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ABSTRACT ENGLISH

1 Abstract English

Noise exposure leads to pathophysiological changes within the cochlear and the central
components of hearing. Deafness acquired via acoustic overstimulation is often treated
with hearing aids that amplify up to 115 dB SPL. The aim of this investigation was to
answer the following question: what effects do high sound pressure levels have on a
central auditory pathway that had been exposed to a single noise trauma before? Our
group discovered recently that a single noise trauma leads to a significant cell loss in
the entire central auditory pathway. Apoptosis may play an important role as one of the
underlying mechanisms. Little is known about how a second noise trauma influences
apoptosis in the key structures of hearing. Mice were sound exposed (5-20 kHz, 115 dB
SPL for 3h) under anesthesia and investigated two weeks after the first trauma. One
group was exposed to the same trauma a second time (7 days after the first trauma)
and was compared to the single noise trauma group. Auditory Brainstem Recordings
(ABR) were performed to measure the hearing loss. A significant threshold shift was
found at 8 kHz, 12 kHz and 20 kHz, while the differences at 4 kHz and 16 kHz were not
significant. Apoptosis was detected by Terminal deoxynucleotidyl transferase dUTP nick
end-labeling (TUNEL staining). The staining was captured with a digital camera under a
light microscope. TUNEL positive cells were counted manually in standardized grids in
the ventral and dorsal cochlear nucleus (VCN and DCN), in the central part of the
Inferior Colliculus (ICC), in the dorsal, ventral and medial subdivisions of the medial
geniculate body (dAMGB, vMGB and mMGB), as well as in the 6 histological layers of the
primary auditory Cortex (Al). There was no significant difference of TUNEL positive cells
between the single-trauma and double-trauma group in the basal structures (VCN, DCN
and ICC). Significantly more TUNEL-positive cells were counted in all subdivisions of
the MGB (dMGB, vMGB and mMGB), as well as in layers | and Ill of the Al. No
significant differences were found in the other layers of the Al. These results show for
the first time the influence of noise exposure on apoptosis in the central auditory
pathway of animals that had suffered from noise-induced hearing loss before. On the
basis of these findings the treatment with hearing aids in patients with noise-induced

hearing loss should be reevaluated.

Keywords: Noise-induced Hearing Loss, Central Auditory Pathway, Apoptosis, TUNEL

staining
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ABSTRAKT DEUTSCH

2 Abstrakt Deutsch

Bisher gibt es keine kurative Losung bei an Taubheit grenzender Schwerhdorigkeit. Mittel
der Wahl sind stark verstarkende Horgerate, die die Klanginformation bis auf 115 dB
SPL verstarken. Ziel dieser Studie war es, den Einfluss von hochverstarkenden
Horgeraten auf die durch Larm vorgeschadigte Ho6rbahn zu prifen. Unsere
Arbeitsgruppe konnte kurzlich pathophysiologische Veranderungen der Horbahn nach
Schalltraumen zeigen: eine singulare Beschallung mit hohen Schalldricken fuhrt zu
einem signifikanten Zellverlust in SchlUsselstrukturen der Hoérbahn. Offensichtlich
scheint diesem Zellverlust programmierter Zelltod als Mechanismus zu Grunde zu
liegen. Inwieweit ein zweites Larmtrauma die Apoptose der zentralen Schaltstellen der
Horbahn beeinflusst, ist dagegen unbekannt. Um eine Antwort auf diese Frage zu
finden, wurden Mause (NMRI Stamm) fur 3 Stunden mit 115 dB SPL Breitbandrauschen
(5-20 kHz) in einer Kammer unter Anasthesie beschallt. Beide Versuchsgruppen
wurden 14 Tage nach der Erstexposition untersucht. Eine einfachbeschallte Gruppe
wurde dabei mit einer doppelbeschallten Gruppe (die Zweitbeschallung erfolgte 7 Tage
nach der Erstexposition) verglichen. Der Horverlust wurde mittels BERA (brainstem
evoked response audiometry) gemessen. Es fand sich ein Horverlust Uber alle
gemessenen Frequenzen (4 kHz, 8 kHz, 12 kHz, 16 kHz und 20 kHz), der bei 8 kHz,
12 kHz und 20 kHz signifikant war. Apoptotische Zellen wurden mittels Terminal
deoxynucleotidyl transferase dUTP nick end-labeling (TUNEL) gefarbt, unter einem
Lichtmikroskop abfotografiert und manuell ausgezahlt. Die Anzahl TUNEL-positiver
Zellen wurde im ventralen und dorsalen Nucleus Cochlearis (VCN und DCN), im
zentralen Colliculus Inferior (ICC), im medialen, ventralen und dorsalen Corpus
Geniculatum Mediale (MMGB, vMGB und dMGB) sowie in den histologischen Schichten
| bis VI des primaren auditorischen Cortex (Al I-VI) verglichen. In den basalen
Strukturen (VCN, DCN und ICC) kam es zu keinem signifikanten Unterschied der
Mittelwerte der Anzahl TUNEL-positiver Zellen zwischen der doppelbeschallten und
einfachbeschallten Gruppe. Im medialen Kniehdcker fand sich dagegen in allen drei
Substrukturen der doppelbeschallten Gruppe eine signifikante Erhdhung TUNEL-
positiven Zellen. Im Al war die Anzahl der TUNEL-positiven Zellen der
doppelbeschallten Tiere in der Schicht | und Il signifikant erhoht, wahrend sich in den
anderen Schichten kein signifikanter Unterschied finden lie. Diese Ergebnisse zeigen

zum ersten Mal einen Zusammenhang zwischen hohen Schalldricken und
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ABSTRAKT DEUTSCH

Zelltodmechanismen in der durch Larm vorgeschadigten Horbahn. Vor dem Hintergrund
dieser neuen Ergebnisse sollten die bisherigen Therapieoptionen mit apparativen

Horhilfen bei larminduzierter Taubheit neu eruiert werden.

Schlagworte: larminduzierter  Horverlust, zentrales auditorisches  System,

Zelltodmechanismen, TUNEL Farbung
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EINLEITUNG

3 Einleitung

.Wie bitte?“ antwortet der Gesprachspartner, obwohl man ihn doch in ganz normaler
Lautstarke gefragt hatte.

Schwerhdrigkeit, ein Phanomen, was im ersten Moment mit alteren Leuten assoziiert
wird, betrifft alle Altersschichten. Physiologisch ist Schwerhdrigkeit als Abnahme der
Horschwelle definiert. Dies bedeutet, dass ein Klang lauter sein muss, damit man ihn
wahrnehmen kann. ,Etwa ein Drittel der Uber 65-jahrigen Deutschen (50% der Manner
und 25% der Frauen) zeigen einen relevanten Horverlust von durchschnittlich 35% oder
mehr im Tonaudiogramm* ", Andere sprechen von 14 Millionen Schwerhérigen in
Deutschland von denen 50% eine apparative Versorgung benétigen. Die World Health
Organization geht von 360 Millionen Personen weltweit mit eingeschranktem
Hoérvermogen aus 2.

Gleichzeitig darf aber auch von einer hohen Dunkelziffer ausgegangen werden, denn
meist dauert es, bis ein progredienter Horverlust diagnostiziert und letztlich therapiert
wird.

Die Folgen von Schwerhorigkeit sind weitreichend und betreffen Person und
Gesellschaft. Das Spektrum reicht von Arbeitsunfahigkeit Uber sozialen Ruckzug bis zu
psychosomatischen Phanomenen wie Angst oder Depression . Eine Heilung ist also
nicht nur im Sinne der Betroffenen, sondern auch von gesellschaftlicher Relevanz.

Aus diesem Grund hat der Staat ein Interesse an der Pravention von Horverlust. In
Deutschland gibt es eine Vielzahl an Gesetzen, die Burger vor Larm schutzen sollen. Es
gibt beispielsweise Tempolimits und Larmschutzwalle an Autobahnen. Es gibt geregelte
Tageszeiten fUr die Bendtzung von larmintensiven Geraten und Gesetze, die das
Tragen eines Gehdrschutzes ab gewissen Lautstarken am Arbeitsplatz regeln.

Diese Arbeit widmet sich einer besonderen Form der Schwerhdrigkeit: untersucht
werden soll die Schwerhorigkeit, die durch hohe Lautstarken provoziert wird. Der
Schwerpunkt wurde dabei auf die Veranderung der zentralen Strukturen gesetzt.

Um Schwerhorigkeit verstehen zu kdnnen, ist es wichtig, sich mit dem gesamten
auditiven System auseinander zu setzen. Aus diesem Grund werden im Folgenden
zuerst die am Horen beteiligten Strukturen erklart. Dann folgt eine kurze
Zusammenfassung des aktuellen Forschungsstandes zur Schwerhorigkeit durch Larm

und die genaue Fragestellung dieser Arbeit.
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EINLEITUNG

3.1. Physiologie und Anatomie des Horens

Schall ist, unter physikalischem Gesichtspunkt, eine mechanische Welle, die sich durch
Ausbreitungsgeschwindigkeit, Frequenz (also die Tonhdhe) und Wellenlange definiert.
Uber die Ohrmuschel und den &uReren Gehorgang trifft diese Welle auf das
Trommelfell. Dort leitet das Mittelohr - mit seinen Gehdrkndochelchen - die
Schallinformationen an das Innenohr weiter. Der Hammer sitzt dem Trommelfell an und
leitet die Vibrationen Uber Amboss und Steigblgel auf das ovale Fenster. Die sich
anschliellende Perilymphe der Scala Vestibuli ist inkompressibel und bringt Scala
Tympani, Scala Media und damit auch das Corti-Organ in Bewegung. Das Corti-Organ
spielt nun eine entscheidende Rolle. Frequenzspezifisch werden die Haarzellen gereizt.
Der apikale Anteil wird durch hohe Tone, der basale Anteil durch tiefe Téne gereizt. Hier
beginnt die tonotopische Organisation, die sich in allen weiteren Abschnitten der
klassischen Horbahn in verschiedenen Formen wiederfinden lasst. Die inneren
Haarzellen zeichnen sich fir die Transformation verantwortlich. Das bedeutet, dass sie
mechanische Signale in elektrische umwandeln. Die inneren Haarzellen stimulieren den
afferenten Teil des Nervus Cochlearis, der die Verbindung zum Hirnstamm bildet. Dort
beginnt die zentrale Verarbeitung der Soundinformation.

Das ganze zentrale auditorische System lasst sich aufteilen in einen aufsteigenden und
absteigenden Teil. Der aufsteigende Teil wird ferner unterteilt in den ,classical pathway*
und den ,non-classical pathway“, der auch extra-lemniscales-, diffuses- oder
polysensorisches System genannt wird. Der ,classical Pathway“ wird von manchen
Autoren lemniscales System genannt. Diese Reizverschaltung zeichnet sich dadurch
aus, dass die tonotopische Ordnung der Cochlea beibehalten wird. Dem aufsteigenden
System kommt die Aufgabe zu, die Reizweiterleitung bis in den Cortex zu verschalten
und zu bearbeiten. Verschiedene Kerngebiete spielen in diesen Systemen eine Rolle.
Der Schwerpunkt dieser Arbeit soll auf dem am Besten erforschten, dem klassischen,
also tonotopisch organisierten, aufsteigenden System liegen. Aus diesem Grund
werden an dieser Stelle vor allem die Kernstrukturen dieser Reizweiterleitung
besprochen. Seinen Anfang findet dieses System im Nervus Cochlearis.

Der Nervus Cochlearis ist Teil des Nervus Vestibulocochlearis, dem achten der zwolf
Hirnnerven. Er besteht aus bipolaren Zellen, deren Zellkérper in den
Spiralganglienzellen des Modiolus der Cochlea liegen. Er hat beim Menschen
schatzungsweise 30°000 Fasern, wobei 2 Fasertypen unterschieden werden. Typ |
Fasern werden synaptisch von den inneren Haarzellen innerviert, wahrend die Typ I
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EINLEITUNG

Fasern vor allem mit den duf3eren Haarzellen verbunden sind. Typ Il Fasern sind, im
Gegensatz zu den Typ | Fasern, von keiner Myelinschicht umgeben. Sie machen
ungefahr 1% des Nervus Cochlearis aus, wobei es grol3e individuelle Unterschiede gibt
™. lhre genaue Funktion ist bisher unbekannt. Es wird vermutet, dass sie eine
Steuerfunktion der Sensitivitat der duleren Haarzellen ubernehmen. Vor allem die Typ |
Fasern geben nun die Schallinformation bis in die hdheren Strukturen weiter.

Erste Schaltstelle ist der Nucleus Cochlearis, das Kerngebiet, welches direkt vom
Hornerv stimuliert wird. Dort wird der HOrnerv entweder im ventralen oder dorsalen
Anteil auf das zweite Neuron verschaltet. 90% der afferenten Hornervfasern werden nur
durch eine Haarzelle gereizt. Dadurch wird die Schallfrequenz als Tonotopie im CN
wiedergegeben. Die zweiten Neuronen, die vom ventralen Nucleus Cochlearis (VCN)
ausgehen, der sich ferner in eine anteroventrale (AVCN) und posteroventrale (PVCN)
Substruktur einteilen lasst, kreuzen teilweise die Seite. Ein Teil zieht zur Verschaltung
zur oberen Olive (SOC), ein anderer Teil umgeht die obere Olive ohne Verschaltung.
Der Nucleus Leminisci lateralis erhalt seine Fasern dagegen vorwiegend aus dem
kontralateralem Nucleus Cochlearis dorsalis (DCN). Ein Grol3teil der Fasern zieht von
dort weiter zum gleichseitig gelegenen Colliculus Inferior (IC), der sich histologisch und
funktionell in Substrukturen aufteilen I&sst. Von entscheidender Funktion fur das Horen
ist dabei der zentrale Anteil (ICC), der auch tonotopisch organisiert ist. Dort finden
weitere Verschaltungen statt, die zum medialen Kniehodcker, dem Corpus Geniculatum
Mediale (MGB), ziehen. Schlie3lich enden die Neuronen, nach weiterer Verschaltung,
im primaren auditorischen Cortex, der sich beim Menschen im Temporallappen
befindet. Es folgen weitere Verschaltungen in andere kortikale Strukturen. Abbildung 1
auf Seite 7 gibt einen schematischen Uberblick (iber die Verschaltungen der Hérbahn.
Welche Funktionen der absteigende Teil der Horbahn Ubernimmt ist weitestgehend
unbekannt. Einerseits spricht man vom Kkortifugalen System, andererseits vom
olviocochlearen System. Es gibt Hinweise darauf, dass der absteigende Teil der
Horbahn efferent die auleren Haarzellen innerviert. Auch ist davon auszugehen, dass
es Wechselwirkungen zwischen auf- und absteigenden Fasern in den meisten
Kerngebieten gibt. Manche Autoren gehen davon aus, dass der absteigende Teil vor
allem als reziproker Weg der aufsteigenden Horbahn fungiert. Die genauen
Mechanismen und Funktionen sind aber bisher ungeklart ©.

Diese Arbeit beschaftigt sich mit der aufsteigenden Hoérbahn. Das Augenmerk wurde
auf den Nucleus Cochlearis, den Colliculus Inferior, den medialen Kniehdcker und den
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EINLEITUNG

primaren auditorischen Cortex gelegt. Sie sollen im Folgenden etwas genauer

beschrieben werden.
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Abbildung 1 — schematische Darstellung der aufsteigenden Hérbahn

Dargestellt werden die zentralen Strukturen der aufsteigenden Hérbahn. Strukturen, die
ipsilateral zur Cochlea liegen wurden mit ,a“ kontralaterale Strukturen mit ,b*“
bezeichnet. Der Nervus Cochlearis (3) verbindet die Cochlea (1) mit den Substrukturen
des ispsilateralen AVCN (2.1a), PVCN (2.2a) und DCN (2.3a). Die Weiterleitung erfolgt
liber den Trapezkérper (4), die Stria of Held (5) und die Stria of Monaco (9), die
zusammen den Lateralen Lemniscus (10) bilden. Die Weiterverschaltung auf das
néchste Neuron erfolgt in der ipsi- und kontralateralen oberen Olive (6a & 6b), in den
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EINLEITUNG

Kernen der Lateralen Lemniscen (101a & 101b) und in beiden Colliculi Inferiores (7a &
7b). Uber die Kommissur (8) erreichen die ipsilateral verschalteten Neuronen den
kontralateralen IC (7b). Der kontralaterale ICC stellt Verbindungen zu den drei
Substrukturen des MGB (11b) der selben Seite her. Von hier aus ziehen Fasern ohne
die Seite zu wechseln zum priméren auditorischen Cortex (12b). Weitere Erklérungen
folgen im Text. Fiir eine detailiierter Darstellung der thalamischen Strukturen siehe
Abbildung 2 auf Seite 12

3.1.1.  Nucleus Cochlearis
Der Nucleus Cochlearis (CN) lasst sich lichtmikroskopisch in drei Teile gliedern: einen
anteroventralen (AVCN) und posteroventralen (PVCN) Teil, die zusammen den
ventralen CN bilden, und schlieBlich den dorsalen Teil. Die Hérnerveneingange, die
zum CN ziehen, stammen ausschlieBlich vom ipsilateralen Ohr. Allerdings ist der CN
auch mit anderen Strukturen verschaltet und erhalt auch Input aus dem kontralateralen
CN. Die Hornervenfasern, unabhangig ob sie von basal oder apikal gelegenen
Haarzellen kommen, erreichen alle drei Substrukturen des CN. Der Fasertrakt teilt sich
ein erstes Mal auf. Der eine Teil zieht zum AVCN, der andere Teil spaltet sich ein
zweites Mal und erreicht PVCN und DCN (vergleiche Strukturen 1, 2.1, 2.2, 2.3 & 3 in
Abbildung 1) ® . Generell kann man sagen, dass die Fasertrakte aus den basalen
Cochlea Regionen in die ventralen Teile aller drei Substrukturen ziehen. Mittlere
Cochlea Regionen sind mit den zentralen Anteilen der drei Substrukturen verbunden
und apikale gelegene Haarzellen werden in den dorsalen Regionen des AVCN, PVCN
und DCN verarbeitet. Folglich spiegelt sich die Tonotopie der Cochlea im CN wider.
Hochfrequente Tone werden in den dorsal gelegenen Regionen prozessiert, Tone
niederer Frequenzen in den ventralen Abschnitten S 243244 in (8]
Schon bei leichter VergroRerung unter dem Lichtmikroskop lassen sich ventraler und
dorsaler Anteil histologisch unterscheiden. Sowohl Zelltypen als auch Zelldichten sind
verschieden. Der dorsale Anteil ist, im Gegensatz zum ventralen, laminar geschichtet.
Man unterscheidet die aulenliegende, fast zellfreie Molekularschicht (auch Layer |
genannt), der die fusiforme Schicht (Layer Il) angelagert ist. Hier herrschen, daher auch
der Name, fusiforme Zellen, die auch Pyramidalzellen genannt werden, vor. Am meisten
medio-ventral liegt die polymorphe Schicht. Eine Schicht, die aus diversen Zellen
besteht 9.
Vom CN ziehen die meisten Fasern zum kontralateralen Colliculus Inferior. Dabei gibt
es drei Hauptrouten: den dorsalen Fasertrakt (,Stria of Monaco®, vergleiche Struktur 9 in

Abbildung 1), der seinen Ursprung im DCN hat; die Stria Intermedialis (,Stria of Held",
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vergleiche Struktur 5 in Abbildung 1), der die Fasern aus dem PVCN fluhrt und die Stria
medialis, auch bekannt als Trapezkorper (vergleiche Struktur 4 in Abbildung 1), deren
Ursprung im AVCN liegt. Diese drei Fasertrakte bilden den Lemniscus Lateralis (LL,
vergleiche Struktur 10 in Abbildung 1), der im zentralen Colliculus Inferior (vergleiche
Struktur 7 in Abbildung 1) endet.

An dieser Stelle soll nicht unerwahnt bleiben, dass es auch einige wenige Fasern gibt,

die sich am ipsilateralen LL beteiligen und durch diesen zum IC derselben Seite ziehen.

3.1.2.  Nucleus Olivaris Superior und Lateraler Lemniscus

Nicht alle Fasern aus dem CN bilden sofort den lateralen Lemniscus (LL). Manche
werden vorher im oberen Oliven Komplex (SOC, vergleiche Struktur 6 in Abbildung 1)
verschaltet. Der SOC ist die erste Struktur, die Fasern aus den Nuclei Cochleares
beider Seiten enthalt. Diese Struktur spielt eine nicht unwichtige Rolle im
Richtungshoren. Dies wird errechnet aus Laufzeit- und Intensitatsunterschieden der
einkommenden Klanginformation der beiden Seiten.

Der LL bildet sich zwar vor allem aus den zweiten Axonen, die aus dem CN kommen,
fuhrt aber auch die verschalteten Fasern aus dem SOC. Als Fasertrakt wechselt er nun

die Seite und zieht zum kontralateralen zentralen Colliculus Inferior.

3.1.3.  Colliculus Inferior

Der Colliculus Inferior befindet sich im Mittelhirn und ist schon makroskopisch zu
erkennen. Er setzt sich aus drei Teilen zusammen, dem externen (auch lateralen) Kern,
dem perizentralen Kern und dem zentralen Kern. In der aufsteigenden Horbahn ist der
zentrale Colliculus Inferior (ICC) von elementarer Bedeutung, der auch anatomisch den
groldten Teil der Struktur stellt. Der ICC ist auch tonotopisch organisiert, aber, im
Vergleich zum CN, dreht sich die Anordnung. Hohe Frequenzen werden dorsal
prozessiert.

Die anderen Substrukturen des IC, namentlich der externe (ICX) und der perizentrale
Nucleus (ICP), sind auch in den Horprozess involviert. Sie sind Teil des ,non-classical
pathways“ und scheinen auch Input aus anderen sensorischen Systemen zu
bekommen. Die genauen Schaltkreise sind bisher ungeklart. Auch sie verlassen den IC
zum Corpus Geniculatum mediale. Beide Colliculi Inferiores kommunizieren Uber

Querverbindungen [ %121
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Bekannt ist, dass die verschiedenen Substrukturen des IC bevorzugt auf verschiedene
Stimuli reagieren. Aitkin et al. maf3en die Impulsraten von Neuronen verschiedener
Substrukturen des IC der Katze auf Larm, Tone und katzenartige Gerausche. Es wurde
festgestellt, dass kein Reizmuster exklusiv eine Substruktur reizte, es lieden sich aber
Tendenzen finden. Larm schadigte dabei alle Substrukturen nachhaltig .

Die meisten Fasern verlassen als Brachium colliculi inferiores den IC in alle drei
Unterstrukturen des ipsilateralen Corpus Geniculatum mediale (vergleiche Struktur 11 in

Abbildung 1 und Abbildung 2).

3.1.4. Corpus Geniculatum Mediale
Auf Hohe des Thalamus befindet sich die nachste Schaltstelle der zentralen
aufsteigenden Horbahn: der mediale Kniehdcker (Corpus Geniculatum mediale, MGB).
Er wird unterteilt in drei Substrukturen, den dorsalen (dAMGB, vergleiche Struktur 11.1 in
Abbildung 2), den ventralen (vVMGB, vergleiche Struktur 11.2 in Abbildung 2) und den
medialen MGB (mMMGB, vergleiche 11.3 in Abbildung 2). Diese Unterteilung wurde 1964
postuliert, nach einer Anfarbung des MGB von Katzen mit der Golgi Methode . Es
stellte sich heraus, dass es nicht nur histologische Unterschiede gibt, sondern auch
funktionelle. Die Substrukturen geben beispielsweise verschiedene Reizantworten auf
denselben Klangstimulus. Kvasnak et al. maflen verschiedene Reizantworten der
Neuronen. Auf eine Stimulation mit einem Reinton fanden sich vorwiegend ,onset”
Reizantworten im vMGB, wahrend im dMGB ,chopper* Reizantworten vorherrschten '),
Der Grolteil der Fasern aus dem ICC terminiert im vMGB, der prominentesten Struktur
in der Maus !"®. Sie macht den gréRten Teil des Volumens aus und behalt, als einzige
der drei Substrukturen, die tonotopische Ordnung bei. Die Neuronen aus ICP und ICX
werden dagegen eher im mMGB und dMGB verschaltet. Der dMGB, auch eine grofRe
Struktur, ist sehr komplex. Verschiedensten Zelltypen kommen verschiedene Aufgaben
zu. Er schickt auch Fasern zurick zum ipsilateralen ICX. Der mMGB empfangt
zusatzlich auch Fasern aus dem somatosensorischen System. Im Gegensatz zum IC
bilden linker und rechter MGB keine Verbindung. Untereinander sind ventraler, dorsaler
und medialer Teil allerdings verbunden. Von allen drei Substrukturen des MGB ziehen
die Fasern weiter zum ipsilateralen auditorischen Cortex. Viele Verbindungen bestehen
zwischen dem vMGB und den Schichten Il und IV, und Uber Kollaterale auch zu
Schicht | des primaren auditorischen Cortex. Der dorsale Anteil sendet Axone dagegen

eher in den sekundéren auditorischen Cortex (vergleiche Abbildung 2) 28719,

EINFLUSS WIEDERHOLTER LARMEXPOSITION AUF DIE AUSLOSUNG VON ZELLTODMECHANISMEN IN DER ZENTRALEN HORBAHN

DISSERTATION FELIX FROHLICH SEITE 10



EINLEITUNG

Der MGB ist die Schaltstation zwischen dem IC und dem Cortex. Er agiert als wichtige
Relay-Schaltstelle. Dabei kommt dem MGB mehr als eine reine Filterfunktion fur die
aufsteigende Horbahn zu. Gerade in der Verarbeitung komplexer Klange, wie
beispielsweise Sprache, spielt der MGB eine wichtige Rolle. Der MGB bearbeitet
Soundinformationen und moduliert sie. Der VvMGB Dbesitzt die feinste
Frequenzabstimmung des MGB. Bei Fledermausen ist dieses Frequenzdiskriminierung
im MGB sogar feiner und genauer als im Hoérerv selbst ¥ Der
Frequenzdiskriminierung wird eine Schllsselrolle im Sprachverstandnis zugeschrieben
2122 Gleichzeitig Gibernimmt der MGB eine Schliisselfunktion fiir Feedbackschleifen mit
dem auditorischen Cortex oder IC. Alle diese Funktionen werden durch Substrukturen
Ubernommen, denen verschiedene Aufgaben in der Soundinterpretation zukommen.
Die mediale Substruktur scheint sich vor allem flr Lernprozesse verantwortlich zu
zeigen, wie dem Erkennen von bekannten Klangen ?°. Fest zu halten bleibt, dass das
lemniscale System zwischen ICC und primaren auditorischen Cortex vor allem in der

ventralen Substruktur des MGB verschaltet wird %,
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Abbildung 2 — schematische vereinfachte Darstellung der Efferenzen und Afferenzen von
MGB und Al

Die Bezeichnung (b) bezieht sich auf die kontralaterale Lage im Vergleich zur gereizten
Cochlea. Dies ist in ,Abbildung 1 — schematische Darstellung der aufsteigenden
Hérbahn* auf Seite 7 gut nachzuvollziehen. Die drei Substrukturen dMGB (11.1b),
vMGB (11.2b) und mMGB (11.3b) erhalten ihren Input mal3geblich aus dem IC (7b), vor
allem aus dem zentralen Anteil. Aus allen drei MGB Substrukturen bestehen direkte
oder indirekte Verbindungen zu den sechs Schichten des auditorischen Cortex. Eine
besonders direkte Verbindung besteht zwischen vMGB und Schicht |V des Cortex
(Bordeaux-farbig hervorgehoben). Generell empfédngt Schicht 4 besonders viele
Nervenfasern. Weitere Afferenzen erhélt der Al aus den anderen, nicht-tonotopischen
Systemen, sowie vom Al der Gegenseite und dem kontra- und ipsilateral gelegenen
sekundéren auditorischen Cortex (All). Efferenzen verlassen den Al zuriick zum MGB
und IC, sowie zum All und tber das Corpus Callosum zum Al der Gegenseite

3.1.5.  Auditorischer Cortex
Der auditorische Cortex zahlt zu den komplexesten Strukturen der Hoérbahn. Sowohl
das lemniscale, als auch das extra-lemnsicale System werden hier verschaltet.
Gleichzeitig bestehen Verbindungen Uber das Corpus Callosum auf die Gegenseite.
Andere Fasertrakte stellen Verbindungen zum MGB oder IC her. Es werden

verschiedene Regionen unterschieden. Es gibt keine Ubereinstimmung, wie man den
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auditorischen Cortex aufteilen soll. Es gibt histologische Unterscheidungen, die sich
ausschlieRlich an den vorhandenen Zelltypen orientieren, und funktionale Einteilungen
[24 231 Zu den funktionalen Einteilungen zahlt der primare und sekundare auditorische
Cortex. In dieser Arbeit wurde der primare auditorische Cortex (Al) untersucht. Durch
eine Zellfarbung lassen sich histologisch die fur den Cortex typischen sechs Schichten
erkennen. Per Definition liegt die Schicht VI am weitesten medial, Schicht | ist zur
Kalotte am nachsten gelegen. Schicht | ist dinn und zellarm. Schicht Il und Schicht IlI
bestehen vor allem aus kleinen Pyramidenzellen, wobei die Zelldichte in Schicht Il
etwas hoher ist. Schicht IV besteht aus dichtgepackten Kérnerzellen. Diese Schicht ist
im auditorischen Cortex im Vergleich zum motorischen Cortex stark ausgepragt. Schicht
V besteht aus groflen Pyramidenzellen. In Schicht VI befinden sich verschiedene
Zelltypen und Interneuronen. Der primare auditorische Cortex ist tonotopisch aufgebaut.
Vor allem der vMGB sendet Axone zum Al, die groftenteils in Schicht IV verschaltet
werden. Die Schichten sind untereinander verknlUpft und haben sowohl inhibitorische,
als auch exzitatorische Funktion. Uber das Corpus Callosum sind die beiden Hirnhalften
auch miteinander verschaltet. Vom Al ziehen Fasern in viele andere Regionen. Der
grofite Output kommt aus den Schichten IV und V, die vor allem zum IC und MGB
zurlckziehen (vergleiche Abbildung 2 auf Seite 12).

Wahrend der primare auditorische Cortex vor allem auf Klang reagiert, sind die anderen
Strukturen [z.B.: sekundarer auditorischer Cortex (All)] auch mit anderen sensorischen

Systemen verschaltet. Hier findet dann keine rein akustische Verarbeitung mehr statt ©°®
18 24-28]

3.2. Pathophysiologie des Horsystems und Schwerhorigkeit
Diverse Pathologien sind bekannt, die zu einem Horverlust fuhren. Auf den folgenden
Seiten ist der Schwerpunkt auf Veranderungen durch Larm gesetzt. Besprochen

werden soll der Einfluss auf das Innenohr und die Horbahn.

3.21. Einfluss von Larm auf das Horsystem
Der Zusammenhang von Horverlust und Schalltrauma ist gut beschrieben und wird,
abgeleitet aus dem Englischen, als ,Noise-induced Hearing Loss* (NIHL) bezeichnet. In
der deutschsprachigen Literatur wird dagegen vom larminduzierten Horverlust
gesprochen. Dies stellt die haufigste Form der erworbenen Schallempfindungsstorung

dar. Ein Phanomen, das schon seit Jahrzehnten beforscht wird. Das Hauptaugenmerk
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lag dabei bisher vor allem auf Veranderungen der peripheren Strukturen, der Cochlea

und den Haarzellen.

3.2.1.1. Einfluss auf die Horschwelle

Eine Larmexposition fuhrt zu einer Abnahme der Horschwelle. Diese Abnahme setzt

normalerweise wahrend oder kurz nach der Exposition ein. Sie kann temporar sein und
sich vollstandig erholen. Unter Umstanden kommt es aber zu keiner vollstandigen
Wiederherstellung des urspringlichen Hoérvermodgens. Diese Verschiebung und
Regeneration ist abhangig von der Art, Dauer und Intensitat der Beschallung. Damit ist
einerseits die Amplitude des Schalls in Dezibel (SPL) und Expositionszeit gemeint, aber
auch das Frequenzspektrums des Larms. Natirlich spielt auch die personliche
Konstitution eine Rolle fur die Genese. Die Folgen einen Schalltraumas sind von
Individuum zu Individuum unterschiedlich. Verschiedene Faktoren scheinen dabei eine
Rolle zu spielen, unter anderem auch die Genetik *?. Die Hérschwellenverschiebung,
die wahrend und unmittelbar nach einer Beschallung auftritt, wird in der Literatur als
temporary threshold shift (TTS) bezeichnet. Wenn es zu einem bleibenden Horverlust
kommt, das heil3t, dass der Ausgangszustand nicht wiederhergestellt wird, nennt man
dies permanent threshold shift (PTS).

Nach einem Larmtrauma findet sich beim Menschen ein typisches Audiogramm mit der
sogenannten C5 Senke. Eine Abnahme der Hdérschwelle vor allem im Bereich von
4 kHz. Sowohl auf den hoheren als auch auf den tieferen Frequenzen ist die
Horschwelle weniger verschoben. Darin liegt ein entscheidender Unterschied zur
Presbyakusis, wo sich, je hoher die Frequenz, ein groRerer Horverlust findet.

Trotz des unterschiedlichen Tonaudiogrammes ahnelt das klinische Bild des
larminduzierten Horverlustes dem einer Presbyakusis. Das Sprachverstandnis ist kaum
eingeschrankt, so lange der Horverlust moderat bleibt und sich auf den
Frequenzbereich von 4 kHz beschrankt. Auch pathologisch gibt es einige

Gemeinsamkeiten, zum Beispiel den Funktionsverlust von Haarzellen 2?3,

3.2.1.2. Temporary Threshold Shift

Einem PTS als Folge von Larm geht immer ein eine temporare Verschiebung der

Horschwelle (TTS) voraus. Dieses TTS teilweise begleitet von Tinnitus, zum Beispiel
nach Besuch eines lauten Konzertes, zieht normalerweise keine anhaltenden
Veranderung der peripheren Strukturen oder der Haarzellen nach sich. Nach 24 bis

48 Stunden hat sich die Horschwelle oft wieder normalisiert. Mehrere, teilweise
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reversible Vorgange wurden beobachtet. Es wurden Veranderungen von Stereozilien
der aulReren und inneren Haarzellen, beziehungsweise der Haarzellhdhe beschrieben
32331 'Dje Haarzellen wurden verletzt, starben jedoch nicht ab, sondern konnten sich
teilweise wieder regenerieren. In anderen Studien wurde das Anschwellen des
Hornervs beobachtet °°!. Es gibt Hinweise auf mikrovasale Verénderungen nach einem
Larmtrauma: die Gabe von Pentoxifyllin, eine Substanz, die den Blutfluss unterstitzt,
konnte zu einer Abnahme des TTS filhren . Dariiberhinaus wurde die Zunahme von
reaktiven Sauerstoffspezien (ROS) beobachtet. Woher diese ROS stammen ist derzeit
unklar ®®. ROS reagieren selbst als freie Radikale oder reagieren mit anderen
Molekulen zu freien Radikalen. Sie kdnnen Zelltodmechanismen initiieren, die wiederum
dauerhafte Schaden einleiten kdnnten. Weiterhin wurde das temporare Anschwellen der
Stria Vascularis beobachtet. Die Schwellung erreichte zirka 24 Stunden nach dem
Schalltrauma ein Maximum und klang innerhalb von 7 Tagen wieder ab [
Offensichtlich kann das Anschwellen flr einen irreversiblen Zellschaden sorgen, so
dass es nach dem Abschwellen bei einem Funktionsverlust blieb. Es wurde die
Hypothese formuliert, dass die Veranderungen eines TTS durch Manifestation zu einem
PTS fuhren. Es darf bezweifelt werden, dass es sich um einen simplen monokausalen
Zusammenhang handelt. Eine Verschiebung des endocochledren Potentials nach
einem Larmtrauma scheint keinen Beitrag zu einem TTS zu leisten, sondern eher eine

Rolle bei der Entwicklung eines PTS zu spielen %!,

3.2.1.3. Einfluss auf die Haarzellen

Damit die zentralen Schaltstellen des Horens normal funktionieren kénnen, muss
gewahrleistet sein, dass der Rezeptor, der Cochlea und Hornerv verbindet, einwandfrei
funktioniert. Beim Ohr GUbernehmen die Haarzellen diese Aufgabe.

Intensiv hat man sich mit den Veranderungen der Cochlea nach einem Schalltrauma
auseinander gesetzt. Eine der frihsten Entdeckungen war das Absterben der duf3eren
Haarzellen nach einem Schalltrauma. Die aulieren Haarzellen werden von
larminduzierten Schadigungen am Meisten betroffen. Je nach Beschallungsmuster und

] Hamernik et al. stellten an

Intensitat verandert sich der Haarzellenuntergang
Chinchillas eine gute Korrelation zwischen Haarzellverlust und Hérverlust her 4. Sie
beschrieben, dass ein PTS bis 30 dB vor allem mit einem Verlust der &aufleren
Haarzellen einhergehe, erst danach fanden sie zerstorte innere Haarzellen. Dieser

Zusammenhang konnte aber nicht in allen Studien bestatigt werden. In einer anderen
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Studie wurde zwar ein Verlust der Haarzellen beschrieben, dieser korrelierte aber nur
mit moderatem Hoérverlust *31. Offensichtlich ist es nicht, wie lange vermutet, nur der
Haarzellverlust, der zum Horverlust fihrt. Es gibt Studien, die einen Zusammenhang
zwischen der Aktivitat der Haarzellen und dem Horverlust bei Ratten herzustellen

versuchten 41,

Es wurde die Hypothese postuliert, dass Haarzellen des
niederfrequenten Bereichs ein Larmtrauma Uberleben, aber ihre auditorische Funktion
einbulen. Die Haarzellen des hochfrequenten Bereichs neigen dagegen eher zum
Zelltod. Offensichtlich kann ein Haarzellverlust auch ohne Verschiebung der
Horschwelle auftreten, so lange die verbleibenden Haarzellen den Verlust ausgleichen

konnen 1,

Die genauen Mechanismen, die zum Haarzellenschwund und
Funktionsverlust fuhren, bleiben dagegen unklar. Bisher wurden sowohl nekrotische als
apoptotische Vorgange beschrieben ¢,

Die Zusammenhange von irreversiblem Haarzelluntergang und Hoérverlust sind
Erklarungshypothesen fur einen anhaltenden Horverlust. Nach einer ein monatigen
Beschallung von 10 Stunden taglich mit einer Intensitat von 105 dB SPL fand sich kein
signifikanter Haarzellverlust, obwohl die Horschwelle zwischen 25-40 dB verschoben
war. Nach 3 Monaten Beschallung wurde in derselben Studie einen moderater Verlust
von inneren und auflleren Haarzellen beschrieben. Erst nach 7 Monaten Beschallung
fand die Forschungsgruppe eine gute Korrelation von Haarzellverlust und Horverlust.
Nach 15 monatiger Beschallung (iberstieg der Haarzellverlust den Horverlust 2.
Offensichtlich stellt sich der Haarzellverlust erst Tage bis Wochen nach Traumabeginn
ein, und bildet sich abhangig von der Beschallungsintensitat, Beschallungsdauer und
posttraumatischen Uberlebenszeit aus.

Andere Forschungsgruppen versuchten das Absterben der Haarzellen genauer zu
terminieren. Sie beschallten Chinchillas mit 108 dB SPL fir 75 Minuten und
untersuchten vom selben Tier die linke und rechte Cochlea in einem Abstand von
vierzehn Tagen: links unmittelbar nach dem Trauma und rechts am 14. Tag
posttraumatisch; beziehungsweise auf der linken Seite 14 Tage nach der Beschallung
und auf der verbleibenden rechten Seite am 28. Tag nach dem Trauma. Man fand, dass
der Schweregrad der histopathologischen  Auspragung gut mit der
Beschallungsfrequenz und dem Untersuchungszeitpunkt korrelierte. Das Spektrum
umfasste unversehrte, geschwollene und degenerierte Haarzellen. Es wurde folgender
Progress beobachtet: zu Beginn waren ausschlieBlich die auReren Haarzellen in den
basalen Windungen betroffen. Nach 14 Tagen hatte sich der Schaden auf die inneren
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Haarzellen, die Stutzzellen und Nervenzellen derselben Windung ausgebreitet,
gleichzeitig fanden sich Lucken anstelle der betroffenen duf3eren Haarzellen. AuRerdem
waren nun benachbarte, vor allem apikal liegende, aulere Haarzellen von der
Degeneration betroffen. Nach 28 Tagen wurden zu der nach 14 Tagen untersuchten
Gruppe keine elementaren Unterschiede mehr gefunden . Andere Gruppen fanden,
dass 5 Minuten nach einem 75 Sekunden dauernden Impulstrauma mit 155 dB SPL,
etwa 5% der Haarzellen morphologische Anderungen zeigten. 30 Minuten nach dem
Trauma hatte sich diese Zahl bereits auf 20% erhéht .. Wieder andere Gruppen
fanden verschiedene Mechanismen als Grundlage des Haarzelluntergangs, je nach
Intensitat der Beschallung. Bei einer Beschallung mit 104 dB SPL war die Summe aus
akut nekrotischen, apoptotischen und bereits gestorbenen Zellen immer gleich. Dieses
Phanomen wurde bis zum spatesten Untersuchungszeitpunkt (30 Tage nach dem
Trauma) beobachtet. Bei einer Beschallung mit 108 dB SPL nahm die Summe aus akut
nekrotischen, apoptotischen und abgestorbenen Zellen mit der Zeit zu. Es fanden sich
am ersten posttraumatischen Tag nur 50 Zellen, die entweder tot oder im Begriff zu
sterben waren. Am 30. posttraumatischen Tag war diese Summe auf 5000 gestiegen

91 Andere lichtmikroskopische Analysen fanden auch Hinweise darauf, dass der

Degenerationsprozess 4 Wochen nach dem Trauma noch anhalten kénnte 7.
Elektronenmikroskopische Analysen bestatigten diese Annahme ',

Die genannten Mechanismen koénnten als Erklarung fur eine permanente
Horschwellenverschiebung dienen. Eine temporare Horschwellenverschiebung lasst
sich damit allerdings nicht erklaren. Die zu Grunde liegenden Mechanismen fir eine
temporare Hodrschwellenabnahme sind also an anderer Stelle und nicht im
Haarzellenuntergang zu suchen.

Laute Beschallungen scheinen zu einer Minderdurchblutung der Cochlea zu fuhren. Die
Malperfusion hat ihren Ursprung in Vasokonstriktionen, vor allem der Kapillaren der
Basilarmembran und der Spiralganglienzellen 2. Die verminderte Perfusion resultiert in
oxidativem Stress und Bildung freier Radikale . Vor allem die energieverbrauchenden
Strukturen sind anfallig fur die toxische Wirkung der freien Radikale. Der Energiebedarf
der bewegungsfahigen aulleren Haarzellen ist vergleichsweise grol3. Dies konnte eine
Erklarung sein, weshalb sie durch hohen Schalldruck besonders angegriffen werden %,
Andere Untersuchungen zeigten, dass der Haarzellenuntergang durch eine reine
Ischamie, provoziert durch ein temporares Kappen der zufuhrenden Blutgefalde, einen
anderen zeitlichen Verlauf nahm. Bis zum vierten postischdmischen Tag fanden sich
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keine morphologischen Veranderungen. Gleichzeitig schienen, im Gegensatz zum
Larmtrauma, vor allem die inneren Haarzellen sehr sensibel auf Sauerstoffmangel zu
reagieren *°.

Weitere Fragen konnten bisher nicht schlissig beantwortet werden. Fur larmassoziierte
Phanomene wie Hyperakusis, Tinnitus und Recruitment gibt es nach wie vor nur
Erklarungshypothesen. Klar wird, dass die lange geglaubte Annahme, larminduzierte
Schwerhorigkeit sei Folge des Absterbens der Haarzellen der Cochlea, als Erklarung fur
psychoakustische Phanomene nicht ausreicht. Erst Recht nicht, wenn sie temporarer
Natur sind. Die fortlaufende Forschung stellt fest, dass sich weitaus komplexere

Veranderungen, vor allem in den zentralen Strukturen, einstellen.

3.2.1.4. Einfluss auf die zentralen Strukturen des Horens

Es ist bekannt, dass ein veranderter Input zu Veranderungen in den sensorischen
Systemen fuhrt. Besonders grold scheint dieser Effekt in Wachstums- und
Entwicklungsphasen zu sein. Von anderen Sinnessystemen wei® man, dass
Deprivation zu Veranderungen zentraler Strukturen fuhrt. Hubel und Wiesel fanden
beispielsweise Veranderungen der Zellantworten im visuellen Cortex und der Sehbahn
nach einseitiger Erblindung von jungen Katzchen %,

Tatsache ist, dass sich die Haarzellen nach einem Schalltrauma verandern. Damit
verandert sich auch die Reizweiterleitung; im Falle von zerstdrten Haarzellen fallt diese
aus.

Altere Studien haben gezeigt, dass Vertdubung zu morphologischen Veranderungen
der Horbahn fuhrt. Diese Veranderungen sind umso eindricklicher, wenn sie wahrend
der frihen Entwicklung entstehen. Im Mausversuch fanden sich verkleinerte Zellen im
VCN und im medialen Kerngebiet des Lateralen Lemniscus bei fehlender akustischer
Stimulation nach der Geburt ®”1. Mehrfach wurden auch die zentralen Veranderungen
nach Cochlea Ablation beschrieben, wie die Abnahmen von Zellzahl und Zelldichte °*
®l  Die Veranderungen der Morphologie fanden sich auch in den klinischen
Untersuchungen wieder. Es konnte eine starke Korrelation zwischen Anzahl der
Spiralganglienzellen des Nervus Cochlearis und der Amplitudenhdhe der Welle | der
Hirnstammaudiometrie nach Vergiftung der Cochlea mit Neomycin gezeigt werden ©"..
Die Auswirkungen akustischer Uberstimulation auf die Haarzellen wurden bereits
angesprochen. Akustische Uberstimulation und Haarzellverlust wirkt sich auch auf die

zentralen Strukturen des HoOrens aus: es fand sich eine Korrelation zwischen
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Haarzellverlust und Veranderungen im Nucleus Cochlearis nach Beschallung mit hohen
Schalldriicken ®. Akustische Uberstimulation fiihrte zu einem Hérnervenfaserverlust,
der, genauso wie der Untergang der inneren Haarzellen, gut mit der Degeneration im
ventralen Nucleus Cochlearis korrelierte. In derselben Studie wurden auch
Degenerationen in tieffrequenten Bereichen des CN, im SOC und im IC gezeigt. Dabei
handelt es sich um Bereiche, die von unbeschadigten Haarzellen innerviert wurden ©3.
Nicht alle Regionen des CN reagieren gleich auf ein Schalltrauma. Obwohl Feng et al.
beobachtet hatten, dass nach einer Woche alle duReren Haarzellen verschwunden
waren, fanden sie im PVCN erst acht Wochen nach dem Schalltrauma eine signifikante
Volumenabnahme. In derselben Struktur konnten sie zum selben Zeitpunkt auch einen
signifikanten Verlust der Nervenfasern nachweisen ®. Weiter wurde gefunden, dass
sich der auditorische Cortex bei chronischer moderater Schallexposition neu organisiert,
sogar wenn es zu keinem messbaren Horverlust kommt 1©°°°1,

Es gibt Hinweise darauf, dass nicht nur der Haarzellenuntergang zu Veranderungen in
den Schaltstellen der Horbahn fuhrt. Unmittelbar nach einer einmaligen Schallexposition
wurde schon ein signifikanter Zellverlust im VCN beobachtet 7.

Die Methode der mechanischen Kompression im Kleinhirnbrickenwinkel |asst die
Haarzellen intakt und affektiert nicht die Blutversorgung der Cochlea. Funf Wochen
nach der Kompression konnten physiologische und morphologische Veranderungen
des CN festgestellt werden. Die Neuronenanzahl im DCN und PVCN hatte statistisch
signifikant abgenommen, im AVCN war sie gleich geblieben 8. Der Einfluss von
defekten Haarzellen auf diesen Prozess konnte weitestgehend gering gehalten werden,
da diese Wochen nach der Kompression noch funktionsfahig waren [
Interessanterweise fand sich ausgerechnet im AVCN, also in der Struktur, die von der
mechanischen Vertaubung nicht betroffen gewesen war, nach intensiver Beschallung
ein Neuronenverlust "%,

Umgekehrt konnte gezeigt werden, dass die neuronale Degeneration der Cochlea auch
von zentralen Strukturen ausgehen kann. Diese Erkenntnis beruht auf der Abnahme
von Spiralganglienzellen, nachdem der Hornerv im Kleinhirnbrickenwinkel Tage bis

Wochen zuvor verletzt worden war ",

3.2.1.5. Einfluss auf die Apoptose

Apoptose, beziehungsweise programmierter Zelltod, ist eine aktive und physiologische

Form des Zelluntergangs. Eine erhdohte Apoptose ist vor allem in Wachstums- und
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Entwicklungsphasen festzustellen. Sie spielt aber auch eine Rolle nach Insulten, nach
Ischamien, nach Hypoxie oder Exposition von Noxen und Strahlung. Eine apoptotische
Zelle hat klassischerweise morphologische und biochemische Charakteristika, die man
beim Nachweis ausnutzt 2. Die unphysiologische Form des Zelluntergangs, die der
Apoptose gegeniibersteht, ist die Nekrose [,

Die Veranderungen der Schlusselstrukturen der Horbahn durch Deprivation wurde
schon mehrmals erwahnt. Hiermit hat man auch den Axonenuntergang und die
Zelldichtenabnahme Wochen nach einem akustischen Trauma erklart. Von anderen
Sinnessystemen weily man, dass programmierter Zelltod einen Beitrag zu diesem
Verlust leisten kann. Sowohl in der Riechbahn als auch in der Sehbahn konnte ein
Zusammenhang zwischen Zelltodkaskaden und Deprivation gezeigt werden. Das
chirurgische Zunahen eines Nasenfligels sorgte mit der Zeit fir einen konstanten
Anstieg der Apoptoseraten ! Ganz spezifisch fanden sich Apoptosemechanismen in
der Riechbahn nach Entfernung des olfaktorischen Bulbus ™! In Ratten fanden sich in
der Sehbahn nach einseitiger Erblindung signifikant mehr apoptotische Zellen, die sich
nicht nur durch Deprivation erklaren lieRen "®. Dass Apoptose auch in der Horbahn
nach Schalltraumata eine Rolle spielt, wurde bereits gezeigt ['” 8.

Die meisten Studien haben sich mit Veranderungen durch Larm nach Wochen bis
Monaten beschaftigt. Zeitpunkte, zu denen der Haarzellverlust strukturelle
Konsequenzen nach sich gezogen haben konnte. Unsere Gruppe fand Hinweise, dass
Deprivation aufgrund von Haarzellverlust nicht der einzige Mechanismus sein kann, der
zu einem Zellverlust fuhrt. Unmittelbar nach Beschallung fand sich im ventralen Nucleus
Cochlearis, der ersten Schaltstelle der Hoérbahn, ein signifikanter Zelldichtenverlust
gegeniiber der unbeschallten Kontrolle ") Weitere Untersuchungen zeigten, dass

diesem Zellverlust Apoptose als Mechanismus zu Grunde liegen koénnte 7.

3.3. Fragestellung
FUr die meisten Formen der Schwerhdrigkeit steht keine kurative Therapie zur
Verfugung. Eine Therapie der Wahl bei larminduzierter- oder Altersschwerhorigkeit
bleiben apparative Horhilfen. Oft verwendet man stark verstarkende Modelle, die mehr
als 115 dB SPL amplifizieren. Dadurch wird die Horschwelle haufig wieder erreicht. Die
Belastung des Horsystems infolge des hohen Schalldruckpegels ist jedoch
moglicherweise  bedenklich. Die psychoakustischen Defizite, beispielsweise

schlechteres Sprachverstehen im Stérgerausch, werden durch diese Therapie oftmals
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nicht behoben. Dies ist einer der Grinde, warum man eine Beteiligung zentraler
Strukturen am Krankheitsbild der larminduzierten Schwerhdrigkeit vermutet. Deshalb
werden in der vorliegenden Arbeit Veranderungen in zentralen Schaltstellen der
Horbahn (VCN, DCN, ICC, mMGB, dMGB, vMGB und Al) infolge von Larmeinflissen
untersucht.

Durch die vorliegende Untersuchung sollen Antworten und Diskussionsansatze fur

folgende Fragen gegeben werden:

1. Inwieweit verschlechtert ein Larmtrauma die Horschwelle bei bereits durch Larm

vorgeschadigten Individuen?

2. Welchen Einfluss hat ein Larmtrauma auf die neuronale Apoptose in zentralen

Schaltstellen einer durch Larm vorgeschadigten Horbahn?

3. Welche Ruckschlisse sind aus den Ergebnissen auf die Therapie mit stark

verstarkenden Horgeraten bei larminduzierter Schwerhorigkeit zu ziehen?
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4 Methodik

4.1. Larmexposition
23 adulte Mause im Alter von 6 bis 15 Wochen beider Geschlechter des NMRI (Naval
Medical Research Institut) Stamms mit voll ausgereiftem Horsystem wurden fir die
Experimente verwendet. Die behdrdliche Genehmigung fur die Tierversuche (G
0416/10) erfolgte am 24.03.2011. Dabei wurden 12 Tiere fur die histologischen
Untersuchungen verwendet und 11 Tiere auf ihre Normalhorfahigkeit getestet. Es
wurden alle Anstrengungen unternommen, um Schmerz und Unbehagen der Tiere so
gering wie mdglich zu halten.
Der Test auf Normalhorfahigkeit erfolgte mittels BERA (Brainstem Evoked Response
Audiometry). Zwei annahernd gleich starke Versuchsgruppen wurden zufallig gebildet
und larmexponiert. Die Tiere wurden entweder einmal beschallt und 14 Tage nach der
Erstbeschallung untersucht (,Einfachtrauma®) (Nhistologie = 6 UNd Ngera = 5), oder 7 Tage
nach Erstexposition demselben Schallmuster ein zweites Mal ausgesetzt und weitere
7 Tage spater untersucht (,Doppeltrauma®) (NHistologie = 6 UNd Ngera = 6) (Siehe
Abbildung 3).

Einfachtrauma Beschallung Untersuchung
Doppeltrauma Beschallung Beschallung Untersuchung
I I I
<" % @

Abbildung 3 — Beschallungsmuster der Versuchsgruppen

Das Schallmuster war fir alle Versuche gleich. Fur den Versuch wurden die Tiere mit
Ketamin [5%, 60 mg/kg KG (Korpergewicht) (DeltaSelect, Pfullingen, Deutschland)] und
Xylazin [2%, 6 mg/kg KG (Bayer HealthCare, Leverkusen, Deutschland)] narkotisiert.
5 Minuten nach der Injektion wurden die Wirkung der Narkose durch eine Reaktion auf
einen taktilen Reiz getestet. Reagierte die Maus nicht auf das leichte Kneifen in den
Full konnte mit der Beschallung begonnen werden. Anderenfalls wurden 20% der
Anfangsdosis nachinjiziert und die Wirkung wurde erneut getestet. Die
Korpertemperatur wurde wahrend des ganzen Versuches durch ein Heizkissen

(Thermolux CM 15 W, Acculux, Murrhardt, Deutschland), auf welchem die Mause
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wahrend der Versuchsdurchfihrung lagen, aufrecht gehalten. In einer flr diesen Zweck
konstruierten larmdammenden (frequenzspezifisch mindestens 60 dB SPL
Abschwachung) Kammer (80 cm x 80 cm x 80 cm) wurde in einem Abstand von etwa
10 cm oberhalb der Tiere ein Lautsprecher (HTC 11.19, Visaton, Haan, Deutschland)
befestigt. Die Kammer war von innen beleuchtet. Mit einer Videokamera wurde die
Narkosetiefe Uberwacht. Bei Bedarf wurden 50% der Initialdosis zur Aufrechterhaltung
der Narkose nachinjiziert. Ein Audioverstarker (Tangent AMP-50; Aulum, Danemark)
war an den Lautsprecher angeschlossen und beschallte die Tiere fur 3 Stunden mit
115 dB SPL. Es wurde ein auf DVD gebranntes wei3es Breitbandrauschen mit einem
Frequenzband von 5-20 kHz Uber einen DVD-Spieler prasentiert. Die Lautstarke
wurde Uber einen Sound Level Meter (Voltacraft 329; Conrad Elektronic, Hirschau,
Deutschland) kalibriert. Die Temperatur in der Kammer betrug durch die Heizstrahlung
des Kissens, der Videokamera und der Leuchtstoffrohre konstant zwischen 36 und
37 °C.

4.2. Messung des frequenzspezifischen Horverlustes
Der frequenzspezifische Horverlust wurde mittels Hirnstammpotentialen friher Latenz,
also bis 10 Millisekunden nach Stimulusgabe, gemessen. Diese Technik wird als
Auditory Brainstem Responses (ABR) bezeichnet. Synonym verwendet man Brain
Evoked Response Audiometry (BERA).

4.21. Versuchsaufbau
Vor der ersten Larmexposition und am Tag der Untersuchung, also zwei Wochen nach
der ersten Beschallung, wurde die Horschwelle definiert. Fir diesen Zweck wurde unter
der oben beschriebenen Narkose eine frequenzspezifische (4, 8, 12, 16 und 20 kHz)
Hirnstammaudiometrie (BERA) der Tiere vorgenommen. Dazu wurde derselbe
Versuchsaufbau wie fir die Beschallung verwandt: die Tiere befanden sich in derselben
Kammer auf einem Heizkissen unterhalb eines Lautsprechers. Der Klangstimulus
(200 ms Pulslénge, 2,5 Hz Pulsfrequenz) wurde mittels eines Sinuswellen-Generators
(Modell SSU2, Werk fur Fernmeldewesen, Berlin, Deutschland) bei verschiedenen
Lautstarken auf beide Ohren appliziert. Die dargebotenen Frequenzen wurden parallel
kontrolliert (Fluke 1941A Digital Counter, Scarborough, Ontario, Canada) und
gegebenenfalls angepasst. Die Elektroden wurden mit Nadeln subdermal am Vertex

(Messelektrode), am Mastoidknochen (Referenzelektrode) und an einem Ful} (Erdung)
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befestigt. Die reizkorrelierten Hirnstammpotentiale wurden mit einem Viking IV®

Measurement System (Viasys Healthcare, Conshohocken, Pennsylvania, USA)
aufgezeichnet und ausgewertet. Das intraoperative Viking Messsystem mald die
Hirnstammantworten wahrend der ersten 10 Millisekunden nach der Reizung und
verstarkte (um den Faktor 100°000), filterte (Bandbreite 0,15 — 3 kHz) und mittelte aus
300 Wiederholungen die Ergebnisse. Flr jede einzelne Frequenz wurden Messungen
bei vier verschiedenen Lautstarken durchgeflhrt. Die reproduzierbaren Reizantworten
waren intensitatsabhangig und ergaben ein evoziertes Summenpotential.

Typischerweise findet man bei Welle V die grof3te Amplitude. Das Auftreten dieser
Welle V korrespondiert mit der Horschwelle, die gleichzusetzen ist mit dem leisesten
Ton, der noch ein Potential provoziert. Fur die Berechnung der Horschwelle wurden
ausschlielich Intensitaten verwendet, die dem linearen Arbeitsbereich der beteiligten

Strukturen zugeordnet werden konnten.

4.2.2. Errechnen des Horverlustes

Zur Berechnung der Amplituden-Wachstumsfunktion wurde die grofdte Differenz der y-
Werte zwischen dem Minimum des Komplexes der Wellen IV /V und dem Maximum
des Wellenkomplexes IV /V herangezogen. Sofern diese Wellen nicht zu trennen
waren, wurden sie gemeinsam betrachtet. Diese Differenz anderte sich mit der
Schallintensitat, denn die Wellenamplitude nahm mit der Lautstarke zu. Eine
frequenzspezifische Amplituden-Wachstumsfunktion (Input-Output-Funktion) wurde aus
den generierten Daten errechnet und eine Regressionsgerade wurde in den linearen
Teil der Funktion eingeflgt. Die frequenzspezifische Horschwelle konnte errechnet
werden, indem die Steigungsgerade Uber den linearen Teil der Wachstumsfunktion
hinaus bis zum y-Achsenabschnitt extrapoliert wurde. Die y-Achse stellte dabei die
Lautstarke dar und die x-Achse reprasentierte die Amplitudendifferenz. Im Anschluss
wurden die Mittelwerte der Hoérschwellendifferenzen der Versuchsgruppen fir jede
Frequenz ausgewertet. Die Ergebnisse zeigen den relativen Horverlust der
doppelbeschallten Tiere zur einfachbeschallten Gruppe.

Die Datenverteilung wurde mittels des Kolmogoroff-Smirnow-Tests auf dem Niveau
p < 0,05 bestimmt. Bei vorliegender Normalverteilung wurde ein t-Test fur unabhangige
Stichproben zur Signifikanzbestimmung durchgefuhrt. Auch dabei betrug der Fehler
erster Art p <0,05. Fur alle statistischen Berechnungen wurde das Programm SPSS
(Version 10.0, SPSS Inc., Chicago lllinois, USA) verwendet.
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4.3. Histologische Bestimmung der Zelltodmechanismen
Um die Hauptfragestellung dieser Arbeit zu beantworten wurden histologische
Schnittpraparate der Gehirne aller Versuchsgruppen angefertigt und die Zelldichten der

sich in Zelltodmechanismen befindlichen Neuronen darin bestimmt.

4.3.1. Praparation der Gehirne
Die 12 Tiere, die fur die histologischen Untersuchungen ausgewahlt worden waren,
wurden am Tag der Untersuchung mit der doppelt bis dreifachen Initialdosis der oben
beschriebenen Narkose anasthesiert. Dies erfolgte um ein Aufwachen zu verhindern.
Die Wirksamkeit der Anasthesie wurde nach demselben Schema, namlich durch die
Reaktion auf Kneifen in den Ful3, getestet. Sobald die Wirksamkeit festgestellt worden
war, wurden die Tiere durch Klebestreifen an den Vorderbeinen in Ruckenlage in einer
Kunststoffwanne fixiert. Mit Beendigung der Schnappatmung wurde der Bauchraum
eroffnet. Mit einer Schere wurde nun, unterhalb des Brustbeines entlang des
Rippenbogens, die Haut und das darunter liegende Gewebe durchtrennt. Rostral des
Schnittes prasentierte sich das Zwerchfell, aullerdem zeigten sich auf Schnitthdhe die
Leber und etwas kaudaler der Darm. Als nachstes wurde das Zwerchfell durchtrennt.
Der Brustkorb wurde entfernt um das schlagenden Herz und die Hohlvenen
darzustellen. Die linke Herzkammer wurde am Apex zur Perfusion mit einer Kantle
angestochen, die vorgeschoben und in der richtigen Position fixiert wurde. Mittels
Uberdruckpumpe (0,1 bar) wurden nun 20 ml isotone Kochsalzlésung (NaCl 0,9%) pro
Minute appliziert. Gleichzeitig wurde ein kiinstlicher Ausgang herznah am Ubergang
von Vena Cava und Herzbeutel geschaffen, damit das Blut abflieRen konnte. Es wurde
so lange mit Kochsalzlésung gespdlt, bis sich die Leber deutlich hell prasentierte und
die austretende Flussigkeit klar war. Es folgte die Applizierung der Fixierungslosung
(4% Paraformaldehyd in PBS 0,2 M) durch dieselbe Apparatur. Aufgrund der
eintretenden Starre, die sich besonders deutlich an den Extremitaten zeigte, konnte
eine gleichmaRige Fixierung festgestellt werden. Als nachstes wurde das Tier mittels
Schere dekapitiert, die Haut des Kopfes wurde auf der Schadeldecke entfernt und die
Kalotte wurde vorsichtig gespalten. Es prasentierte sich makroskopisch der IC, der als
Orientierung verwendet wurde. Die Gehirne wurden vorsichtig aus dem Schéadel
herausprapariert und anschlielend zum Transport und zur Aufbewahrung in der
Fixierungslésung bis zur Einbettung aufbewahrt. Zur weiteren histologischen

Aufbereitung erfolgte die Einbettung des Gehirns in Paraffin in einem Einbettautomaten
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(Leica EG 1160 Histoemmbedder, Leica Microsystems, Wetzlar, Germany). Dies
erfolgte extern im Institut fir Pathologie des Unfallkrankenhauses Berlin (UKB,
Deutschland).

4.3.2. Erstellen der Gehirnschnitte
Die geblockten Gehirne wurden mit einem Mikrotom (Euromex Prazisions Minot
Rotationsmikrotom MT.5505, Holland) in der Transversalebene in 10 um dicke Slices
geschnitten. Immer zwei aufeinanderfolgende Slices wurden abwechselnd auf jeweils
einen Objekttrager aufgetragen. Pro Objekttrager wurden zwischen 6 und 10 Slices
platziert. Auf einem Objekttrager befanden sich alternierend die Schnitte 1-2, 5-6, 9-10,
etc. beziehungsweise die Schnitte 3-4, 7-8, 11-12, etc. Die Objekttrager wurden vor der
Benutzung jeweils eine Minute in 100% Ethanol und anschlielend zwei Mal in Aqua bi-
destilliert (Aqua bi-dest) entfettet und gereinigt. Nach nachtlicher Trocknung folgte eine
Beschichtung mit 1% Gelatine Losung. Fur diesen Zweck wurden 2,5 gr Gelatine (Carl
Roth, Karlsruhe, Deutschland) und 0,25 gr Chrom(lll)-Kaliumsulfat-Dodecahydrat (Carl
Roth, Karlsruhe, Deutschland) in 250 ml Aqua bi-dest unter standigem Ruhren bei 60°
Celsius geldst. Die gereinigten Objekttrager wurden kurz in diese Losung eingetaucht
und anschlieRend mindestens 24 Stunden zum Trocknen gelagert, bevor sie verwendet

wurden.

4.3.3. TUNEL Farbung

Fur die Farbungen wurden nie aufeinanderfolgende Slices verwendet, um das doppelte
Auftauchen derselben Zelle in verschiedenen Schnitten zu verhindern. Zum Apoptose-
Nachweis wurde eine TUNEL-Farbung (TdT-mediated dUTP-biotin nick end labeling; In
Situ Cell Detection Kit-POD, Roche, Mannheim, Deutschland) durchgefuhrt. Diese
Farbung markiert ein 3’-OH Ende des Desoxyribonukleinsdure-Stranges, wie es bei der
Apoptose typischerweise durch Endonukleasen entsteht "%,

Die Schnitte wurde zur Enparaffinierung jeweils zwei Mal 10 Minuten in Rotihistol (Carl
Roth, Karlsruhe, Deutschland) getaucht und anschlieRend je 5 Minuten in einer
absteigenden Ethanolreihe (90% und 70%) und destilliertem Wasser rehydriert. Mit
einem Lackstift (Roti-Liquid Barrier Marker, red, Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland)
wurden die zu farbenden Schnitte umrandet, um eine Flussigkeitsbarriere zu schaffen.
Es folgte fiir 10 Minuten eine Vorbehandlung % mit Proteinase K (20,5 ug/ml in 10 mM
Tris-HCL, pH 7.5, 100 pl pro Schnitt) um die Zellmembranen zu permeabilisieren. Die
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Positivkontrolle wurde dann 10 Minuten mit 70 yl DNAse | recombinant (100 U/ml;
Roche, Mannheim, Deutschland) inkubiert um DNA-Strangbriche zu provozieren. Die
anderen Schnitte wurden derweil mit 50 yl PBS (phosphatgepufferte Salzl6sung)
betraufelt, um ein Austrocknen zu verhindern. Nach dreimaligen Tauchen in PBS
wurden zur Reduzierung von falsch-positiven Ergebnissen die endogenen Nukleasen
mit 3% H20, (geldst in Methanol) geblockt. Dazu wurde jeder Schnitt fir 5 Minuten mit
50 pyl der Losung betraufelt. Nach erneutem Tauchen in PBS (3 Mal) wurde die
Negativkontrolle mit 50 pyl Label Solution (Roche, Mannheim, Deutschland), einem
Nukleotidgemisch, betraufelt. Dieses Nukleotidgemisch funktioniert als Aktivator fir das
TUNEL Enzym, welches fur die Negativkontrolle nicht beigemischt wird. Die Label
Solution enthalt Flourescein-dUTP (deoxyuridin-triphosphatase) und ungebundenes
dNTP (deoxyribonukleotid) geldst in einem Reaktionsgemisch (200 mM Kalium
Diamethylarsin, 25 mM Tris-HCI, 1 mM CoCl,;, 0.25 mg/ml Rinderserumalbumin,
pH 6.6). Diese Label Solution war vor dem Auftragen 1:2 mit PBS verdinnt worden. Die
anderen Schnitte, inklusive der Positivkontrolle, wurden mit 50 pl TUNEL reaction
mixture (Roche, Mannheim, Deutschland) bedeckt. Diese reaction mixture entstand
durch Vermengung von 1350 ul der 1:2 verdinnten Label Solution mit 50 ul der Enzym
Solution. Die Enyzm Solution enthadlt das eigentliche TUNEL-Enzym. Die terminal
deoxynucleotidyl transferase (TdT), die Substanz die an das zerschnittene 3°-OH der
DNA Ende bindet, wird in folgendem Reaktionsgemisch geliefert: 60 mM
Kaliumphosphat (pH 7.2 bei 4 °C), 150 mM Kaliumchlorid, 1 mM 2-Mercaptoethanol,
0,5% Triton X-100 und 50% Glycerol. Die Schnitte wurden mit passend
zugeschnittenem Laborfilm (,Parafilm®), der mit dem Lack eine wasserundurchlassige
Barriere schloss, bedeckt. Maximal acht Objekttrager wurden zur selben Zeit bei 37 °C
in einer dunklen feuchten Kammer fir 60 Minuten inkubiert. Die Kammer bestand aus
einer kleinen Plastikbox, die mit in destilliertem Wasser getranktem Filterpapier
ausgelegt wurde. Auf einer trockenen Erhéhung wurden die Objekttrager gelagert. Die
Box wurde verschlossen und fur die Dauer der Inkubierung in ein 37 °C warmes
Wasserbad gestellt. Um eine lichtmikroskopische Analyse zu erméglichen, wurden die
Schnitte nach dreimaligen Waschen in PBS in derselben Kammer unter neu
zugeschnittenen Laborfilm fur 30 Minuten mit 50 pl Converter POD (Roche, Mannheim,
Deutschland) inkubiert. Dieser Anti-Flourescein Antikorper ist mit Meerrettich
Peroxidase konjugiert und bindet an die Zellen, an denen sich die TUNEL-Reaktion
abgespielt hat. Nach erneutem dreimaligen Eintauchen in PBS wurden flr 10 Minuten
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pro Schnitt 50 pyl 3,3°-Diaminobenzidin (DAB) (Roche, Mannheim, Deutschland) als
Substrat flir die Meerrettich Peroxidase aufgetragen. Die TUNEL-positiven Zellen
erschienen nun in einem braunlichen Farbton. Die Schnitte wurden ein letztes Mal nach
derselben Prozedur in PBS gewaschen, kurz in destilliertes Wasser getaucht, und fur
jeweils 1 Minuten einer aufsteigenden Alkohol Serie (70%, 90% und 100%-Isopropanol)
zur Dehydrierung ausgesetzt. Nach 1 Minute in Rotihistol war der Barrierelack
abgewaschen und die Schnitte wurden bis zum Eindeckelen mit Roti-Histokitt® (Carl

Roth, Karlsruhe, Deutschland) in Rotihistol gelagert.

Tabelle 1 — Das Vorgehen der TUNEL Farbung schematisch und chronologisch

1. RotiHistol® (Carl Roth, Karlsruhe, Germany) 10 min

2. RotiHistol® (Carl Roth, Karlsruhe, Germany) 10 min

3. Ethanol 90% 5 min

4. Ethanol 70% 5 min

5. Aqua dest. 5 min

6. Schnitte markieren mit Rotilack® (Carl Roth, Karlsruhe, Germany)

7. 100 pul Proteinase K pro Schnitt 10 min

8. Spulen mit PBS

9. Positivkontrolle: 70 yl DNAse Rekombinant (Roche Mannheim, Germany)
Restliche Schnitte mit PBS betraufeln 10 min

10.Spullen mit PBS

11.50 pl H,O2 — Methanol pro Schnitt 5 min

12.Spullen mit PBS

13.Zusammen in feuchter Kammer: 60 min

Negativkontrollen 50 pl Label Solution 1:2 pro Schnitt
Restliche Schnitte 50 pyl TUNEL reaction mix pro Schnitt
14.Spullen mit PBS

15.50ul Converter POD pro Schnitt in feuchter Kammer fir 30 min
16.Spulen mit PBS
17.50ul DAB Substrat 10 min

18.Spullen mit PBS
19.Spullen mit Aqua dest.
20.Ethanol 70% 1 min

EINFLUSS WIEDERHOLTER LARMEXPOSITION AUF DIE AUSLOSUNG VON ZELLTODMECHANISMEN IN DER ZENTRALEN HORBAHN

DISSERTATION FELIX FROHLICH SEITE 28



METHODIK

21.Ethanol 90% 1 min
22.Isopropanol 100% 1 min
23.RotiHistol® (Carl Roth, Karlsruhe, Germany) 1 min
24.RotiHistol® (Carl Roth, Karlsruhe, Germany) zum Lagern, max 15 min

25.Eindeckeln in Roti HistoKitt® (Carl Roth, Karlsruhe, Germany) und trocknen

lassen

4.3.4. Analyse der Farbung

Die Schnitte wurden 24 Stunden nach der Farbung lichtmikroskopisch betrachtet (Carl
Zeiss, Axiovert 25C, Deutschland) und unter 250-facher Vergrofierung mit einer
digitalen Spiegelreflexkamera (Canon Eos D20, Japan) farbig abfotografiert. TUNEL-
positive Zellen " wurden im VCN, in der fusiformen Zellschicht des DCN, im ICC, im
medialen-, ventralen- und dorsalen MGB (vMGB, mMGB und dMGB), sowie in
Zellschichten 1-VI des primaren auditorischen Cortex (Al I-VI) analysiert. Fur alle
Bildbearbeitungen wurde Adobe Photoshop (Adobe Photoshop CS3 Extended, Version
10.0, 2007, USA) verwendet. Aus den Bildern wurden definierte Ausschnittgro3en
(VCN: 0,22 mm x 0,17 mm; DCN: 0,16 mm x 0,1 mm; ICC: 0,45 mm x 0,33 mm; vMGB:
0,21 mm x 0,39 mm, dMGB: 0,21 mm x 0,2 mm; mMGB: 0,1 mm x 0,39 mm; Al:
0,05 mm x 0,39 mm) ausgeschnitten. Die Cortex- und MGB-Strukturen waren aus
mehreren  Einzelbildern zusammengefugt worden, bevor die Ausschnitte
herausgeschnitten wurden. Alle Ausschnitte wurden mittels ,Autokontrast® kalibriert
(siehe Abbildung 4, Abbildung 5, Abbildung 6 und Abbildung 7 auf den Seiten 30 - 32)
und anschlieRend an einem 22“ Monitor (p2210, DELL, Texas, USA) in Farbe manuell
ausgezahlt.

Eine TUNEL-positive Zelle war definiert durch eine klare Kontrastabhebung gegenuber
der Umgebung, umrandet von einem helleren Saum (siehe Abbildung 8 auf Seite 32).
Es wurden ausschlieldlich Zellen gezahlt, die komplett im Ausschnitt sichtbar waren. Pro
Struktur und Tier wurden zwischen 2 und 12 Schnitte ausgewertet. Insgesamt wurden
pro Gruppe und pro Struktur zwischen 22 und 40 Schnitte in die statistsche Auswertung

einbezogen.
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Abbildung 4 - Ausschnitte eines linken Nucleus Cochlearis

Zu sehen ist ein TUNEL-gefarbter linker Nucleus Cochlearis eines Tieres der
Doppeltrauma-Gruppe. Die Ausschnitte des VCN (0,22 mm x 0,177 mm) und DCN
(0,176 mm x 0,1 mm) wurden mittels Autokontrast hervorgehoben.
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Abbildung 5 — linker und rechter IC mit ICC Ausschnitten

Zu sehen sind der linke und rechte Colliculus Inferior einer TUNEL-gefarbten Maus der
zwei Wochen nach Einfachexposition untersuchten Gruppe. Die auszuwertenden
Ausschnitte (0,45 mm x 0,33 mm) wurden mittig in den ICC positioniert und mittels
Autokontrast hervorgehoben.

Abbildung 6 — Ausschnitte eines rechten MGB

Zu sehen ist ein rechter medialer Kniehdcker eines Tieres der Doppeltrauma-Gruppe.
Die Ausschnitte des dorsalen (0,21 mm x 0,2 mm), des medialen (0,7 mm x 0,39 mm)
und des ventralen MGB (0,21mm x 0,39 mm) wurde mittels Autokontrast
hervorgehoben.
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Abbildung 7 — Ausschnitte der sechs Schichten eines linken primaren auditorischen
Cortex

Abgebildet ist der linke primére auditorische Cortex eines Tieres der Doppeltrauma-
Gruppe. In jede der sechs Schichten wurde mittig ein gleich groBer Ausschnitt (0,05 mm
x 0,39 mm) gelegt und mittels Autokontrast hervorgehoben.
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Abbildung 8 — zwei TUNEL positive Zellen

Zu sehen ist ein Ausschnitt eines DCN einer Maus der Doppeltrauma-Gruppe. Der
Ausschnitt wurde mittels Autokontrast bearbeitet. Die beiden TUNEL-positiven Zellen
wurden jeweils mit einem Sternchen markiert.
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4.3.5. Statistik

Alle statistischen Analysen wurden mit den ausgezahlten Werten vorgenommen, erst
danach wurden die Mittelwerte der Anzahl der TUNEL-positiven Zellen aller Ausschnitte
auf mm? normiert. Die Ergebnisse aller Strukturen wurden mittels Boxplot auf AusreiRer
gepruft. Werte, die sich aulerhalb der 1,5 fachen und innerhalb der 3 fachen
Whiskerlange befanden, wurden einzeln gepruft. Die Beibehaltung oder Eliminierung
dieser Werte hatte keine Auswirkung auf die Signifikanzen der Ergebnisse. Werte, die
sich aulerhalb der dreifachen Whiskerlange befanden, wurden als Extremwert
betrachtet, ebenfalls einzeln gepruft und flossen nicht in die statistische Berechnung
ein, sofern sie als falsch-positiv gewertet wurden.

Die Datenverteilung des CN und IC wurde mit dem Kolmogorow-Smirnow-Test auf
Poisson- und Normalverteilung geprift. Die Mittelwerte der Anzahl TUNEL-positiver
Zellen wurden bei Normalverteilung mittels t-Test auf signifikante Unterschiede gepruft.
Entsprachen die Daten weder einer Poisson- noch einer Normalverteilung, wurde der
Mann-Whitney-Test (U-Test) angewendet. Dabei wurden jeweils die Ergebnisse der
Doppeltrauma- mit denen der Einzeltrauma-Gruppe verglichen. Der Fehler erster Art
solite zur Ablehnung der Nullhypothese p<0,05 betragen, was dem gewahlten
Signifikanzniveau entspricht. Zur Berechnung des Kolmogorow-Smirnow-Tests, des t-
Tests und des Mann-Whitney-Tests wurde das Programm SPSS (SPSS 10.0; SOSS
Inc. Chicago, IL, USA) benutzt. Auf Grund der Datenverteilung im CN und IC wurden
die Mittelwerte der Anzahl TUNEL-positiver Zellen auf signifikante Unterschiede mittels
t-Test oder U-Test gepruft. Die im MGB und Cortex erhobenen Daten zeigten eine
Poisson-Verteilung und der p-Wert wurde mithilfe der Software ,R“ (R-project, R
Development Core Team, GNU Gereal Public License) Uber den Binomial-Test
berechnet '®2. Zur Berechnung wurde der Befehl ,binom.test(xi, X2, Xa/xs)* des
Programmes R herangezogen. x1 war dabei die Summe aller TUNEL-positiven Zellen
einer Gruppe einer Struktur; x, die Summe der TUNEL-positiven Zellen beider Gruppen
derselben Struktur; x3 war die Anzahl der Schnitte, aus denen x; ausgezahlt worden
war; x4 war die Gesamtanzahl der ausgezahlten Ausschnitte beider Gruppen der

jeweiligen Struktur.
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5 Ergebnisse

5.1. ABR-Aufzeichnungen
5 Mause der einfachbeschallten Gruppe wurden zur Héruntersuchung herangezogen, 6
doppelbeschallte Tiere wurden untersucht. In Diagramm 1 wurde der Hoérverlust in dB
der doppelbeschallten Tiere im Vergleich mit der einfachbeschallten Gruppe fur die
getesteten Frequenzen aufgetragen. Es fand sich ein Horverlust, der auf dem Niveau
p<0,05 bei 8 kHz, 12 kHz und 20 kHz signifikant war. Signifikante Unterschiede wurden

im Diagramm 1 mit einem Sternchen markiert.
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Diagramm 1 - Horverlust der doppel- gegeniiber der einfachbeschallten Gruppe

Aufgetragen wurde der Hobverlust (in Dezibel SPL) und Standardfehler fiir die
gemessenen Frequenzen (4, 8, 12, 16 und 20 kHz) der Doppeltrauma-Gruppe (graue
Balken) gegeniiber der Einfachtraumagruppe (Referenzlinie 0 dB). Signifikante
Unterschiede wurden mit einem Sternchen markiert. Die BERA Messung wurde am Tag
der Sakrifizierung, also 7 Tage nach Zweittrauma beziehungsweise 14 Tage nach
Ersttrauma durchgefiihrt.

Bei einer Tonhdhe von 4 kHz betrug der gemittelte Horverlust der Doppeltrauma-
Gruppe gegenuber der Einfachtrauma-Gruppe 7,50 dB (Standardfehler 7,83 dB). Dies
war nicht signifikant (p=0,429). Im selben Versuch mit 8 kHz fand sich ein
durchschnittlicher Horverlust von 16,93 dB mit einem Standardfehler von 7,39 dB. Im t-
Test errechnete sich p=0,045 und damit ein statistisch signifikanter Horverlust. Noch
deutlicher war der Horverlust bei 12 kHz, er betrug 19,27 dB (Standardfehler 5,28 dB).
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Dies war signifikant (p=0,013). Im Bereich von 16 kHz wurde ein durchschnittlicher
Horverlust von 14,07 dB gemessen mit einem Standardfehler von 10,44 dB. Im t-Test
errechnete sich kein signifikanter Horverlust (p=0,195). In der hdchsten getesteten
Frequenz, also 20 kHz, wurde ein mittlerer Horverlust von 14,53 dB (Standardfehler
5,57 dB) gemessen, der mit p=0,04 einen signifikanten Unterschied darstellt. Diese
Ergebnisse wurden, im Vergleich mit einer weiteren Versuchsgruppe, bereits

veroffentlicht B3,

5.2. Nucleus Cochlearis
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Diagramm 2 - TUNEL-Zelldichten des VCN

Mittelwert der Anzahl TUNEL-positiver Zellen pro Flédche der beiden untersuchten
Gruppen mit Standardfehler. Es fand sich kein signifikanter Unterschied auf dem Niveau
p<0,05.

28 Ausschnitte (Npoppeirauma=4) des VCN der Doppeltrauma-Gruppe wurden ausgezahlt,
danach wurde ein Wert als Extremwert eliminiert. Durchschnittlich fanden sich 3,37
TUNEL-positive Zellen pro Ausschnitt (Standardabweichung +2,11 Zellen/Ausschnitt).
In derselben Struktur wurden in der Einfachtrauma-Gruppe zwei Werte als Ausreilder
identifiziert, wodurch sich die Anzahl der Ausschnitte auf 28 reduzierte (Nginfachtrauma=4)-
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Hier wurden etwas weniger, durchschnittlich 2,79 Zellen gezahlt (Standardabweichung
12,43 Zellen/Ausschnitt). Mittels Kolmogorow-Smirnow-Test wurde die Datenverteilung
errechnet. Im anschlielenden t-Test errechnete sich p=0,347 fur den VCN. Dieses

Ergebnis ist auf dem Niveau p<0,05 nicht signifikant.
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Diagramm 3 — TUNEL-Zelldichten des DCN

Mittelwert der Anzahl TUNEL-positiver Zellen pro Fldche der beiden untersuchten
Gruppen mit Standardfehler. Es fand sich kein signifikanter Unterschied auf dem Niveau
p<0,05.

In den DCN Ausschnitten der Doppeltrauma-Gruppe wurden in 31 Ausschnitten
(Npoppeltrauma=4) durchschnittlich 2,16 TUNEL-positive Zellen gezahlt
(Standardabweichung %1,71). In denselben Ausschnitten der Einfachtrauma-Gruppe
fanden sich in 32 Schnitten (Nginfachtrauma=4) durchschnittlich 2,06 Zellen, bei einer
Standardabweichung von £1,70. Aufgrund der Normalverteilung (Kolmogorow-Smirnow-
Test) wurde der t-Test zur Signifikanzbestimmung herangezogen. Es errechnete sich
p=0,819.

Sowohl im ventralen als auch im dorsalen Nucleus Cochlearis fand sich also keine

signifikante Erhdhung der TUNEL-positiven Zellen der doppelbeschallten Gruppe
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gegenuber der 2 Wochen nach Einfachtrauma untersuchten Gruppe. In Diagramm 2
und Diagramm 3 wurden die Ergebnisse als Balkendiagramm visualisiert, dazu wurde
der Mittelwert der TUNEL-positiven Zellen und der Standardfehler pro mm? errechnet
und aufgetragen. Im VCN betrug die Zelldichte der TUNEL-positiven Zellen in der
Doppeltrauma-Gruppe 90,11 Zellen/mm? (Standardfehler +10,88 Zellen/mm?) in der
Einzeltraumagruppe 74,48 Zellen/mm?(Standardfehler +12,33 Zellen/mm?).

Im DCN errechnete sich 135,08 Zellen/mm? (Standardfehler 19,25 Zellen/mm?) fiir die
Doppeltrauma-Gruppe und 128,90 Zellen/mm? (Standardfehler +18,81 Zellen/mm?) fiir

die Einzeltrauma-Gruppe.

5.3. Colliculus Inferior
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Diagramm 4 — TUNEL-Zelldichten des ICC

Mittelwerte der Anzahl TUNEL-positiver Zellen pro Flédche der beiden untersuchten
Gruppen mit Standardfehler. Es fanden sich keine signifikanten Unterschiede auf dem
Niveau p<0,05.

28 Schnitte (n=4) der Doppeltrauma-Gruppe wurden ausgewertet. Durchschnittlich
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wurden 5,21 Zellen/Ausschnitt gezahlt. In den 38 Ausschnitten (n=4) der
Einfachtrauma-Gruppe fanden sich im Mittel 5,18 TUNEL-positive Zellen
(Standardabweichung 4,04 Zellen/Ausschnitt). Es wurden keine Extremwerte
eliminiert. Die normalverteilten Daten (Kolmogorow-Smirnow-Test) wurden mittels t-Test
auf signifikante Unterschiede auf dem Niveau p<0,05 getestet. Es errechnete sich
p=0,978. Eine Zweitbeschallung verandert die Anzahl der TUNEL-positiven Zellen im
ICC also nicht signifikant. In Diagramm 4 wurden die Mittelwerte der Anzahl TUNEL-
positiver Zellen pro mm? graphisch dargestellt. Die TUNEL-Zelldichte der
Einfachtrauma-Gruppe betrug 34,91 Zellen/mm?, die der Doppeltrauma-Gruppe
35,11 Zellen/mm?. Zusatzlich wurde fir beide Gruppen der Standardfehler
eingezeichnet, der in der Einfachtrauma-Gruppe 4,41 Zellen/mm? und in der

Doppeltrauma-Gruppe 5,95 Zellen/mm? betrug.

5.4. Corpus Geniculatum Mediale
Aufgrund der Poisson-Verteilung (Kolmogorow-Smirnow-Test) der Daten im Corpus
Geniculatum Mediale wurden die Unterschiede der Mittelwerte der Anzahl der TUNEL-
positiven Zellen mit der Binomial Formel auf Signifikanz gepriift 2.,
5.4.1. Dorsale Substruktur des MGB

Die durchschnittliche Anzahl der TUNEL-positiven Zellen der Doppeltrauma-Gruppe ist
gegenuber der Einzeltrauma-Gruppe im dorsalen Anteil des medialen Kniehdckers
signifikant erhoht (p=0,0067). Errechnet wurde dieser Wert aus 31 Schnitten der
Doppeltrauma-Gruppe (Npoppeitrauma=4) und 33 Schnitten der 2 Wochen nach
Einfachtrauma untersuchten Gruppe (Neinfachtrauma=9). In jeder Gruppe war ein
Extremwert eliminiert worden, was die Aussage nicht veranderte. In der Doppeltrauma-
Gruppe waren durchschnittich pro Ausschnitt 1,10 TUNEL-positive Zellen
(Standardabweichung +1,14 Zellen) gezahlt worden. In der Einfachtrauma-Gruppe lag
dieser Wert bei 0,48 Zellen pro Ausschnitt (Standardabweichung
+0,67 Zellen/Ausschnitt). Fir Diagramm 5 wurden diese Ergebnisse auf mm?
hochgerechnet und graphisch dargestellt. Die mittlere Zelldichte der TUNEL-positiven
Zellen der Doppeltrauma-Gruppe betrug 26,11 Zellen/mm?. Der Standardfehler von
+4,86 Zellen/mm? wurde eingezeichnet. Fiir die Einfachtrauma-Gruppe errechnete sich

eine Zelldichte von 11,54 Zellen/mm?(Standardfehler +2,77 Zellen/mm?).
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Diagramm 5 — TUNEL-Zelldichten des dorsalen MGB

Mittelwerte der Anzahl TUNEL-positiver Zellen pro Flédche der beiden untersuchten
Gruppen mit Standardfehler. Es fand sich ein signifikanter Unterschied auf dem Niveau
0,001<p<0,01 (p=0,0067). Dies wurde mit zwei Sternchen markiert.

5.4.2. Mediale Substruktur des MGB
In der medialen Substruktur des MGB fand sich eine signifikante Erhéhung der mittleren
Anzahl der TUNEL-positiven Zellen der Doppeltrauma-Gruppe gegenuber der
2 Wochen nach Einfachtrauma untersuchten Gruppe (p=0,0008). Ausgezahlt und fur
die Statistik verwendet wurden 30 Ausschnitte der Doppeltrauma-Gruppe
(Npoppeitrauma=4) sowie 38 Ausschnitte der Einfachtrauma-Gruppe (Neinfachtrauma=4).
4 Werte der Doppeltrauma-Gruppe und 2 Werte der Einfachtrauma-Gruppe wurden als
Extremwerte bewertet und fur die statistische Analyse nicht verwendet. Die Eliminierung
dieser Werte hatte keinen Einfluss auf die Signifikanz des Ergebnisses. Es fanden sich
pro Ausschnitt im Mittel, nach Eliminierung der Extremwerte, 0,42 TUNEL-positive
Zellen (Standardabweichung 0,64 Zellen/Ausschnitt) in der Einfachtrauma-Gruppe und
1,13 TUNEL-positive Zellen (Standardabweichung 0,86 Zellen/Ausschnitt) in der

Doppelgruppe. In Diagramm 6 wurden die Ergebnisse des medialen MGB
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veranschaulicht. Dazu wurden die Zelldichten auf mm? umgerechnet und der
Standardfehler eingezeichnet. Fur die Doppeltrauma-Gruppe errechneten sich
29,06 Zellen/mm? und ein Standardfehler von +4,03 Zellen/mm?. Die TUNEL-Zelldichte
der Einfachtrauma-Gruppe betrug 10,80 Zellen/mm? bei einem Standardfehler von

+2 67 Zellen/mm?.
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Diagramm 6 — TUNEL-Zelldichten des medialen MGB

Vergleich der Mittelwerte der Anzahl TUNEL-positiver Zellen pro Fldche mit
Standardfehler der untersuchten Gruppen. Der Unterschied war auf dem Niveau
p<0,001 signifikant und wurde mit drei Sternchen gekennzeichnet (p=0,0008).
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5.4.3. Ventrale Substruktur des MGB
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Diagramm 7 — TUNEL-Zelldichten des ventralen MGB

Vergleich der Mittelwerte der Anzahl TUNEL-positiver Zellen pro mm? mit
Standardfehler der beiden untersuchten Gruppen. Der signifikante Unterschied
(p=0,001) auf dem Niveau 0,001<p<0,01 ist mit zwei Sternchen gekennzeichnet.

In der Pars Ventralis des MGB errechnete sich aus 29 Ausschnitten (1 Extremwert ist
eliminiert worden) der Doppeltrauma-Gruppe (Npoppeitrauma=4) und 34 Ausschnitten
(2 Extremwerte sind eliminiert worden) der Einzeltrauma-Gruppe (Nginzeltrauma=9) €in
signifikanter Unterschied der Anzahl der TUNEL-positiven Zellen pro Flache (p=0,001).
Die Eliminierung der Extremwerte wirkte sich nicht auf die Aussage des Ergebnisses
aus. Die signifikante Erhdhung der TUNEL-positiven Zellen der Doppeltrauma-Gruppe
gegenuber der 2 Wochen nach Einzeltrauma untersuchten Tiere wird in Diagramm 7
dargestellt. Pro Ausschnitt fanden sich in der Doppeltrauma-Gruppe im Mittel
1,24 Zellen, was 15,15 Zellen/mm? entspricht. Die Standardabweichung betrug
10,99 Zellen pro Ausschnitt, im Diagramm 7 wurde der Standardfehler von
+2,24 Zellen/mm? dargestellt. In der Einzeltrauma-Gruppe wurden durchschnittlich

0,35 Zellen pro Ausschnitt gezahlt (Standardabweichung +0,60 Zellen/Ausschnitt), was
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einer Zelldichte von 4,30 Zellen/mm? und einem Standardfehler von +1,25 Zellen/mm?

entspricht.

5.5. Primarer Auditorischer Cortex
Genau wie im MGB zeigte sich im primaren auditorischen Cortex eine Poisson
Verteilung (Kolmogorow-Smirnow-Test) der Daten. Die Signifikanzen wurden hier wie
im MGB Uber die Binomial Formel berechnet ¥2. Es wurde ein Boxplot Test zur
Feststellung der Extremwerte durchgefuhrt. Nach Prifung konnte ausgeschlossen
werden, dass es sich um falsch-positive Werte handelte. Keiner der Extremwerte wurde

fur die statistischen Berechnungen herausgenommen.
5.5.1.  Schicht | des Primaren Auditorischen Cortex
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Diagramm 8 — TUNEL-Zelldichten der Schicht | des Al

Vergleich der Mittelwerte der Anzahl TUNEL-positiver Zellen pro Fldche mit
Standardfehler der untersuchten Gruppen. Der Unterschied war auf dem Niveau
0,001<p<0,01 signifikant und wurde mit zwei Sternchen markiert (p=0,001).

39 Schnitte (Npoppeirauma=4) der Doppeltrauma-Gruppe und 28 Schnitte (Neinzeitrauma=4)

der Einzeltrauma-Gruppe wurden in Schicht | des Al ausgewertet. Extremwerte waren
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keine eliminiert worden. Durchschnittlich fanden sich 0,87 TUNEL-positive Zellen
(Standardfehler 0,157 Zellen/Ausschnitt) in den Ausschnitten der Doppeltrauma-
Gruppe und 0,25 TUNEL-positive Zellen (Standardfehler +0,122 Zellen/Ausschnitt) in
der Einzeltrauma-Gruppe. Der Mittelwert der TUNEL-positiven Zellen der
Doppeltrauma-Gruppe war gegenuber der Einzeltrauma-Gruppe signifikant erhdht
(p=0,001). Fiir Diagramm 8 wurden die Ergebnisse auf mm? umgerechnet. Die
veranschaulichten Werte betragen 44,71 Zellen/mm? (+8.032 Zellen/mm?) in der
Doppeltrauma-Gruppe und 12,82 Zellen/mm?  (+6,256 Zellen/mm?) in  der

Einfachtrauma-Gruppe

5.5.2. Schicht Il des Primaren Auditorischen Cortex
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Diagramm 9 — TUNEL-Zelldichten der Schicht Il des Al

Mittelwerte der Anzahl TUNEL-positiver Zellen pro Flédche der beiden untersuchten
Gruppen mit Standardfehler. Es fanden sich keine signifikanten Unterschiede auf dem
Niveau p<0,05.

Kein signifikanter Unterschied fand sich im Vergleich der Mittelwerte der Anzahl
TUNEL-positiver Zellen in der Schichtll des Al (p=0,5198). Untersucht wurden

33 Schnitte der Einfachtrauma-Gruppe, die von 5 verschiedenen Tieren stammten, mit
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40 Schnitten der Doppeltrauma-Gruppe (Npoppeltrauma=4). Pro Ausschnitt fanden sich
durchschnittlich 0,33 Zellen (Standardfehler +0,094 Zellen/Ausschnitt) in der
Einfachtrauma-Gruppe und 0,25 Zellen (Standardfehler £0,086 Zellen/Ausschnitt) in der
Doppeltrauma-Gruppe. Die Ergebnisse wurden auf mm? umgerechnet und in
Diagramm 9 veranschaulicht. 12,82 Zellen/mm? (4,403 Zellen/mm?) errechneten sich
in der Doppeltrauma-Gruppe, 17,09 Zellen/mm? (+4,821 ZeIIen/mmz) betrug die

errechnete Zelldichte der Einfachtrauma-Gruppe.

5.5.3. Schicht lll des Primaren Auditorischen Cortex
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Diagramm 10 — TUNEL-Zelldichten der Schicht lll des Al

Vergleich der Mittelwerte der Anzahl TUNEL-positiver Zellen pro Flache der
untersuchten Gruppen mit Standardfehler. Der Unterschied war auf dem Niveau
0,001<p<0,01 signifikant und wurde mit zwei Sternchen markiert (p=0,005).

Durchschnittlich 0,574 TUNEL-positive Zellen (Standardfehler £0,189 Zellen/Ausschnitt)
wurden in den 40 Ausschnitten der Doppeltrauma-Gruppe (Npoppeitrauma=4) gezahlt. Dies
war signifikant mehr (p=0.005) als in der Einzeltrauma-Gruppe, wo sich im Mittel
0,171 Zellen (Standardfehler +0,077 Zellen/Ausschnitt) pro Ausschnitt fanden. Das
Ergebnis der Einfachtrauma-Gruppe wurde aus den Daten von 35 Ausschnitten aus

5 Tieren ausgewertet. Die Ergebnisse der Schichtlll wurden in Diagramm 10
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visualisiert. Dazu wurden die Zelldichten und der Standardfehler auf mm? umgerechnet:
Die Zelldichte der Doppelgruppe betrug 29,49 TUNEL-positive Zellen/mm?
(29,700 Zellen/mm?). In der Einfachtrauma-Gruppe errechnete sich ein Wert von
8,791 Zellen/mm? (£3,925 Zellen/mm?).

5.5.4. Schicht IV des Primaren Auditorischen Cortex
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Diagramm 11 — TUNEL-Zelldichten der Schicht IV des Al

Vergleich der Mittelwerte der Anzahl TUNEL-positiver Zellen pro Fldche mit
Standardfehler der Versuchsgruppen. Es fanden sich keine signifikanten Unterschiede
auf dem Niveau p<0,05.

40 Ausschnitte der Schicht IV der Doppeltrauma-Gruppe (Npoppeitrauma=4) des Al wurden
ausgewertet und mit den Ergebnissen aus 36 Ausschnitten der Einzeltrauma-Gruppe
(Peinzetrauma=5)  verglichen. Durchschnittlich fanden sich 0,575 Zellen/Ausschnitt
(Standardfehler  +0,156 Zellen/Ausschnitt) in der Doppeltrauma-Gruppe, was
29,49 Zellen/mm? (Standardfehler +7,98 Zellen/mm?) entspricht. Damit gab es keinen
signifikanten Unterschied (p=0,251) zur Einzeltrauma-Gruppe, bei der sich im Mittel
0,389 Zellen/Ausschnitt (Standardfehler +0,170 Zellen/Ausschnitt) fanden, was einer
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durchschnittichen Anzahl von 19,94 TUNEL-positiven Zellen/mm? (Standardfehler
+8,735 Zellen/'mm?)  entspricht. Diese Ergebnisse wurden in Diagramm 11

veranschaulicht.
5.5.5. Schicht V des Primaren Auditorischen Cortex
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Diagramm 12 — TUNEL-Zelldichten der Schicht V des Al

Vergleich der Mittelwerte der Anzahl TUNEL-positiver Zellen pro Fldche mit
Standardfehler der Versuchsgruppen. Es fanden sich keine signifikanten Unterschiede
auf dem Niveau p<0,05.

Es wurden jeweils 39 Ausschnitte der beiden Gruppen (Npoppeitrauma=4, NEinzeltrauma=9)
ausgewertet. Durchschnittlich fanden sich 0,462 TUNEL-positive Zellen/Ausschnitt
(Standardfehler £0,142 Zellen/Ausschnitt) in der Doppeltrauma-Gruppe. Umgerechnet
auf mm? entspricht dies 23,67 Zellen/mm? (Standardfehler +7,259 Zellen/mm?). In der
Einzeltrauma-Gruppe wurden in Mittel 0,333 TUNEL-positive Zellen pro Ausschnitt
gezahlt (Standardfehler £0,099 Zellen/Ausschnitt). Fur die Darstellung in Diagramm 12
wurde dieser Wert auf die Flache in mm? umgerechnet, was 17,09 Zellen/mm?
(Standardfehler +5,102 Zellen/mm?) entspricht. Der Unterschied zwischen den beiden

Gruppe war nicht signifikant (p=0,4731).
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5.5.6. Schicht VI des Primaren Auditorischen Cortex
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Diagramm 13 — TUNEL-Zelldichten der Schicht VI des Al

Vergleich der Mittelwerte der Anzahl TUNEL-positiver Zellen pro Fldche mit
Standardfehler der Versuchsgruppen. Es fanden sich keine signifikanten Unterschiede
auf dem Niveau p<0,05.

In Diagramm 13 sind die Mittelwerte der Anzahl TUNEL-positiver Zellen aus
40 Schnitten der Doppeltrauma-Gruppe (Npoppeitrauma=4) und 35 Schnitten der
Einfachtrauma-Gruppe (Nginzeirauma=9) aufgetragen. Es wurden durchschnittlich
0,350 Zellen pro Ausschnitt in der zweifach beschallten Gruppe (Standardfehler
10,105 Zellen/Ausschnitt) gezahlt und 0,286 Zellen pro Ausschnitt in der 2 Wochen
nach Einfachtrauma untersuchten Gruppe (Standardfehler £0,105 Zellen/Ausschnitt).
Umgerechnet auf mm? entsprechen diesen Werten 17,95 Zellen/mm?
(+5,369 Zellen/mm?, Doppeltrauma-Gruppe) und 14,65 Zellen/mm? (+5,389 Zellen/mm?,
Einzeltrauma-Gruppe). Es fand sich kein signifikanter Unterschied zwischen den

untersuchten Gruppen (p=0,686).
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6 Diskussion

6.1. Die Bestimmung der frequenzspezifischen Horschwelle

Zur Bearbeitung dieser Aufgabenstellung wurde die Schwelle der frihen akustisch
evozierten Potentiale ermittelt. Die Antwort besteht aus funf Wellen, die romisch
nummeriert werden. Jede Welle wird als Reizantwort einer anatomischen Struktur
interpretiert ®. Analysiert werden die Amplituden und Latenzzeiten der Wellen. Dieses
objektive Verfahren ist nichtinvasiv und wird durch Drogen oder Medikamente, zum
Beispiel durch eine Anasthesie, nicht beeinflusst. Welle | und Welle Il spiegeln beim
Menschen ausschliellich die Reizantwort des Nervus Cochlearis wider. Welle | stellt
den peripheren Anteil, also Haarzellennah, Welle Il den mittleren Anteil des Nervens
dar. Die Wellen Ill bis V sind die vermischten Reizantworten mehrerer anatomischer
Strukturen, trotzdem geht der Grofteil immer nur von einer Struktur aus. Welle Il
reprasentiert die Reaktion des Nucleus Cochlearis. Der Welle IV wird die Antwort der
kontralateralen Oberen Olive zugeschrieben. Welle V soll die Reaktion des Lateralen
Lemniscus genau am Ubergang zum kontralateralen Colliculus Inferiores darstellen.
Dies ist eine gelaufige Interpretation der Wellen fur den Menschen. Aufgrund der
unterschiedlichen Anatomie beim Tier andert sich die Interpretation der BERA
Messung. Bei Katzen zum Beispiel ist der auditorische Nerv kirzer. Bei ihnen wird nur
Welle | durch den achten Hirnnerv generiert. Welle Il entspricht dann bereits der
Reizantwort des Nucleus Cochlearis ° #!. Das Verfahren eignet sich somit zur sicheren
Berechnung einer frequenzspezifischen Horschwellenverschiebung. Eine genauere
Lokalisation einer Pathologie in der Maus wird dadurch jedoch erschwert.

Bei der Betrachtung der frequenzspezifischen Horschwelle der Untersuchungsgruppen
konnte ein Horverlust der doppelbeschallten Gruppe gegenuber einfachbeschallten
Tieren in allen getesteten Frequenzen festgestellt werden. Dieser Horverlust war bei
den Frequenzen 8 kHz, 12 kHz und 20 kHz statistisch signifikant.

Eine singulare Beschallungen mit einem 10 kHz Ton der Intensitat 115 dB SPL fuhrte
bei 3 Stunden Beschallung in einer anderen Untersuchung zu einem permanenten

Horverlust gegeniiber einer unbeschallten, normalhérenden Kontroligruppe ©¢ 871, |

n
einer weiteren Studie wurden ABR Messungen von Mausen direkt und eine Woche
nach einem 3 stindigen Breitbandrauschen (5-20 kHz) mit 115 dB SPL durchgeflihrt
und mit den pratraumatischen Ergebnissen verglichen. Die Tiere, die unmittelbar nach

dem Trauma gemessen wurden, horten auf allen gemessenen Frequenzen signifikant
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schlechter. Es hatte sich ein temporarer Horverlust eingestellt. Nach einer Woche
Regeneration hatte sich der Horverlust gegenuber der akut gemessenen Gruppe
signifikant verbessert. Die pratraumatische Hoérschwelle wurde jedoch nicht mehr
erreicht, es hatte sich ein PTS ausgebildet. Je nach Frequenz bezifferte sich der
gemessene Horverlust, der eine Woche nach dem Trauma gemessenen Tiere, auf
Werte zwischen 33 dB und 42 dB im Vergleich zur unbeschallten Kontroligruppe ®°.
Eine weitere Gruppe wurde, genau wie in dieser Arbeit, zwei Wochen nach einem
Einzeltrauma gemessen. Im Vergleich zur unbeschallten Kontrolle hatte sich die
Horschwelle je nach Frequenz zwischen 26 dB und 44 dB verschoben. Es fand sich
kein signifikanter Unterschied zur Gruppe, die eine Woche nach dem Larmtrauma
gemessen wurde ®®!. Diese Ergebnisse sind im Einklang mit den Ergebnissen anderer
Forschungsgruppen, die in BERA Messungen Horschwellenverschiebungen von 60 dB
eine Woche und zwei Wochen nach einem 4 Stunden anhaltenden singularen
Larmtrauma mit 120 dB SPL fanden %,

In der vorliegenden Arbeit wurde jedoch nur der Hoérverlust einer Zweitbeschallung
gegenuber einer Einzelbeschallung getestet. Der Vergleich mit unbehandelten
Kontrolltieren wurde nicht durchgefihrt. In den Ergebnissen ist zu erkennen, dass sich
7 Tage nach der Zweitbeschallung ein Horverlust messen lie. Die Unterschiede der
Horschwellen sind aber moderat und nur auf 3 getesteten Frequenzen signifikant. In
absoluten Zahlen fand sich in der hier vorliegenden Arbeit ein Horverlust zwischen
7,5 dB und 19,27 dB.

In der bereits zitierten Studie untersuchten Grdschel und Kollegen zuséatzlich den
Einfluss einer Zweitbeschallung auf die Verschiebung der Horschwelle von
normalhdérenden Tieren. Es wurden die Daten, die auch fur diese Arbeit verwendet
wurden, zusatzlich in Bezug zu einer unbeschallten normalhérenden Kontrollgruppe
gesetzt. Um den Fehler erster Art bei mehr als einem Test bei p<0,05 zu halten,
verschiebt sich das Signifikanzniveau. Dies erklart mathematisch, weshalb nur bei
12 kHz ein statistisch signifikanter Unterschied gegenuber einer Einzelbeschallung
nachgewiesen wurde, obwohl es sich in absoluten Zahlen exakt um dieselben Werte
wie in der vorliegenden Arbeit handelte 1.

Die dem dauerhaften Horverlust zu Grunde liegenden pathophysiologischen
Mechanismen werden seit langem erforscht. Verschiedene Veranderungen wurden

beobachtet aus denen zahlreiche Theorien und Hypothesen abgeleitet wurden.
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Einerseits fUhren Schalldriicke hoher Intensitat zu einer grollen mechanischen
Belastung, woraus eine direkte Schadigung folgt. Dazu zahlen Risse des Trommelfells

9 901 AuRerdem kommt es zu

oder Dislokationen der Gehdrknéchelchen
ultrastrukturellen Veranderungen: einige Forschungsgruppen beschrieben stark
veranderte Stereozilien und konnten einen engen Zusammenhang zwischen der
aufrechten Position der inneren Haarzellen und der neuronalen Erregungsschwelle
feststellen *3l. Diese Effekte werden oft als eine der Erklarungen fiir einen TTS
herangezogen. Ein weiteres Phanomen ist oxidativer Stress auf Grund einer
Malperfusion in Folge eines Larmtraumas °. Die Folge ist ein Horverlust, der unter
verschiedenen Bedingungen persistieren kann 8 °' %21 Denkbar ware, dass eine
Minderdurchblutung bestehen bleibt oder dass die resultierende Hypoxie irreversible
Zelltodprozesse initiiert *® . Es wurde bereits gezeigt, dass ein Schalltrauma die
Apoptose und Nekrose der Haarzellen stimuliert, was eine Degeneration nach sich
zieht. Gleichzeitig fand sich auch eine veranderte Expression der Gene, die sich fur die

[48 98  Diese

Stimulation und Unterdrickung von Apoptose verantwortlich zeigen
Prozesse halten Tage an und fluhren zu einem Absterben der Haarzellen. Defekte
Haarzellen verandern die Reizweiterleitung an zentrale Strukturen, was wiederum
neurodegenerative Prozesse auslosen kann. Es kommt zu einer Reorganisation der
auditorischen Strukturen, was auch zu Verschiebungen der Horschwelle fuhren kann.
Es ist davon auszugehen, dass diese Prozesse zum Zeitpunkt der Messung noch nicht
abgeschlossen waren. Andere Gruppen fanden bis zu 21 Tage nach einer
Larmexposition noch verdnderte Genexpressionen !,

AuRerdem sollte bei der Interpretation beachtet werden, dass eine BERA Messung
Summenpotentiale basaler Strukturen aufzeichnet. Dazu zahlen auch Strukturen, an
denen Veranderungen beschrieben wurden, die an der Entstehung eines TTS beteiligt
sind. Andererseits werden die Veranderungen der Reizantworten von MGB und Al gar
nicht erfasst. Hypothetisch ware denkbar, dass es auch in diesen nicht-erfassten
Strukturen zu pathophysiologischen Veranderungen nach Larm kommt. Zudem konnte
bisher noch nicht gezeigt werden, welchen Einfluss veranderte Genexpressionen und
Apoptoseraten auf die gemessen Summenpotentiale, und damit auf das Ergebnis einer
BERA Messung haben.

Bekannt ist jedoch, dass ein einzelnes Schalltrauma in Abhangigkeit von der Intensitat
und vom zeitlichen Abstand der Messung zum Trauma verschieden grolRe
Veranderungen der gemessenen Summenpotentiale verursachen kann 7 %971 |n einer
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anderen Studie wurden Ratten fur nur 1 Stunde mit 118 dB SPL beschallt. Die
Ergebnisse der BERA Messung entsprachen 30 Tage posttraumatisch wieder den
pratraumatischen Werten. Nach 3 Wochen folgte eine zweite einstindige Beschallung
mit 122 dB SPL, die zu einem drastischen Horverlust einen Tag nach dem Trauma
gegenuber der einfach beschallten Gruppe fuhrte und auch noch 30 Tage spater
persistierte 1. Diese Ergebnisse unterscheiden sich von den Ergebnissen der
vorliegenden Arbeit. Bei der Interpretation muss bedacht werden, dass der von Popelar
und Kollegen gewahlte Versuchsaufbau sich grundsatzlich vom Versuchsaufbau der
vorliegenden Arbeit unterscheidet: im einen Fall wird das zweite Schalltrauma bei
Tieren appliziert, bei denen sich zeitweise ein TTS fand, deren BERA Messergebnisse
zum Zeitpunkt der zweiten Beschallung allerdings wieder das pratraumatische Niveau
erreicht hatten. AuRerdem war die Lautstarke des zweiten Traumas lauter gewahlt als
die des ersten P”\. Im anderen, fiir diese vorliegende Arbeit geltenden Fall, handelt es
sich um ein zweites Schalltrauma, das auf Tiere trifft, deren Gehor bereits einen
permanenten Horverlust aufweist. Dies macht die Ergebnisse der beiden
Untersuchungen nur bedingt vergleichbar. Ein weiterer Unterschied ist die gewahlte
Beschallungsdauer, die sich in den beiden Versuchsaufbauten unterschied. In einer
anderen Untersuchung wurden Ratten 1 Stunde verschiedenen Schallmustern, unter
anderem auch einem Breitbandrauschen, bei verschiedenen Schallintensitaten
ausgesetzt. Es wurde geschlussfolgert, dass eine einstindige Beschallung der
Intensitaten 105 — 120 dB SPL bei Ratten einen TTS provozieren, der ungefahr 2
Wochen anhalt. Die Hohe des TTS hing dabei maligeblich von der

B8 Man weiR, dass neben der Intensitit auch die

Beschallungsintensitat ab
Beschallungsdauer einen wichtigen Beitrag zur Verschiebung der Horschwelle leistet.
Die fur die vorliegende Arbeit verwendete 3 stiindige Beschallung mit 115 dB SPL fuhrt
wahrscheinlich zu einem PTS. In der zitierten Arbeit von Popelar et al. fuhrte eine
hoéhere Beschallungsintensitat mit 118 dB SPL vermutlich auf Grund der geringeren
Beschallungsdauer von 1h zu einem TTS, das sich zum Zeitpunkt der Zweitbeschallung
moglicherweise vollstandig regeneriert hatte 7971,

In der vorliegenden Arbeit war der Effekt eines zweiten Schalltraumas auf die BERA
Schwellen nicht sehr grol3. Der Horverlust der zweifach beschallten Tiere im Vergleich
zu den einfach beschallten Tieren fallt in absoluten Zahlen kleiner aus als der Vergleich
zwischen pratraumatischem Niveau und Tieren, die nach einem singularen
Schalltrauma gemessen wurden 7 %3l Eine Erklarungshypothese kénnte sein, dass die
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durch das erste Schalltrauma irreversibel zerstorten Strukturen, die sich fur einen PTS
verantwortlich zeigen, nicht mehr oder zumindest weniger auf ein Zweittrauma
ansprechen. Die basalen Strukturen sind nach einem regenerierten TTS eventuell
weniger vorgeschadigt als bei einem PTS und konnten dadurch sensibler auf ein
Zweittrauma reagieren.

Auch andere Umstande haben einen Einfluss auf die Wirkung eines Larmtraumas. Es
gibt Untersuchungen, die gezeigt haben, dass sich die Regenerationsfahigkeit des
Ohres verandert. Mause, denen im Alter von 6 Wochen einseitig das Innenohr operativ
zerstort wurde, entwickelten einen PTS, wahrend sich die beidseits horenden
Kontrollgruppe nach demselben Larmtrauma wieder vollstandig regenerierte. Eine

Erklarungshypothese sind verdnderte neuronale Strukturen 9,

6.2. Untersuchung der Apoptoseraten nach einer Larmexposition
Es wurde bereits erwahnt, dass hohe Lautstarken zu einer Hypoxie in der Cochlea
fuhren. Hypoxie, beziehungsweise der oxidative Stress, gelten als Initiator fur
Zelltodmechanismen. Es wurden Zelltodmechanismen der Haarzellen nach Traumata
nachgewiesen. In Ratten wurde der zeitliche Verlauf der Apoptose der Haarzellen nach
einem Larmtrauma beschrieben. Nach 7 Tagen hatte sich die Anzahl der apoptotischen
Haarzellen wieder auf das physiologische Niveau der unbeschallten Kontrolle begeben.
Nach 7 Tagen waren die untersuchten pro- und antiapoptotischen Gene auch wieder
auf dem pratraumatischen Niveau "% Ein friilher Apoptosebeginn der Haarzellen fand
sich auch in anderen Studien .. In einer Untersuchung an Chinchillas fand sich nach
einem Larmtrauma an dem Teil der der Cochlea, der maximal stimuliert wurde, auch die
meisten apoptotischen aulReren Haarzellen. Im Laufe der Zeit verschoben sich die
apoptotischen Prozesse in Richtung des basalen Endes der Cochlea. Die Abnahme der
aulleren Haarzellen setzte sich sowohl in basaler als auch in apikaler Richtung der

[101]

Ausgangslasion fort . Diese oder ahnliche Prozesse konnten sich auch in der

zentralen Horbahn manifestieren und wiederfinden lassen.

6.2.1. Basale Strukturen
Es fanden sich keine signifikanten Unterschiede der Anzahl TUNEL-positiver Zellen pro
Flache in den basalen Strukturen. Im VCN, DCN und ICC fanden sich zwar 7 Tage
nach dem Zweittrauma etwas mehr TUNEL-positive Zellen als 14 Tage nach einem

Einzeltrauma, dieser Unterschied war aber nicht signifikant.
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In einer vorherigen Studie unserer Arbeitsgruppe beschallten Coordes et al. Mause
nach demselben Schema wie in dieser vorliegenden Arbeit. Es wurden die
apoptotischen Vorgange jedoch zu anderen Zeitpunkten (unmittelbar, 6 Stunden,

24 Stunden und 7 Tage nach dem Trauma) und nur im CN und IC bestimmt """,

6.2.1.1. Ventraler Nucleus Cochlearis

Coordes et al. fanden, dass im VCN die Anzahl der TUNEL-positiven Zellen schon
unmittelbar nach einem Einzeltrauma gegenuber der unbeschallten Kontrolle erhdht
war. Die Apoptose erreichte nach ungefahr 6 Stunden das gemessene Maximum und
hatte 7 Tage nach dem Einzeltrauma wieder das pratraumatische Niveau angenommen
[77].

In der hier vorliegenden Arbeit fand sich kein signifikanter Unterschied zwischen der
zwei Wochen nach Einzelbeschallung und der eine Woche nach Zweitbeschallung
untersuchten Gruppe.

Offensichtlich beginnen die Zelltodmechanismen im VCN nach einer singularen
Beschallung unmittelbar nach dem Trauma und enden vor dem siebten
posttraumatischen Tag. Auf Grund friherer Arbeiten kdnnen wir davon ausgehen, dass
in der fUr diese vorliegende Arbeit untersuchten Einzeltrauma-Gruppe die Apoptose

71" Wenn durch eine zweite Beschallung

bereits abgeschlossen war
Zelltodmechanismen initiiert werden, scheinen diese auch vor dem siebten Tag nach
dem zweiten Trauma abgeschlossen zu sein. Diese Hypothese koénnte erklaren,
weshalb sich zwischen der fir diese vorliegende Arbeit untersuchten Einzeltrauma- und
Doppeltrauma-Gruppe keine signifikanten Unterschiede finden liel3en.

Apoptosevorgange kdnnten die Grundlage fur Zellverluste im Bereich der Horbahn sein,
die nach Larmtrauma beschriebenen wurden. Es fand sich beispielsweise im VCN
unmittelbar nach einem singuldren Schalltrauma eine signifikant erniedrigte
Neuronendichte im Vergleich zum pratraumatischen Niveau. Die Neuronendichte nahm
in derselben Struktur im posttraumatischen Verlauf noch weiter ab. Eine Woche nach
einem singularen Schalltrauma war die Neuronenzahl pro ausgewerteten Ausschnitt

71, Der Zellverlust kénnte das morphologische Korrelat der

noch weiter gesunken !
Apoptose darstellen. Die Apoptose scheint eine Woche nach einem singularen
Schalltrauma im Vergleich zum pratraumatischen Niveau nicht mehr signifikant erhoht

zu sein. Interessant ware die Bestimmung der Neuronendichte zu spateren Zeitpunkten
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als eine Woche nach einem singularen Schalltrauma sowie zu verschiedenen
Zeitpunkten nach einem zweiten Larmtrauma.

Mit einer solchen Untersuchung kdnnte herausgefunden werden, inwieweit sich BERA
Messungen, Zelltodmechanismen und Zellverlust bei bestehendem PTS korrelieren
lassen. Setzt man voraus, dass der Zellverlust das morphologische Korrelat der
Apoptose ist, kdnnte dies auch Aufschluss dariber geben, ob eine Woche nach der
Zweitbeschallung die Apoptose durch das zweite Larmtrauma bereits abgeschlossen
ist. Die Ergebnisse der Zelltotmechanismen in Kombination mit den Ergebnissen der
BERA Messung nach einem zweiten Larmtrauma, werfen die Frage auf, inwieweit
Apoptose durch ein zweites Larmtrauma im Bereich des VCN uberhaupt stimuliert wird.
Eine alternative Uberlegung wére, dass es nach dem ersten Trauma kaum noch
larmsensible Strukturen im VCN gibt. Ein zweites Trauma hatte folglich wenig bis
keinen Effekt auf die Zelltodmechanismen. Diese Hypothese kdnnte auch erklaren,
warum sich die gemessenen Zelltodmechanismen der vorliegenden Arbeit in der
Einfachtrauma- und Doppeltrauma-Gruppe nicht signifikant unterscheiden.

Immer wieder wird Deprivation als Grund fur die Veranderungen der Hoérbahn nach
einem Larmtrauma diskutiert "%, Nach einer vollstiandigen unilateralen auditorischen
Deprivation durch Entfernen der Cochlea konnte nachgewiesen werden, dass der
Einfluss auf die Neuronendichte im AVCN stark mit dem Alter des Tieres zum Zeitpunkt
der OP zusammenhangt. Untersucht wurden die Tiere zwei Wochen nach der
Operation. Bei jungen Tieren fanden sich nach zwei Wochen hochsignifikante Verluste.
Bei Tieren mit einem zum Operationstermin ausgereiften Horsystem fand sich zwischen
ipsi- und kontralateraler Seite kein signifikanter Unterschied "%, Offensichtlich setzen
die Effekte der Deprivation beim Erwachsenen spater oder gar nicht ein. Eine weitere
Erkenntnis der zitierten Arbeit war, dass Zelltodmechanismen dem Zelluntergang durch
Deprivation zu Grunde liegen. Mostafapour et al. fanden Apoptose nur bei den Tieren,
die auch einen Zellverlust infolge der Deprivation zeigten. Der zeitliche Verlauf der
Apoptose passte dabei gut zum Zellverlust '®. Es fand sich, dass sich bei
ausgereiftem Horsystem die Deprivation zwei Wochen nach Cochlea-Entfernung noch
nicht in einem Neuronenverlust manifestiert hatte ', Diese Untersuchungen stiitzen
die These, dass der Effekt der Deprivation zu den untersuchten Zeitpunkten dieser
vorliegenden Arbeit, wenig bis keinen Einfluss auf die Apoptoseraten genommen hatte.
In anderen Studien fand sich ein Einfluss der Deprivation auf die zentralen Strukturen
auch bei adulten Tieren. 5 Wochen nach einer mechanischen Kompression des
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Hornervs, der die Haarzellen intakt lie3, fand sich ein signifikanter Zellverlust im PVCN
und DCN bei Ratten ' 7 Auch in anderen Arbeiten fanden sich Folgen von
Deprivation bei adulten Tieren. 8 Wochen nach einer Vergiftung des Innenohres mit
Neomycin fand sich im AVCN eine Zellreduktion von 22% "% Offensichtlich kann die
operative oder pharmakologische Vertaubung durch Zerstérung der Cochlea genauso
wie ein akustisches Trauma einen Zellverlust provozieren. Es gibt weitere Unterschiede
und Gemeinsamkeiten. Man fand, dass ein akustisches Trauma die Proteinexpression
der Horbahn verandert. Eine Studie untersuchte die ipsi- und kontralaterale Expression
von Proteine im DCN, IC und AC bis zu 32 Tage nach einem einstiindig monoaural
applizierten Larmtrauma (115 dB SPL, 16 kHz) bei jungen adulten Ratten. Das Trauma
provozierte einen PTS und es fanden sich deutliche Veranderungen der Expression von
Proteinen, die im Zusammenhang mit Exzitation und Inhibition von Neurotransmittern
sowie Neuronenplastizitat stehen. Die Expression des calciumbindenden Proteins
Calb1 nahm unmittelbar nach dem Larmtrauma ab und erreichte erst am 32.
posttraumatischen Tag wieder das pratraumatische Niveau. Calb1 wird eine
neuroprotektive Funktion gegen Neuronenschaden als Folge von Exzitotoxizitat
zugeschrieben. Es wurde geschlussfolgert, dass die signifikante Abnahme von
Proteinen, die inhibitorisch auf die Neurotransmission wirken, zu einer Gesamtzunahme
der Neuronenexzitation fiihrt "%, Diese Verschiebung des Verhaltnisses aus Exzitation
und Inhibition kdnnte zur Exzitotoxizitat fihren. Veranderte neuronale Aktivitat nach
einem Larmtrauma wurde von verschiedenen Forschungsgruppen beschrieben. Bei
Katzen fand sich nach einem einstindigen Larmtrauma mit der Intensitat 115-
120 dB SPL eine Veranderung der Spontanaktivitat im AC "°!. Bei Meerschweinchen
fand sich 2 und 4 Wochen nach einem einseitig applizierten einstindigen Larmtrauma
(124 dB SPL, 10 kHz Reinton) eine signifikante Zunahme der Spontanaktivitdten des
ipsi- und kontralateralen IC. Diese resultierende Hyperaktivitat wird im Zusammenhang
mit der Entstehung von Tinnitus diskutiert ['°”). In einer anderen Untersuchung setzte
sich dieselbe Forschungsgruppe mit der Spontanaktivitat des IC bei Meerschweinchen
1 Woche nach einer einseitigen mechanischen Ertaubung auseinander. Ahnlich wie
nach einem akustischen Trauma fand man eine Zunahme der Spontanaktivitat im IC.
Gleichzeitig wurde eine Abnahme von Expression von Genen, die inhibitorisch auf die
Neurotransmission wirken, im CN und IC festgestellt ['%®!.

Obwohl ein Larmtrauma, Cochlea Ablation beziehungsweise die mechanische
Zerstorung der Cochlea alle zu einer Taubheit fuhren, ist das eigentliche Trauma sehr
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verschieden. Es scheint gut madglich, dass die verschiedenen Traumahergange
verschiedene Plastizititsmechanismen provozieren. Eine akustische Uberstimulation
hat direkten Einfluss auf die Reizweiterleitung und die Erregung der Neurone. Eine
mechanische Zerstérung des Innenohres provoziert im ersten Moment keinen direkten
Stimulus. Dong und seine Kollegen beschrieben sowohl nach einer mechanischen
Vertaubung als auch nach einem akustischen Trauma ahnliche Auswirkungen auf die
Spontanaktivitaten der Neuronen des IC und auf die Verschiebung des Gleichgewichtes
zwischen Exzitation und Inhibition. Gleichzeitig stellten sie signifikante Unterschiede in
der Genexpression fest ['%” 1% Dije verschiedenen Traumaherginge stimulierten
offensichtlich verschiedene Gene, welche zu einem ahnlichen Resultat fuhrten. Die
beiden Studien sind allerdings nur bedingt vergleichbar, weil sich der posttraumatische
Untersuchungszeitpunkt unterschied. Zusammenfassend lasst sich sagen, dass die
Folgen von Deprivation und akustischer Uberstimulation auf den ersten Blick &hnlich
erscheinen. Es kommt zu einem Zellverlust, die Genexpression verandert sich und die
Spontanaktivitdt nimmt zu. Obwohl die Symptome und pathophysiologischen
Veranderungen in eine ahnliche Richtung gehen, ist es mdglich, dass den
Veranderungen verschiedene pathophysiologische Mechanismen zu Grunde liegen. Je
nach Trauma wird der eine oder andere Mechanismus mehr provoziert. Die Resultate
konnten letztlich trotzdem ahnlich sein. Mdglich ware, dass sie zu einem anderen
Zeitpunkt auftreten. Flr diese Hypothese spricht auch der unmittelbar nach einem
Larmtrauma nachgewiesen Zellverlust im VCN 71 der sich nach einer Cochlea Ablation
erst zu spateren Zeitpunkten finden lieR ['%). Ein anderes Beispiel wire die Zunahme
der Spontanaktivitat, die bei einer Cochlea Ablation oder akustischen Uberstimulation
mit der Aktivierung verschiedener Gene einhergeht "% '°®!. Der Einfluss der Deprivation
auf die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit ist, auf Grund der teilweise
widerspruchlichen Studienlage zur Cochlea Ablation, schwer einzuschatzen. Nur weil
die Anzahl TUNEL-positiver Zellen im VCN nach 7 Tagen wieder das pratraumatische
Niveau erreicht hatte !, muss nicht gesagt sein, dass dies nach 14 Tagen noch immer
so ist. Durch den mangelnden Input einer zerstorten Cochlea konnte, auf Grund der
Folgen von Deprivation, die Apoptose auch zu einem spateren Zeitpunkt wieder
ansteigen. Eine Analyse der Zelldichten beziehungsweise des Zellverlustes der
Gruppen der vorliegenden Arbeit konnte bei der Beantwortung dieser Fragen hilfreich

sein.
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Eine weitere Uberlegung ist, inwieweit sich eine Korrelation zwischen neuronaler
Aktivitat und Apoptose herstellen lasst. Mittels MEMRI-Technik (manganese-enhanced
magnetic resonance imaging) lassen sich Ca**-abhidngige Aktivititen messen. Zu
verschiedenen Zeitpunkten nach einem Schalltrauma, das dem fur diese vorliegende
Arbeit verwendeten gleich ist, wurde den Versuchstieren Mangan appliziert. 24 Stunden
nach der Applizierung wurde eine Aufnahme des Gehirns mittels MRT
(Magnetresonanztomographie) = vorgenommen.  Sieben  Tage nach  einer
Zweitbeschallung fand sich ein, gegenuber der zwei Wochen nach Ersttrauma
untersuchten Gruppe, signifikant erhdhtes Signal. Die gemessene Erhéhung lag bei
8,3%. Die eine Woche nach Ersttrauma untersuchte Gruppe war gegenuber einer
unbeschallten Kontrolle dagegen nicht signifikant erhdoht. Es wurde geschlussfolgert,
dass die Erhéhung des Signals nicht nur neuronale Hyperaktivitat widerspiegelt. Es
wurde die Annahme formuliert, dass der Anstieg von Calcium auch mit neuroprotektiven
Mechanismen einhergehen kénnte #°,

Die Hypothese, dass eine Erhéhung der calciumabhangigen Aktivitat einen protektiven
Mechanismus darstellt, passt zu den Ergebnissen dieser Arbeit. Eine Woche nach
Zweittrauma fand sich keine signifikante Veranderung der TUNEL-positiven Zellen.
Diese Hypothese lasst sich allerdings nicht fir die von Coordes et al. untersuchte
Akutgruppe behaupten. Zu diesem Zeitpunkt fanden sich signifikant mehr
Zelltodmechanismen ! und signifikant erhdhte calciumabhéngige neuronale Aktivitaten

gegeniiber dem pratraumatischen Niveau .

6.2.1.2. Dorsaler Nucleus Cochlearis

In friheren Untersuchungen konnten, im Vergleich zum VCN, im DCN erst mit einem
grolReren zeitlichen Abstand zum Larmtrauma TUNEL-positive Zellen nachgewiesen
werden. Coordes et al. fanden erst 24 Stunden nach einem Schalltrauma einen
signifikanten Anstieg TUNEL-positiver Zellen im Vergleich zur pratraumatischen
Kontrolle. Im Gegensatz zum VCN war im DCN die Anzahl der TUNEL-positiven Zellen
7 Tage posttraumatisch noch immer signifikant erhéht "1 In der vorliegenden Arbeit
fand sich kein signifikanter Unterschied der Anzahl der TUNEL-positiven Zellen im DCN
der zwei Wochen nach einem Einzeltrauma, im Vergleich zu den eine Woche nach
einem Zweittrauma untersuchten Tieren.

Dies kann durch zwei Hypothesen erklart werden: die Ergebnisse der untersuchten

Gruppen unterscheiden sich entweder nicht, weil beide Gruppen einen ahnlich

EINFLUSS WIEDERHOLTER LARMEXPOSITION AUF DIE AUSLOSUNG VON ZELLTODMECHANISMEN IN DER ZENTRALEN HORBAHN

DISSERTATION FELIX FROHLICH SEITE 57



DISKUSSION

unphysiologisch hohen Zelltod aufweisen, oder weil sich die gemessenen Werte beider
Gruppen bereits wieder im physiologischen Bereich bewegen. Es wurde bereits gezeigt,
dass sich der zeitliche Verlauf der Apoptose im DCN vom VCN unterscheidet "
Denkbar ware, dass die Rate der Zelltodmechanismen nach einem singularen
Schalltrauma auf einem erhdhten Niveau persistiert oder nur sehr langsam wieder
abnimmt. Die zwei Wochen nach Einzeltrauma untersuchte Gruppe hatte also nach wie
vor eine unphysiologisch hohe Zelltodrate. Eine so lange anhaltende Apoptose kdnnte
mit der multisensorischen Innervation des DCN zusammenhangen, die in anderen
Studien gezeigt wurde. Offensichtlich innerviert ganz speziell der Nervus Trigeminus
auch den dorsalen Nucleus Cochlearis. Dieser Input konnte nach einem Schalltrauma

mehr Gewicht bekommen 8

Aber auch weitere nicht-auditorische Strukturen,
beispielsweise der Locus Coerulus oder die Formatio Reticularis, beeinflussen den CN
(99 Denkbar ware, dass die primar nicht-auditorischen Strukturen des CN auch durch
ein Larmtrauma absterben. Grundlage fur diese Annahme sind Untersuchungen aus
anderen Strukturen wie dem limbischen System, die primar nicht dem Horen

zugeordnet werden und Verdnderungen nach Larm zeigen [

. Im Hippocampus
fanden sich verschiedene Veranderungen nach einem Larmtrauma: nach einem
zweistundigen singularem Larmtrauma der Intensitat 126 dB SPL wurde eine signifikant
reduzierte Neurogenese nachgewiesen ['"". Es ist denkbar, dass das Absterben der
primar nicht-auditorischen Strukturen nach einem Larmtrauma einen anderen zeitlichen,
namlich spater einsetzenden Verlauf nimmt als der Untergang der larmsensiblen
Strukturen. Diese Annahme unterstellt, dass das Absterben dieser primar nicht-
auditorischen Strukturen nicht direkt vom Larm abhangig, sondern eine Folge der
resultierenden Umstrukturierungsmal3nahmen nach einem Larmtrauma ist. Unter
Umstanden fiel das Absterben der primar nicht-auditorischen Strukturen im DCN zeitlich
in den Untersuchungszeitpunkt der Einzeltrauma-Gruppe und konnte somit eine
unphysiologisch hohe Zelltodrate erklaren.

Eine andere Hypothese ist, dass ein zweites Larmtrauma die Zelltodrate weniger stark
bis gar nicht stimuliert, da die vorgeschadigte Cochlea durch den Verlust von
Afferenzen weniger in der Lage ist, die zentralnervosen Eingange der Horbahn durch
Uberstimulation zu schadigen. Es kommt folglich zu einer geringeren Reizung der
zentralen Strukturen und die Folgen der Exzitotoxizitat blieben geringer. Zur
Bekraftigung beziehungsweise Widerlegung der beiden Thesen ware ein Vergleich mit
einer pratraumatisch untersuchten Gruppe sinnvoll.
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Auch im DCN fanden sich eine Woche nach einem Schalltrauma signifikant weniger
Zellen. Im hochfrequenten Bereich betrug der Verlust etwa 39%, im tieffrequenten
Bereich beziffert sich der Verlust auf 30%. Unmittelbar nach einem Schalltrauma wurde
im DCN kein Zellverlust beschrieben ). Dieser Zellverlust passt im zeitlichen Verlauf
zu den von Coordes und Kollegen beschriebenen Apoptoseraten. Man konnte
argumentieren, da die Apoptose erst 24 Stunden nach dem Trauma signifikant erhdht
war, dass sich der aus der Apoptose resultierende Zellverlust noch nicht in den zitierten
Messungen der Neurondendichte niedergeschlagen hatte. Da die Apoptose Uber den
siebten posttraumatischen Tag hinweg erhoht blieb, ware ein Auszahlen der
Neuronendichte zu einem spateren Zeitpunkt sehr interessant .. Zur besseren
Interpretation der Daten der hier vorliegenden Arbeit, ware auch der Einfluss einer
Zweitbeschallung auf die Dichte der Neuronen von hochstem Interesse.

Zu denselben Zeitpunkten, zu denen flur diese Arbeit die Zelltodmechanismen bestimmt
wurden, wurde in einer anderen Arbeit die calciumabhangige neuronale Aktivitat durch
Mangan gemessen. Es fand sich eine signifikante Erhéhung um 7,3% in der
Doppeltrauma-Gruppe gegenlber der Einzeltrauma-Gruppe. Wie im VCN wurden

neuroprotektive Mechanismen durch Calcium diskutiert 83,

Neuroprotektive
Mechanismen konnten erklaren, warum es keinen signifikanten Unterschied der Anzahl
der TUNEL-positiven Zellen der fur diese Arbeit untersuchten Gruppen gab. Im DCN
ware diese These auch in Einklang mit der erhdhten calciumabhangigen neuronalen
Aktivitat unmittelbar nach Schalltrauma. Die Mangananreicherung hatte unmittelbar
nach einem Schalltrauma um 7,2% zugenommen, wobei dieses Ergebnis die
Akkumulation Uiber einen Zeitraum von 24 Stunden ab dem Trauma darstellt ®°.. In den
zitierten Messung fand sich akut und 6 Stunden posttraumatisch noch keine signifikante
Erhéhung der Apoptoseraten, sondern erst 24 Stunden nach dem Trauma "1,

Viele molekulare Mechanismen sind noch nicht verstanden. Verschiedene lonen und
deren Konzentration im Intra- und Extrazellularraum scheinen in den Signalkaskaden
von Apoptose ihren Anteil zu haben. Calcium selbst, sowie spannungs- oder
ionengesteuerten Calciumkanalen werden bei der Auslosung von Zelltodkaskaden eine
besondere Rolle zugeschrieben "'?. Je nach Versuchsaufbau und Untersuchung finden
sich verschiedene Zusammenhange. Sowohl erhdhte als auch erniedrigte
Calciumkonzentrationen werden mit der Verminderung sowie der Stimulation von
Nekrose und Apoptose in Zusammenhang gebracht. In einer Untersuchung zu
ischamisch bedingter Apoptose wurde nachgewiesen, dass die kunstliche Erhdhung
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von Calcium die Apoptose vermindern kann [ "4

. NMDA-Rezeptor gesteuerte
Prozesse und deren Wirkung auf den Calciumhaushalt werden auch in der
Verhinderung von Neurodegeneration diskutiert ''?. In einer anderen Studie fand sich,
dass eine Zunahme der Calciumkonzentration den Wegfall anderer trophischer
Faktoren ausgleichen kann. Damit wird ein Zelltod verhindert '™ Ein ahnlicher
Zusammenhang konnte auch in der Horbahn gegeben sein. Calcium wirde somit die
Strukturen vor dem Zelluntergang bewahren. In einer weiteren Arbeit wurde postuliert,
dass der Calciumeinfluss Uber Kalium-gesteuerte Kanale eine Neuronendegeneration
verhindern kann. Der schutzende Effekt wurde unter anderem auch in der Intensitat und
Dauer des Einstroms gesehen !'"°!,

Hohe Schalldricke zogen einen reduzierten Blutfluss, der ischamische Ausmale
annehmen kann, in der Cochlea nach sich . Eine Ischamie ist ein klassischer
Zustand, der Apoptose einleitet. Eine erzwungene Ischamie der Cochlea sorgte nicht
nur fir einen Anstieg der Apoptose der auleren, sondern auch der inneren Haarzellen
841 Wie bereits erwahnt sorgte eine Ischamie nicht nur fiir Haarzellverlust sondern auch
fir einen Zellverlust der Spiralganglienzellen . Es ist denkbar, dass das Larmtrauma
eine Ischamie der basalen Strukturen provoziert hat. Interessanterweise kann die
Hypoxie-induzierte Apoptose der Haarzellen durch Calpain-Inhibitoren gesenkt werden.
Calpain ist eine Protease, der eine Rolle in Zelltodmechanismen zu geschrieben wird,
vor allem bei ischamischer Apoptose. lhre Aktivierung scheint Gber veranderte Calcium-
Konzentrationen statt zu finden **. Méglicherweise nimmt auch im CN Calcium einen

Einfluss auf die Apoptose Uber Calpain.

6.2.1.3. Zentraler Colliculus Inferior
Im ICC fand sich kein signifikanter Unterschied hinsichtlich der Anzahl von TUNEL-

positiven Zellen zwischen den beiden fur diese vorliegende Arbeit untersuchten

Gruppen, die eine Woche nach einem Zweittrauma, beziehungsweise zwei Wochen
nach einem singuldren Schalltrauma untersucht wurden.

Obwohl im ICC unmittelbar nach einem singularen Schalltrauma Zelltodmechanismen
signifikant haufiger nachgewiesen wurden als pratraumatisch "], hatte dies noch keinen
Einfluss auf die Neuronendichte *!. Eine Woche nach dem singularen Schalltrauma
betrug der Zellverlust dagegen 31% "1, die Apoptoserate hatte zu diesem Zeitpunkt das

Maximum Uberschritten, war aber noch immer signifikant erhéht 7,
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Groschel et al. fanden in ihren Untersuchung zum Zellverlust bei den pratraumatischen
Tieren im ICC eine normalisierte durchschnittliche Zelldichte von 503,4 + 6,2 Zellen pro
Ausschnitt. Im VCN betrug dieser Wert 105,5 + 2,1, in der fusiformen Zellschicht des
DCN zahlten sich 81,5+ 1,4 Zellen pro Ausschnitt im hochfrequenten Bereich und
84,6 + 1,7 Zellen pro Ausschnitt im niederfrequenten Bereich 7). Rechnet man diese
Werte auf eine einheitliche Flache um findet sich in der dicht gepackten Fusiformschicht
des DCN eine zirka doppelt so grole Neuronendichte wie im ICC. Die generelle
Neuronendichte des ICC kann alleine also nicht erklaren, dass im ICC, in absoluten
Zahlen, deutlich weniger Zellen pro Flache als TUNEL-positiv gezahlt wurden als im CN
171181 Coordes et al. stellten bei einer Untersuchung der Apoptose des ICC ahnliches
fest. Im VCN wurden drei Mal mehr TUNEL-positive Zellen als im ICC beschrieben "7,
Ahnliche Verhéltnisse der gezahlten Zellen lieRen sich in dieser Arbeit zwischen ICC
und DCN finden. Apoptose als spezielle Form des Zelluntergangs ist ein naturlicher
Prozess und im adulten Organismus unerlasslich. In allen lebenden Geweben findet
sich immer auch in einem physiologischen Mal} Apoptose, das Ausmal variiert jedoch
von Struktur zu Struktur. Die physiologische Apoptoserate konnte im ICC generell
niedriger sein als im CN. Der prozentuale Anstieg der Apoptose im IC kdnnte nach
einem Schalltrauma im Verhaltnis zur unbeschallten Kontrolle aber ahnlich hoch sein
wie im CN.

Die Hypothese der geringeren Apoptose kdnnte auch erklaren, warum sich die von
Coordes et al. beschriebenen Anstiege der Zelltodmechanismen in der Akutgruppe
nicht in den von Grdschel et al. durchgefihrten histologischen
Zelldichtenbestimmungen des ICC zum selben Zeitpunkt nachweisen liellen: der
resultierende Neuronenverlust hatte mdglicherweise in einer zelldichten Struktur wie
dem ICC noch kein statistisch relevantes Mall angenommen. Gleichzeitig kdnnte der
durch die Apoptose provozierte akkumulierte Neuronenverlust innerhalb einer Woche
ahnlich grolke Effekte wie im CN haben, weil die Apoptose im ICC langer anzuhalten
scheint. Diese Annahme konnte die Tatsache erklaren, warum sich der in einer anderen
Arbeit gemessene Neuronenverlust eine Woche nach einem singuléren Schalltrauma
im VCN, DCN und ICC jeweils im Bereich von 30% bewegte *” 71,

Fur die in der vorliegenden Arbeit beschriebenen Gruppen wurde in einer anderen
Studie die calciumabhangige neuronale Aktivitat gemessen. Im ICC fand sich eine
signifikante Erhdhung des Signals der Doppeltrauma-Gruppe gegenuber der
Einzeltrauma-Gruppe. In derselben Studie zeigte sich auch, dass eine Woche nach
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einer singularen Beschallung keine erhOhte neuronale Aktivitat gegeniber dem
pratraumatischen Niveau gefunden wurde. Dies wirde zu der formulierten Hypothese
der neuroprotektiven Mechanismen durch calciumabhangige Aktivitat passen. Diese
These wird im IC dadurch gestutzt, dass die calciumabhangige neuronale Aktivitat
weder unmittelbar, noch eine Woche nach einem singuléren Schalltrauma erhéht war.
Zeitpunkte, an denen sich signifikant mehr TUNEL-positive Zellen finden lieRen "7 83,
Gerade im ICC ware die Untersuchung der Zelldichten zu spateren Zeitpunkten als eine
Woche nach einem Einzeltrauma sehr interessant. Wie bereits erwahnt zeigte sich,
dass 7 Tage posttraumatisch die Apoptose noch signifikant erhéht ", auf der anderen
Seite zum selben Zeitpunkt die Zelldichte signifikant erniedrigt war ®". Es ware
interessant zu untersuchen, ob sich die anhaltende Apoptose signifikant in den
Zelldichten niederschlagt. In den Akutgruppen der zitierten Arbeiten fand sich bei
signifikant erhdhter Apoptose kein morphologisches Korrelat in der Neuronendichte. Ein
ahnlicher Effekt kdnnte auch zu Zeitpunkten auftreten, die spater als eine Woche nach
einem Einzeltrauma gemessen werden. Durch die moéglicherweise generell niedrigere
physiologische Apoptose, fanden sich moglicherweise noch signifikant mehr, wenn
auch in absoluten Zahlen wenige, TUNEL-positive Zellen. Diese wenigen TUNEL-
positiven Zellen wirden unter Umstanden in einer neuronendichten Struktur wie dem
ICC keinen signifikanten Zellverlust provozieren.

Gleichzeitig hat diese vorliegende Arbeit gezeigt, dass sich sieben Tage nach einem
Zweittrauma keine signifikante Erhdhung der Anzahl der TUNEL-positiven Zellen
gegenuber der Einzeltrauma-Gruppe fand, die zwei Wochen nach einem singularen
Schalltrauma untersucht worden war. Diese Ergebnisse kdnnten bedeuten, dass ein
zweites Trauma nicht denselben Einfluss hat wie das erste Trauma. Denkbar ware auf
der einen Seite, dass die Apoptose nach einem Zweittrauma nicht so lange erhdht bleibt
und sich zum Zeitpunkt der Messung schon wieder auf ein fast physiologisches Niveau
begeben hat. Auf der anderen Seite kdnnte es auch sein, dass die Apoptose durch ein
zweites Trauma gar nicht erst so stark stimuliert wird. Wie mdglicherweise im CN auch,
ware es denkbar, dass das erste Trauma schon einen groRen Zellschaden hinterlassen
hat. Um die Hypothese zu bekraftigen, dass Zelltodmechanismen nach einem
Zweittrauma im ICC kidrzer anhalten als nach einem Einzeltrauma, misste man die
Zelltodmechanismen zu friheren Zeitpunkten als eine Woche nach dem zweiten
Trauma messen. Denkbar ware eine Messung 24 Stunden nach dem zweiten Trauma,
so wie das in anderen Arbeiten nach einem Einzeltrauma geschehen ist. Gleichzeitig
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ware es interessant die Neuronendichte im ICC der Doppeltrauma-Gruppe
auszuwerten. Sollte sich die Neuronendichte der Doppeltrauma-Gruppe gegenuber der
Einfachtrauma-Gruppe nicht verandert haben, wurde dies die These stltzen, dass ein

zweites Schalltrauma wenige bis keine Zelltodmechanismen stimuliert.

6.2.2. Corpus Geniculatum Mediale

In allen drei Substrukturen des MGB fand sich derselbe Trend: in der Doppeltrauma-
Gruppe war die Anzahl der TUNEL-positiven Zellen gegenuber der Einzeltrauma-
Gruppe signifikant erhdht. Dies unterscheidet den MGB von den basalen Strukturen, wo
sich keine signifikanten Unterschiede finden lielen.

Bisher gibt es keine Untersuchungen zu Zelltodmechanismen im MGB nach einem
singularen Larmtrauma mit ahnlichen Intensitaten. Allerdings untersuchte unsere
Arbeitsgruppe die Zelldichten unmittelbar und 7 Tage nach einem singularen
Schalltrauma, was dem flr diese Arbeit beschriebenen glich. Es fand sich, dass in allen
drei Substrukturen des MGB die Zelldichte eine Woche nach einem Einzeltrauma
signifikant gesunken war ! In einer anderen Arbeit, in der Méuse fiir 3 Stunden bei
115 dB SPL mit 10 kHz beschallt wurden, wurden ahnlich signifikante Zellverluste in
allen Untereinheiten des MGB eine Woche nach dem Trauma gefunden ®”1. Eine
weitere Untersuchung widmete sich der calciumabhangigen neuronalen Aktivitat. Diese
wurde zu denselben Zeitpunkten gemessen, wie in dieser vorliegenden Arbeit die
Zelltodmechanismen. Zusatzlich zu den Untersuchungen 14 Tage nach einem
Einzeltraum und eine Woche nach einem Zweittrauma, wurden noch Messungen 7
Tage nach einem Einzeltrauma angestellt. Die Doppeltrauma-Gruppe wurde, wie in der
vorliegenden Arbeit auch, mit der Einzeltrauma-Gruppe verglichen. Die 7 Tage nach
dem Einzeltrauma gemessene Versuchsgruppe wurde ins Verhaltnis zum
pratraumatischen Niveau gesetzt. Das Schalltrauma glich dabei dem Trauma, welches
fur die vorliegende Arbeit verwendet wurde. Es fand sich eine Woche nach einem
singularen Schalltrauma eine signifikante Erh6hung gegenuber dem pratraumatischen
Niveau. Wie in den basalen Strukturen, wurde auch eine signifikante Erhdhung der
calciumabhangigen Aktivitat der Doppeltrauma-Gruppe gegenuber der Einfachtrauma-
Gruppe beschrieben 2,

Fir die basalen Strukturen wurde versucht ein Zusammenhang zwischen
calciumabhangiger neuronaler Aktivitat und Zelltodmechanismen herzustellen. Es

wurde postuliert, dass erhdhte calciumabhangige neuronale Aktivitat mit
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neuroprotektiven Mechanismen vergesellschaftet ist. Im MGB Ilasst sich diese These
nicht vorbehaltlos bestatigen. In der Doppeltrauma-Gruppe fanden sich gegentber der
Einzeltrauma-Gruppe signifikant mehr TUNEL-positive Zellen, gleichzeitig war das
Mangansignal signifikant erhoht. Dies gilt auch fur die Akutgruppe des VCN sowie die
7 Tage nach einem Einzeltrauma gemessene Gruppe des DCN "7 8l Es ist bekannt,
dass Calcium ab bestimmten Konzentrationen toxisch ist und sowohl Nekrose
provozieren, als auch Apoptose einleiten kann. Gemaly dem Grundsatz von Paracelsus
,Dosis sola venenum facit* kénnte Calcium bei der Uberschreitung eines gewissen
Schwellenwertes toxische Wirkungen entfalten.

Eine ahnliche Hypothese wurde bereits in anderen Studien postuliert. Man fand, dass
sich Zelltod in Abhangigkeit der Calciumkonzentration ausbildete. Eine Zunahme der
Calciumkonzentration kann ein Zellsterben verhindern. Wurde die Calciumkonzentration
Uber einen kritischen Wert weiter gesteigert, fanden sich Zelltodmechanismen ['"°!. Dies
konnte die postulierte These dieser vorliegenden Arbeit unterstitzen: wird der toxische
Schwellenwert nicht Gberschritten, konnte der protektive Charakter der Calciumwirkung
Uberwiegen. Es ware denkbar, dass die toxische Dosis im MGB erreicht wurde. Hierfur
spricht, dass die Zunahme der Mangananreicherung der Doppeltrauma-Gruppe
gegenuber der Einzeltrauma-Gruppe im MGB bei 13,1% lag. Eine so hohe prozentuale
Zunahme wurde in keiner anderen Region gefunden 3. Aus anderen Studien weiflt
man, dass Calpain durch erhdhte Calciumwerte aktiviert wird. Calpain spielt eine Rolle
in Zelltodkaskaden. In den Haarzellen konnte die Hypoxie-induzierte Apoptose durch
Calpain-Inhibitoren gesenkt werden 3. Das Calcium konnte folglich im MGB nicht
protektiv, was im CN und IC unterstellt wurde, sondern, mdglicherweise sogar Uber eine
Calpain-Induktion, zerstorend wirken. Um diese These zu stltzen, ware es von
besonderem Interesse die Zelltodmechanismen eine Woche nach einem Einzeltrauma
im MGB zu messen. Dies ware zur Unterstiutzung oder Widerlegung der
~>chwellenwerthypothese® wichtig. Einerseits, weil sich in allen drei Substrukturen des
MGB eine Woche posttraumatisch ein massiver Zellverlust finden lieR . Andererseits,
weil sich im MGB eine Woche nach einem singularen Schalltrauma eine signifikante

31 Es ware auch

Erhdhung der calciumabhangigen neuronalen Aktivitat fand
interessant zu wissen, welchen Einfluss Calpain-Inhibitoren auf das Zellsterben im MGB
nehmen.

Tabelle 2 auf Seite 66 fasst die Ergebnisse der verschiedenen zitierten Studien
zusammen, aus denen die ,Schwellenwerthypothese® abgeleitet wird. Es fallt einem
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folgendes auf: zu Zeitpunkten, an denen sich signifikante Zelltodmechanismen
nachweisen lielen, fanden sich entweder Maximalwerte der Mangananreicherung, oder
keine signifikante Veranderung der calciumabhangigen Aktivitat U7 2 Der
Schwellenwert, der Calcium toxisch werden lasst, kdnnte sich dabei von Struktur zu
Struktur unterscheiden. Diese These konnte erkldaren, warum ein Anstieg des
Mangansignals teilweise zu erhohten Zelltodmechanismen, teilweise zu keiner
Veranderung der Zelltodmechanismen fuhrt. Mit dieser These ware erklart, warum sich
in der Akutgruppe des VCN sowohl ein erhohtes Mangansignal, als auch
Zelltodmechanismen finden lieBen. Das Gleiche gilt fur die 7 Tage nach Einzeltrauma
gemessene Gruppe im DCN. Umgekehrt fihrt ein Anstieg der Zelltodmechanismen
nicht zwangslaufig zu einer Veranderung der calciumabhangigen Aktivitat.

Bei dieser These sollte bedacht werden, dass die in der zitierten Arbeit benutzte
Methode der Mangananreicherung eine akkumulierte Messung Uber einen Zeitraum von
24 Stunden darstellt. Der Akutgruppe wurde innerhalb von 30 Minuten nach dem
Schalltrauma Mangan appliziert. Die Anreicherung wurde 24 Stunden spater mittels
MRT dargestellt . Gerade fiir die Interpretaton der DCN Daten muss dies
bertcksichtigt werden. Dort fanden sich 24 Stunden nach einem Schalltrauma

signifikant erhdhte Apoptoseraten ",
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Tabelle 2 — Uberblick der Ergebnisse verschiedener Studien zur Schwellenwerthypothese

Struktur § VCN DCN ICC
Vergleich TUNEL- Mangan- TUNEL- Mangan- TUNEL- Mangan-
Zellen signal Zellen signal Zellen signal
Akut vs Pratrauma 1 a +9,3% @ n.s." +7,2% @ 1 a n.s. @
7d vs Pratrauma n.s.V n.s. @ 1 t +9,0% @ 1 t n.s @
Doppeltrauma Vs n.s. +8,3% @ n.s. +7,3% @ n.s. +7,1% @
Einfachtrauma

Struktur § vMGB mMGB dMGB
Vergleich TUNEL- Zell- TUNEL- Zell- TUNEL- Zell- Mangan-
Zellen dichte Zellen dichte Zellen dichte signal o
Akut vs Pratrauma n.b. n.s. ® n.b n.s. ® n.b. n.s. ® n.s. @
7d vs Pratrauma n.b. -28%% n.b. -31% © n.b. -31% © +7,5% @
Doppeltrauma VS 1 n.b. 0 n.b. 1 n.b. +13,1% @
Einfachtrauma

Legende: n.b. = nicht bekannt; 1 = auf dem Niveau p<0,05 signifikant erhéht;
n.s. = nicht signifikant; (1) aus "": (2) aus ®¥; (3) aus °”: *" = Mangansignal des MGB
wurde in der berachteten Untersuchung ®¥ nicht nach Substrukturen aufgesplittet

Offensichtlich reagieren die Strukturen verschieden auf ein singulares Schalltrauma.
Das erste Schalltrauma provoziert im CN einen Anstieg des Mangansignals im MRT #3,
Im VCN konnte der Schwellenwert bereits Uberschritten sein, es kommt zu
Zelltodmechanismen. Im DCN wurde zum selben Zeitpunkt zwar eine Zunahme des
Mangansignals beschrieben, der Schwellenwert kdnnte noch knapp unterschritten sein:
unmittelbar nach dem ersten Schalltrauma fand sich kein Anstieg der
Zelltodmechanismen, erst 24 Stunden spater "\, Ein singulares Schalltrauma scheint
im ICC keine -calciumabhangigen Aktivitaten zu verandern, Zelltodmechanismen

[77 831~ Offensichtlich sind die priméar fiir das Héren

provoziert es dagegen schon
zustandigen Strukturen im ICC weniger Calcium gesteuert. Weder bei einer singularen
Beschallung mit 90 dB SPL, noch mit singularen Beschallungen, die ein TTS oder PTS
provozieren, fand sich eine signifikante Veranderung der calciumabhangigen Aktivitaten
B3 Das fiir diese Arbeit verwendete zweite Schalltrauma trifft auf vorgeschadigte

Strukturen und stimuliert, wie aus anderen Studien hervorgeht, auch im ICC
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calciumabhangige Aktivitat ®*l. Es ware denkbar, dass ein zweites Trauma im ICC
Mechanismen stimuliert, die kompensatorisch nach dem ersten Trauma an die Stelle
der zu Grunde gegangen Zellen gerlckt sind. Bei den kompensatorischen
Mechanismen konnte es sich um calciumabhangige Aktivitdten handeln. Diese These
wurde erklaren, warum dort nach einem singularen Trauma Zelltodmechanismen und
Neuronenverluste beschrieben wurden ohne Veranderung der calciumabhangigen
Aktivitat 7 77 81 Gleichzeitig wéare diese These im Einklang mit der beschriebenen
Zunahme der calciumabhangigen Aktivitdt nach einem zweiten Trauma. Diese
Zunahme der calciumabhangigen Aktivitat von 7,1% ubertrifft wohlmdglich nicht den
toxischen Schwellenwert ®°. Es wurden zumindest keine signifikanten Veranderungen
der Anzahl der TUNEL-positiven Zellen zwischen der Einfach- und Doppeltrauma-
Gruppe gefunden. Hinzu kommt, dass sich eine prozentuale Zunahme von 7,1% in
einem Rahmen bewegt, fur den im VCN und DCN protektive Mechanismen unterstellt
werden.

7 Tage nach einem Einzeltrauma kénnten sich im VCN sowohl die Zelltodmechanismen
als auch die calciumabhangige Aktivitat wieder auf das pratraumatische Niveau
begeben haben; beide Werte unterschieden sich nicht signifikant vom pratraumatischen
Niveau 78,

Beim Vergleich von TUNEL-Zellen und Mangananreicherung muss bedacht werden,
dass es sich bei der Auswertung der histologischen Daten um eine Momentaufnahme
handelt. Gezahlt werden die TUNEL-positiven Zellen zu einem gewissen Zeitpunkt. Die
Methode der Mangananreicherung ist die Summe aller calciumabhangigen Prozesse
der letzten 24 Stunden vor dem Messzeitpunkt. Fur die Zunahme der
calciumabhangigen Aktivitat darf eine Wachstumsfunktion unterstellt werden. Welchen
dynamischen Verlauf die Veranderung der calciumabhangigen Aktivitat dabei
genommen hat, ist nicht ersichtlich. Die Ergebnisse der zitierten Studie spiegeln nur die
prozentuale Zunahme der Mangananreicherung Uber einen Zeitraum von 24 Stunden
wider. Am Beispiel des DCN bedeutet dies, dass Uber einen Zeitraum von 24 Stunden
nach Beenden des ersten Larmtraumas die calciumabhangige Aktivitat durchschnittlich
um 7,2% zugenommen hat. Misst man nun am siebten posttraumatischen Tag ein
weiteres Mal Uber einen Zeitraum von 24 Stunden die Mangananreicherung, betragt die
Zunahme durchschnittlich 9% gegenuber einer 24 Stunden Mangananreicherung einer
nicht beschallten Kontroligruppe im DCN. Da der Wert der Manganakkumulation 7 Tage
posttraumatisch hoher ist als in der Akutgruppe, scheint die calciumabhangige Aktivitat
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nach dem Messzeitpunkt der Akutgruppe, also 24 Stunden nach Beendigung des
Larmtraumas, weiter anzusteigen. Aus mathematischen Grinden, muss es Werte
geben, die oberhalb der durchschnittlichen Zunahme von 7,2% der Akutgruppe
gegenuber der Kontrollgruppe liegen. Da die mittlere Mangananreicherung gegentber
dem pratraumatischen Niveau 7 Tage nach dem singularen Schalltrauma um 9% erhoht
ist (und damit hoher als die Zunahme der Akutgruppe), unterstellt man eine Fortsetzung
der Zunahme der calciumabhangigen Aktivitat Uber die ersten 24 Stunden hinaus.
Anders ausgedruckt liegt der Moment der hdchsten calciumabhangigen Aktivitat im
DCN nicht innerhalb der ersten 24 Stunden posttraumatisch 3. Auf Grund der
unterstellten stetigen und kontinuierlichen Zunahme bis zum Erreichen eines
Maximums, lagen die Uberdurchschnittlichen Spitzenwerte der Calcium-Zunahme
innerhalb der ersten 24 Stunden nach einem singularen Schalltrauma im DCN
schatzungsweise in den letzten erfassten Stunden. Obwohl die mittlere Zunahme mit
7,2% den toxischen Schwellenwert unter Umstanden nicht Gberschritten hat, traten
wahrscheinlich gegen Ende der Messung hoéhere Spitzenwerte auf. Diese gegen Ende
auftretenden Spitzenwerte kdnnten bereits toxisch sein und die signifikante Zunahme
der TUNEL-positiven Zellen im DCN erklaren, die 24 Stunden posttraumatisch
gefunden wurden "1,

Gleichzeitig muss bedacht werden, dass die Ergebnisse verschiedener Studien
verschiedene Erklarungen fur einen Zusammenhang zwischen Calcium und
Neuronentoxizitat finden. Es gibt Arbeiten, die behaupten, dass die Neuronentoxizitat
abhangig vom Calciumeinstrom ist, und nicht von der intrazellularen
Calciumkonzentration ""® "2 Klar bleibt, dass es Zusammenhdnge von
Zelltodmechanismen und Calcium gibt. Es darf davon ausgegangen werden, dass diese
Zusammenhange in keiner Weise simpel oder monokausal sind.

Mehrfach wurde erwahnt, dass der MGB nicht in einer BERA Messung erfasst wird.
Eine BERA Messung erfasst nur die basalen Strukturen, also die Strukturen, in denen
kein Unterschied der Anzahl der TUNEL-positiven Zellen gefunden wurde. Eine
Veranderung der TUNEL-positiven Zellen mit vermutlichem resultierendem Zellverlust
schlagt sich nicht in den Summenpotentialen der BERA Messung nieder. In einer
Ubersichtsarbeit wurde postuliert, dass der MGB mehr sei, als nur die Verbindung
zwischen basalen Strukturen und Cortex. Dem MGB wurde eine Schlusselfunktion fur
die Prozessierung komplexer Klange, wie beispielsweise Sprache, zugesprochen %,
Eine zweite traumatisierende Larmexposition kénnte also genau diese Strukturen
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zerstoren, ohne dass diese Veranderungen audiometrisch besonders auffallen. Diese
Annahme koénnte zur Erklarung verschiedener Pathologien beitragen, die bei Patienten
mit hochverstarkenden Horgeraten beschrieben wurden.

Es gibt audiometrische Untersuchungen, die das Silben-, Wort- und Sprachverstandnis
im Storgerausch analysieren. Unmittelbar nach der Anpassung von Horgeraten kommt
es haufig zu einem besseren Abschneiden in diesen Untersuchungen. Im zeitlichen
Verlauf konnen sich diese Ergebnisse verandern. Es gibt Untersuchungen, die
mittelfristig keine Verbesserung des Sprachverstandnisses im Stérgerausch fanden .
In einer anderen Untersuchung wurde das Sprachverstandnis von Hoérgerattragern zu
verschiedenen Zeitpunkten nach der Horgeratanpassung gemessen. Sowohl 6 als auch
12 Monate nach der Anpassung fand sich eine signifikante Verschlechterung in den
auditorischen Messung im Vergleich zu den Ergebnissen, die die Patienten einen Monat

nach der Anpassung erzielt hatten ['?%],

6.2.3.  Primarer Auditorischer Cortex

In dieser Arbeit wurde der primare auditorische Cortex schichtenweise analysiert. Aulder
in den Schichten | und IIl fanden sich keine signifikanten Unterschiede der Anzahl der
TUNEL-positiven Zellen.

Mehrere Studien haben gezeigt, dass hohe Schalldricke den primaren auditorischen
Cortex affektieren. Nach einer 3 stindigen Beschallung mit einer Frequenz von 10 kHz
bei 115 dB SPL fand sich eine Woche nach dem singuldren Schalltrauma in den
Schichten IV bis VI ein signifikanter Zellverlust. Die Zelldichten der Schichten | bis Il
waren dagegen durch den Larm nicht signifikant verdndert worden . Andere Tiere
wurden nach demselben Protokoll beschallt wie die Tiere dieser vorliegenden Arbeit
und eine Woche nach einer singularen Exposition untersucht. In Schicht Il fand sich
keine Veranderung der Neuronendichte, wahrend in den Schichten | sowie Il bis VI die

Zelldichte signifikant abgenommen hatte ©”!

. Diese Ergebnisse zeigen, dass die
verschiedenen Schichten des primaren auditorischen Cortex verschieden auf eine
singulare Beschallung reagieren. Der gefundene Zellverlust lasst vermuten, dass ein
singulares Schalltrauma Zelltodmechanismen stimuliert. Der Zellverlust, der eine
Woche nach einem singuléren Schalltrauma derselben Intensitat, Frequenz und Dauer
wie in dieser vorliegenden Arbeit gemessen wurde, war statistisch signifikant. Der
prozentuale Neuronenverlust bewegte sich zwischen 10% bis 18%. Diese Werte waren

deutlich geringer als die, die in den basalen Strukturen und im MGB beschrieben
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wurden "1, Die dem primaren auditorischen Cortex vorgeschalteten Strukturen kénnten
eine protektive Funktion Ubernehmen. Denkbar ware, dass sie eine Weiterschaltung an
den Cortex verhindern. Dies konnte erklaren, warum die Zellverluste im Al nach einem
singularen Schalltrauma deutlich geringer als im MGB ausfielen. Da die vorgeschalteten
Strukturen durch ein singulares Schalltrauma im Vergleich zum Al starker in
Mitleidenschaft gezogen zu werden scheinen, ist die Analyse der Zelldichten nach
einem zweiten Schalltrauma im Al besonders interessant. Interessant ware auch eine
Analyse der Zelltodmechanismen zu verschieden Zeitpunkten nach einem singularen
Schalltrauma. Denkbar ware, dass ein erstes Schalltrauma die Zelltodmechanismen im
Cortex kaum stimuliert. Dies konnte den vergleichsweise geringen beschrieben
Zellverlust nach dem ersten Trauma erklaren®®”. Fiir die Auswirkungen eines zweiten
Schalltraumas auf den Al mussen folgende Hypothesen bedacht werden. Einerseits
ware denkbar, dass die vorgeschalteten auditorischen Strukturen durch ein singuléres
Schalltrauma so geschadigt wurden, dass ein zweites Schalltrauma dort nicht mehr von
protektiven Mechanismen kompensiert wird. Die Ubererregung wiirde bei einem
zweiten Schalltrauma einen entsprechend grof’en und direkten Einfluss auf den Al
ausuben. Andererseits ware denkbar, dass der MGB den Al weiterhin vor dem Einfluss
eines zweiten Schalltraumas schitzen kann, da ein zweites Schalltrauma im MGB
signifikant mehr TUNEL-positive Zellen hervorruft. Dies konnte im Umkehrschluss
bedeuten, dass das zweite Schalltrauma im MGB auf intakte Strukturen trifft, die ihre
potentielle Schutzfunktion des Al beibehalten kdnnten. Fur die Ergebnisse der hier
vorliegenden Arbeit sind beide Hypothesen als Erklarung denkbar, je nachdem welche
Schicht man betrachtet. Schicht | wurde durch ein singulares Schalltrauma in Bezug auf
die Zelldichten im Vergleich mit den anderen Schichten nach einem singularen
Schalltrauma am meisten in Mitleidenschaft gezogen ®’!. Offensichtlich war der Einfluss
eines ersten Traumas vergleichsweise grof3. Nach einem zweiten Trauma fanden sich
in derselben Schicht signifikant mehr TUNEL-positive Zellen. Dies kann bedeuten, dass
die Schicht | generell wenig vom Schutz der vorgeschalteten Strukturen profitiert. Dies
konnte erklaren, warum sich eine Woche nach dem zweiten Trauma noch immer aktive
Zelltodprozesse nachweisen lie3en. In Schicht Ill ist genau das Gegenteil der Fall. Nach
einem singularen Schalltrauma fand sich ein Neuronenverlust von 10%. Dies entspricht
im Al, nach Schicht Il in der sich keine signifikante Anderung der Neuronendichte finden

lieB, dem niedrigsten gezahlten Wert °\. Die der Schicht Ill vorgeschalteten Strukturen
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sind demnach durch das erste Schalltrauma so verandert worden, dass ein zweites
Trauma einen grofRen Einfluss auf die Zelltodmechanismen austben konnte.

Auch im Al wurde in einer anderen Studie die calciumabhangige neuronale Aktivitat
mittels Mangan gemessen. Es fand sich kein signifikanter Unterschied im primaren
auditorischen Cortex zwischen den pratraumatisch, den unmittelbar und den sieben
Tage nach einem singularen Schall-Trauma gemessenen Tieren. Die
Mangananreicherung der Doppeltrauma-Gruppe war hingegen gegenuber der
Einzeltrauma-Gruppe signifikant erhéht. Wie im MGB auch, wurden die Daten der
Manganuntersuchung nicht nach histologischen Unterschichten aufgeteilt **. Im MGB
wurde in der Analyse der TUNEL-positiven Zellen in allen drei Substrukturen ein
ahnlicher Trend beobachtet. Dadurch ist es einfacher einen Zusammenhang zu
calciumabhangiger Aktivitat, die nicht nach Substrukturen aufgeteilt wurde, herzustellen.
Im primaren auditorischen Cortex ist es schwieriger, die Daten der
Manganuntersuchung mit denen der Histologie in Zusammenhang zu bringen. In den
histologischen Schichten des Al fand sich nicht fur alle Schichten derselbe Trend, es
bleibt Spekulation in welcher Schicht und wie genau das erhdhte Calcium und die
Zelltodmechanismen in Wechselwirkung stehen.

Dies wirft die Frage auf, welche Mechanismen generell eine Erhéhung der
Mangananreicherung provozieren konnen. Zum gemessenen Zeitpunkt der
Bestimmung der calciumabhangigen neuronalen Aktivitat, folglich zum gleichen
Zeitpunkt der Auswertung der TUNEL-positiven Zellen der hier vorliegenden Arbeit, lag
das zweite Schalltrauma schon 7 Tage zuruck, das erste sogar schon 2 Wochen.
Generell muss gesagt werden, dass die durch Mangan nachgewiesene
Calciumanreicherung darauf hinweist, dass calciumabhangige Prozesse stattfinden !'?°!,
Es kann keine Aussage darliber gemacht werden, welche Rezeptoren, Zelltypen oder
Kanale betroffen sind. Die Stimulation oder Verminderung von Nekrose und Apoptose in
Abhangigkeit des Calciumspiegels wurde bereits diskutiert. Die Rolle von Calcium in
Signalkaskaden, sowohl prasynaptisch, postsynaptisch oder als second Messenger
scheint auch hier relevant zu sein. Dem Glutamatrezeptor wird bei diesen Prozessen
eine Uberaktivierung zugeschrieben, die exzitotoxisch sein kénnte ['**. Der erhdhte
Nachweis von Calcium kann sowohl als Aktivitdtsnachweis (denkbar ware die
Generierung von Aktionspotentialen) als auch als Nachweis plastischer Prozesse
(Neurodegeneration) gedeutet werden. Calcium wird auch immer wieder in
Zusammenhang mit ischamischen Prozessen und daraus resultierender Apoptose
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gebracht "1, Man weiR, dass der Energiemangel, der durch eine Ischamie im Gehirn
entsteht, den ATP Vorrat erschopft und die Natrium-Kalium-ATPase-lonenpumpe
verletzt. Es folgt eine sauerstofffreie Depolarisation durch einen Natriumeinstrom. Als
Folge offnen sich die natriumabhangigen Calciumkanale und es kommt zu einem
Anstieg von Calcium. Auf Grund dieser Zusammenhange wird die MEMRI-Methode
auch diskutiert zur Entdeckung ischamischer Prozesse im Gehirn . Der erhdhte
Calciumnachweis konnte also auch Ausdruck einer bestehenden Ischamie sein,
welcher durch die hohen Schalldricke provoziert wurde. In der Einleitung wurde bereits
angesprochen, dass Schalltraumata Ischamien und oxidativen Stress provozieren 3.
Nicht zuletzt kann der erhdhte Nachweis von calciumabhangiger Aktivitat auch
Ausdruck einer neuronalen Hyperaktivitat sein. Es ist bekannt, dass sich die Rate der
Spontanaktivitdten nach einem Schalltrauma erhoéht. Im DCN wird diese Feststellung
auch als eine Hypothese zur Erklarung von Tinnitus diskutiert ['*°. Die posttraumatische
Erhdhung der Spontanaktivitat, mit resultierenden erhdhten Aktionspotentialfrequenzen,
konnte die Zunahme der calciumabhangigen Aktivitaten als Aktivitatsnachweis erklaren.
Die Verschiebung des endocochlearen Potentials wird mit der Ausbildung eines PTS in
Zusammenhang gebracht *°!. Viele Calciumkanale sind spannungsgesteuert und damit
abhangig vom endocochlearen Potential. Dies kdnnte ein weiterer Erklarungsansatz fur
die veranderte calciumabhangige Aktivitat nach einem Schalltrauma sein.

Eine andere Arbeitsgruppe setzte sich mit Zelltodmechanismen im Cortex der Katze
nach Larmtrauma auseinander. Die Beschallungsintensitat lag dabei deutlich hoher als
in der vorliegenden Arbeit, es wurde entweder mit 198 dB SPL oder 202 dB SPL
beschallt. Das Beschallungsschema unterschied sich ebenfalls: es wurde Impuls-Larm
verwendet. C-Jun, ein Protein, das Zelltodmechanismen unterdricken kann, wurde in
den Schichten Il bis VI des auditorischen Cortex nach dem Larmtrauma nachgewiesen
¢l Dje C-Jun N-terminalen Kinasen sind Enzyme, denen in der Transduktion eine
besondere Rolle zugeschrieben wird. Sie spielen eine wichtige Rolle in der Regulation
von Apoptose. Zellstress, wie DNA Schaden oder ROS kdnnen die Signalkaskade
aktivieren, was mit einer Aktivierung von C-Jun einhergeht. Es kann Apoptose
resultieren "], Interessanterweise scheint erhdhtes freies zytoplasmatisches Calcium
eine Rolle bei der Aktivierung von C-Jun zu spielen. Dies stellt einen weiteren
Interpretationsansatz der beschriebenen erhdhten calciumabhangigen Aktivitat dar: der
Einfluss von Calcium auf Zelltodmechanismen iiber Genregulation ® "' Der friihste
Nachweis von C-Jun gelang 2 Stunden posttraumatisch und hielt bis zum letzten

EINFLUSS WIEDERHOLTER LARMEXPOSITION AUF DIE AUSLOSUNG VON ZELLTODMECHANISMEN IN DER ZENTRALEN HORBAHN

DISSERTATION FELIX FROHLICH SEITE72



DISKUSSION

Moment der Untersuchung (21 Tage posttraumatisch) an. In denselben Schichten Il bis
VI des auditorischen Cortex fanden sich nach dem Larmtrauma TUNEL-positive Zellen,
allerdings nur zwischen 6 Stunden und 7 Tagen posttraumatisch. Nach 3 Wochen
fanden sich keine TUNEL-positiven Zellen mehr. Sowohl nach C-Jun als auch nach
TUNEL-positiven Zellen wurde auch pratraumatisch gesucht. Es fanden sich keine
positiven Resultate. Der Nachweis des Gens wie auch der TUNEL-positiven Zellen war
allerdings rein qualitativ. Eine Quantifizierung wurde nicht vorgenommen ®®. Den
zitierten Daten ist den Daten der hier vorliegenden Arbeit gemein, dass ein
Schalltrauma Zelltodmechanismen initiiert.

Moglich ware, dass sich, zu den Messzeitpunkten dieser vorliegenden Arbeit, die
Apoptose in den Schichten II, IV, V und VI wieder auf das physiologische Normalniveau
gesenkt hatte. Diese Hypothese lie3e sich untermauern durch den beschriebenen
Nachweis des c-Jun Gens, welches sich dort nachweisen lie3, wo sich zu frihen
Zeitpunkten auch TUNEL-positive Zellen fanden. TUNEL-positive Zellen wurden
spatestens noch 7 Tage posttraumatisch gefunden . Dies entspricht dem Zeitpunkt,
an dem auch die Doppeltrauma-Gruppe dieser vorliegenden Arbeit untersucht wurde: 7
Tage nach dem zweiten Trauma. Grundsatzlich ist denkbar, dass die Apoptose der
Doppeltrauma-Gruppe langer als 7 Tage anhalt. Grund fur diese Annahme kdnnte das
durch das erste Larmtrauma vorgeschadigte Gewebe sein. In Schicht | stehen die
Daten dieser vorliegenden Arbeit im Widerspruch zu denen von Saljo und Kollegen.
Weder TUNEL-positive Zellen noch das c-Jun Gen wurde nach einem Schalltrauma in
Schicht | beschrieben . Die Erhéhung der TUNEL-positiven Zellen in Schicht | der
vorliegenden Arbeit konnte sich durch verschiedene Beschallungsmuster erklaren
lassen. An einem anderen Beispiel lasst sich der Einfluss des Beschallungsmusters gut
zeigen. Nach einer Beschallung mit 10 kHz bei 115 dB SPL lief3 sich in den Schichten |
bis Ill kein Zellverlust nachweisen "l Eine Beschallung mit einem Breitbandrauschen,
das in Beschallungsdauer und Intensitat identisch war, induzierte dagegen auch einen
Zellverlust in den Schichten | und 111 7,

Zum Verstandnis der Wechselwirkung von MGB und Cortex empfiehlt sich ein Blick auf
Abbildung 2 auf Seite 12. Es wird deutlich, dass der Al Input aus vielen Strukturen
bekommt. Schicht Il erhalt keinen direkten Input aus dem MGB. Dies konnte erklaren,
warum sich kein Zellverlust fand 7 ®"1. Dort fand sich auch kein Unterschied der Anzahl
der TUNEL-positiven Zellen zwischen der Einzeltrauma- und Doppeltrauma-Gruppe.
Umgekehrt muss gesagt werden, dass sich auch kein Unterschied der Apoptoseraten in
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Schicht IV fand, obwohl Schicht IV ganz besonders direkt aus dem vMGB stimuliert
wird. Ein singulédres Schalltrauma verminderte die Neuronendichte von Schicht IV eine

671 Offensichtlich beeinflussen die anhaltenden

Woche posttraumatisch um 14%
Zelltodmechanismen der Doppeltrauma-Gruppe im vVMGB nicht die Apoptose in Schicht
IV des Cortex. Auf Grund des Zellverlustes nach einem singularen Schalltrauma und
den nachgewiesenen TUNEL-positiven Zellen des vMGB, ware eine genauere
Betrachtung der Schicht IV sehr spannend. Ein Augenmerk koénnte auf die
Neuronendichten der Einfach- und Doppeltrauma-Gruppe gesetzt werden, eine andere
Untersuchung koénnte sich dem zeitlichen Verlauf der Apoptose in Schicht IV nach
einem zweiten Schalltrauma widmen. Dies wirde weitere Klarheit Uber die
Wechselwirkung von Schalltrauma, MGB und Cortex schaffen.

Der primare auditorische Cortex ist eine sehr komplizierte und multiple verschaltete
Struktur. Dieser Umstand macht die Interpretation der Daten der hier vorliegenden
Arbeit sehr schwierig. Aus den zitierten Studien geht hervor, dass ein Schalltrauma
einen Einfluss auf den Al hat. Neuronenverluste, die Aktivierung von Genen, die mit
Apoptose in Zusammenhang gebracht werden, Zunahme von neuronalen Aktivitaten
und TUNEL-positiven Zellen nach einen Schalltrauma wurden beschrieben [©7 83 87 %I
Die hier vorliegende Arbeit bestatigt den Einfluss eines zweiten Schalltraumas auf den
Al. Zur genaueren Interpretation der Daten waren weitere Untersuchungen sinnvoll. Im
Vordergrund steht dabei die Bestimmung der Neuronendichten der verschiedenen
Schichten nach einem zweiten Trauma. Dies kdnnte helfen die Folge der erhdhten
TUNEL-positiven Zellen der Schichten | und Il sowie den Einfluss der gesteigerten

calciumabhangigen Aktivitat zu deuten.

6.3. Fazit

Offensichtlich verandern hohe Schalldricke die Horschwelle einer durch Larm
vorgeschadigten Horbahn in einem anderen Male als eine ungeschadigte Horbahn. Die
Horschwelle verschiebt sich nach einem zweiten Trauma offensichtlich weniger als
nach einem ersten Trauma.

Da psychoakustische Phanomene wie Tinnitus oder vermindertes Sprachverstandnis im
Storgerausch haufig mit dem Verlust von Zelldichten und Veranderungen der
Spontanaktivitadten in Zusammenhang gebracht werden, ware eine Analyse der selbigen
in der fur diese vorliegende Arbeit verwendeten Versuchsgruppen sinnvoll. Wie

beeinflusst ein zweites Larmtrauma die Zelldichte der Schliisselstrukturen der Horbahn?

EINFLUSS WIEDERHOLTER LARMEXPOSITION AUF DIE AUSLOSUNG VON ZELLTODMECHANISMEN IN DER ZENTRALEN HORBAHN

DISSERTATION FELIX FROHLICH SEITE 74



DISKUSSION

Zeigt sich ein ahnlich groRer Zellverlust wie nach einer Einzelbeschallung? Sowohl die
Strukturen in denen kein Unterschied der Anzahl der TUNEL-positiven Zellen gefunden
wurde, als auch die Strukturen in denen sich in der Doppeltrauma-Gruppe eine
signifikante Erhohung finden lieR®, sind untersuchenswert. Der Zellverlust kdnnte
Aufschluss geben, ob Zelltodmechanismen nach einem zweiten Trauma stattgefunden
haben und abgeschlossen sind. Gleichzeitig wirde man das Ausmal} des Verlustes
beziffern kdnnen. Dies ware gerade fur die HOrgerattherapie interessant. Naturlich ware
auch die Untersuchung der Apoptose zu friheren Zeitpunkten nach dem zweiten
Larmtrauma interessant. Kann eine Zweitbeschallung Zelltodmechanismen in ahnlicher
Intensitat stimulieren, wie das nach einem singularen Schalltrauma gezeigt wurde? Gibt
es ein Maximum zu ahnlichen Zeitpunkten wie nach einem ersten Trauma? Die Frage
nach dem zeitlichen Verlauf der Apoptose ist gerade in Strukturen wie dem MGB
interessant, zu dem bisher keine Zelltoduntersuchungen nach einem singularen
Schalltrauma gemacht wurden.

Eine genauere Analyse der Zelltodmechanismen ist aus therapeutischen
Gesichtspunkten interessant. Eine klare Differenzierung zwischen Apoptose, der
physiologischen Form des Zelltodes, und Nekrose, dem pathologischen
unorganisiertem Zelluntergang, konnte von klinischem Interesse sein. Der Nachweis
von Zelltodmechanismen erfolgte in der vorliegenden Arbeit mittels terminal
deoxynucleotidyl transferase nick-end labeling (TUNEL). Es handelt sich hierbei um
eine Methode, die Mitte der 90er Jahre etabliert wurde. Dabei werden spezielle DNA
Strukturen, wie sie typischerweise bei programmiertem Zelltod auftreten, angefarbt [,
Die Methode gilt als eine der spezifischsten und sensitivsten zum Nachweis von
Apoptose. Sie steht aber auch in der Kritik, nicht klar zwischen Nekrose und Apoptose

unterscheiden zu konnen [128

Die Methode der Farbung wurde aktuell durch
Protokollverdnderungen optimiert '**1. Um Zelltodmechanismen sicher als Apoptose
klassifizieren kénnen, reicht eine einzige Farbung nach wie vor nicht aus . Trotzdem
ist die TUNEL-Farbung eine gangige und akzeptierte Form des Zelltodnachweises.
Aufgrund der mangelnden Sensitivitat fur Apoptose wird in dieser vorliegenden Arbeit
der 2009 vom Komitee fur Nomenklatur aufgebrachte Vorschlag des Begriffs der
,TUNEL-positiven Zelle“ verwendet ®"l. Gerade die Frage wann ein erhohter Calcium-
Einstrom Apoptose oder Nekrose stimuliert, wurde nicht beantwortet. Die
Unterscheidung zwischen Nekrose und Apoptose steht fur die Beantwortung der
Fragestellungen dieser vorliegenden Arbeit nicht im Vordergrund.
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Medikamente, die auf die Verringerung der Apoptose abzielen, waren bei nekrotischen
Vorgangen mit groBer Wahrscheinlichkeit weniger wirksam, eventuell sogar
wirkungslos. Es wurde bereits gezeigt, dass das Unterdricken von Calpain, einem Stoff
der mit Apoptose in Verbindung gebracht wird, Hypoxie-induzierte Apoptose in den
Haarzellen senken kann . Der Einfluss von reaktiven Sauerstoffspezies (ROS) auf
Apoptose und Nekrose wurde in anderen Untersuchungen vermutet. Es wurde der
Horverlust nach Gabe endogener Antioxidanten, die ROS eliminieren, gemessen: das
Applizieren von Glutathion-Monoethylester flhrte beispielsweise zu einer grolderen
Resistenz gegen NIHL "% In einer anderen Studie fand sich, dass die Gabe von
Antioxidanten das Ausmal des TTS abminderte, den larminduzierten Haarzellenverlust
in der Cochlea senkte und den Anstieg an c-fos-positiven Zellen der Hérbahn reduzierte
(31 Ahnliche therapeutische Ansatze sollten auch fiir die zentrale Hérbahn in
Erwagung gezogen werden. Dazu ware eine klare Differenzierung zwischen Apoptose
und Nekrose notwendig. Eine Untersuchung zur Differenzierung zwischen Apoptose
und Nekrose ware folglich in héchstem MalRe spannend. In einer anderen Studie fand
man heraus, dass die Apoptose am ersten posttraumatischen Tag gegenuber der
Nekrose signifikant erhoht war. Die Anzahl der apoptotischen und nekrotischen Zellen
nahm im Verlauf ab. Bei einer Beschallung mit 104 dB SPL fand sich am vierten
posttraumatischen Tag kein signifikanter Unterschied zwischen den verschiedenen
Zelltodmechanismen. Wurden die Tiere dagegen mit 108 dB SPL beschallt, war die
Anzahl der apoptotischen gegenuber den nekrotischen Zellen zu diesem Zeitpunkt noch
signifikant erhdht . Dieses Themenfeld bietet noch viel Platz fiir zukiinftige
Forschungsfragen.

Die Schallintensitat des Versuchsaufbaus der vorliegenden Arbeit betrug 115 dB SPL
und wurde gewahlt, weil dies der Intensitdt von hochverstarkenden Horgeraten
entspricht. Diese werden unter Umstanden bei Patienten eingesetzt, deren Horbahn
durch Larm bereits verletzt wurde. Dieses Szenario sollte durch den Versuchsaufbau in
Teilen simuliert werden. Besonders dem Teilergebnis in der vorliegenden Arbeit, dass
die TUNEL-positiven Zellen, die im MGB der Doppeltrauma-Gruppe gefunden wurden,
im Zusammenhang mit einem schlechteren Sprachverstandnis stehen, sollte klinisch
Beachtung geschenkt werden. Patienten, die mit hochverstarkenden apparativen
Horhilfen versorgt wurden, konnten ihr Sprachverstandnis, vor allem im Stérgerausch
mit der Zeit deutlich verschlechtern. Bevor eine Schadigung von zentralen auditorischen
Strukturen auftritt, ware die Versorgung mit alternativer Hoértechnik (z.B. Cochlea-
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Implantat mit elektro-akustischer Stimulation) zu diskutieren. Bei Patienten, die an
einem Horverlust der hohen Frequenzen litten, konnte mittels elektro-akustischer
Stimulation eine signifikante Verbesserung des Sprachverstandnisses gezeigt werden
32 Der Einfluss von apparativen Hérhilfen auf die zentralen Strukturen des Hérens ist
jedoch insgesamt bisher kaum erforscht. Diese Thematik bietet viel Platz fur neue Ideen

und Projekte.
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