am starksten unterscheiden und
meist eine entgegengesetzte Richtung besalien.

Die Kontrollgruppen (Abb. 35 A, C) zeigten positive Korrelationen innerhalb des
auditorischen  Systems, die in der chronischen Kontroligruppe auch
interhemispharisch zwischen Mittelhirn, Thalamus und AC auftraten. In der akuten
Kontrollgruppe waren auditorische Mittelhirn- und Thalamuskerne mit der Insula
negativ korreliert. Nach zwei Stunden erschienen deutlich weniger Korrelationen in
der Kontrollgruppe verglichen mit den Kontrollen nach zwei Wochen. Viele der in der
Gesamtgruppe vorhandenen Korrelationen wurden durch das konservative
IterationsausschluRverfahren eleminiert. Dies lag daran, dass in der chronischen
Kontrollgruppe fast doppelt so viele Tiere vorhanden waren wie in der akuten
Kontrollgruppe. Vor dem Ausschlussverfahren waren die Koeffizienten jedoch ahnlich
hoch, wie in der Kontrollgruppe nach zwei Wochen. Signifikante Unterschiede
zwischen den Kontrollgruppen beider Zeitpunkte waren deshalb nicht vorhanden. Es

wurde trotzdem darauf verzichtet, die beiden Kontrollgruppen zusammenzulegen, da
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die experimentelle Prozedur zu unterschiedlich war und die Gruppengrof3en im
Vergleich zu den korrespondierenden schallexponierten Gruppen ohne
Zusammenlegung ahnlicher waren.

Die akute Schallexposition hatte auf das Korrelationssmuster im Vergleich zur
entsprechenden Kontrollgruppe zur Folge, dass der CG bilateral und der ipsilaterale
OFC mit dem kontralateralen ENT positiv korrelierte, wahrend der kontralaterale CN
eine negative Korrelation zum ENT entwickelt hatte (Abb. 35, B). Aullerdem
korrelierte der kontralaterale OFC nach der Schallexposition mit dem Striatum. Zwei
Wochen nach Schalltrauma entwickelten sich die meisten der zu den Kontrollen
unterschiedlichen Korrelationen im akuten Zustand wieder zuriick (Abb. 35, D). Der
kontralaterale ENT verlor seine hochkorrelierte zentrale Stellung und war bei den
schallexponierten Tieren nach zwei Wochen unkorreliert mit den prafrontalen und
frontalen Regionen. Der kontralaterale CN korrelierte nun ebenfalls nicht mehr mit
dem ENT. Im auditorischen System verschwand die interhemispharische Korrelation
zwischen dem kontralateralen IC und ipsilateralen MGB. Aulierdem war das
ipsilaterale primare auditorische Feld (A1), anstatt negativ, nach zwei Wochen positiv
mit dem ipsilateralen IC korreliert (Abb. 35, B). Im chronischen Zustand nach
Schalltrauma war im Vergleich zu der Kontrollgruppe der kontralaterale AC positiv
mit der Insula korreliert. Jegliche positive interhemispharische Korrelationen im
auditorischen System, wie sie die entsprechende Kontrollgruppe aufwies, war zwei
Wochen nach Schalltrauma verschwunden. Dieser Wegfall korrelierter Aktivitat fand
sich auch bei der Untergruppe, die an Tag 12 eine Reduktion der Inhibition bei einer
Licke im hoch- und tieffrequentem Hintergrundrauschen zeigte (Abb. 35, A, C).
Zusatzlich formierte sich im Vergleich zur Kontrolle eine Abhangigkeit zwischen dem
ipsilateralen CN und dem kontralateralen OFC einerseits und dem ipsilateralen
oberen auditorischem System mit dem ipsilateralen OFC andererseits, wahrend die
Hemispharen des OFC nicht mehr positiv korrelierten.

Bei den Kontrolltieren sank in beiden Hemispharen des auditorischen Systems mit
hoherer Aktivitat die Horschwelle bei Frequenzen von 11-32 kHz auf beiden Ohren
(Abb. 35, C). Zwei Wochen nach Schallexposition bestand die Korrelation nur noch
fir den IC und den MGB der rechten Hemisphare, wahrend im linken, kontralateralen

AC und MGB ein Unterschied der Korrelationskoeffizienten zu den Kontrollen
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existierte. In der schallexponierten Gruppe im chronischen Zustand war die Hohe der
Differenz  der Inhibiton von Tag-2 zu Tag 12 bei hochfrequenten
Hintergrundrauschen positiv mit der 2-DG Aufnahme im ipsilateralen CN korreliert
und die Untergruppe schallexponierter Tiere mit reduzierter gap-PP| zeigte eine

positive Korrelation mit dem ipsilateralen CG.
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A1: primérer auditorischer Kortex
AC: auditorischer Kortex

MG: Corpus geniculatum mediale
IC: Colliculus inferior

MG-c ABR = CN: Nucleus cochlearis

——— SC: Colliculus superior

ENT: entorhinaler Kortex

FC. ¥ oNG CPU: Putamen caudatum / Striatum
SS: somatosensorischer Kortex
CG: Gyrus cinguli

Al: Insula Cortex

OFC: orbitofrontaler Kortex

CB: Cerebellum

i: ipsilateral

c: kontralateral

gap(11-22kHz)

Abb. 35: Korrelationen der ROI und Verhaltensdaten. Gezeigt sind positive und negative,
interregionale (Pearson, p<0.05 mit Ausschlussiteration) und multimodale (Spearman, p<0.01)
Korrelationen. Die Korrelationsmuster unterscheiden sich im auditorischen und limbischen
System. Gruppenvergleich (p<0.05): *  Kontrolle gegen schallexponierte Tiere, Kontrolle

gegen gap-reduzierte Tiere, # schallexponierte Tiere 2 Stunden gegen 2 Wochen nach Trauma.
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Diskussion

Bis heute existieren keine zuverlassigen Behandlungsmethoden gegen subjektiven
Tinnitus, obwohl viele Patienten erheblich unter ihrem Tinnitus leiden und folglich in
den letzten zwei Jahrzehnten intensiv an Pathogenese und Therapien geforscht
wurde. Nach wie vor bestehen viele Unklarheiten und Kontroversen uber den
Entstehungsmechanismus und die pathophysiologischen  Korrelate  der
Phantomwahrnehmung. Tiermodelle konnen dazu beitragen die
neurophysiologischen Ursachen einer Tinnituswahrnehmung besser zu verstehen
und gleichzeitig Modelle fur die Entwicklung potentieller Therapien bereitstellen. In
der vorliegenden Arbeit wurde die 2-Desoxyglukose (2-DG) Methode verwendet um
ein Tinnitus-spezifisches Aktivitatsmuster im Gehirn von Mausen zu identifizieren.
Zur experimentellen Tinnitusinduktion wurde ein Schalltrauma verwendet und der
verursachte Horverlust wurde mittels der Ableitung akustisch evozierter
Hirnstammpotentiale bestimmt. Der Nachweis einer subjektiven
Gerauschwahrnehmung in einer Untergruppe der schallexponierten Tiere wurde Uber
ein Verhaltensparadigma, die sogenannte Luckendetektion, erbracht. Da viele
Tinnituspatienten sehr unter den Phantomgerauschen leiden und aktuell haufig
diskutiert wird, ob die Tinnitus-spezifische Leidenserfahrung auch im Tiermodell zum
Ausdruck kommt, wurden Untersuchungen zur sozialen Interaktion durchgefuhrt.
Weiterhin war das Ziel den EinfluR plastischer Veranderungen auf die
Tinnitusgenese Uber die Verwendung einer transgenen Knockout-Mauslinie zu
untersuchen, in der ein wichtiges plastizitatsrelevantes Gen, arg3.1 postnatal
deletiert ist.

In der Diskussion wird zunachst die 2-DG Methode im Bezug auf Tiermodelle zur
Tinnitusentstehung diskutiert. Danach werden die Daten zur Hirnstammaudiometrie
nach Schalltrauma besprochen. Da es bei der Glukoseaufnahme grol3e
Unterschiede zwischen den Genotypen gab, werden die Ergebnisse der Arg3.1-
Knockout-Mause in einem separaten Kapitel betrachtet. Im Anschluss erfolgt die
Diskussion der  Aktivitatsmuster nach Schalltrauma generell, die
Verhaltensuntersuchungen, Luckendetektion und soziale Interaktion, sowie die
Diskussion der Tinnitus-spezifischen Aktivierungsmuster. Da immer klarer wird, dass

die Tinnitusaktivtat nicht in einer einzelnen Hirnregion entsteht, sondern ein
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Netzwerk  aus auditorischen und limbischen Regionen fur  die
Gerauschwahrnehmung verantwortlich ist wird diesem Aspekt ein eigenes Kapitel
gewidmet, welches die vorliegenden Daten beziglich der Ubertragbarkeit zu

Tinnituspatienten darstellt.

4.1 Methodendiskussion: 2-DG Bildgebung

Die in dieser Arbeit verwendete 2-DG Methode ermdglichte eine quantitative
Messung des Glukosemetabolismus. Im Gehirn akkumuliert die 2-Desoxyglukose (2-
DG) hauptsachlich in glutamatergen Synapsen und Gliazellen (Kai Kai und
Pentreath, 1981; Nehlig et al., 2004), wo ihre Aktivitat autoradiografisch in
Hirnschnitten bestimmt werden kann. Insbesondere wurde die Methode haufig zur
Untersuchung des auditorischen Systems verwendet, da sich in vielen Kernen nach
einer Stimulation mit Reintdnen eine tonotop organisierte Akkumulation nachweisen
lasst (u.a. Imig und Durham, 2005; Martin et al., 1988; Ryan et al., 1988; Ryan und
Woolf, 1988; Scheich et al., 1993; Serviére et al., 1984; Webster und Martin, 1991).
Obwohl es sich bei der 2-DG Methode um eine vergleichsweise alte Methode
handelt, besitzt diese gegenuber modernen Bildgebungsmethoden wie der
Positronenemissionstomographie (PET) und der funktionellen
Magnetresonanztomographie (fMRT) einige fur die Tinnitustiermodellforschung
entscheidende Vorteile.

1. Die Tiere mussen wahrend der Messphase nicht narkotisiert werden, weshalb
Aufmerksamkeitsaspekte der Tinnituswahrnehmung im 2-DG Aktivitatsmuster
abgebildet werden kdnnen, die sonst eventuell weggefallen waren.

2. Die Aufnahme der 2-DG in die Neuronen und Gliazellen ist akkumulativ. Dies
begunstigt die Darstellung anhaltender Aktivierungsmuster, wie sie bei einem
anhaltenden Tinnitus erwartet wurden. Kurzfristige Aktivitdtsanderungen sollten
weniger dargestellt werden. Im Vergleich mit humaner Tinnitusbildgebung
entsprache dies einer steady state Situation in der die Grundaktivitat gemessen wird.
3. Die 2-DG Methode besitzt in Kombination mit der voxelbasierten Analyse den
Vorteil der hohen Auflosung, der bei der Grole des Mausgehirns deutlich zu Tage

tritt. Die maximale Auflosung liegt etwa im Bereich von 30 pm, wahrend
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herkdbmmliche PET/Computertomographie-Kombinationsscanner nur Aufldsungen
bis zu 6/3 mm (FWHM) ermoéglichen und microPET Gerate flur Kleintiere nur bis zu
1,2 mm (FWHM) aufldsen. Ahnliche Aufldésungen werden nur mit MEMRI
(Manganese-enhanced MRT) erreicht, das Kalzium-abhangige Aktivitatsanderungen
abbildet.

Wahrend die 2-DG Methode, genauso wie MRT und PET, direkt mit dem zellularen
Metabolismus in Beziehung steht und deshalb indirekt neuronale Aktivitat ausdrickt,
ist sie nur sehr begrenzt aussagekraftig was die Einzelzell- und Netzwerkaktivitat,
sowie die Synchronisation zwischen Neuronengruppen angeht. Multiple Zelltypen
steuern ihren Beitrag zum metabolischen Signal bei und verschiedene
Subpopulationen aus unterschiedlichen Zelltypen kénnen zu demselben
beobachtbaren Signal fuhren. Die Methode erlaubt somit z.B. keine Abschatzung

uber das Zusammenspiel zwischen Exzitation und Inhibition.

4.2 Schallinduzierter Horschaden

Die Ergebnisse der Hirnstammaudiometrie zur Ermittlung des Horschadens zeigten
deutlich, dass sowohl ein starker akuter, als auch ein etwas schwacherer,
permanenter Horverlust durch das unilaterale Schalltrauma auf dem exponierten Ohr
induziert wurde. Zumindest bei den schallexponierten Wildtyp-Tieren war eine
Regeneration der Horschwellenverschiebung Uber den elftagigen experimentellen
Zeitraum vorhanden. Die Knockout-Tiere zeigten hingegen eine deutlich geringere
Regeneration, was auch damit zusammenhangen konnte, dass der akute
Horschwellenanstieg etwas geringer ausfiel als bei den schallexponierten Wildtyp-
Tieren (Abb. 7 und 8).

Mause des Stamms C57BL/6, die in dieser Studie verwendet wurden, besitzen das
Ahl Gen, welches einen fortschreitenden Horverlust hoher Frequenzen mit
zunehmendem Alter initiiert (Harding et al., 2005; Hultcrantz und Li, 1993; Spongr et
al., 1997; Willott et al., 1991). Der Horverlust setzt im Alter von 3 Monaten ein, aber
erst nach 6 Monaten ist ein gro3erer hochfrequenter Schwellenanstieg von 20-30 dB
vorhanden. Das Alter der Mause betrug in der vorliegenden Arbeit generell 2-4

Monate, weshalb eine mogliche Spezies-bedingte Beeintrachtigung durch
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Presbycusis vernachlassigbar ist. Im Vergleich zu Mausen des CBA-Stamms hat
eine schadigende Schallexposition bei C57BL/6 Mausen einen hdéheren Horverlust
zu Folge (Li, 1992).

Ursachen fur einen temporaren Horschwellenanstieg nach dem Schalltrauma
konnen reversible Prozesse innerhalb der Cochlea sein. Ein zeitlich begrenzter
Volumenanstieg cochlearer Strukturen mit einhergehender Senkung der
Membranleitfahigkeit sind bei moderater, traumatischer Beschallung zwar noch
reversibel (Hirose und Liberman, 2003; Wagner et al., 2005), die
Glutamatausschuttung bei Ubermalliger Stimulation fuhrt jedoch dazu, dass eine
Verringerung der Verfligbarkeit von Energie eintritt, die weitere Erregung verhindert
(Henderson et al., 2006). Ahnliche Effekte treten auch im zentralen auditorischen
System auf, wo akute Anderungen von Transmitter- und Rezeptoreigenschaften die
Erregbarkeit modifizieren. Dabei kann es sich schon um plastische Veranderungen
handeln, die aufgrund des veranderten sensorischen Inputs ausgeldst werden, oder
um Top-Down-Mechanismen, bei denen héhere Strukturen die unteren Eingange bis
hin zur Peripherie modulieren (Mossop et al., 2000; Rubio, 2006; Suga et al., 2002;
Suga und Ma, 2003; Suga, 2008). Mittelfristige Folgen einer schadigenden
Larmexposition sind dann nekrotische oder apoptotische Prozesse in den Haarzellen
und Neuronen des unteren auditorischen Systems, die aufgrund der akuten Bildung
freier Radikale und Funktionsstérungen in den Mitochondrien ausgelost werden und
den permanenten Horverlust verursachen (Henderson et al., 2006; Hu, 2007; Nuttall,
1999; Yamane et al., 1995). Diese induzierten Vorgange kénnen Uber mehrere Tage
andauern und zu einer fortschreitenden Degeneration fihren (Ahmad et al., 2003;
Hu und Zheng, 2008; Yang et al., 2004). Verlust von Verbindungen zwischen den
Neuronen des unteren auditorischen Systems beeinflussen dann weitere plastische
Reorganisationen, die wahrscheinlich der Anpassung auf die veranderten
Eingangssignale dienen und auch in hdéheren auditorischen Kernen auftreten
(Edeline und Weinberger, 1991; Polley et al., 2006).

Auch das Ohr, dass sich kontralateral zur Expositionsseite befand, zeigte einen
akuten Horverlust. Die Ursache dafur kdnnte direkt in einer, zwar verminderten, aber
trotzdem schadigenden Schallexposition gelegen haben. Der Schallpegel sollte zwar

geringer als 100 dB SPL gewesen sein, jedoch war dies ein ohne Tier gemessener
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Wert, weshalb eine mdgliche Schallleitung durch das Tier selber nicht berticksichtigt
wurde. Teilweise konnte der kontralaterale Horverlust auch durch intrinsische
kommissurale Hemmungseffekte in Bereichen der unteren Hérbahn als Ursache in
Frage kommen (Jansen et al., 2012). Es bleibt zu erwahnen, dass die beobachtete
Regeneration bei den Wildtyp-Tieren nur unwesentlich Uber dem Bereich der
intraindividuellen Messschwankungen lag, was besonders das nichtexponierte,
kontralaterale Ohr betraf. Entscheidend fir die weiteren Untersuchungen war aber,
dass auf dem exponierten Ohr ein permanenter Horverlust auftrat, der als eine der
primaren Ursachen fur die Entwicklung von Tinnitus gilt (Norena et al., 2002; Roberts
et al., 2006; Konig et al., 2006; Weisz et al., 2006).

4.3 Untersuchung der konditionalen Arg3.1-Knockout-Mause

Das aktivitatsregulierte Protein arg3.1 ist ein ,immediate-early gene”, das eine Rolle
bei synaptischer Plastizitdt und der Konsolidierung von Gedachtnisinhalten spielt.
Arg3.1 wird unter anderem im AC nach akustischer Stimulation exprimiert
(Carpenter-Hyland et al., 2010; Mahlke und Wallhausser-Franke, 2004; Ilvanova et
al., 2011). Die Expression der mRNA nach Reintonstimulation zeigt in A1 und AAF
ein tonotop frequenzspezifisches Muster. Fur das visuelle System wurde ein Einfluss
von arg3.1 auf die Orientierungsselektivitdt von Neuronen gezeigt (Wang et al.,
2006) und es ist anzunehmen, dass arg3.1 auch im auditorischen Kortex an der
Modulation der Frequenzreprasentation beteiligt ist. AuRerdem zeigen Arg3.1-
Knockout-Mause Defizite bei der auditorischen Furchtkonditionierung (Plath et al.,
2006). Dabei wird ein neutraler akustischer Stimulus mit einem aversiven Reiz, meist
ein schwacher Elektroschock, gepaart, so dass nach der Konditionierungsphase die
Prasentation des Tons alleine eine Furchtreaktion hervorruft. Eine wesentliche Rolle
bei diesem Mechanismus spielt die Verarbeitung in der Amygdala. Dort konvergieren
auditorische Signale aus dem Thalamus und dem auditorischen Kortex mit den
nozizeptiven Informationen, weshalb die Amygdala als der Ort gilt, an dem das
assoziative Gedachtnis bei der Furchtkonditionierung gebildet wird (Armony et al.,
1998; LeDoux, 2003; Maren et al., 2001). Uber eine selektive Unterdriickung der

arg3.1 Expression im lateralen Unterkern der Amygdala kann die Ausbildung eines
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langanhaltenden Furchtgedachtnisses unterdrickt werden (Maddox und Schafe,
2011). Nach experimenteller Tinnitusinduktion konnte bei Gerbilen in der Amygdala
und vor allem im zentralen Unterkern, der die Ausgangsstruktur der Amygdala
darstellt, eine erhohte arg3.1 und c-fos Expression durch Salicylatinjektion, sowie
eine Steigerung der 2-DG Akkumulation nach Schalltrauma nachgewiesen werden
(Mahlke und Wallhausser-Franke, 2004; eigene Daten). In Anlehnung an den
Mechanismus der Furchtkonditionierung wurde auch von Jastreboff ein Modell zur
Atiologie von Tinnitus beschrieben (Jastreboff, 1990). Der Tinnitus wird dabei bei
einigen Patienten als Gefahr wahrgenommen, wodurch der Organismus mit einer
Leidensempfindung reagiert, der die Tinnituswahrnehmung im Bewusstsein festigt.
Da diese Reaktion unterbewusst generiert wird ist die Empfindung unabhangig von
der jeweiligen Situation oder Tinnitussignalstarke (siehe Kapitel 1.7). In einem Modell
zur Tinnitusentstehung wurde daher postuliert, dass die Amygdala eine
entscheidende Rolle bei der Tinnitusgenerierung spielt, indem sie die pathologische
kortikale Aktivierung verstarkt, plastische Prozesse induziert und somit eine
Manifestation der Tinnitusaktivitat begunstigt. Die Amygdala wird in diesem Prozess
zunachst durch negative Emotionen, etwa auf Grund belastender Lebensituationen
aktiviert, wahrend im weiteren Krankheitsverlauf der Tinnitus selbst als negativer
emotionaler Reiz die Amygdala aktivieren kann und die Chronifizierung weiter
begunstigt (Mahlke, 2004, Dissertationsschrift).

Da arg3.1 sowohl bei der Furchtkonditionierung als auch bei plastischen
Veranderungen im auditorischen Kortex eine Rolle spielt (Carpenter-Hyland et al.,
2010; Sun et al., 2005) und beide Mechanismen eine entscheidende Rolle bei der
Tinnitusentstehung spielen, wurde in der vorliegenden Arbeit angenommen, dass
eine Reduktion von arg3.1 im Vorderhirn die Ausbildung einer andauernden
auditorischen Phantomwahrnehmung verhindern konnte. Daher wurde eine
konditionale Arg3.1-Knockout-Linie verwendet, die Cre Rekombinase Vorderhirn-
spezifisch unter der Kontrolle des CamKlla-Promotors in Pyramidenzellen exprimiert.
Bei diesen Tieren konnte das arg3.1-Protein ab Tag P6 im Vorderhirn nicht mehr
nachgewiesen werden (Abb. 2B).

Die Ergebnisse der Versuche zur audiometrischen Horschwellenbestimmung,

Vorpulsinhibition, Luckendetektion und sozialen Interaktion zeigten im Grundzustand,

100



Diskussion

vor dem Schalltrauma, keine Unterschiede zwischen den Genotypen. Auch wiesen
die Ergebnisse der Lickendetektion nicht darauf hin, dass die Knockout-Tiere eine
reduzierte Pravalenz besalien einen schallinduzierten Tinnitus zu entwickeln.
Unterschiede zwischen den Genotypen waren bei allen Frequenzparadigmen und
auch nach Untergruppenanalyse nicht zu beobachten. Das Verhaltnis zwischen
Tieren mit und ohne Anzeichen einer Tinnituswahrnehmung war in der Knockout-
Gruppe (81,8%) ahnlich dem Verhaltnis in der Wildtyp-Gruppe (71,4%). Im
Gegensatz dazu zeigten die unbehandelten Knockout-Tiere ein stark verandertes
Aktivierungsmuster in der 2-DG Bildgebung. Allgemein zeigten die Tiere in Bereichen
des Striatums, und des Grofl3- und Kleinhirns, in denen arg3.1 reduziert war, ein
verringertes 2-DG Signal im Vergleich zu den Wildtyp-Tieren, wahrend in Regionen
des Thalamus, Mittelhirns und Hirnstamms eine erhohte 2-DG Aufnahme beobachtet
wurde. Dies betraf unter anderem die auditorischen Kerne, wie den Nucleus
geniculatum mediale (MGB) und den Colliculus inferior (IC), aber auch Kerne
anderer Sinnesmodalitdten wie den Colliculus superior (SC). Nach den aktuellen
Untersuchungen ist nicht klar, warum die 2-DG Aufnahme in den knockout-Tieren
verandert war. Verschiedene Faktoren kdnnten jedoch einen Einfluss gehabt haben.
Es konnte sein, das arg3.1 eine wichtige Rolle bei postsynaptischen Prozessen wie
Spine-Generierung und AMPA Rezeptor-Trafficking spielt (Goel und Lee, 2007;
Peebles et al., 2010; Shepherd et al., 2006). Da die durch Glukose bereitgestellte
Energie hauptsachlich zur Generierung von Aktionspotentialen und an
postsynaptischen Rezeptoren von exzitatorischen Neuronen fir das Recycling von
Glutamat verbraucht wird (Attwell und Laughlin 2001, Nehlig et al., 2004), ware es
somit vorstellbar, dass im Vergleich zu Wildtyp-Tieren weniger Energie fur Prozesse
an der postsynaptischen Membran bendtigt werden kdnnte. Da davon auszugehen
ist, dass die arg3.1 Expression nur im Vorderhirn reduziert war konnte es sich bei
den Aktivitatssteigerungen in Hirnstamm, Mittelhirn und Thalamus eventuell um
kompensatorische Aktivitatserhdhungen handeln, die unter anderem auch
kortikofugal induziert sein kénnten.

Ein weiterer Unterschied zwischen den Genotypen wurde bei den
Horschwellenmessungen der schallexponierten Tiere gefunden. Wahrend die

Horschwellen vor dem Trauma und 1 Tag nach dem Trauma vergleichbar waren,
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zeigten die Knockout-Tiere 2 Wochen nach Trauma eine leicht verringerte
Regeneration des Horvermogens bei 16 kHz (p=0,042, Abb. 8). Es wurde gezeigt,
dass CamKIll in den aulReren Haarzellen exprimiert wird und dort die Motilitat dieser
Zellen beeinflusst (Puschner und Schacht, 1997). Es ist somit vorstellbar, dass
arg3.1 in den Haarzellen deletiert wurde. Allerdings gibt es aktuell keine publizierten
Daten, die zeigen, dass arg3.1 in den Haarzellen exprimiert wird. Neben den
direkten Effekten im Innenohr kénnten auch kortikofugale Prozesse die Regeneration
beeinflussen. Wie in Kapitel 1.2 beschrieben besitzt das HOrsystem weitreichende
Ruckprojektionen, Uber die die auditorische Eingangsaktivitat aus der Peripherie
moduliert werden kann.

Leider konnte im Rahmen der vorliegenden Arbeit keine weitere Analyse der
Unterschiede zwischen den Genotypen gemacht werden. Die Tatsache, dass die
Arg3.1-Knockout-Tiere in  den \Verhaltenstests sogar etwas  haufiger
Verhaltensanzeichen einer Gerauschwahrnehmung zeigten, wie die Wildtyp-Tiere,
konnte jedoch darauf hinweisen, dass Mechanismen existieren, die die Deletion von
arg3.1 teilweise kompensieren. Diese konnten ausreichen, die fur die Tinnitusgenese
notwendige kortikale Plastizitat aufrechtzuerhalten. Andererseits kdnnte es moglich
sein, dass die arg3.1 vermittelten plastischen Veranderungen im Vorderhirn bei der
Entwicklung einer Gerauschwahrnehmung nur eine untergeordnete Rolle spielen. Es
existieren Hinweise, dass arg3.1 fur die aktivitatsabhangige Modifizierung von
inhibitorischen Synapsen im Kortex nicht bendtigt wird (Gao et al.,, 2010). Somit
konnten plastische Veranderungen inhibitorischer Synapsen gegebenenfalls eine
gréRere Rolle bei der Tinnitusentstehung spielen als bisher angenommen. Weiterhin
konnte es sein, dass arg3.1 in den konditionalen Knockout-Mausen nicht komplett
deletiert wird. Wahrend auf Proteinebene kein arg3.1 mehr nachgewiesen werden
konnte, zeigten aktuellere in situ Experimente eine zwar reduzierte, aber dennoch
vorhandene Expression auf mMRNA Ebene. Aufgrund der starken Unterschiede im 2-
DG Metabolismus der Kontrolltiere konnen die Daten der schallexponierten Tiere
jedoch ohnehin nicht interpretiert werden, weshalb in den folgenden Kapiteln

vornehmlich die Ergebnisse der Wildtyp-Tiere diskutiert werden.
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4.4 Veranderter Glukosemetabolismus nach Schalltrauma

Veranderter Glukosemetabolismus im auditorischen System

Akut hatte das Schalltrauma, wenn alle schallexponierten Tiere zusammen
betrachtet werden, eine deutliche Reduktion der Aktivitat im aufsteigenden
auditorischen System =zur Folge, die wahrscheinlich aufgrund verringerter
Eingangssignale zu Stande kam. Diese Reduktion war aufsteigend ab dem
Colliculus inferior beidseitig vorhanden (Abb. 11). Betrachtet man Wildtyp- und
Knockout-Tiere getrennt von einander konnte man im akuten Stadium nur in den
Knockout-Tieren eine deutliche Aktivitatsreduktion entlang der Horbahn beobachten,
wahrend ausschlieBlich in den Wildtyp-Tieren eine Erhdéhung im ipsilateralen
auditorischen Kortex gefunden wurde. Zwei Wochen nach Trauma wurde eine
Reduktion im auditorischen System nur noch auf der kontralateralen Seite vom IC
uber den MGB bis zum AC beobachtet. Bei der getrennten Betrachtung der
Aktivierungsmuster in den Wildtyp- und Knockout-Tieren war nach 2 Wochen im
Gegensatz zum akuten Zustand die laterale Reduktion der Aktivitdt entlang der
Horbahn in den Wildtyp-Tieren deutlicher als in den Knockout-Tieren. Diese
einseitige Reduktion entlang der Horbahn steht in Einklang mit den
Horschwellenmessungen, bei denen nach zwei Wochen kontralateral kein
Unterschied mehr zu den Kontrollgruppen zu beobachten ist, sich ipsilateral aber ein
permanenter Horverlust etabliert hat.

Im akuten Stadium fand sich bei den Wildtyp-Tieren jedoch eine Aktivierung des
ipsilateralen primaren auditorischen Kortex (A1). Bereiche des ipsilateralen AC
waren auch bei den Tieren erhdht, die Verhaltensanzeichen eines schmalbandigen
Tinnitus nach zwei Wochen zeigen (Kapitel 4.7). Die Daten weisen daher darauf hin,
dass sich die Tinnitusaktivitat nicht wie bisher angenommen auf der geschadigten
Seite ausbildet, sondern auf der weniger betroffenen ipsilateralen Seite generiert
wird. Bisher sind nur wenige Daten publiziert die die Gesamtaktivitat im Tiermodell
nach experimenteller Tinnitusauslosung gemessen haben. In den meisten dieser
Studien wurde Salicylat als Tinnitusausloser verwendet. Generell sind die
publizierten Daten nicht konsistent. Wahrend Paul in einer microPET Studie bei
Ratten eine Erhdhung der Aktivitat im IC um 17% und im AC um 29% fand (Paul et

al., 2009), wurde bei Wallhausser-Franke mit der auch in dieser Arbeit verwendeten
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2-DG Bildgebung eine Reduktion in der 2-DG Aufnahme im IC bei
Waustenrennmausen beobachtet, die von lokal begrenzten Aktivitatsteigerungen im
AC begleitet wurde (Wallhduser-Franke et al., 1996). Ahnliche Isofrequenzbanden
findet man auch nach Reintonstimulation, deren Lokalisation aber sowohl zwischen
den Hemispharen, als auch zwischen den Individuen stark voneinander abweichen
konnen (Scheich et al.,, 1993). Eine MEMRI (manganese-enhanced magnetic
resonance imaging) Studie an unilateral beschallten Ratten beschreibt eine
Erhdhung der Aktivitat im Hirnstamm und dem IC mehrere Wochen nach dem
Trauma (Brozoski et al.,, 2007b). In dieser Studie wurden allerdings auch
Reduktionen der Aktivitat im kontralateralen MGB und AC gemessen, was mit den
hier prasentierten 2-DG Daten fir den AC nach zwei Wochen Ubereinstimmt. Eine
Studie an schalltraumatisierten Hamstern findet nach unilateraler Exposition zwar
eine Reduktion in der 2-DG Aufnahme im ipsilateralen VCN, misst jedoch im
nachgeschalteten auditorischen System ipsi- statt kontralateral eine Verringerung der
autoradiographischen Aktivitat, wahrend der AC keine Veranderung aufweist (Zhang
et al., 2003). In einer 2-DG Studie bei mongolischen Wustenrennmausen, die
unilaterale Cochleaablationen und Schallleitungsstérungen untersucht, wurden die
Tiere wahrend der 2-DG Akkumulation akustisch stimuliert (Hutson et al., 2008). Bei
beiden Schadigungsparadigmen wurde nach 3 Wochen eine Abnahme der Aktivitat
im kontralateralen IC gefunden, wahrend der MGB und A1 keine signifikanten
Anderungen zeigte. Bei den Schallleitungsstérungen kam es aber zu einer Abnahme
im kontralateralen AAF. Eine metabolische Reduktion im kontralateralen AC und IC
findet sich auch nach unilateraler Cochleaablation bei Ratten (Hsu et al., 2009).
Eigene Arbeiten, bei denen im akuten und chronischen Zustand die 2-DG Aktivitat
nach bilateralem Impulsschalltrauma bei mongolischen Wustenrennmausen
gemessen wurde zeigen ebenfalls nur Reduktionen in den Kernen des auditorischen
Systems, sowohl akut, als auch chronisch nach zwei Wochen. Obwohl im akuten
Stadium ipsilateral eine Steigerung der 2-DG Aufnahme im AC bei den Wildtyp-
Tieren detektiert werden konnte, scheint sich ein Schalltrauma und andere
Cochleaschadigungen eher reduzierend auf den Glukoseverbrauch des
auditorischen Systems der exponierten Seite auszuwirken. Dies gilt fur die Zeit

unmittelbar nach der Schadigung, als auch fur Zeitpunkte nach mehreren Tagen und
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Wochen.

Neben bildgebenden Verfahren wurden in Tiermodellen viele elektrophysiologische
Untersuchungen in verschiedenen auditorischen Regionen nach Schalltrauma
durchgefuhrt. Im IC und AC sind im akuten Stadium nach Schalltrauma bei
elektrophysiologischen in vivo Ableitungen erhdhte Spontan- und burst-Aktivitaten,
sowie auch akustisch evozierte Aktivitatserhohungen gegenuber nicht
traumatisierten Tieren beobachtet worden (Bauer et al., 2008; Ma et al., 2006b,
Manzoor et al., 2012; Wang et al., 1996; Popelar et al., 1987; Syka und Rybalko,
2000). Eine andere Studie an Meerschweinchen zeigte Hyperaktivitat im IC mehrere
Tage nach einer Larmschadigung (Mulders et al., 2009). Auch im CN kommt es bei
Horverlust nach einigen Tagen zur Ausbildung erhdhter Spontanaktivitat (Kaltenbach
und McCaslin, 1996; Kaltenbach et al., 1998). Die elektrophysiologischen Befunde
sind bezuglich des ICs und des VCN meist gegensatzlich zu den in dieser Arbeit
gefundenen Abnahmen der 2-DG Akkumulation sowohl akut, als auch im
chronischen Stadium. Bis auf ein Volumen erhdhter Aktivitat im ipsilateralen primaren
AC im akuten Stadium, die eventuell ein Teil des neuronalen Korrelats eines akuten
Tinnitus darstellt, sind keine Steigerungen im auditorischen System vorhanden. Dies
konnte methodische Ursachen haben, da die Aufnahme und Akkumulation radioaktiv
markierter Glukose nicht direkt mit der elektrophysiologisch gemessenen
Hyperaktivitat gleichzusetzen ist. Auch wenn die 2-DG Aufnahme nicht direkt mit der
Anzahl an Aktionspotentialen korreliert (Auker et al., 1983), ist sie dennoch ein
Ausdruck der metabolischen Anforderung des Nervengewebes, die im wesentlichen
aufgrund der Depolarisation von Neuronen verursacht wird (Attwell und Laughlin,
2001).

Veranderter Glukosemetabolismus in anderen Regionen

Neben den Effekten im auditorischen System wurden Aktivitdtsanderungen in
verschiedenen nicht primar auditorischen Regionen gefunden. Die Wildtyp-Tiere
zeigten akut eine Aktivitatsabnahme in kontralateralen somatosensorischen
Bereichen und dem Insula Kortex (Sawatari et al., 2011). Wahrend die Abnahme in
der Insula direkt Uber Projektionen des AC von der peripheren Schadigung

verursacht worden sein konnte deutet die Abnahme im somatosensorischen Kortex
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bereits eine somatosensorisch-auditorische Interaktion kurz nach dem Schalltrauma
an. Nach Zusammenlegung der schallexponierten Tiere beider Genotypen zeigte
sich zwei Wochen nach dem Schalltrauma ipsilateral eine Zunahme der Aktivitat im
orbitofrontalen Kortex und der anteriore Gyrus cinguli (CG) und der
somatosensorische Kortex war bei den schallexponierten Wildtyp-Tiere aktiviert.

Ebenfalls war die Aktivitat tiefer Bereiche beider SCi nach zwei Wochen in den
Wildtyp-Tieren deutlich erhoéht. Diese Erhéhung fand sich auch bei den Tieren mit
Anzeichen einer Tinnituswahrnehmung. Neurone des SC sind nicht nur fur die
Verarbeitung visueller Stimuli  verantwortlich, sondern integrieren  Stimuli
verschiedener Modalitaten. Diese Verarbeitung findet in den tiefen Schichten statt
und umfasst insbesondere auditorische Signale, die aus den sekundaren Arealen
des AC oder dem Kortex des IC stammen (Bajo et al., 2010; King et al., 1998). Es
sind starke Hinweise vorhanden, dass hier eine auditorisch raumliche
Reprasentation der Umgebung aufgrund von interauralen Intensitatsunterschieden
aufgebaut wird (Alvarado et al., 2007; Kadunce et al., 1997; Palmer und King, 1982),
die eventuell durch das unilaterale Schalltrauma gestort sein konnte. Die Bedeutung
des SC bei der interauralen Verarbeitung auditorischer Signale wird auch durch eine
Ablationsstudie an Katzen unterstitzt. Die unilaterale Ablation des AC fihrte
kontralateral zu akustischen Orientierungsdefiziten, die durch Kihlung des
kontralateralen SC wieder verringert wurden (Lomber et al., 2006). Ablationsstudien
zeigten, dass sowohl Lasionen des SC als auch kortikaler auditorischer Gebiete das
Richtungshoéren verschlechtern (Heffner und Hefffner, 1990; Kavanagh und Kelly,
1987; Lomber et al., 2001; Nodal et al.,, 2010). AuRerdem wird der SC mit
audiogenen Anfallen in Zusammenhang gebracht. Diese werden vom IC ausgelost,
aber vom SC aufrechterhalten (Faingold und Randall, 1999; Ishida et al., 2002).

Die Tiere beider Genotypen zeigten im chronischen Zustand zur korrespondierenden
Kontrollgruppe bilaterale Aktivitatszunahmen im somatosensorischen Kortex, die
kontralateral starker ausgepragt waren. Im akuten Stadium ist im
somatosensorischen Kortex noch eine Reduktion der Aktivitat vorhanden. Diese
Befunde koénnten auf eine Rolle des somatosensorsichen Kortex bei der
multisensorischen Integration akustischer Signale hindeuten, obwohl die Richtung

der Anderung im chronischen Stadium umgekehrt zu der im AC erfolgte. Eine
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Steigerung der Aktivitat kdbnnte demnach eine direkte Folge der gestorten Anregung
auditorischer Kerne sein. Hinweise auf somatosensorisch-auditorische Integration im
somatosensorischen Kortex konnte etwa bei Ratten gezeigt werden (Ghoshal et al.,
2011). Beide sensorischen Systeme interagieren auch bei Tinnituspatienten. In einer
Studie kénnen durch somatosensorische Stimulation bei 68% der Betroffenen die
psychoakustischen Eigenschaften der Tinnituswahrnehmung moduliert werden
(Levine, 1999; Levine et al., 2003), etwa durch die Stimulation des Mediannerven.
Die Wildtyp-Tiere zeigen auflerdem eine Reduktion im Crus | des ipsilateralen
Cerebellums, die indirekt mit der traumatischen Gerauschexpostion
zusammenhangen konnte. Eine Rolle des Cerebellums wird unter anderem auch bei
der raumlichen Gedachtnisbildung vermutet (Mandolesi et al., 2001; Passot et al.,
2012). Dementsprechend konnte bereits gezeigt werden, dass bei Ratten durch ein
Schalltrauma raumliche Gedachtnisbeeintrachtigungen auftreten, wobei im
Hippocampus und Cerebellum akut und chronisch oxidative Schadigungsprozesse
nachgewiesen wurden (Uran et al., 2010). Die verringerte Aktivitat, die in dieser
Arbeit gefunden wurde, konnte eine Folge dieser Schadigungsprozesse sein. Bei
Ratten, die mit Schall traumatisiert wurden und Verhaltensanzeichen einer
Tinnituswahrnehmung besitzen, wurde aullerdem eine Steigerung neuronaler
Aktivitat im Paraflocculus des Cerebellums gezeigt (Brozoski et al., 2007b). Die
Ablation dieser Bereiche des Cerebellums bei Tieren mit existierendem Tinnitus
eliminierte die Verhaltensanzeichen, woraus der Schluss gezogen wurde, dass der
Paraflocculus eine Generatorfunktion bei Tinnitus besitzen koénnte (Bauer und
Brozoski, 2011).

Die gezeigten funktionellen Anderungen des 2-DG Metabolismus im auditorischen
System bei den schalltraumatisierten Tieren waren im akuten Stadium
wahrscheinlich direkte Folge der peripheren Deafferenzierung. Dariber hinaus
konnten sie schon Regionen markiert haben, in denen plastische Veranderungen
induziert wurden, die spater zur Anderung des Aktivitatszustands und der neuronalen
Verarbeitung fihrten. Aulerdem zeigte sich im primaren auditorischen Kortex auf der
nicht exponierten Seite eine Aktivierung kurz nach dem Schalltrauma, die Ausdruck

eines akuten Tinnitus sein kdonnte. Nach 2 Wochen war diese Aktivierung in der
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Gesamtgruppe der Wildtyp-Tiere nicht mehr sichtbar, tritt aber spezifisch wieder auf,
wenn man eine Klassifizierung in Tinnitus-wahrnehmende und nicht wahrnehmende
Tiere durchfuhrte. Dieser Effekt wird in Kapitel 4.7 naher diskutiert. Das chronische
Aktivitatsmuster zeigte eine bestandige Reduktion auf der exponierten Seite des
auditorischen Systems, die nach wie vor auf einer Verringerung der Eingangssignale
beruhen koénnte. Neben den Effekten in auditorischen Regionen deuteten die
Aktivierungsanderungen nicht auditorischer Areale eine limbische und multimodale
Beeinflussung an, die zusammen mit den auditorischen Veranderungen letztendlich
bei einem Teil der Tiere zur Manifestation der Verhaltensanzeichen von Tinnitus

gefuhrt hat.

4.5 Luckendetektion

Die von Turner entwickelte und auf einer akustischen Schreckreaktion basierende
Luckendetektion ist das aktuell am weitesten verbreitete Verhaltensparadigma zum
Nachweis einer Tinnituswahrnehmung im Tiermodell (Turner et al., 2006). Im
Gegensatz zu den meist langwierigen Konditionierungsexperimenten erlaubt es
einen schnellen Nachweis einer Phantomwahrnehmung am untrainierten Tier. In
einigen Studien wurden Konditionierungsexperimente und gap-PPI direkt verglichen.
So zeigten z.B. schallexponierte Ratten in beiden Paradigmen eine verringerte
Fahigkeit eine stille Lucke in einem sonst konstanten Hintergrundgerausch
wahrzunehmen, was mit der Wahrnehmung eines Tinnitus erklart wurde (Brozoski et
al.,, 1999; Turner et al., 2006). Auch bei Mausen, Meerschweinchen und
mongolischen Wustenrennmausen konnte posttraumatisch eine Verringerung beim
gap-PPI gezeigt werden (Longenecker und Galazyuk, 2011; Middleton et al., 2011;
Dehmel et al., 2012).

Die akustische Schreckreaktion ist eine schnelle Kontraktion der Skelettmuskulatur
nach einem lauten akustischen Stimulus und wird durch einen einfachen,
oligosynaptischen Schaltkreis im unteren Hirnstamm vermittelt, der spinale und
kraniale Motorneurone aktiviert (Koch und Schnitzler, 1997; Koch, 1999).
Vorpulsinhibition (PPI) eines akustischen Schreckreizes tritt auf, wenn ein

akustischer Stimulus 20-200 ms vor dem Schreckreiz prasentiert wird. Beim gap-PPI
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ist der Vorpuls durch eine Lucke in einem kontinuierlichen Hintergrundgerausch
ersetzt. Gehirnregionen, die beim PPI eine Rolle spielen umfassen den IC, SC,
Kerne im Tegmentum, den kaudalen retikularen Nucleus des Pons und die
Substantia nigra (Fendt und Yeomans, 2001; Yeomans et al., 2006). Kortikale Areale
und die Amygdala kdnnen ASR und PPI modulieren (Koch und Ebert, 1993; Forcelli
et al., 2012; Swerdlow et al., 2001).

Im Vergleich mit anderen Mausstammen weisen Mause des Stamms C57BL/6 hohe
Startle-Amplituden auf, zeigen aber eine geringe Vorpulsinhibition (Paylor und
Crawley, 1997). Die in dieser Arbeit bei der Vorpulsinhibition und Lickendetektion
ermittelten Daten zeigten einige Besonderheiten. Die Inhibition des Startlepulses
nach der Lucke im Hintergrundrauschen war generell deutlich geringer, als die in
derselben Messreihe ermittelte Vorpulsinhibition. Wahrend der PPI bei dem 70 dB
SPL lauten Vorpulsen aller Frequenzparadigma ungefahr eine Inhibition von 70%
aufweist, was verglichen mit einer anderen Studie fir den C57BL/6 Stamm typisch
ist (Ouagazzal et al., 2006), war der gap-PPl weniger ausgepragt. Hier wurde
durchschnittlich nur eine Inhibition von etwa 25% erreicht. Dieser Befund ist auch in
anderen Studien vorhanden, jedoch mit dem Unterschied, dass die Differenz
zwischen Vorpulsinhibition und Lickendetektion deutlich geringer ist (Engineer et al.,
2011; Ison et al., 2002; Middelton et al., 2011; Turner et al., 2006; Turner und
Parrish, 2008). Die Studien weisen etwa eine Vorpulsinhibition von 70% und eine
Lickendetektion von 40-50% auf. Die Hauptgrinde daflr sind wahrscheinlich in der
akustischen Schallausbreitung im Versuchsaufbau, unterschiedlicher Dauer der
Licke und den unterschiedlichen Hintergrund-Signal-Verhaltnissen zu suchen,
wurden aber nicht genauer untersucht. Bei nur acht von 318 Messdurchlaufen wurde
keine Inhibition nach der Licke beobachtet, weshalb vorausgesetzt werden kann,
dass das Paradigma der Luckendetektion generell funktionierte. Der beobachtete
Ruckgang der gap-PPI-Inhibition bei einigen Tieren kann auch nicht durch einen
Horschaden oder Defiziten in der zeitlichen Verarbeitung erklart werden, da die
Inhibition bei der parallel durchgefuhrten Vorpulsinhibition nicht beeintrachtigt war.
Die Versuche zur Luckendetektion wurden durchgefihrt, um die schallexponierten
Wildtyp-Tiere in Tinnitus-wahrnehmende und nicht wahrnehmende Tiere einzuteilen.

Schallexponierte Tiere, die am zwdlften Tag nach dem Schalltrauma eine Reduktion
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des gap-PPl um mehr als 4% zur Messung vor dem Schalltrauma zeigten, wurden
als Tinnitus-wahrnehmend klassifiziert. Diese Klassifikation geschah mit dem Ziel, in
der 2-DG Analyse das spezifische Tinnitusaktivitatsmuster des 2-DG Metabolismus
identifizieren zu kdonnen. Getestet wurden drei verschiedene Frequenzparadigma,
Breitbandrauschen, ein Halboktavband an der unteren Grenzfrequenz, sowie ein
Oktavband an der oberen Grenzfrequenz des um 10kHz zentrierten Traumastimulus
(Abb. 5).

Mehr als zwei Drittel der schallexponierten Tiere zeigten eine Reduktion in einem
oder mehreren der Frequenzparadigma (Tab. 3). Betrachtet man die Gesamtgruppe
der Wildtypen nach Schalltrauma im Vergleich zu den Kontrolltieren fir die einzelnen
Frequenzbander, dann kommt es nur in der Gruppe mit
Breitbandhintergrundrauschen zu einer signifikanten Reduktion der Inhibition (Abb.
23). Bei den anderen Frequenzparadigma wurden zwar die gleichen Tendenzen
beobachtet, hier wurde das Signifikanzniveau jedoch nicht erreicht. Trotzdem zeigten
in der individuellen Analyse 12 der Wildtyp-Tiere eine Reduktion bei schmalbandigen
Hintergrundsignalen, davon 10 Tiere bei dem hochfrequenten Rauschsignal,
wahrend nur 6 Tiere bei breitbandigen Signalen eine Reduktion aufwiesen (Tab. 3).
Diese Ergebnisse stehen im Einklang mit vielen Studien, die nach einem
engfrequenten  Schalltrauma einen potentiellen  Tinnitus oberhalb  der
Traumafrequenz detektierten (Turner et al., 2006; Turner et al., 2008; Middleton et
al., 2011). In einer Studie, die den zeitlichen Verlauf in der gap-PPI Leistung bis zu
sieben Monaten untersucht, weisen die Mause in den ersten Wochen nach
Schalltrauma eher Anzeichen von Hyperacusis als von Tinnitus auf (Turner et al.,
2012). Eine deutliche Verringerung der gap-PPIl Leistung fur die ermittelte
Tinnitusfrequenz (hier 24kHz bei 12kHz Traumafrequenz) zeigte sich hier erst nach
sieben Wochen. Eine andere Studie ermittelte eine verstarkte Reduktion beim gap-
PPl jedoch bereits nach zwei Wochen (Middleton et al., 2011). Weiterhin gibt es
Hinweise, dass im Tiermodell ein akuter Tinnitus eher ein breites Spektrum an
Frequenzen abdeckt, wahrend nach einigen Monaten die Tinnitusfrequenzen auf
einem schmalen Frequenzbereich begrenzt sind (Longenecker und Galazyuk, 2011).
Die Reduktion der schallexponierten Tiere beim gap-PPlI mit BBN reflektiert

vermutlich eher eine breitbandige Wahrnehmung. Der Zeitpunkt der 2-DG
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Bildgebung in der vorliegenden Arbeit fiel moglicherweise in eine Phase, in der bei
Mausen der akute Tinnitus in seine chronische Form Ubergeht und weitreichende
Veranderungen im auditorischen System stattfinden.

Studien am Menschen zeigen zum einen, dass die Tinnitusfrequenz meist im Bereich
des groften Horschadens liegt, aber auch, dass der Tinnitus nicht unbedingt auf eine
bestimmte Frequenz festgelegt sein muss, sondern sich haufig aus mehreren
Frequenzen zusammensetzt (Henry et al., 1999; Koénig et al., 2006; Norena et al.,
2002; Roberts et al., 2006). Die meisten Patienten empfinden ihren Tinnitus jedoch

als ein schmalbandiges Pfeifen (Norena et al., 2002; Penner, 1983).

4.6 Soziale Interaktion

Viele Patienten mit Tinnitus beschreiben eine Einschrankung ihrer Lebensqualitat
durch das Ohrgerausch und besitzen eine hohe Pravalenz zur Ausbildung einer
Depression (Sullivan et al., 1988; Sullivan et al., 1989; Halford und Anderson, 1991).
Die akustische Wahrnehmung kann auf’erdem das Sprachverstandnis behindern,
was zur sozialen lIsolation fuhren kann (Meric et al., 1998). Es ist deshalb
anzunehmen, dass der Umfang sozialer Kontakte bei schweren Formen von Tinnitus
verringert ist und deshalb als Indikator fur die Schwere einer Leidensempfindung
dienen koénnte. Dies wird auch in manchen Formen des Tinnitus Questionnaire
bertcksichtigt (Welch und Dawes, 2008).

Um im Mausmodell die mogliche Belastung durch das Phantomgerausch zu
untersuchen, wurden die Mause zwolf Tage nach dem Schalltrauma auf Hinweise
einer Einschrankung ihrer sozialen Interaktion untersucht. Die Mause konnten dabei
eine aus drei Kammern bestehende Arena, in der in einer der auferen Kammern ein
gleichgeschlechtlicher Interaktionspartner sal}, fur zehn Minuten frei erkunden, wobei
Parameter zur sozialen Interaktion, Mobilitat und Aktivitat gemessen wurden. Die
Analyse zeigte keine Unterschiede zwischen den Kontrollen der verschiedenen
Genotypen und zwischen den chronisch schallexponierten Tieren im Vergleich zur
korrespondierenden Kontrollgruppe. Auch die potentiell Tinnitus-wahrnehmenden
Wildtyp-Tiere zeigten keine Veranderung bei der sozialen Interaktion und der

Laufdistanz.
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Im Gegensatz dazu wurde in einer Studie an Balb/C Mausen nach Salicylatgabe
eine Reduktion sozialer Interaktion gezeigt (Guitton et al., 2009). Hier zeigen die
salicylatbehandelten Tiere zudem eine massive Steigerung unspezifischen
Folgeverhaltens gegenluber der unbehandelten Maus. In der vorliegenden Arbeit
kann keine Aussage Uber das Folgeverhalten gemacht werden, da der
Interaktionspartner im Kafig laufimmobilisiert war. Zudem ist ein direkter Vergleich
der Ergebnisse schwierig, da es sich bei dem Salicylat induzierten Tinnitus um eine
pharmakologische Behandlung handelt und dieser Tinnitus vermutlich eine andere
Pathogenese besitzt, als ein schallinduzierter Tinnitus.

Tinnitus kann mdglicherweise Angstverhalten erzeugen (Guitton et al., 2006). Daran
angelehnt war die Ausgangshypothese in dieser Arbeit, dass sich durch Tinnitus
induziertes Angstverhalten in einer allgemeinen Mobilitatsreduktion, gemessen durch
die Laufdistanz, wiederspiegeln konnte. Allerdings wurde auch hier kein Unterschied
zwischen schalltraumatisierten Tieren und Tinnitus-wahrnehmenden Tieren
einerseits, und den Kontrollen andererseits gefunden. Eine Studie, die die
emotionale und aufmerksamkeitsbedingte Komponente einer Tinnituswahrnehmung
an schalltraumatisierten Ratten in einem visuellen Konditionierungsexperiment
untersucht hat, findet zwar Hinweise auf eine gestérte Impulskontrolle bei
schalltraumatisierten Tieren, jedoch sind in der Konditionierungsleistung keine
Unterschiede zur Kontrolle erkennbar. Die Anzahl richtiger Antworten auf den
konditionierten Stimulus war unverandert, allerdings zeigten die traumatisierten
Ratten eine Steigerung unvollendeter, vorschneller Reaktionen (Zheng et al., 2011a).
Durch die hier durchgefiihrte Analyse der Laufdistanz Iasst sich keine Aussage uber
die Impulskontrolle machen. Eine mdglicherweise gestorte Impulskontrolle scheint im
hier verwendeten Aufbau keinen Einfluss auf die Laufdistanz zu haben.

Ausgehend von den Ergebnissen und dem verwendeten Versuchsaufbau dieser
Arbeit ist anzunehmen, dass bei Mausen weder das Schalltrauma, noch der
schallinduzierte Tinnitus die Dauer sozialer Interaktion veranderte oder
Furchtverhalten ausloste. Die Lebenseinschrankungen einiger Patienten mit
schwerem Tinnitus lassen sich somit unter den vorhandenen Bedingungen in diesem
Tiermodell nicht abbilden. Gegebenenfalls kdonnte eine genauere Analyse der

Verhaltensparameter und eine gro3ere Gruppe an Tinnitus-wahrnehmenden Tieren
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einen Tinnitus bedingten, emotionalen Einfluss der Gerauschwahrnehmung auf das

Verhalten aufdecken.

4.7 Anderungen des Glukosemetabolismus bei

Tinnituswahrnehmung

Die Ergebnisse der Luckendetektionsuntersuchung weisen darauf hin, dass 71% der
schallexponierten Wildtyp-Tiere einen Tinnitus wahrgenommen haben. Diese Tiere
zeigten  gegenuber der korrespondierenden  Kontrollgruppe und den
schallexponierten Tieren, die keine Anzeichen fur eine Tinnituswahrnehmung
besalen, einen veranderten Glukosemetabolismus. Wahrend die 2-DG Aufnahme im
kontralateralen AC im Vergleich zu den Kontrolltieren deutlich reduziert war konnte
im ipsilateralen AC eine fokussierte Erhéhung der Aktivitat bei den Tieren beobachtet
werden, die gemal der Luckendetektionsuntersuchungen einen engfrequenten
Tinnitus zeigten. Daruber hinaus waren bei den Tinnitus-wahrnehmenden Tieren
Aktivitatsanderungen in der Amygdala, dem Hippocampus, dem Nucleus
accumbens, dem TRN, dem SC, dem olfaktorischen Bulbus, dem prefrontalen
Kortex, dem Striatum und in sekundaren motorischen Arealen beobachtbar. Beim
Vergleich der Tiere mit und ohne Anzeichen einer Tinnituswahrnehmung zeigten sich
Anderungen der Aktivitat in prefrontalen Bereichen, dem ipsilateralen Striatum, dem
kontralateralen Nucleus cochlearis (CN), dem ipsilateralen SC, dem ipsilateralen
Globus pallidus und dem kontralateralen TRN.

Um zu Uberprifen, ob die beobachteten Aktivitatsveranderungen in der
Tinnitusgruppe nur durch die Einteilung in Untergruppen verursacht war, wurden die
Tiere der Kontrollgruppe ebenfalls nach dem gleichen Kriterium aufgeteilt, wie die
schallexponierten Wildtyp-Tiere. Danach zeigte nur die Halfte der Kontrolltiere eine
Reduktion beim gap-PPI. Ein Vergleich des Glukosemetabolismus zwischen beiden
Untergruppen ergab eine Erhohung der Aktivitat in einem kleinen Bereich der Vermis
des Kleinhirns und eine Reduktion im linken lateralen Lemniscus. Beide Bereiche
uberlagerten sich nicht mit den Aktivierungsmustern der Tinnitusgruppe, sondern
lassen sich der sensomotorischen Aufgabe der Lickendetektion zuordnen (Ekerot et
al., 1997; Li et al., 2009).
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Veranderter Glukosemetabolismus im auditorischen System

Obwohl nach 2 Wochen noch ein deutlicher Hérschaden auf dem exponierten Ohr
bestand und die Gesamtgruppe der schallexponierten Tiere eine deutliche Reduktion
in der 2-DG Aufnahme entlang der aufsteigenden Hoérbahn zeigte (Kapitel 3.5 und
4.4), war die Reduktion in den Tinnitus-wahrnehmenden Tieren im CN und IC nicht
mehr sichtbar. Dies konnte eventuell an einer intrinsisch generierten erhohten
Spontanaktivitat in diesen Strukturen liegen. Denkbar sind aber auch kommissurale
und kortikofugale Modulationen, die normalerweise in Zusammenhang mit der
Regulation der Eingangsaktivitat beobachtet werden (Imig und Durham, 2005).
Gegebenenfalls war eine reduzierte 2-DG Aktivitat in dieser Untergruppe jedoch
auch deshalb nicht mehr sichtbar, da die Anzahl an Tieren, die fur den Vergleich mit
den Kontrolltieren herangezogen werden konnte um 30% kleiner ist, als die Anzahl
der gesamten Gruppe.

Die Ergebnisse der Luckenwahrnehmung (Kapitel 3.6 und 4.6) weisen darauf hin,
dass die Gerauschwahrnehmungen der Tiere entweder einen engen
Frequenzbereich betrafen, ein breitbandiges Signal darstellten, oder aus einer
Kombination der verschiedenen Frequenzparameter zusammengesetzt waren. Bei
der Betrachtung der Gesamtgruppe der potentiell Tinnitus-wahrnehmenden Tiere
wurde eine Abnahme der 2-DG Aufnahme im kontralateralen AC beobachtet.
Betrachtet man jedoch nur die Tiere, die Anzeichen eines engfrequenten Tinnitus in
den den Horschaden flankierenden Bereichen zeigten, zeigt sich eine deutlich
erhohte Aktivitat in einem kleinen Bereich des ipsilateralen dorsalen AC an der
Grenze zu somatosensorischen Bereichen. Bei dem aktivierten Gebiet handelt es
sich um die dorsalen Bereiche des primaren auditorischen Kortex im hochfrequenten
Bereich an der Grenze zum ultrasonischen Feld und zu sekundar
somatosensorischen Regionen (Stiebler et al., 1997). Auch in anderen bildgebenden
Studien im Tiermodell wurde nach schall- oder salicylatinduziertem Tinnitus im AC
eine Steigerung der Aktivitat beobachtet (z.B. Engineer et al., 2011; Paul et al., 2009)
und diese Befunde stehen ebenfalls in Einklang mit vielen Beobachtungen in
Patientenstudien (z.B. Arnold et al 1996; Langguth et al., 2006; Mennemeier et al.,
2011, vanderLoo et al 2009; Wang et al., 2001). Eine Aktivierung des auditorischen
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Kortex wird nach aktuellen Modellen als notwendige, wenn auch nicht als
hinreichende Bedingung flur eine Tinnituswahrnehmung diskutiert (Boly et al., 2005;
Dehaene et al., 2006; deRidder et al., 2011; Eggermont, 2008; Kapitel 4.8).

Die Tatsache, dass in der vorliegenden Studie der ipsilaterale AC aktiviert war, ist
zunachst  Uberraschend. Lateralisationseffekte =~ wurden  bisher in  der
Tinnitusforschung wenig beschrieben. Die hier beobachtete Aktivierung konnte
verschiedene Ursachen haben. Eine Ursache konnte eine reduzierte Inhibition aus
den kontralateralen auditorischen Kortexregionen gewesen sein. Im AC von
Frettchen fUhrt eine kontralaterale Stimulation zu einer ipsilateralen Unterdrickung
evozierter Einzelzellaktivitdt im AC (Kitzes und Doherty, 1994) und auch in einer
Studie an Ratten wurden inhibitorische Effekte bei kontralateraler Stimulation auf
zellularer Ebene im Kortex gezeigt (Palmer et al., 2012).

Da die Steigerung der Aktivitat an der Grenze zu somatosensorischen Bereichen
gefunden wurde, kdnnte ein weiterer Grund fur die ipsilaterale Aktivitatssteigerung im
dorsalen AC eine somatosensorisch bedingte Reorganisation auditorischer Bereiche
sein. Solche Veranderungen wurden nach ototoxischer Taubheitsinduktion bei
Studien an adulten Frettchen gefunden (Allman et al., 2009), sind aber auch bei
Tieren mit schallinduziertem Horverlust vorhanden (Meredith et al., 2012). Rezeptive
Felder flir somatosensorische Stimuli entstehen dabei im Kopf- und Nackenbereich.
Nicht nur sekundar auditorische Areale erfahren hierbei einen Umbau durch
multimodale Plastizitat, sondern auch A1 und AAF. Der Umbau beruht wahrscheinlich
auf kortikokortikalen somatosensorischen Projektionen (Meredith et al., 2012). Dabei
muss nicht ein vollstandiger Austausch der Modalitat erfolgen, sondern es kann nur
die multisensorische Konvergenz verstarkt werden (Bizley et al., 2007; Keniston et
al., 2011). Dabei konnte es zur fehlerhaften Integration in den Neuronen kommen,
was deren auditorische Ausgangsaktivitat verstarkt.

Ein weiterer Ausgangspunkt multimodaler Beeinflussung im ipsilateralen dorsalen AC
konnte der SC sein, der ebenfalls eine Aktivitatszunahme zeigte. Zumindest bei
Ratten bestehen Projektionen des thalamischen Nucleus suprageniculatus in den
dorsalen AC. Der Nucleus suprageniculatus besitzt wiederum direkte Eingénge aus
dem SC (Hori et al.,, 2012). Es erscheint deshalb mdglich, dass der Nucleus

suprageniculatus multimodale Informationen aus dem SC prozessiert und an
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Neurone des dorsalen AC weiterleitet, wo sie mit auditorischen und
somatosensorischen Afferenzen konvergieren. Die tiefen Schichten des SC werden
wiederum durch Projektionen des AC innerviert (Bajo et al., 2010; King et al., 1998).
Durch die lateral ungleiche kortikale Anregung aufgrund des einseitigen
Horschadens  erscheint es  deshalb  mdglich, dass die raumliche
Umgebungsreprasentation im SC gestort ist und dies reziprok mit beiden
Hemispharen des AC kommuniziert wird (siehe Kapitel 4.4).

Ein weiterer ungewohnlicher Befund ist die Aktivierung im kontralateralen CN beim
Vergleich der schallexponierten Tiere mit und ohne Tinnituswahrnehmung. Erhdhte
Aktivitat im dorsalen Kern des CN wurde als Teil der Tinnituspathologie identifiziert
(Dehmel et al., 2012; Kaltenbach, 2006; Shore et al., 2008). Im DCN ist nach
moderater Schallexposition eine Veranderung der Glycinrezeptorkonzentration bei
Ratten mit Verhaltensanzeichen fur Tinnitus gezeigt worden, die die Inhibition im
DCN verandern koénnte (Wang et al., 2009). Das bei einem unilateralem
Schalltrauma zur Tinnitusinduktion aber der kontralaterale CN eine Rolle spielen
konnte wurde erst vor kurzem postuliert. Nach vortraumatischer bilateraler Ablation
des DCN zeigten Ratten nach dem Trauma keine Verhaltensanzeichen von Tinnitus.
Unilaterale Lasionen auf der ipsilateralen Seite konnten jedoch die Tinnitusanzeichen
nicht reduzieren und bei kontralateral ablatierten Tieren verstarkte sich sogar die
Tinnituswahrnehmung (Brozoski et al., 2012). Eine posttraumatische Ablation zeigte
hingegen keine Wirkung auf die bestehende Tinnituswahrnehmung (Brozoski und
Bauer, 2005). Das deutet darauf hin, dass der DCN zwar eine Rolle bei der
Entstehung eines Tinnitus in hoheren auditorischen Kernen besitzt, aber nicht der
Erzeuger der Tinnitusaktivitat sein kann.

Die hier beobachtete Aktivierung des kontralateralen CN koénnte durch eine
reduzierte Inhibition aus den kontralateralen auditorischen Kortexbereichen (Meltzer
und Ryugo, 2006), oder den Wegfall von Inhibition aus dem ipsilateralen CN
induziert sein. Bilaterale Interaktionen im Hirnstamm bei akustischer Verarbeitung
und nach Schadigungen wurden im DCN mehrfach beschrieben (Brozoski et al.,
2002; Davis, 2005; Ingham et al., 2006; Joris und Smith, 1998).

Der dorsale Kern des CN empfangt zudem somatosensorische Efferenzen. Die

Aktivitdtszunahme im CN konnte deshalb durch Anderungen der Aktivitat im
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somatosensorischen System moduliert worden sein. Die schallexponierten Tiere
zeigten im somatosensorischen Kortex Aktivitatssteigerungen. Die kortikale Aktivitat
beider Modalitaten kdnnte Uber Projektionen in den CN Ubertragen werden
(Weedman und Ryugo, 1996; Wolff und Kunzle, 1997). Dementsprechend konnte im
Tiermodell bereits gezeigt werden, dass sich exzitatorische somatosensorische
Eingange in den CN nach Cochleaschadigung verstarken (Ahlf et al., 2012; Dehmel
et al., 2012; Shore et al., 2008; Zeng et al., 2009). Der verstarkte somatosensorische
Einfluss auf die Aktivitat im DCN nach Deprivation betont die Wichtigkeit
multimodaler Interaktion bei der Tinnitusgenese und kdnnte auch in diesem Modell
einen wesentlichen Beitrag zur Entstehung leisten. Somatosensorisch-auditorische
Interaktionen finden meist im extralemniscalen auditorischen System statt, zu dem
auch der DCN und sekundare Areale des AC gehoren. Die extralemniscale Bahn ist
aulderdem mit vielen Strukturen des limbischen Systems verbunden (Moller, 2006).
Rein hypothetisch ware es mdglich, dass der durch den Horschaden reduzierte
Eingang in einer verminderten Aktivitat im kontralateralen AC resultiert. Der Wegfall
kommissuraler Inhibition kdnnte dann im ipsilateralen AC und dem kontralateralen
CN fur eine verstarkte Aktivierung verantwortlich sein. Der kontralaterale CN kénnte
zusatzlich das Signal im ipsilateralen AC Uber lemniscale oder extralemniscale
aufsteigende  Projektionen  verstarken.  Informationen aus dem  SC,
somatosensorischen und limbischen Regionen konnten die Aktivitat zusatzlich
fordern. Die beobachteten Aktivitatsanstiege in diesen Regionen konnten
zusammen letztendlich flr eine Gerauschwahrnehmung verantwortlich sein. Das
untere auditorische System zeigte eventuell keine Aktivierung gegenlber den
Kontrollen, da die auditorischen, multimodalen und limbischen Informationen erst im
dorsalen AC vollstandig konvergieren und die Tinnitusaktivitat folglich Uber die
Wahrnehmungsschwelle gehoben wird. Die besonders kontralateral zur
Expositionseite auftretenden Anderungen kdénnten den Einfluss lateraler Effekte bei
der Tinnitusentstehung betonen. Dieser Einfluss konnte zum Teil aus der lateral
ungleichen Eingangsstarke resultieren, die das unilaterale Schalltrauma verursacht
hat.
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Veranderter Glukosemetabolismus in anderen Regionen

In den meisten Tinnitusmodellen geht man davon aus, dass fir die
Tinnituswahrnehmung eine Aktivierung des auditorischen Kortex notwendig ist
(Langguth et al., 2006; Mahlke und Wallhauser-Franke, 2004; Muhinickel et al.,
1998; Roberts et al., 2010). Neuere Studien postulieren, dass eine bewusste
Wahrnehmung jedoch zusatzlich die Aktivierung limbischer und
aufmerksamkeitssteuernder Areale erfordert, die die sensorische Tinnitusinformation
in ein weitverzweigtes Netzwerk integriert (Leaver et al., 2010; Schlee et al., 2008;
Vanneste et al., 2011a). Im Tiermodell konnten bisher nur Anhaltspunkte fur die
Beteiligung der Amygdala bei der Tinnitusentstehung gefunden werden (Mahlke und
Wallhduser-Franke, 2004).

Die Tiere mit Verhaltensanzeichen einer Tinnituswahrnehmung zeigten in dieser
Arbeit neben den Unterschieden im auditorischen System auch spezifische
Veranderungen in nicht auditorischen Gebieten. Aktivitatsveranderungen waren im
kontralateralen Hippocampus, der ipsilateralen Amygdala, dem Gyrus cinguli, dem
Striatum, dem Nucleus accumbens, dem Bulbus olfactorius, dem Superior Colliculus
und dem TRN zu beobachten. Schallexponierte Tiere mit Tinnitusanzeichen zeigten
im Vergleich zZu Tieren ohne Tinnituswahrnehmung ipsilateral
Aktivitatsveranderungen im Striatum, im Gyrus cinguli, im Colliculus superior, im
Globus pallidus, wahrend kontralateral der TRN aktiviert war.

Die Verringerung der Aktivitdt in der ipsilateralen Amygdala bei Tieren mit
Tinnituswahrnehmung ist wahrscheinlich ein  Ausdruck des spezifischen
Tinnitusaktivititsmusters, da die Region keine Anderung in der schallexponierten
Gesamtgruppe aufweist. Die Amygdala spielt eine wesentliche Rolle bei der
emotionalen Bewertung und Verarbeitung auditorischer Stimuli und ist wie in Kapitel
4.3. beschrieben maRgeblich an der Ausbildung der Furchtgedachtnisses beteiligt
(Armony et al., 1998; Sander et al., 2003). Eigene Arbeiten zeigten nach bilateralem
Impulstrauma im akuten Stadium eine Erhdhung der 2-DG Aufnahme im zentralen
Kern der Amygdala und auch nach Salicylatinjektion zur Tinnitusauslosung findet
sich eine Erhéhung der Anzahl immunoreaktiver Neurone fir das
aktivitatsanzeigende Protein c-fos und das plastizitatsrelevante Protein arg3.1 im

zentralen Kern (Mahlke und Wallhauser-Franke, 2004). In der vorliegenden Arbeit
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wurde im akuten Stadium nach Schalltrauma in der Amygdala keine
Aktivitatssteigerung nachgewiesen, wahrend in der Tinnitus-wahrnehmenden Gruppe
nach zwei Wochen eine Reduktion der Glukoseaufnahme in der ipsilateralen
Amygdala beobachtet wurde. Im Gegensatz zu der eigenen, oben erwahnten Studie
wurde in der vorliegenden Arbeit das Schalltrauma unter Narkose durchgefuhrt. Die
Prozedur war somit flr das Tier deutlich stressfreier und man kann davon ausgehen,
dass die Amygdala deshalb unter Narkose weniger stark aktiviert wird. Eine
Verringerung der akuten Tinnituswahrnehmung durch Isoflurananasthesie konnte
auch in einer anderen Studie gezeigt werden (Norman et al., 2012). Die reduzierte
Glukoseaufnahme zwei Wochen nach Trauma, die nur in den Gruppe der Gerausch-
wahrnehmenden Tiere beobachtet wurde unterstreicht die Annahme, dass die
Amygdala eine zentrale Rolle bei der Manifestation eines Tinnitus spielt. Da das
veranderte Aktivierungsmuster in der Amygdala anscheinend nicht durch die
Prozedur des Traumas verursacht wurde, konnte man annehmen, dass der
anhaltende Horschaden, oder die Gerduschwahrnehmung selbst die Anderungen
induziert. Generell integriert die Amygdala Eingange aus dem MGB und dem AC und
konnte somit die storende, auditorische Tinnitusinformation weiter ins limbische
System leiten (LeDoux und Romanski, 1993b).

Im Nucleus accumbens war das 2-DG Signal bei Tieren erhoht, die
Verhaltensanzeichen fur Tinnitus bei schmalbandigem Hintergrundrauschen zeigten.
Strukturelle und funktionelle Anderungen zeigen sich hier auch bei Tinnituspatienten.
Im Nucleus accumbens ist eine Abnahme grauer Substanz nachgewiesen worden
(Mdhlau et al., 2006) und bei frequenzspezifischer akustischer Stimulation mit der
Tinnitusfrequenz  kommt es zu deutlicher Hyperaktivitdt. Eine strukturelle
Volumenanderung zugunsten der grauen Substanz im ventromedialen prafrontalen
Kortex korrelierte dabei mit dem Grad der Hyperaktivitat (Leaver et al., 2011). Beim
Menschen besitzt der Kern unter anderem eine Funktion bei der Evaluierung
signifikanter Stimuli (Kable und Glimcher, 2009). Eventuell wird das im ispsilateralen
AC generierte Tinnitussignal uber den Nucleus accumbens verstarkt, weil es als
relevant eingestuft wird. Die limbisch modulierte, Tinnitusinformation kdnnte Gber den
Globus pallidus, der im Vergleich zu den schallexponierten, aber nicht Tinnitus-

wahrnehmenden Tieren eine Aktivitatszunahme aufweist, in thalamische Kerne wie
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den TRN gelangen (Gandia et al., 1993; Gasca-Martinez et al., 2010; Mogenson et
al., 1983). Hier lasst sich ebenfalls eine Steigerung des 2-DG Signals beobachten.
Der TRN ist dann in der Lage direkt die Kommunikation zwischen MGB und AC zu
modulieren (Leaver et al., 2011) und kann folglich direkt die in den AC eingehende
Signalstarke verandern, wodurch die Lautstarke des Tinnitus reguliert werden
konnte. Der TRN empfangt von den primarsensorischen Thalamuskernen und
Kortices topographisch organisierte Projektionen und sendet die Projektionen aber
nur direkt zurick zu den thalamischen Gebieten (Budinger et al., 2006; Crabtree
1999). Die Eingange sind exzitatorisch, wahrend die Ruckprojektionen zum
Thalamus inhibitorisch sind. Folglich bietet dieses Netzwerk eine ideale Organisation
um die Eingangsaktivitat des Kortex zu regulieren. Deshalb wird angenommen, dass
der TRN wesentlich daran beteiligt ist, die thalamischen Kerne in einen
Ausgangszustand zu versetzen so dass der Kortex periodisch die eigene
Verarbeitung mit der aktuellen eingehenden sensorischen Information abgleichen
kann (Crick, 1984). Dieser Mechanismus wurde im Detail fur das visuelle System
untersucht (Crabtree, 1999; McAlonan et al., 2006). In einer Reihe von Studien
wurde eine Dysrythmie in der auditorischen thalamokortikalen Oszillation als
neuronales Korrelat von Tinnitus vorgeschlagen (Adjamian et al., 2012; deRidder
2011; Llinas et al., 1999; Walton und Llinas, 2010). Die mdglicherweise limbisch
beeinflusste Aktivitatssteigerung im TRN konnte eine Ursache dieser Dysrythmie
sein.

Die Tiere, die bei engfrequentem Hintergrundrauschen Anzeichen fur eine
Tinnituswahrnehmung besalien, zeigten auflerdem eine lokal sehr begrenzte
Steigerung der Aktivitat in der CA3 Region des kontralateralen Hippocampus. Eine
Beteiligung des Hippocampus kdnnte die Bedeutung von Gedachtnismechanismen
bei der Aufrechterhaltung eines Tinnitus reflektieren. Studien an Ratten haben etwa
gezeigt, dass ein akustisches Trauma das Verhalten von ,place cells® stort und
hippocampale Neurogenese inhibiert (Goble et al., 2009; Kraus et al., 2010).
Verhaltensversuche zum raumlichen Lernen zeigten jedoch keine Beeintrachtigung
des raumlichen Gedachnissses nach starkem akustischen Trauma mehrere Monate
nach Exposition (Zheng et al.,, 2011b). Eine chronische Schallexposition einige

Stunden am Tag Uber einen Monat beeintrachtigt bei Ratten jedoch das raumliche
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Gedachtnis (Cui et al.,, 2009), was mit vermehrten oxidativen Stress und der
Ausschuittung von Stresshormonen in Zusammenhang gebracht wurde (Manikandan
et al., 2006). Stress-induzierte Veranderungen synaptischer Plastizitat kbnnen zur
Verminderung der Gedachtnisleistung fuhren (Shors et al., 1990) und von
Stresshormonen ist bekannt, dass sie LTP im Hippocampus beeintrachtigen (Kim et
al.,, 2007; Maggio und Segal, 2010). Eine Rolle des Hippocampus bei der
Pathogenese von Tinnitus wird aufderdem unterstlitzt durch humane Befunde, in
denen chronische Tinnituspatienten eine Abnahme der grauen Substanz zeigen
(Landgrebe et al., 2009).

Das Striatum zeigte beim Vergleich der Tinnitus-wahrnehmenden Tiere mit den
Kontrollen sowohl eine grof3volumige Zunahme in zentralen Bereichen, als auch eine
Abnahme in einem schmalen Streifen am medialen Rand auf. Auditorische
Information gelangt Uber Projektionen aus dem MGB und dem primaren und
sekundaren AC, sowie Uber dem Nucleus peripeduncularis direkt in das Striatum
(Clugnet et al.,, 1990; LeDoux et al., 1991; LeDoux et al., 1985; Moriizumi und
Hattori, 1991; Roger und Arnault, 1989). Axonale Projektionen aus allen Schichten
des AC erreichen das Striatum meist in kaudalen Bereichen (LeDoux et al., 1985;
LeDoux et al., 1991; Moriizumi und Hattori, 1991; Reale und Imig, 1983). Neurone in
Striatum und Amygdala antworten auf auditorische Stimuli, wobei viele der
auditorisch erregbaren Neurone im Striatum, im Gegensatz zur Amygdala, bei Ratten
eine engere Frequenzspezifitat ihrer charakteristischen Frequenz besitzen (Bordi et
al., 1993; Bordi und LeDoux, 1994a+b). Ahnlich wie in der Amygdala kommt es im
Striatum und Globus pallidus zur Integration auditorischer und somatosensorischer
Stimuli und zu einer Weitergabe dieser Information an hohere motorische Zentren
(Chudler et al., 1995; Romanski et al., 1993a). Beim Menschen existiert
wahrscheinlich eine bilaterale und negative Korrelation zwischen Putamen und AC
bei der bewussten Detektion gleichmaRiger akustischer Stimuli. Bei einer
Intensitatsdiskriminierungsaufgabe wurden bessere Ergebnisse erzielt, wenn
temporar gleichmaRige, periodische akustische Stimuli prasentiert und aufgrund der
Lautstarke unterschieden wurden. Dies fuhrte im fMRT zu einer Aktivitdtszunahme
im Putamen und einer Abnahme im AC, die nicht bei Prasentation zeitlich

ungleichmafiger Stimuli beobachtet werden konnte. Hier steigerte sich die Aktivitat
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im AC (Geiser et al., 2012). Interessanterweise konnte in Patientenstudien bereits
gezeigt werden, dass die Stimulation dorsaler striataler Neurone die Lautstarke eines
Tinnitus verandern kann (Cheung und Larson, 2010; Larson und Cheung, 2012).
Dieser Befund deutet darauf hin, dass das Striatum eine Rolle beim sensorischen
Gating der Wahrnehmung des Phantomgerauschs spielen kdnnte. Aufgrund der in
dieser Arbeit beobachteten Aktivitatsanderungen konnte es auch in diesem
Mausmodell mdglich sein, dass das Striatum das Gating der Tinnitusinformation
beeinflusst.

Bei den Tieren mit Anzeichen einer Tinnituswahrnehmung zeigte sich weiterhin eine
Aktivitdtsabnahme im olfaktorischen Bulbus. Die Abnahme koénnte Ausdruck
auditorisch-olfaktorischer Interaktionen sein, die bisher aber nur wenig untersucht
wurden. Das Interaktionen bestehen konnte aber bereits gezeigt werden (Cohen et
al., 2011; LaBuissonniére-Ariza et al., 2012). Akustisch induzierter Stress verursacht
eine Erhdhung von Noradrenalin, was zur Ausléschung einer olfaktorischen
Gewdhnung bei Ratten fuhrt, die Uber Rezeptoren im piriformen Kortex vermittelt
wurde (Smith et al., 2009). Das ein durch den Tinnitus induzierter, erhohter Spiegel
adrenerger Neurotransmitter fiir die beobachtete Anderung verantwortlich sein
konnte erscheint moglich, bleibt aber spekulativ.

Funktionelle Veranderungen des auditorischen Systems und der Amygdala konnten
in Tiermodellen bereits beobachtet werden (Lobarinas et al., 2008; Mahlke und
Wallhduser-Franke, 2004). In Patientenstudien wurde aufRerdem eine mdgliche
Beteiligung des frontalen, prefrontalen und parietalen Kortex, der
Hippocampusformation und des Nucleus accumbens gezeigt (u.a. Landgrebe et al.,
2009; Muihlau et al.,, 2006; Vanneste et al., 2011a). Das auch der SC und das
Striatum eine Rolle bei der Tinnitusentstehung spielen kdnnten wurde bis jetzt jedoch

nicht demonstriert.

4.8 Auditorisch-limbische Interaktionen bei der Tinnitusentstehung

Die Ergebnisse der Arbeit haben gezeigt, dass es nach schallinduzierter
Tinnitusauslosung zu einer Reihe von Aktivitatsveranderungen im auditorischen und

limbischen System kam, die durch multimodale Einflisse moduliert sein kdnnten. Die
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Daten weisen im Vergleich zu bisherigen Tiermodellen, die den Gehirnstoffwechsel
oder die elektrische Aktivitat untersuchen, einige Besonderheiten auf. So konnte die
potentielle Beteiligung von Arealen, besonders des limbischen Systems, in einem
Tiermodell bisher nicht in dieser Vielzahl gezeigt werden. Ein Grund daflur konnte die
fehlende Narkose sein, die es hier erlaubt, emotionale und Aufmerksamkeitsaspekte
des Tinnitus abzubilden. Eventuell wurden aber auch Aktivitatsanderungen dieser
Areale nicht in Betracht gezogen und Methoden benutzt, die eine a priori Auswahl
von Regionen verlangen. Weiterhin wurde in der vorliegenden Arbeit eine erhohte
Aktivitat ausschlielich auf der ipsilateralen, nicht exponierten Seite, dem limbischen
System und dem Striatum beobachtet. Im akuten, wie auch im chronischen Stadium
waren hingegen keine nachweisbaren Aktivitatssteigerungen auf der exponierten
Seite des auditorischen Systems zu beobachten.

Die Mause mit Verhaltensanzeichen einer engfrequenten Tinnituswahrnehmung
zeigten im kontralateralen AC eine Reduktion des 2-DG Signals, wahrend der
ipsilaterale dorsale AC und der TRN eine Steigerung aufwies. In der ipsilateralen
Amygdala und medialen striatalen Bereichen zeigte sich eine Reduktion, wahrend im
CG, im zentralen Striatum, im Hippocampus, im Globus pallidus und im Nucleus
accumbens bei verschiedenen Vergleichen eine Zunahme der Aktivitat gefunden
wurde (siehe Kapitel 3.7 und 4.7). Um neue Erkenntnisse Uber die Interaktion der an
der Tinnituspathogenese beteiligten Gehirnregionen zu gewinnen, wurde auf’erdem
eine interregionale Korrelationsanalyse durchgefuhrt (Abb. 35), deren Ergebnis im
folgenden zusammen mit den Daten der SPM Analyse diskutiert wird.

Eventuell  reprasentieren  die  Aktivitatsanderungen  der  verschiedenen
Gehirnregionen, ahnlich der Situation im Menschen, die drei Komponenten einer
Tinnituswahrnehmung, die in einem Modell von Shulman identifiziert wurden
(Shulman et al., 2009). Dieses postuliert, dass bei Patienten sensorische, emotionale
und psychomotorische Komponenten der Tinnituswahrnehmung existieren, denen
anatomische Substrate zugeordnet werden konnen und die gemeinsam das

Krankheitsbild des Tinnitus entstehen lassen.
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Sensorische Komponente

Die sensorische Komponente des Tinnitus entsteht demnach in einem beliebigen
Kern des aufsteigenden auditorischen Systems und wird getriggert durch
absteigende Projektionen, multimodale Beeinflussung und laterale Inhibition,
wodurch begrenzt thalamokortikale, synchrone Aktivitat aufgebaut werden konnte.
Die chronischen Kontrollgruppen zeigten positive Korrelationen innerhalb des
auditorischen Systems, die auch interhemispharisch zwischen Mittelhirn, Thalamus
und AC auftraten und auf einen ausgeglichenen Gesamtaktivitdtszustand des
auditorischen Systems hindeuten kénnten (Abb. 35 C). Die akuten Kontrolltiere
zeigten ahnliche, starke Korrelationen im auditorischen System, von denen einige
aufgrund der geringeren Tierzahl aber das Iterationsausschlussverfahren nicht
uberlebten (Abb. 35 A). Bei den schallexponierten Tieren waren die
interhemispharischen Korrelationen im MGB im akuten Stadium zwar noch
vorhanden, verschwanden aber im chronischen Zustand vollstandig und betrafen
dort auch die interhemispharische Korrelation zwischen dem ipsilateralen MGB und
dem kontralateralen AC. Der kontralaterale MGB war jedoch immer noch mit dem
kontralateralen AC korreliert. (Abb. 35 C, D). Das gleiche Muster zeigte sich auch flr
die Untergruppe der Tiere mit Tinnituswahrnehmung (Abb. 35 C, E). Die
Veranderungen des Korrelationsmusters im oberen auditorischen System konnten
Ausdruck einer akuten und chronischen Stérung des thalamokortikalen Systems
sein, die durch die lateral ungleichmaflige Eingangsaktivitat verursacht wurde. Eine
Stérung der thalamokortikalen Verarbeitung wurde bereits als neuronales Korrelat
eines Tinnitus vermutet (Adjamian et al., 2012; Llinas et al., 1999; deRidder et al.,
2011; Walton und Llinas, 2010). Gemal} diesen Modells wird ein Tinnitus verursacht
durch spontane und konstante Aktivitat im Gammaband, generiert durch
Hyperpolarisation des MGB (Llinas et al., 1999). Im Menschen findet ein Wechsel
von Alpha- zu Gammabandaktivitat bei akustischer Stimulation statt (Crone et al.,
2001; Joliot et al., 1994; Tiitinen et al., 1993) und bei Tinnituspatienten reduziert sich
das Alphaband zugunsten von Gammabandaktivitat im Grundzustand. Die Frequenz
der Oszillation steht dabei in Zusammenhang mit der Aufmerksamkeit bezlglich der
Tinnituswahrnehmung (Lorenz et al., 2009). Diese Aktivitatsveranderung konnte

durch den TRN, dessen Aktivitat durch das limbische System reguliert wird, und
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kortikofugale Projektionen des AC beeinflusst sein. Kortikofugale Verbindungen des
AC erreichen den IC und die auditorischen Kerne des Hirnstamms, wodurch das
Gating aufsteigender auditorischer Information in das thalamokortikale System
verandert werden konnte und mittelfristig plastische Veranderungen induziert
werden, die die eingehende Signalstarke dauerhaft modifizieren (He, 2003; Edeline
und Weinberger, 1992; Gao und Suga, 2000; Zhou und Jen, 2000). Mit der 2-DG
Methode kann zwar keine Aussage uber die elektroenzephalographische Aktivitat
des thalamokortikalen Systems getroffen werden, die Veranderungen des
Korrelationsmusters zusammen mit den Anderungen der 2-DG Aufnahme in beiden
Hemispharen des AC zeigen aber, dass im oberen auditorischen System
Veranderungen aufgetreten sind, die die Interaktion der auditorischen Kerne
veranderte.

Die Tinnitusaktivitdt wird irgendwo im zentralen auditorischen System zwischen
Hirnstamm (CN, SOC), IC, MGB und A1 generiert und gelangt vom AC Uber direkte
Projektionen zum OFC, zu CG und der Insula. Schon im MGB sind jedoch
Projektionen zum Nucleus accumbens und anderen Kernen des limbischen Systems
vorhanden (Shulman et al., 2009). Multimodal integrierte sensorische Information
gelangt Uber reziproke Projektionen des AC mit dem somatosensorischen Kortex,
SC, IC, und Thalamus zum Cerebellum (Shulman und Strashun, 1999; Stein, 1998).
Verbindungen von Thalamus und Kortex zu Hippocampus, Amygdala, ento- und
perirhinalem Kortex bilden dann ein inneres System zur Verarbeitung der
sensorischen Information (John, 2005), dass den Tinnitus als paradoxe
Wahrnehmung im Gedachtnis etabliert und durch Stress verstarkt werden koénnte.
Die Korrelationsanalyse zeigt im akuten Stadium nach dem Schalltrauma, dass der
ipsilaterale ENT mit dem kontralateralen CN negativ korreliert (Abb. 35 B). Eine
funktionelle Bedeutung des kontralateralen ENT im akuten traumatischen Zustand
wird auch deutlich durch die positiven Korrelationen mit beiden Hemispharen des
CG. Beim Menschen wird eine Aktivierung des Parahippocampus im chronischen
Tinnitusnetzwerk funktionell mit der stetigen Aktualisierung der Tinnituswahrnehmung
in Verbindung gebracht, die schlussendlich verhindert, dass eine Habituation fur die
Gerauschwahrnehmung eintritt (deRidder et al., 2006). In Ratten konnte bereits

elektrophysiologisch nachgewiesen werden, dass der ENT bei der Habituation des
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auditorischen Gatings eine Rolle spielt (Bickford et al., 1993). Deshalb kann
angenommen werden, dass auch im akuten Stadium nach einem Schalltrauma der
ENT eine Rolle beim veranderten Gating auditorischer Information spielen kdnnte,
da eine Aktivierung stattfindet je geringer die auditorische Eingangsaktivitat ist.

Im chronischen posttraumatischen Zustand zeigte sich eine zu der Kontrollgruppe
erhdhte Korrelation zwischen kontralateralem AC und der Insula (Abb. 35 D). Bereits
im akuten Stadium war die Aktivitat der kontralateralen Insula verringert, was zu
diesem Zeitpunkt madglicherweise direkt durch die Reduktion der Aktivitat im AC
verursacht war und auf eine Verringerung der Eingangssignale durch die
Deafferenzierung aufgrund der Cochleaschadigung hindeuten koénnte. Bei
Tinnituspatienten die ein schweres Leidensempfinden entwickelt haben zeigt die
Insula eine Zunahme von Alphaaktivitat (Vanneste et al., 2010), was mit ihrer Rolle
bei der subjektiven emotionalen Regulation und Korperselbstwahrnehmung
zusammenhangen konnte (Craig, 2003). Die Aktivitat in der Insula wird unter
anderem mit verbesserter Gerduschwahrnehmung in Verbindung gebracht
(Sadaghiani et al., 2009). Dementsprechend wird die Insula als ein wichtiger
Verbindungsknoten zwischen den sensorischen Systemen und prefrontalen und
frontalen Bereichen angesehen, der Uberschwellige Stimuli verarbeitet und auch
schon Verhaltens-relevante Zielsetzungen integriert (Eckert et al., 2009; Seeley et
al., 2007; Sridharan et al., 2008).

Emotionale Komponente

Eine emotionale Komponente kdnnte durch prafrontale und frontale Bereiche des
limbischen Systems generiert werden, die zusammen mit auditorischen Arealen Uber
die Insula die affektive Wahrnehmung beeinflussen. Die Amygdala kdnnte im akuten
und subakuten Stadium die Tinnitusaktivitdt in diesem Netzwerk verstarken. In
Humanstudien konnte nach der Stimulation mit aversiven Gerduschen
dementsprechend gezeigt werden, dass es nicht nur zur Aktivierung der Amygdala,
sondern auch zur Aktivitdtszunahme in anderen, weit verzweigten kortikalen und
subkortikalen Arealen kommt, unter anderem der Insula, dem Striatum und dem
Cerebellum (Zald und Pardo, 2002).

Eine Rolle des OFC bei der Umwandlung der sensorischen Komponente zu
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emotionalen Tinnitussymptomen konnte in diesem Mausmodell durch die zu den
Kontrollen signifikant unterschiedliche Korrelationsstarke des kontralateren OFC mit
dem ipsilateralen CN einerseits und des ipsilateralen OFC mit dem kontralateralen
auditorischen System anderseits angedeutet werden (Abb. 35 E). Bedingt durch die
lateral unterschiedliche Signalstarke eingehender Stimuli aufgrund des unilateralen
Schalltraumas scheint es hier zu einer lateral unausgeglichenen Verarbeitung
zwischen exponierter und nicht exponierter Hemisphare gekommen zu sein, die vom
OFC detektiert und beeinflusst werden konnte. Ein Unterschied in der
Korrelationsstarke zur Kontrolle zeigte sich bereits im akuten Stadium zwischen
kontralateralem OFC und Striatum, was andeutet, dass schon frih nach peripherer
Schadigung der OFC seine Funktion an reduzierte auditorische Eingange anpassen
konnte. In Zusammenarbeit mit der Amygdala ist der orbitofrontale Kortex (OFC) ein
wichtiges, zentrales Verbindungsglied bei der Verarbeitung von Emotionen und
Inhalten des Gedachtnisses (Goldman-Rakic und Porrino, 1985). Die Fokussierung
der Aufmerksamkeit auf emotional bedeutende Stimuli wird durch Verbindungen von
der Amygdala zum OFC vermittelt (Gallagher und Holland, 1994, Ghashghaei et al.,
2007). Die emotionale Verarbeitung auditorischer Stimuli durch den OFC konnte
bereits gezeigt werden (Blood et al., 1999; Wheeler et al., 1993). Zusammen mit
dem Insulakortex spielt der OFC aulierdem eine wesentliche Rolle bei der top-down
Modulation physiologischer Reaktionen des Organismus auf emotionale Erfahrungen
(Critchley et al., 2004; Ohira et al., 2006; Phillips et al., 2003). Die Stérung der
Verarbeitung im OFC koénnte deshalb ein wesentlicher Teil der neuronalen
Reprasentation eines Tinnitus sein, die bei der sensorisch affektiven Umwandlung
der Tinnitussymptome eine Rolle spielt (Shulman et al., 2009). Die starken Anderung
im Korrelationsmuster machen deutlich, das auch bei der Maus eine Beeinflussung

des Tinnitus durch den OFC bestehen konnte.

Aufmerksamkeit und psychomotorische Komponente

Die anatomischen Substrate einer mdglichen psychomotorischen Komponente in der
Maus kdnnten die prefrontalen und sekundarmotorischen Bereiche, das Striatum und
das Cerebellum sein. Bei allen chronischen SPM-Vergleichen der schallexponierten

Tiere und der Untergruppe der Tiere mit Tinnituswahrnehmung war eine Zunahme
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der Aktivitat im Striatum und anterioren CG vorhanden, die teilweise in den
sekundaren motorischen Kortex hineinreichte. Der anteriore cingulare Kortex ist
beim Menschen ein wesentlicher Bestandteil eines Netzwerks, das wichtige
motivationale und emotionale Informationen integriert (Craig, 2003; Critchley et al.,
2001). Das betreffende Netzwerk, zu dem unter anderem auch der Insula Kortex
gehort, wurde aullerdem mit der bottom-up Detektion von relevanten Ereignissen zur
Fokussierung der Aufmerksamkeit und adaquater Reaktion des Organismus auf
diese Ereignisse in Zusammenhang gebracht (Medford und Critchley, 2010; Menon
und Uddin, 2010; Seeley et al., 2007). Die Starke der Wahrnehmung eines Tinnitus
ist wahrscheinlich durch Aufmerksamkeit modulierbar (Searchfield et al., 2007). Beim
Menschen ist fur die bewusste Wahrnehmung eines sensorischen Stimulus die
Aktivierung primarer sensorischer Areale eine notwendige, aber keine hinreichende
Bedingung (Boly et al., 2005; Dehaene et al., 2006). Womodglich kodiert eine
Aktivierung im primaren AC nur die Lautstarke, die beim Bewusstwerden der
Wahrnehmung auflerdem vom Gating des Striatums abhangig ist (Asutay und
Vastfjall, 2012; Geiser et al., 2012; Jancke et al., 1998). Eine Aktivierung cingularer
und supplementarer motorischer Regionen kdnnte notwendiger Bestandteil flr eine
bewusste Wahrnehmung sein (Boly et al., 2005, Laureys et al., 2000), wie fir die
Verarbeitung visueller und somatosensorischer Stimuli gezeigt wurde (deLafuente
und Romo, 2005; Melloni et al., 2007). Die Aktivitat innerhalb dieses Netzwerks
korreliert mit verbesserter Gerauschwahrnehmung, was die Rolle bei der
aufmerksamkeitsgesteuerten  Regulation  zugunsten der Hérwahrnehmung
verdeutlicht (Sadaghiani et al., 2009). Es ist deshalb wahrscheinlich, dass die
Aktivierung des AC zwar die Lautstarke eines Tinnitus vermittelt (vanderLoo et al.,
2009), die synchrone Aktivitat im prafrontalen und supplementaren motorischen
Kortex aber eine Voraussetzung fur die bewusste Wahrnehmung eines Tinnitus ist
(deRidder et al., 2011; Schlee et al., 2008; Vanneste et al., 2011a; Vanneste et al.,
2011c). Im Menschen werden bei akustischen Diskriminierungsaufgaben der AC und
supramodale frontoparietale Netzwerke aktiviert (Kiehl et al., 2001; Kiehl et al., 2005;
Mitchell et al., 2005; Oleary et al., 1996). Bei richtiger Detektion erfolgte eine
Aktivierung im AC, frontoparietalen Regionen, CG und Striatum, weshalb vermutet

werden kann, dass auditorische Diskriminierung wesentlich auf bottom-up und top-
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down Interaktionen basiert (Diekhof et al., 2009; Mitchell et al., 2005).

Das beobachtete Aktivitatsmuster kdnnte das anatomische Substrat einer bewussten
Tinnituswahrnehmung in  der Maus sein. Auditorische und multimodale
thalamokortikale Aktivitat konnte reziprok parietale und limbische Regionen
aktivieren. Die Aktivitatsveranderungen in limbischen Regionen bei den Tieren mit
Verhaltensanzeichen einer Gerauschwahrnehmung weisen darauf hin, dass das im
auditorischen System generierte und stérende Tinnitusgerausch im limbischen
System bewertet werden konnte. Auch weil sonstiger auditorischer Eingang aufgrund
des Horschadens reduziert ist konnte eine verstarkte Fokussierung auf die
Tinnitusaktivitat stattfinden. Uber Interaktionen préafrontaler Regionen mit dem
Striatum und dem  sekunddren  Motorkortex  koénnte  dann  durch
Aufmerksamkeitsausrichtung und Kognition die Umwandlung der sensorischen und

emotionalen Komponente zur bewussten Wahrnehmung stattfinden.

Tinnitus bei Mausen und Menschen

In der vorliegenden Arbeit wurden zum ersten mal eine Reihe an Gehirnregionen in
einem Tiermodell detektiert, die in Patientenstudien in den letzten Jahren als Teil der
Tinnituspathophysiologie identifiziert wurden. Zwei Wochen nach dem Schalltrauma
zeigten Hippocampus, prefrontaler Kortex, TRN, Striatum, Nucleus accumbens, SC,
sekundare motorische Areale und ipsilateraler AC Aktivitatsveranderungen bei den
Tieren mit Verhaltensanzeichen einer Tinnituswahrnehmung. Bei Studien an
Patienten wurden entsprechend strukturelle oder funktionelle Veranderungen im
Hippocampus (Landgrebe et al., 2009), prefrontalen Kortex (Vanneste et al., 2011a;
Schlee et al., 2008), Striatum (Cheung und Larson, 2010; Larson und Cheung,
2012), Nucleus accumbens (Muhlau et al., 2006), AC (Langguth et al., 2006;
vanderLoo et al., 2009; Smits et al., 2007) und im supplementaren Motorareal
(Vanneste et al., 2011a; Vanneste et al., 2011c) als Teil der Tinnituspathophysiologie
identifiziert. Generell deuten die korrelierten funktionellen und strukturellen
Veranderungen im limbischen und auditorischen System weitreichende Anderungen
in der limbisch-kortikostriatalen Verarbeitung beim Patienten an, die die
Stimulusrelevanz des Tinnitus verstarken kdnnen (Leaver et al., 2011).

Die hier prasentierten Daten zeigen, dass diese Aussage auch fur das Mausmodell
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zutreffen konnte. Weiterhin unterstitzen die Daten die Ansicht, dass die
Verhaltensanzeichen der Tinnituswahrnehmung nicht durch die Uberaktivitat
unabhangiger, einzelner Neurone in einem distinkten Kern des auditorischen
Systems hervorgerufen werden, sondern dass das verhaltensphanotypische und
neuronale Korrelat des Tinnitus auch bei der Maus vielmehr das Resultat
pathologischer Veranderung in einem weitverzweigten kortikostriatalen Netzwerk ist.
Die falsche Einordnung der Relevanz des Tinnitus durch das limbische System
konnte zur Folge haben, dass eine Verstarkung der Wahrnehmung erfolgt.
Dementsprechend zeigen die Daten der 2-DG-Bildgebung und der
Korrelationsanalyse deutlich, dass nicht nur das auditorische System an der
Tinnitusentstehung  beteiligt ist, sondern auch Gehirnregionen, die fur
Aufmerksamkeit und Emotionen verantwortlich sind. Das hier etablierte Modell
eroffnet somit die Moglichkeit die Wirkung neuer Therapien auf alle Komponenten

und Hirnregionen gleichzeitig zu untersuchen.

4.9 Ausblick

Das Tiermodell liefert die Grundlage fur eine Reihe weiterer Untersuchungen.
Hauptsachlich sollte mit der 2-DG Bildgebung, der Lickendetektion und den
Horschwellenmessungen der weitere zeitliche Verlauf der Tinnitusentstehung verfolgt
werden. Es kdnnte eine Charakterisierung von akutem, subakutem und chronischem
Stadium mit Hilfe der 2DG-Bildgebung erfolgen. Es ist anzunehmen, dass sich die
Aktivitatsmuster zu spateren Zeitpunkten von den in dieser Arbeit beobachteten
unterscheiden. Eventuell sind spater weniger Regionen aktiv, wodurch
aussichtsreiche Interventionszeitpunkte abgeleitet werden konnten.

Die Daten weisen darauf hin, dass laterale Effekte die Tinnitusentstehung
begunstigen konnten. Wenn die kontralateral zur Expositionsseite beobachteten
Aktivierungen des kontralateralen CN und des ipsilateralen AC durch verringerte
kommissurale Inhibition verursacht worden ist, konnte eventuell durch eine
kontinuierliche elektrophysiologische Stimulation des kontralateralen AC die
Aktivitatszunahme verringert und die Verhaltensanzeichen von Tinnitus unterdruckt

werden.
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Des Weiteren konnte der Einfluss emotionaler Faktoren untersucht werden, indem
z.B zusatzlicher Stress induziert wird. Akut, wahrend des Schalltraumas, konnte
dazu auf eine Narkose verzichtet werden. Im weiteren Verlauf konnten die Tiere
wiederholt in die beim Trauma vorhandene, schalltote Umgebung platziert oder
zeitweise immobilisiert werden. Eventuell entwickelt so ein grolRerer Anteil der Tiere
die Verhaltensanzeichen einer Gerauschwahrnehmung und die Aktivierungsmuster
verstarken sich.

Mit der Anwendung weiterer Verhaltensversuche konnten sich Tinnitus bedingte
Verhaltensabweichungen zeigen, die durch die Experimente zur sozialen Interaktion
nicht aufgedeckt werden konnten. Besonders die Untersuchung der
Aufmerksamkeitsregulation und des raumlichen Lernens konnte bei Tieren mit
Tinnituswahrnehmung verandert sein.

Zuletzt kénnten die identifizierten Gehirnregionen mit anderen Methoden untersucht
werden. Durch elektrophysiologische in vivo Ableitungen und histologische Studien
konnten Erkenntnisse Uber den Anteil von Inhibition und Exzitation, sowie

oszillatorischer oder synchronisierter Aktivitat gewonnen werden.
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Zusammenfassung

In der vorliegenden Arbeit wurde ein Mausmodell zur Untersuchung Tinnitus-
spezifischer neuronaler Aktivierungsmuster etabliert. Dazu wurde der
Glukosemetabolismus mit Hilfe der 2-Deoxy-D-[14C]-glukose (2-DG) Methode zwei
Stunden und zwei Wochen nach unilateralem Schalltrauma im Gehirn der Tiere
untersucht. Mit Hilfe eines auf einem Startlereflex beruhenden Verhaltensparadigmas
wurden die Tiere in Gerausch-wahrnehmende und nicht Gerdusch-wahrnehmende
Tiere unterteilt, um so das Tinnitus-spezifische Aktivierungsmuster zu identifizieren.
Eine konditionale Arg3.1-Knockout-Mauslinie diente dazu den Einfluss plastischer
Veranderungen auf die Tinnitusgenese zu untersuchen und ein Verhaltenstest zur
sozialen Interaktion, um mdgliche Anzeichen fir die in Patienten haufig beobachtete
emotionale Belastung durch das Phantomgerausch zu detektieren.

Durch audiometrische Messungen konnte ein permanenter Horschaden auf dem
exponierten Ohr zwei Wochen nach dem unilateralen Schalltrauma gemessen
werden, der vor allem Frequenzen oberhalb des Traumafrequenzbereichs betraf.
Schallexponierte Tiere zeigten generell eine Reduktion der Glukoseaufnahme
entlang der aufsteigenden Horbahn der exponierten Seite, wahrend akut und nach
zwei Wochen zusatzlich Veranderungen in der Glukoseaufnahme im Striatum,
somatosensorischen Kortex, Gyrus cinguli, orbitofrontalen Kortex, Insula Kortex,
Colliculus superior und dem Cerebellum gefunden wurden. In 71% der Tiere konnte
Uber das Startle-Paradigma die Wahrnehmung eines Phantomgerauschs
nachgewiesen werden. Dabei zeigten 28% der Tiere eine Wahrnehmung in einem
breiten Frequenzbereich, 24% in einem schmalen Frequenzbereich unterhalb der
Traumafrequenz und 48% der Tiere in einem schmalen Frequenzbereich oberhalb
der Traumafrequenz. In einigen Tieren (19%) wurde eine Tinnitus-spezifische
Wahrnehmung in mehreren Frequenzbandern gefunden. Die Gruppe der Gerausch-
wahrnehmenden Tiere zeigte im Vergleich zu den Kontrollieren eine Reduktion der 2-
DG Aufnahme im kontralateralen auditorischen Kortex (AC), wahrend im ipsilateralen
AC eine erhohte Aktivierung bei Tieren mit einer engfrequenten
Gerauschwahrnehmung beobachtet wurde. Weiterhin wurden in der Tinnitusgruppe
spezifische Anderungen im kontralateralen Hippocampus, der ipsilateralen

Amygdala, dem Gyrus cinguli, dem Striatum, dem Nucleus accumbens, dem Bulbus
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olfactorius, dem Superior Colliculus und dem thalamischen Nucleus reticularis (TRN)
detektiert. Schallexponierte Tiere mit Tinnitusanzeichen zeigten im Vergleich zu
Tieren ohne Anzeichen einer Tinnituswahrnehmung ipsilateral
Aktivitatsveranderungen im Striatum, Gyrus cinguli, Colliculus superior und dem
Globus pallidus, wahrend kontralateral der TRN und der Nucleus cochlearis aktiviert
war. In den Arg3.1-Knockout-Mausen zeigte sich ein stark veranderter
Glukosemetabolismus im Grundzustand, so dass eine spezifische Diskussion der
Aktivierungsmuster  nicht moglich ist. Eine reduzierte Pravalenz der
Tinnitusentstehung konnte jedoch nicht nachgewiesen werden, da auch in dieser
Gruppe 82% der Tiere Hinweise auf eine Gerauschwahrnehmung zeigten. Die hier
durchgefuhrten Untersuchungen zur sozialen Interaktion konnten keine Anzeichen
fur eine besondere Belastung durch die Gerauschwahrnehmung detektieren.

In dem hier etablieten Modell konnten erstmalig Tinnitus-spezifische
Aktivierungsmuster im Gesamtgehirn von wachen Mausen detektiert werden. Die
Veranderungen betreffen ein weites Netzwerk aus auditorischen, limbischen und
multimodalen Gehirnregionen. Weiterhin zeigte sich, dass eine
Tinnituswahrnehmung durch Veranderungen kommissuraler und kortikofugaler
Projektionen unterstitzt werden konnte. Die Daten stehen in Einklang mit aktuellen
Patientenstudien und unterstreichen die Beteiligung komplexer Netzwerke an der

Tinnitusentstehung.
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Summary

In the present study an animal model to study tinnitus-related changes in brain
metabolism was established. 2-deoxy-D-['“C]-glucose (2-DG) uptake served to
screen metabolic activity in the entire mouse brain two hours and two weeks after
unilateral noise trauma. Tinnitus perception was evaluated using a modified version
of the acoustic startle paradigm, in which a short gap was embedded in the constant
background noise to inhibit the startle amplitude. An arg3.1 conditional knockout
mouse line was used to evaluate the influence of neuronal plasticity on the
generation of tinnitus. Moreover, social interaction was tested to detect signs of
emotional stress due to phantom sound perception, which is very common in tinnitus
patients.

After unilateral noise trauma, auditory brain stem responses (ABR) revealed a
permanent threshold shift on the exposed ear. This particularly affected frequencies
above the trauma stimulus frequency. Noise exposed animals exhibited a reduction
of 2-DG uptake along the afferent auditory pathway on the exposed side. In contrast,
elevated activity was detected in the striatum, the somatosensory cortex, the
cingulate gyrus (CG), orbitofrontal cortex, insula cortex, superior colliculus and the
cerebellum. 71% of noise exposed animals demonstrated indications of phantom
sound perception via the startle paradigm. Of these, 28% showed signs of phantom
sound perception within a broad frequency range, 24% in a narrow frequency range
below the trauma frequency and 48% within a narrow frequency range above the
trauma frequency. In 19% of noise exposed animals, tinnitus perception seemed to
occur in more than one frequency band. The group of tinnitus perceiving animals
showed a reduction in 2-DG uptake in the contralateral auditory cortex, whereas
animals with signs of phantom sound perception in the narrow frequency bands had
an elevated uptake in the ipsilateral auditory cortex. Furthermore, activity changes
were detected in the contralateral hippocampus, ipsilateral amygdala, cingulate
gyrus, striatum, nucleus accumbens, olfactory bulb, colliculus superior and the
thalamic reticular nucleus (TRN). When comparing noise exposed animals with and
without behavioural indications for tinnitus, | observed differences in the ipsilateral
striatum, CG, superior colliculus, globus pallidus, the contralateral TRN and cochlear

nucleus.
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Unfortunately, arg3.1 knockout mice showed an altered glucose metabolism in the
control state. Hence, a discussion of noise trauma-induced activity changes in these
knockout animals is not possible. As 82% of arg3.1 knockout mice exhibited
behavioural signs for an auditory phantom perception, a reduced prevalence for
tinnitus generation in this group could not be detected. In all noise exposed animals,
the social interaction test demonstrated no indications of stress caused by the
auditory phantom sound perception.

The established model allows for the first time the investigation of tinnitus specific
activity patterns in the entire brain of awake mice. The observed changes discussed
above comprise a distributed network that consists of auditory, limbic and multimodal
brain regions. Moreover, the data demonstrate that tinnitus perception might be
triggered by alterations in interhemisperic and corticofugal projections. The
presented data is in line with recent human imaging studies and supports the
hypothesis that a complex distributed network is responsible for the generation of

tinnitus.
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