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Zusammenfassung

Zusammenfassung

Das HoOren hat fir den Menschen eine maRgebliche Bedeutung hinsichtlich
Kommunikation und Orientierung. Auch wenn sich der Mensch stark auf seinen
visuellen Sinn verlasst, wird mit dem Ausfall des Horvermdgens deutlich, wie viele
Informationen oft unterbewusst tUber die Analyse von Schallsignalen gezogen werden.
Trotz dieser grundlegenden Relevanz sind bis heute noch nicht alle Komponenten, die

dem Horprozess zugrunde liegen, entschlisselt.

Um sich diesen offenen Fragestellungen anzun&hern, missen Forscher oft auf
Tiermodelle zurickgreifen. Auf Grund ihres exzellenten Gehdrs haben sich hier in den
letzten Jahrzehnten Fledermduse als taugliche Versuchstiere qualifiziert. Diese Tiere
sind in der Lage sich ohne Verwendung des visuellen Systems in absoluter Dunkelheit
zu orientieren, indem sie mit Hilfe der wiederkehrenden Echos ihrer ausgesendeten
Ultraschalllaute die Umgebungsstrukturen analysieren. Weiterhin umfasst der zur
Kommunikation und Ortung verwendete Frequenzbereich bei Fledermdusen ein
Vielfaches von dem des menschlichen, was ebenfalls verschiedene Aspekte der
Horforschung beginstigt. Die in dieser Studie verwendete fruchtfressende
Fledermausart Carollia perspicillata eignet sich hervorragend fir akustische
Untersuchungen, da ihr Innenohr keine speziellen morphologischen Spezialisierungen
aufweist.

Anhand der Fledermausart C. perspicillata sollen innerhalb der vorliegenden Studie
verschiedene offene Fragestellungen bezuglich der Innenohrmechanik ndher beleuchtet
werden. Um sich diesen Fragestellungen anzunéhern, wurde eine Kombination aus zwei
etablierten Methoden verwendet. Zum einen die Messung von Distortions-Produkt
otoakustischen Emissionen (DPOAEs), welche auf Grund ihrer Generierung durch
aktive Prozesse innerhalb der Kochlea die Mdglichkeit bietet, Verdnderungen im
Innenohr festzustellen und zum anderen kontralaterale akustische Stimulation (KAS),
welche eine erprobte Methode zur Aktivierung des efferenten Systems darstellt.
Dadurch, dass die &uBeren Haarsinneszellen in der Kochlea direkte synaptische
Kontakte mit efferenten Fasern der absteigenden Ho6rbahn eingehen, kann eine

Aktivierung des efferenten Systems Modulationen des kochledren Verstarkers

X1
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bewirken, wodurch sich wiederum die Antworteigenschaften der Kochlea verandern.
Mit einer Kombination dieser beiden Methoden lassen sich demnach zum einen hohere
Zentren der Horbahn aktivieren, die tber efferente Fasern einen direkten Einfluss auf
das Innenohr nehmen, zum anderen die induzierten Modulationen in Form von
DPOAEs mit Hilfe eines sensitiven Mikrofons aufnehmen. Die Grundvoraussetzung fur
die Funktionalitat dieser Methodenkombination ist das VVorhandensein von efferenten
Fasern innerhalb der Kochlea. Da das efferente System verschiedener Séuger eine groRe
Diversitat aufweist, wurden innerhalb dieser Arbeit zusétzlich zu den akustischen
Untersuchungen histologische Schnittserien der Kochlea von C. perspicillata
angefertigt. Hierbei lag das Hauptaugenmerk auf dem Verlauf der efferenten Fasern
innerhalb der Kochlea. Mit Hilfe der Thiocholinmethode wurde der Ort der Umsetzung
des Achetylcholinabbauenden Enzyms Achetylcholin-esterase angefarbt. Achetylcholin

ist der vorranig vorkommende Transmitter an den efferenten Synapsen.

Diese Studie untersucht weiter den Einfluss der Narkose auf das Innenohr. In
zahlreichen Studien, die Innenohrmechanik betreffend, wurden die Untersuchungen an
narkotisierten Tieren durchgefiihrt. Oftmals wird zwar die Problematik der mdglichen
Beeinflussung des Innenohres durch das verwendete Narkosemittel diskutiert, aber
meisthin als unumganglich eingestuft. Innerhalb der vorliegenden Studie wurde ein
GroRteil der Experimente an narkotisierten und auch wachen Tieren durchgefiihrt, um
die Auswirkungen der hdufig verwendeten Ketamin-Xylazin-Narkose auf die Innenohr-

aktivitat zu verdeutlichen.

In der Literatur lasst sich eine Vielzahl von akustischen Untersuchungen finden, in
denen artifizielle Stimuli wie Reinténe oder Rauschen verwendet werden. Die
Problematik dahinter ergibt sich daraus, dass diese Art der Tone in der Natur selten zu
finden sind. Derartige Studien werfen daher die Frage auf, ob das Innenohr
beispielsweise Rauschstimuli auf die gleiche Weise verarbeitet wie naturliche,
komplexere Stimuli. Innerhalb der vorliegenden Studie wurden demzufolge im
Vergleich zu artifiziellen Stimuli arteigene Rufe der Fledermausspezies C. perspicillata

aufgenommen und als akustische Stimuli wahrend der Messungen verwendet.

Im Zuge dieser Fragestellung wurde in einem weiteren Teilprojekt versucht ein neues

Verfahren zur Messung von OAESs zu etablieren, mit dem es mdglich ist das Ohr nicht
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ausschlieBlich mit den herkdmmlich verwendeten Reintdnen zu stimulieren, sondern
ebenfalls mit komplexen Lauten, wie arteigenen Kommunikations- und Echo-
ortungsrufen. Hierflir wurde ein von Douglas Keefe vorgestelltes Paradigma zur
Messung von OAE-Residualen herangezogen, welches die am Trommelfell gemessenen
akustischen Signale von den Trommelfellantworten auf einzelne Komponenten dieser

Signale subtrahiert.

Anhand der in dieser Studie gewonnenen Ergebnisse kann deutlich gezeigt werden,
dass eine akustische Stimulation der kontralateralen Kochlea mit verschiedenen
artifiziellen sowie arteigenen Stimuli zuverlassig eine Anderung des Pegels der 2f;-f;
DPOAE von bis zu 37,3 dB in der ipsilateralen Kochlea bei wachen Tieren bewirkt.
Dabei unterscheidet sich die Art der Beeinflussung deutlich je nach verwendetem
kontralateralem Stimulus. Die Stimulation mit artifiziellem Breitbandrauschen
supprimiert den Emissionspegel tiber den gesamten getesteten Frequenzbereich um etwa
11,6 dB, wahrend die verwendeten arteigenen Laute eine vergleichbare Beeinflussung
des DPOAE-Pegels ausschliellich in einem Frequenzbereich zwischen 50 und 70 kHz
bewirken. Im Frequenzbereich von 20 bis 30 kHz verursachen die arteigenen Laute
nahezu keine Pegelabsenkung, was im deutlichen Kontrast zu den Ergebnissen unter
KAS mit Breitbandrauschen steht. Unter Narkoseeinfluss konnte, unabhdngig vom
verwendeten Stimulus, keine Beeinflussung des DPOAE-Pegels festgestellt werden,
was die Annahme bestétigt, dass die verwendete Ketamin-Xylazin-Narkose einen
drastischen Einfluss auf den Horprozess und insbesondere auf das efferente System
nimmt. Die Ursache dafur, dass arteigene Stimuli anders verarbeitet werden als
artifizielle Stimuli (wie z. B. Breitbandrauschen) konnte zwar nicht abschlie3end geklart
werden, aber die Vermutung liegt nahe, dass in diesem Verarbeitungsprozess hthere
Zentren der Horbahn involviert sind und selektiven Einfluss auf die ablaufenden

Prozesse nehmen.

Die Etablierung des OAE-Residual-Messparadigmas auf der Basis der Methode von
Keefe und Ling (1998) sollte die Mdglichkeit bieten sowohl Reinténe als auch
komplexe, arteigene Stimuli zu verwenden und so eine Erweiterung des herkdbmmlich
verwendeten Messverfahrens darstellen. Uber verschiedene Vorversuche unter
Anwendung einer Zweitonreizung konnte gezeigt werden, dass die Ergebnisse des neu

entwickelten Paradigmas mit denen der herkémmlichen DPOAE-Messungen
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hinsichtlich Reintonstimuli vergleichbar sind. Anhand der gewonnenen Ergebnisse mit
einer Stimulation mit komplexen Signalen zeigen sich allerdings die Schwierigkeiten
der neuen Methode. Die bisher erhobenen Daten zeigen keine Kklaren, reproduzierbare
Ergebnisse, sollten aber die Grundbedingungen fiur die weiterfihrenden Versuche

ebnen.
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Einleitung

1 Einleitung

,Die Bedeutung des Horsystems flir uns Menschen wird dramatisch durch seinen
Ausfall Klar.” So leitet der Neurobiologe Prof. Dr. Friauf einen seiner Artikel zum
Thema Horen ein und untermauert dies mit einem bekannten Zitat des Philosophen
Immanuel Kant: ,,Nicht sehen trennt von den Dingen; Nicht horen trennt von den
Menschen* (Neuroforum, 2014). Beide Aussagen machen deutlich welch enorme
Bedeutung das Horsystem fiir den Menschen hat. Die Bewadltigung des Alltags wird im
hohen Mal3e durch das Horen, welches zur Kommunikation und Orientierung befahigt,
beeinflusst. Wahrend beim Menschen jedoch auch die visuelle Wahrnehmung eine
entscheidende Rolle spielt, gibt es andere Sdugetiere, die sich nahezu ausschliel3lich auf
ihr Horsystem verlassen. Ein bemerkenswertes Beispiel stellen hier Flederméuse dar,
die in der Lage sind sich in totaler Dunkelheit problemlos zu orientieren. Der
Mechanismus, wie Flederméuse sich ohne Benutzung des Sehsystems so prazise
bewegen konnen, war lange Zeit nicht bekannt. Erst Mitte des 20. Jahrhunderts wurde
entdeckt, dass diese Tiere Ultraschalllaute aussenden und mit Hilfe der
wiederkehrenden Echos in der Lage sind, ihre Umgebung zu erfassen (Griffin und
Galambos, 1941; Griffin, 1951, 1958).

Auf Grund der exzellent entwickelten Horfahigkeit und des zur Ortung verwendeten,
breiten Frequenzspektrums haben sich Fledermduse als Modellorganismen in der
Horforschung etabliert. An ihnen werden zahlreiche Fragestellungen zu Mechanismen,
welche dem HOrprozess unterliegen, erforscht. Besonders die Verwendung der
fruchtfressenden Fledermausart Carollia perspicillata, deren Innenohranatomie
derjenigen von Laborsdugern weitgehend &hnelt, ist dazu pradestiniert sich diesen

Fragestellungen anzundhern.

Trotz der fundamentalen Bedeutung des Horsystems sind zahlreiche Aspekte der
Innenohrmechanik bis heute noch nicht abschliefend geklart. Ziel der vorliegenden
Studie war es, mit Hilfe unterschiedlicher Methoden einzelne Mechanismen innerhalb
des Horprozesses der Fledermausspezies C. perspicillata naher zu beleuchten. Vor
allem die Stimulation mit arteigenen Lauten, wie Kommunikations- und

Echoortungsrufe, zur Untersuchung der Beeinflussung des Innenohres durch



Einleitung

zentralnervése Prozesse lag im Fokus dieser Studie. Wahrend in den meisten Studien
zur Untersuchung des Horsystems auf die Verwendung von artifiziellen Reintdnen oder
Rauschstimuli zuriickgegriffen wird, welche in der natiirlichen Umgebung der Tiere
selten auftreten, sollen hier mogliche Unterschiede in der kochledren Verarbeitung

zwischen artifiziellen und natirlichen Stimuli aufgezeigt werden.

Eine der grundlegenden, in dieser Studie verwendeten Methoden war die Messung
von otoakustischen Emissionen (OAEs). Auf Grund ihrer Generierung durch aktive
Prozesse innerhalb der Kochlea ermdglichen es OAEs funktionelle Veranderungen im
Innenohr nichtinvasiv zu erfassen. Da die duReren Haarsinneszellen in der Kochlea
direkte synaptische Kontakte mit efferenten Fasern der absteigenden Horbahn eingehen,
bietet sich eine kombinierte Methode aus der Messung von OAEs und der Stimulation
des efferenten Systems an, um sich den Fragestellungen dieser Studie zu nahern. Eine
Aktivierung des efferenten Systems und eine damit verbundene efferente Modulation
des kochledren Verstarkers kann durch akustische Reizung des olivo-kochledren
Reflexbogens bewirkt werden. Mit Hilfe dieser Methodenkombination ist es mdglich
hohere Bereiche der Horbahn akustisch anzuregen und gleichzeitig die dadurch

veranderten Antworteigenschaften der Kochlea zu messen.

1.1 Das auditorische System

Der Horprozess besteht aus der Umsetzung von Luftdruckschwankungen in neuronale
Aktivitditen. Um diese mechano-elektrische Transduktion zu bewaéltigen, haben
Séugetiere ein komplexes Hororgan entwickelt, das aus drei Komponenten besteht: dem

Aullenohr, dem Mittelohr und dem Innenohr.

Das Aulenohr umfasst zwei maRgebliche Strukturen, welche den Schall sammeln
und in eine Richtung lenken. Zum einen eine trichterférmige Ohrmuschel (Pinna) und
zum anderen der Gehorgang (Meatus), an dessen Ende sich das Trommelfell
(Tympanum) befindet. Das Tympanum ist eine dinne Membran, die eine dichte
Abgrenzung des Gehdrgangs zum Mittelohr bildet. Direkt am Tympanum sind die
Mittelohrknéchelchen Hammer (Malleus), Amboss (Incus) und Steigbugel (Stapes)
befestigt, welche durch ihre Anordnung eine flexible, kndcherne Verbindung zwischen
Aullen- und Innenohr bilden. In ihrer Reihenfolge ist der Malleus starr mit dem Incus
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verbunden, welcher wiederum eine bewegliche Verbindung zum Stapes aufweist. Die
Fullplatte des Stapes setzt an einer weiteren, wesentlich kleineren Membran, dem
ovalen Fenster, an, welche das luftgefullte Mittelohr gegen das fllssigkeitsgefillte
Innenohr abgrenzt. Die Hebelwirkung der Gehorkndchelchen sowie der
GroRenunterschied der beiden Grenzmembranen sind malgeblich an einer enormen
Schalldruckverstarkung beteiligt, die gewahrleistet, dass sich die Flussigkeit im
Innenohr in Bewegung setzt. Ohne diesen Mechanismus der Impedanzanpassung wirde
nahezu die gesamte Schallenergie am ovalen Fenster reflektiert werden. Abgesehen von
dieser fundamentalen Aufgabe bietet das Mittelohr auch die Maoglichkeit die
Schalldruckverstarkung zu regulieren, was eine wichtige Schutzfunktion fir das
empfindliche Innenohr darstellt. Diese Regulierung lauft Gber zwei Muskeln, dem
Musculus tensor tympani, welcher am Malleus ansetzt und bei einer Kontraktion das
Tympanum versteift, und dem Musculus stapedius, welcher mit dem Stapes verbunden
ist (Borg und Counter, 1989; Counter et al., 1989). An dem Schutzmechanismus gegen
zu hohe Schalldruckpegel, dem sogenannten Mittelohrmuskel-Reflex (MOM-Reflex),
ist vor allem eine Kontraktion des M. stapedius beteiligt, welche die
Schwingungsféahigkeit des Stapes deutlich verringert und somit eine Verminderung der
Schalllibertragung verursacht (Pang und Peak, 1986).

Das Innenohr der Sdugetiere setzt sich aus zwei Strukturen mit unterschiedlichen
Aufgaben zusammen. Zum einen dem Labyrinth mit seinen Bogengangen, welches
einen zentralen Teil des Gleichgewichtsorgans darstellt, und zum anderen der Kochlea,
einer schneckenhausartig aufgewundenen Struktur, deren Komponenten die eigentliche
Umwandlung der Schallenergie in neuronale Aktivitaten vollziehen (siehe
Abbildung 1). Das Innere der von kndchernen Strukturen umgebenen Kochlea besteht
aus drei mit Flussigkeit geflllten Kammern, der Scala vestibuli, der Scala media und
der Scala tympani, welche sich um die starre Struktur der sogenannten
Schneckenspindel (Modiolus) winden. Die ankommende Schallenergie wird durch eine
Auslenkung des ovalen Fensters in die mit natriumreicher Perilymphe gefillte Scala
vestibuli geleitet. Diese ist an der Spitze der Kochlea, dem sogenannten Apex, Uber eine
kleine Offnung mit der Scala tympani verbunden. Der Druckausgleich dieses mit
Flussigkeit geflllten Systems erfolgt Gber das runde Fenster, welches sich am basalen

Ende der Scala tympani befindet. Zwischen diesen beiden Skalen, welche durch die
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Reissnermembran zur Scala vestibuli und durch die Basilarmembran zur Scala tympani

abgegrenzt sind, befindet sich die mit kaliumreicher Endolymphe gefiillte Scala media.

Abbildung 1: Schematische Darstellung des Innenohrs. A: Sagittalschnitt durch die Kochlea der
Fledermausspezies Carollia perspicillata mit skizziertem Verlauf der Basilarmembran (BM). B:
Vergrollerte Darstellung einer Kochleawindung. Zu erkennen sind die Scala vestibuli (SV), die
Scala media (SM), die Scala tympani (ST), die Stria vascularis (StV) sowie das Corti-Organ (CO). C:
Detaildarstellung des COs innerhalb der SM. Abgebildet sind die Tektorialmembran (TM), die

Basilarmembran (BM) sowie die inneren- (IHZ) und &duBeren Haarsinneszellen (AHZ).

Die von den Mittelohrknochelchen Ubertragene Schallenergie l6st innerhalb der
Kochlea eine Wanderwelle aus. Hierbei kommt es, der Druckverdnderung folgend, zu
einer Auslenkung der Basilarmembran, welche strukturelle Eigenschaften aufweist, die
eine frequenzspezifische Reaktion auf einen Schallreiz ermdéglichen. Da zum einen die
Steifheit der Basilarmembran von der Basis bis zum Apex abnimmt, wahrend zum
anderen ihre Breite in gleicher Richtung zunimmt, werden einzelne Frequenz-
komponenten eines Klangs &hnlich einer Fourieranalyse spektral aufgetrennt und so an
verschiedenen Stellen frequenzabhangig abgebildet (Dallos, 1997). Wé&hrend an ihrer
vergleichsweise steifen Basis starke Auslenkungen durch hohe Frequenzen evoziert
werden, stimulieren tiefere Frequenzen die Basilarmembran in apikalen Regionen.
Dieses Phanomen wurde erstmals im Jahr 1960 von Georg von Békésy beschrieben und
als Tonotopie bezeichnet. Die tonotope Reprasentation ankommender Reize auf der
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Basilarmembran ist ein zentrales Prinzip innerhalb des kochledren Transduktions-

prozesses.

Die eigentliche Umwandlung mechanischer Energie in Verdnderungen des
Ruhemembranpotentials von Sinneszellen lduft in dem auf der Basilarmembran
sitzenden Corti-Organ (Abbildung 1C) ab. Das Corti-Organ ist das grundlegende
rezeptive Element und enthdlt, eingebettet in stltzende Strukturen (Deiterzellen,
Hensen-Zellen), eine Reihe innerer Haarsinneszellen (IHZ) sowie drei Reihen &ul3erer
Haarsinneszellen (AHZ), welche durch ein tunneldhnliches Gebilde voneinander
getrennt sind. Auf den Spitzen dieser Sinneszellen befinden sich etwa 100 haardhnliche
Stereozilien (Howard und Hudspeth, 1988), welche auf Grund eines aus f-Aktin
bestehenden Zytoskeletts relativ steif sind und sich daher nur an der Basis verbiegen
lassen (DeRosier et al.,, 1980). Die einzelnen Zilien sind durch Querstreben, den
sogenannten ,.tip-links* (Pickles, 1992), miteinander verbunden, die eine einheitliche
Auslenkung der Zilien bewirken und wichtig sind fiir die Offnung von lonenkanalen
wahrend der Schallreizung. Durch den Zug der tip-links auf die Zellmembran der
Stereozilien bei einer schallinduzierten Auslenkung der Basilarmembran 6ffnen sich
unspezifische Kationen-Kanale an den Spitzen der Stereozilien. Durch das Offnen
dieser Kandle und auf Grund eines vorliegenden Konzentrationsgradienten stromen
Kaliumionen aus der kaliumreichen Endolymphe in das Innere der Zelle und
depolarisieren diese. Dieser Prozess aktiviert wiederum spannungsgesteuerte
Kalziumkanale, die zu einer Ausschittung von Neurotransmittern fihren, welche
schlieBlich zu der Ausbildung eines Aktionspotentials in der nachgeschalteten,
afferenten Nervenzelle fuhrt. Die Neurone des Hornervs (Nervus vestibulocohlearis)
innervieren gezielt einzelne Haarzellen und haben deshalb eine spezifische
charakteristische Frequenz, auf die sie am sensitivsten reagieren. Dadurch wird die auf
der Basilarmembran erzeugte Tonotopie wahrend der weiteren neuronalen Verarbeitung
beibehalten, was ein grundlegendes Prinzip der auditorischen Signal-verarbeitung
bildet.

Die Funktion der IHZ und AHZ unterscheidet sich maRgeblich voneinander. Die IHZ
beziehen eine reiche afferente Innervation (90-95% der Neurone; Typ | Afferenzen) und
dienen der eigentlichen Reizweiterleitung, wéhrend der Aufgabenbereich der schwach
afferent innervierten AHZ (5-10% der Neurone; Typ Il Afferenzen) nicht direkt in die
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Transduktionsprozesse von mechanischen in elektrische Reize eingebunden ist, sondern
vielmehr in der aktiven Verstarkung der einlaufenden Signale liegt (Ashmore, 2008). In
den Zellwanden der AHZ ist das Motorprotein Prestin eingelagert, welches die
Zelllange aktiv verdndern kann und so eine Aufwaérts- und Abwartsbewegung des
Zellkorpers bewirkt (Dallos und Falker, 2002). Diese Bewegung fiihrt zu einer
Auslenkung der aus Kollagen und Glykoproteinen bestehenden Tektorialmembran, in
welche die Stereozilien der AHZ eingebettet sind (Zheng et al., 2000). Die
Tektorialmembran schwingt auf Grund ihrer zweifachen Aufhdngung horizontal in einer
um 90° verschobenen Phase zur Basilarmembran, was einer scherenartigen Bewegung
entspricht. Durch diese Bewegung wird die Flussigkeit im Subtektorialraum in
Schwingung versetzt, was wiederum die Zilien der IHZ auslenkt. Auf diese Weise wird
die Amplitude der Wanderwelle aktiv angehoben und die Abstimmscharfe der
Wanderwellen erhéht (Robles und Ruggero, 2001). Auch ein geringer Schalldruck kann
so detektiert werden, was diesem Mechanismus die Bezeichnung ,kochleérer
Verstarker” eingebracht hat (Robles und Ruggero, 2001; Ashmore, 2008). Die
Funktionsweise dieser Verstarkung verlauft hochgradig nichtlinear. Leise Signale
werden dabei starker verstarkt, als laute Signale (Gold, 1948; Robles und Ruggero,
2001).

1.2 Otoakustische Emissionen

Bei der aktiven Verstarkung durch die AHZ wird als Nebenprodukt der nichtlinearen
Prozesse zuséatzliche Schallenergie freigesetzt, welche sich in der Flissigkeit der
Kochlea ausbreitet und retrograd tber das Mittelohr eine Auslenkung des Trommelfells
bewirkt. Derartige Schallereignisse sind mit Hilfe eines sensitiven Mikrofons im
Gehorgang messbar. Bereits im Jahr 1948 vermutete der Physiker Thomas Gold einen
aktiven Rickkopplungsmechanismus innerhalb des Innenohrs, konnte diesen allerdings
nicht nachweisen. Seine Hypothese wurde erst im Jahr 1978 von David Kemp bestatigt
und konkretisiert. Die damaligen ,,Kemp-Echos* fanden in den folgenden Jahren in der
Horforschung enorme Beachtung und bildeten unter dem Namen otoakustische
Emissionen (OAEs) den Grundstock fur zahlreiche wissenschaftliche Arbeiten.
Mittlerweile finden OAEs selbst im klinischen Alltag eine verstarkte Anwendung, da

sie eine ausgezeichnete Methode der objektiven Hordiagnostik darstellen. Mit Hilfe
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dieser Messtechnik lasst sich gezielt die Funktion der Innenohrmechanik untersuchen
ohne auf die subjektive Einschdtzung des Patienten angewiesen zu sein (Lonsbury-
Martin et al., 1991; Harrison et al., 2000; Janssen et al., 2003; Gehr et al., 2004). Diese
objektive und nichtinvasive Methode bietet sich auch flr die Bearbeitung akustischer
Fragestellungen an Tiermodellen an. Bis dato wurden OAEs an diversen Sdugetieren,
Reptilien, Amphibien, Vogeln und sogar Insekten nachgewiesen (Kaossl, 1992; Faulstich
et al., 1996; Taschenberger et al., 1995; Dijk und Manley, 2001; Kossl et al., 2008).

Spektrogramm  AuRenohr Mittelohr Innenohr

A fif2

Pegel

Frequenz

B i
2f -,

Pegel

Frequenz

Abbildung 2: Schematische Darstellung zur Generierung von DPOAEs. Dargestellt ist eine
akustische Stimulation mit zwei Reintdnen (f; und f,) unterschiedlicher Frequenzen und Pegel (A),
die Uber zwei getrennte Lautsprecherkandle auf das Trommelfell appliziert werden und so zur
Entstehung von Wanderwellen auf der Basilarmembran fiihren. Im Uberlappungsbereich der
durch die Reinténe induzierten Wanderwellen (grau) kommt es zu mechanischen Distorsions-
produkten, welche auf Grund der nichtlinearen Arbeitsweise der AHZ entstehen. Die Schallenergie
dieser Distorsionsprodukte wird in beide Richtungen durch das Innenohr geleitet (graue Pfeile),
wodurch sie einerseits das Mittelohr erreichen und andererseits weitere Wanderwellen auf der
Basilarmembran auslésen, die wiederum zu einer Wahrnehmung der Distorsionsprodukte fuhren.
Die Schallenergie der entstandenen DPOAE wird ebenfalls retrograd durch das Innenohr und tGiber
das Mittelohr geleitet und ist im Gehdérgang mit Hilfe eines sensitiven Mikrofons messbar.
Abgebildet ist die prominenteste DPOAE, die 2f;-f, Emission (rot, B). Die Abbildung wurde nach
Wittekindt (2009) verandert.

Die auftretenden Emissionen werden in zwei Klassen unterteilt. Einerseits in spontan
auftretende  Emissionen  (SOAEs), welche ohne jegliche Stimulation in
unterschiedlichen Zeitintervallen und bei unterschiedlichen Frequenzen auftreten
konnen, sowie andererseits in evozierte Emissionen, die durch verschiedene Schallreize

induziert werden konnen. Géngige Mdoglichkeiten OAEs hervorzurufen sind hierbei
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kurze, breitbandige akustische Reize, wie beispielsweise Klicklaute (transistorisch
evozierte OAE, TEOAE), frequenzspezifische Reintdne (Stimulus-Frequenz OAE,
SFOAE) oder zwei simultan applizierte Reintbne eines  bestimmten
Frequenzverhaltnisses (Distorsionsprodukt OAE, DPOAE) (zur Ubersicht siehe Probst
et al., 1991). Im Folgenden wird auf die in dieser Studie verwendeten DPOAESs naher
eingegangen. Um DPOAEs zu erzeugen, wird das Ohr mit zwei Reinténen (f; und fy)
unterschiedlicher Frequenz stimuliert, die oft auch als Priméarténe bezeichnet werden.
Wie in vorherigen Studien gezeigt werden konnte, ist es von Vorteil fur die DPOAE-
Generierung die Stimulusfrequenz f, mit einem geringeren Pegel zu applizieren als f;
(z.B. Brown und Kemp, 1984, Probst et al., 1991; Kossl, 1992; Mills, 1997).

Wie in Abbildung 2 dargestellt, versetzen die beiden Primértone die Basilarmembran
in Schwingung und losen so Wanderwellen aus. In dem Uberlappungsbereich der
erzeugten Wanderwellen werden auf Grund der hochgradig nichtlinearen Arbeitsweise
der AHZ Distorsionsprodukte gebildet. Ein Teil der entstandenen Schallenergie wird
uber die Mittelohrkndchelchen aus dem Ohr geleitet, wéhrend der verbleibende Teil
nahe der Abbildungsstelle des f,-Stimulus in apikaler Richtung weitere Wanderwellen
auslost (Brown und Kemp, 1984). Die retrograd zum Trommelfell geleitete
Schallenergie ist mit einem sensitiven Mikrofon im Gehorgang messbar. DPOAEs
kdnnen in zwei Klassen eingeteilt werden, kubische und quadratische DPOAEsS, welche
sich in ihren Generierungskomponenten unterscheiden. Kubische DPOAEs werden
durch asymmetrische Komponenten der AHZ-Transferfunktion generiert und spiegeln
die Funktionalitat und den Verstarkungsgrad des kochleéren Verstarkers wider (Mills et
al., 1993). Ein Beispiel fur eine kubische Emission ist die hdufig untersuchte 2f;-f,
Emission (z. B. Dolan und Abbas, 1985; Hauser und Probst, 1991; Frank und Kossl,
1996). Die quadratischen Verzerrungen werden hingegen durch die symmetrischen
Komponenten der Transferfunktion erzeugt und reagieren auf eine Verschiebung des
Arbeitspunktes (Frank und Kossl, 1996). Ein Beispiel hierfir ist die auch als
Differenzton bezeichnete und bislang weniger untersuchte f,-f; Emission. In der
vorliegenden Studie liegt der Fokus auf der kubischen 2f;-f, Emission, da der
Differenzton auf Grund seiner geringeren Amplitude vor allem bei wachen Tieren

haufig nicht aus dem Hintergrundrauschen heraustritt.
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Die Erzeugung der DPOAE ist an die aktiven, nichtlinearen Verstarkungsprozesse
der AHZ gebunden, was zur Folge hat, dass eine Beschadigung der AHZ und dem
daraus resultierenden Ausfall des Verstarkungsmechanismus schwerwiegende Hor-
verminderungen verursachen kann. Eine solche Beschadigung kann beispielsweise
durch starke L&rmbelastung hervorgerufen werden, aber auch durch zahlreiche
Medikamente, die bei verstarkter Einnahme bzw. Verwendung einen Einfluss auf die
AHZ nehmen (Probst und Hauser, 1990; Kemp, 2002).

1.2.1 OAE-Residuale

DPOAE-Messungen werden bisher weitestgehend als Werkzeug zur Analyse der
Innenohrmechanik unter Zuhilfenahme moglichst einfacher Schallstimuli, wie
beispielsweise Reinténen, verwendet. Innerhalb der natiirlichen Umgebung bzw. im
natlrlichen Kommunikationsbereich kommen solche einfachen Schallstimuli allerdings
nicht oft vor. Daher besteht grofles Interesse daran die Abldufe im Innenohr bei
Stimulation mit komplexeren Schallstimuli zu untersuchen und zu verstehen. Eine
entsprechende Variante der DPOAE-Messung wurde im Jahr 1998 von Douglas Keefe
vorgestellt. Er bezieht sich in seinem Paradigma auf OAE-Residuale, welche sich durch
Subtraktion von am Trommelfell gemessenen akustischen Signalen sowie den
Trommelfellantworten auf einzelne Komponenten dieser Signale definieren. Der
grundlegende Gedanke dahinter ist, dass eine mogliche Residualschwingung entsteht,
wenn die Innenohrverarbeitung der gleichzeitig vorliegenden Komponenten nichtlinear
erfolgt. Mit der von Keefe entwickelten Methode, der sogenannten ,,double-evoked*
OAE-Messung (englisch fir doppelt evoziert), werden in einem ersten Schritt zeitlich
getrennte, gleiche Schallsignale unterschiedlichen Pegels préasentiert. Im folgenden
Schritt erfolgt eine gemeinsame Prasentation der gleichen Schallsignale. Diese
Messabfolge ermoglicht es OAE-Residuale zu messen, welche durch Veranderungen
des Schallpegels eines beliebigen Schallsignals hervorgerufen werden (Keefe und Ling,
1998).

Es ist noch weitgehend ungekléart, welche Art von zusatzlichen Signalkomponenten
das Innenohr in Form von OAE-Residualen bei Reizung mit natdrlichen, komplexen

Schallsignalen erzeugt. Erste Ergebnisse von sprachevozierten OAEs am Menschen
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zeigen allerdings deutlich starkere efferente Effekte unter Verwendung natlrlicher
Sprachsilben als Stimuli, als unter Verwendung artifizieller Téne (ARO-Abstract: Keefe
et al., 2009).

1.3 Die Horbahn und das efferente System

Ankommende Schallsignale werden in der Kochlea uber die beschriebene mechano-
elektrische Signaltransduktion in elektrische Potentiale umgewandelt, die zu
Transmitterausschittungen an der IHZ fihren und Aktionspotentiale in Hornervfasern
induzieren. Die Aktionspotentiale werden Uber verschiedene neuronale Kerngebiete bis
hin zum auditorischen Kortex geleitet. Diese neuronale Signalkaskade, deren
Hauptfunktion die Kodierung akustischer Informationen in neuronale Erregungsmuster

ist, wird als aufsteigende Horbahn bezeichnet (Abbildung 3A, rote Pfeile).

Die IHZ sind durch eine Vielzahl glutaminerger afferenter Typ I-Fasern des
Hornervs, deren Kerne im Spiralganglion liegen, innerviert. Die Neurone des HOrnervs
projizieren als erste Schaltstation innerhalb des Stammhirns an den ipsilateralen
Nucleus cochlearis. Folgend projiziert ein GroRteil der involvierten Neurone in die
kontralaterale Hemisphare wo bereits komplexere Funktionen des akustischen Signals
ausgewertet werden. Im Nucleus olivaris superior erfolgt ein interauraler Vergleich der
auftretenden Zeit- und Intensitatsunterschiede beider Ohren. In den folgenden
verarbeitenden Stationen der aufsteigenden Horbahn, dem Nucleus leminiscus lateralis
und dem Colliculus inferior werden zeitliche Schwankungen der akustischen Energien
in den verschiedenen Frequenzbéndern ausgewertet. Die Neurone des Colliculus
inferior projizieren in die medialen Kerne des Corpus geniculatum, welche einen
wichtigen Teil des Thalamus darstellen. Die Thalamus-Neurone projizieren letztendlich
in den auditorischen Kortex. In der gesamten Horbahn l&sst sich eine tonotope
Organisation nachweisen, was bedeutet, dass benachbarte akustische Frequenzen zu
Nervenerregungen an benachbarten Orten im Gehirn fuhren (Neuweiler, 2003).

Zusétzlich zur aufsteigenden Schallverarbeitung von der Kochlea in den
auditorischen Kortex ist die Horbahn der S&ugetiere auf allen beschriebenen
Schaltstationen durch Ruckkopplungsschleifen und efferente Nervenverbindungen
gekennzeichnet, die man als absteigende Hérbahn zusammenfasst (Abbildung 3A,
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schwarze Pfeile; Pickles, 1988). Beispielsweise kann der auditorische Kortex auf diese
Weise direkten Einfluss auf den Nucleus cochlearis nehmen. Eine besondere Aufgabe in
diesem Rickkopplungsprozess dbernimmt die Verbindung zwischen dem
Olivenkomplex und der Kochlea (Abbildung 3B).

AK Auditorischer Kortex

CN Nucleus cochlearis

IC Colliculus inferior

MCB medialer Kern des Corpus geniculatum
NLL Nucleus lemniscus lateralis

NOS Nucleus olivaris superior

CN Nucleus cochlearis

GOKB  gekreuztes olivo-kochleéres Biindel
LOK laterale olivo-kochleédre Neurone
MOK mediale olivo-kochle&dre Neurone
OKB olivo-kochleéres Biindel

UOKB  ungekreuztes olivo-kochleédres Bilindel

kontralaterale ipsilaterale
Kochlea Kochlea

Abbildung 3: Schematische Darstellung der Hérbahn und des olivokochledren Systems. A:
Dargestellt ist ein sagittaler Hirnschnitt von Carollia perspicillata. Eingezeichnet sind die
wichtigsten Stationen der Saugetierhérbahn in aufsteigender (Kochlea — auditorischer Kortex, rote
Pfeile) und absteigender Richtung (auditorischer Kortex — Kochlea, schwarze Pfeile). B:
Olivokochledres System der Sauger, der Ursprung der Neurone des lateralen und medialen
efferenten Systems im medialen oberen Olivenkomplex. Eingezeichnet ist der kontralaterale
Ubertragungsweg (rot) sowie der ipsilaterale Ubertragungsweg (schwarz). Die Abbildung 3B wurde

nach Guinan, 2006 verandert.

Uber diese als olivo-kochledar bezeichnete Riickkopplungsschleife kénnen die
Haarsinneszellen im Innenohr eine direkte, massive, efferente Innervation erfahren
(Rasmussen, 1946; zur Ubersicht: Guinan, 1996; Russell und Lukashkin, 2008).
Dadurch wird innerhalb des auditorischen Systems eine betrachtliche Modulation der
Wahrnehmung ermdglicht, wie sie in keinem anderen Sinnessystem zu finden ist. Die

Axone der im Stammhirn gelegenen Zellkorper der efferenten Neurone projizieren
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zusammengefasst als olivo-kochledres Biindel bis in die Kochlea. Ein Teil dieser
Axone, das gekreuzte olivo-kochledre Bundel, kreuzt in Hohe des vierten Ventrikels die
Hemispharengrenze im Gehirn und projiziert in die gegentberliegende Kochlea. Die
verbleibenden Axone erreichen die ipsilaterale Kochlea, weshalb sie als ungekreuztes
olivo-kochledres Biindel bezeichnet werden. Diese efferenten Neurone konnen
anatomisch und funktionell in die medialen olivo-kochledren Efferenzen (MOK) und
die lateralen olivo-kochledren Efferenzen (LOK) unterteilt werden. Wie sich aus der
Bezeichnung schlielen lasst, haben die MOK-Neurone ihren Ursprung im Bereich der
medialen oberen Olive im Stammhirn. Sie haben dicke, myelinisierte Axone, welche
nahezu ausschlieBlich Synapsen mit den AHZ ausbilden. Im Gegensatz dazu
entspringen die LOK im Bereich der lateralen oberen Olive und sind durch diinnere,
nicht-myelinisierte Axone charakterisiert, welche mit den afferenten Hornervfasern

Synapsen bilden.

Als Neurotransmitter wird dem efferenten System neben GABA (g-Amino-
Buttersaure) als inhibitorischen Transmitter an den MOK-Synapsen der AHZ
mafRgebliche Acetylcholin (ACh) zugeschrieben. Ashmore konnte im Jahr 2002
belegen, dass ACh an ACh-a9/010-Rezeptoren der AHZ-Synapsen bindet. In weiteren
Studien stellte sich heraus, dass die Aktivierung dieses Rezeptors auf zwei
unterschiedlichen Wegen erfolgt (Sridhar et al., 1997; Cooper und Guinan, 2003). Zum
einen liegt eine schnelle Aktivierung innerhalb von 50-100 ms vor, welche auf eine
Kalziumbedingte Hyperpolarisation der Zelle zuriickzufuhren ist (Oliver et al., 2000).
Zum anderen wurde eine langsame Aktivierung mit einer Zeitkonstante von 25-50 s
beschrieben, welche von einer Verwendung von Kalzium als sekunddrem Botenstoff
ausgeht (Sridhar et al., 1995). In der Literatur hat sich die Annahme etabliert, dass die
Aufgabe des efferenten Systems in der Verbesserung des Signal-Rausch-Verhaltnisses
(Dolan und Nuttall, 1988; Kawase et al., 1993), der Vergrofierung des Dynamikbereichs
bei der Intensitatskodierung (Geisler, 1974), der Kontrolle des kochledren Verstarkers
(Mountain, 1980; Siegel und Kim, 1982), der selektiven Aufmerksamkeit (Maison et
al., 2001) sowie dem Schutz der Kochlea vor lautem Schall (Rajan, 1990; Xie und
Henson, 1998) besteht. Zur Untersuchung der Funktion der Efferenzen wird das olivo-
kochledre System unter experimentellen Bedingungen héufig durch Beschallung des

kontralateralen Ohrs aktiviert. Dieses Verfahren wird als kontralaterale akustische
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Stimulation (KAS) bezeichnet (Guinan, 2006). Es findet auch in zwei der in dieser
Studie behandelten Teilprojekte Verwendung.

1.4 Die Rolle von Fledermausen in der H6rforschung

Die Ordnung der Fledertiere (Chiroptera), zu denen die Flughunde sowie die
Fledermduse gezahlt werden, bildet die einzige Gruppe von aktiv flugféhigen
Sdugetieren und neben den Vogeln auch die einzige aktiv flugfahige Wirbeltiergruppe.
Wahrend allerdings nachtaktive VVogelgruppen bei vollstandiger Dunkelheit das Fliegen
einstellen oder vermehrt gegen Hindernisse fliegen, erweisen sich Fledertiere auch dann

als geschickte Flieger.

Um diese Anforderungen zu erflllen, verwenden die meisten Fledertiere zur
Orientierung nicht das visuelle, sondern das auditorische System. Sie haben spezielle
Mechanismen entwickelt, um sich mittels Aussendung von Ultraschallsignalen und der
Analyse der wiederkehrenden Echos zu orientieren. Durch die evolutive Entwicklung
extremer Gehdrleistungen sind vor allem Flederm&use schon seit den 50er Jahren ein

beliebter Modellorganismus innerhalb der Horforschung.

1.4.1 Grundsaétzliche Strategien der Echoortung

Fledertiere haben artspezifische Echoortungsstrategien entwickelt, bei denen drei Typen
von Ortungslauten (,,Klick-Ortung®, ,,CF/FM-Ortung* und ,,FM-Ortung*) angewendet
werden (Neuweiler, 2000; Ulanovsky und Moss, 2008). Der einzige echoortende
Vertreter der Flughunde (Rousettus aegyptiacus, Pteropodidae) sowie einige
Fledermausarten (z. B. Megadermatiden) werden auf Grund der Verwendung von
kurzen etwa 1 ms langen Rufen, welche auf Grund der vielen beinhalteten
Harmonischen einem breitbandigen ,,Klick®“ &hneln, auch als Breitbandorter bzw.
Breitbandflederméuse bezeichnet (Neuweiler, 2000). Im Gegensatz hierzu stehen die
sogenannten Schmalbandfledermduse (z.B. Mormoopiden), welche zur Orientierung
eine Kombination aus einem Signal mit konstanter Frequenz (englisch: constant
frequency; CF) und einem frequenzmodulierten (englisch: frequency modulated; FM)

Signal verwenden. Schmalbandflederméuse sind in der Lage durch eine prazise
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Frequenz- und Amplitudenanalyse der zuriickkommenden Echos kleinste
Frequenzmodulationen von wenigen 100 Hertz zu detektieren. Diese enorme
Gehorleistung wird oftmals durch eine kochledre Spezialisierung, bei der der fur die
Orientierung wichtige CF-Frequenzbereich auf der Basilarmembran (berreprésentiert
wird, verwirklicht (Schuller und Pollak, 1979; Hoppe et al., 1982; Neuweiler, 2000;
Vater et al., 2003). Trotz der enormen Effektivitat der Ortung mit konstantfrequenten
Elementen ist der am h&ufigsten verwendete Signaltyp bei insektivoren und frugivoren
Fledermdusen die FM-Ortung (O Neill, 1995). Bei diesem Ortungsverfahren werden
etwa 1 bis 5 ms lange Signale ausgesendet, deren Frequenz meist abwarts gerichtet
moduliert wird. Wahrend der Ortung werden von der Fledermaus etwa 10 solcher Rufe
pro Sekunde erzeugt. Bei Anndherung an eine Beute kann die Repetitionsrate jedoch zur
besseren Ortung um bis zu 100 Laute pro Sekunde erhéht werden. Dieses Phanomen
wird als finaler ,,Buzz“ bezeichnet und kommt nicht nur bei der FM-Ortung vor,
sondern findet auch in der finalen Jagdphase der CF/FM-ortenden Tiere Anwendung.

1.4.2 Carollia perspicillata als Modellorganismus

Die Brillenblattnase (Carollia perspicillata) ist ein frugivorer Vertreter der Familie der
Phyllostomidae und ist in Stid- und Mittelamerika beheimatet (Koay et al., 2003). Auch
wenn sie auf Grund ihrer frugivoren Erndhrungsweise zur Detektion ihrer
Nahrungsquellen in erster Linie ihren olfaktorischen Sinn verwendet (Thies et al.,
1998), verlasst sie sich bei der gezielten Annaherung an die Nahrung ausschliel3lich auf
die Echoortung und ihr auditorisches System. Die Echoortungsrufe, welche im
Kehlkopf erzeugt und Uber die Nasenlécher ausgesendet werden (Hartley und Suthers,
1987), bestehen aus kurzen frequenzmodulierten Signalen mit mehreren Harmonischen
(Koay et al., 2003). Derartige FM-Signale haben eine geringere Reichweite als CF-
Komponenten. Der Ruf liefert jedoch ein zeitlich prazises Echo, welches zur genauen
Lokalisierung und Oberflachenanalyse von Objekten geeignet ist. In der Regel besteht
der Echoortungsruf von C. perspicillata aus vier Harmonischen. Die Zentrumsfrequenz
des Grundtones liegt bei dieser Spezies bei 33 kHz, die Harmonischen sind jeweils
ganzzahlige Vielfache dieser Grundfrequenz und umfassen insgesamt einen
Frequenzbereich von 59 bis 117 kHz (Sterbing, 2002). Der hichste Energiegehalt steckt
in der zweiten und dritten Harmonischen, die einen Pegel von 70 bis 80 dB SPL
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erreichen (Griffin und Novick, 1955). Auf Grund dieser geringen Rufintensitat wird C.
perspicillata auch den ,whispering bats*, also den flisternden Fledermé&usen,
zugeordnet. Bis heute wurden die Echoortungsrufe verschiedener Fledermausspezies,
darunter auch C. perspicillata detailliert beschrieben (Mogdans und Schnitzler, 1990;
Sterbing, 2002; Thies et al., 1998; Vater et al., 2003). Die Kommunikationsrufe und ihre
Rolle in der sozialen Struktur der Tiere sind bei C. perspicillata jedoch kaum erforscht.
Allgemein l&sst sich sagen, dass Kommunikation bei Fledermdusen sowohl
intraspezifische (Pfalzer und Kusch, 2003) als auch interspezifische Anwendung findet
(Russ et al., 2004), welche allerdings von Art zu Art stark variiert. Innerhalb der
vorliegenden Studie wurde die Fledermausspezies C. perspicillata herangezogen, um
Fragen bezlglich der genaueren Funktionsweise der Innenohrmechanik zu erforschen.
Vor allem der breite Horbereich macht C. perspicillata zu einem hervorragenden

Versuchstier.
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2 Material und Methoden

Die vorliegende Arbeit gliedert sich in vier Teilprojekte (I-1V), welche sich alle auf die
Untersuchung der Innenohrmechanik der Fledermausspezies C. perspicillata beziehen.
Der Fokus liegt auf den ersten beiden Projekten, die sich mit der Beeinflussung der
2f,-f; Emission durch Aktivierung des efferenten Systems mittels KAS durch
unterschiedliche artifizielle und arteigene Laute befassen. In beiden Projekten bezieht
sich der Begriff ,ipsilateral* immer auf die jeweilige Seite, auf der die DPOAE-
Messung stattfand, wohingegen sich ,kontralateral“ auf das gegenulberliegende Ohr
bezieht. In Teilprojekt | wurden DPOAE-Wachstumsfunktionen mit und ohne KAS bei
verschiedenen Frequenzen gemessen. Im Falle der KAS wurde der jeweilige f,-Stimulus
wahrend der gesamten Messungen mit einem konstanten Pegel appliziert. In
Teilprojekt Il wurde der Zeitverlauf der durch KAS verursachten Effekte untersucht.
Hierfiir wurde in ein kontinuierliches Stimulationsparadigma von 3 s eine 1-sekiindige
KAS eingebettet. Im Rahmen dieser beiden Studien wurden an insgesamt 10
Fledermdusen der Spezies Carollia perspicillata (Brillenblattnase, Carolliinae,
Phyllostomidae, Chiroptera) aus der institutseigenen Zucht akustische Messungen
durchgefuhrt. In Teilprojekt 11l wurden an einem weiteren Tier histologische
Schnittserien beider Kochleae erstellt. Angefertigt wurden Sagitalschnitte sowie
Horizontalschnitte, die mit einer Thiocholinmethode zum Nachweis von
Acetylcholinesterase (ACh-Esterase) nach Hardy und seinen Kollegen (1976) behandelt
wurden, um den Verlauf der efferenten Fasern innerhalb der Kochlea zu verdeutlichen.
In dem letzten Teilprojekt IV wurden Paradigmen zur Messung von OAE-Residualen
erforscht. Hierbei wurde die Mdglichkeit untersucht, komplexe Stimuli anstelle der

sinuidalen Primartone bei der Messung von DPOAE zu verwenden.

2.1  Messungen zur Untersuchung des Einflusses von KAS
auf DPOAE

Alle Versuche der ersten beiden Teilprojekte wurden an adulten Tieren
unterschiedlicher Geschlechter mit einem Gewicht zwischen 19 und 25 g gemessen. Bei
sechs Tieren war es moglich die verschiedenen Untersuchungen auch im wachen

Zustand durchzufiihren. Die Tiere wurden langsam innerhalb mehrerer Wochen auf die
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jeweiligen Wachmessungen vorbereitet. Hierfur wurden die Fledermduse mit einem
minimalen Abstand von sieben Tagen leicht narkotisiert in die Versuchsapparatur
eingespannt. Der zeitliche Abstand war nétig, um mdogliche Nachwirkungen der
verwendeten Narkose zu vermeiden. Wéhrend der Aufwachphase wurden (ber die
Lautsprecher verschiedene Tone appliziert, um die Tiere an die Apparatur sowie den
Ablauf der Messung zu gewohnen. Erst wenn die Fledermduse ihre Bewegung in der
Versuchsapparatur auch im wachen Zustand auf ein Minimum beschrankt hatten, war es
mdoglich, die verwendeten akustischen Koppler direkt vor dem Trommelfell zu

positionieren und stabile, weitgehend storungsfreie Messungen zu erhalten.

2.1.1 Anasthesie

Um mogliche narkosebedingte Einflusse auf die akustischen Messungen zu
untersuchen, wurden alle Versuche auch an narkotisierten Tieren durchgefiihrt. Es
wurde eine Mischung aus 0,005 mg/g Korpergewicht Ketamin (Ketavet©, Pfitzer
GmbH, Berlin, Deutschland) und 0,035 mg/g Korpergewicht Xylazin-hydrochlorid
(Rompun®© 2% Losung, Bayer HealthCare AG, Mohnheim, Deutschland) subkutan in
die Nackenfalte gespritzt. Um die Narkosewirkung zu kontrollieren, wurde etwa 1 Min
nach der Injektion der Riickzugsreflex des FuBes durch leichtes Driicken tberprift. Die

verwendete Narkose hatte eine Wirkungsdauer von etwa 120 Min.

2.1.2 Kontralaterale akustische Stimuli

Fur die KAS wurden wahrend der Versuche vier verschiedene Stimuli verwendet (siehe
Abbildung 4). Als artifizieller Laut wurde ein Breitbandrauschen (BBR) mit einer
Zentrumsfrequenz von 47,5 kHz + 1Oktave verwendet. Das BBR wurde so gewéhit,
dass es den Grofteil des wahrend den Messungen untersuchten Frequenzbereichs
abdeckt (23,75 bis 95 kHz). Als arteigene Laute wurden ein Kommunikationsruf (KR),
ein Echoortungsruf (EOR) und eine Ruf-Echo-Sequenz (RES) verwendet, welche zuvor
mittels eines ultraschallfahigen Avisoft Kondensatormikrophons (CM16/CMPA,

Avisoft Bioakustik, Berlin, Deutschland) aufgenommen wurden.
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Abbildung 4: Darstellung der kontralateral verwendeten Stimuli. Dargestellt sind ein artifizielles
Breitbandrauschen (BBR) sowie drei arteigene Rufe der Fledermausspezies Carollia perspicillata
(Kommunikationsruf (KR), Echoortungsruf (EOR), Ruf-Echo-Sequenz (RES)). Ampl. (%)

entspricht der durch die Soundkarte erfassbaren Maximalamplitude.
2.1.3 Versuchsaufbau

Das Versuchstier sowie die fur die Stimulation und Aufnahme notwendigen
Lautsprecher und Mikrofone befanden sich in einer elektrisch abgeschirmten,
schallisolierten Kammer, die auf ca. 37°C erwarmt wurde. Alle weiteren Geréte sowie

der Experimentator befanden sich auRerhalb dieser Kammer (siehe Abbildung 5).

Samtliche flr die Messung bendtigten akustischen Stimuli wurden in einem in
MATLAB (MATLAB 2007b, MathWorks Inc., Ismaning, Deutschland)
selbstgeschriebenen Programm (Prof. Dr. M. Kdssl) generiert und tber einen Computer
(ThinkPad W530, Lenovo, Raleigh, USA) an eine Soundkarte (Fireface UC, RME
Audio AG, Haimhausen, Deutschland) bermittelt. Die Stimuli wurden im Anschluss
durch zwei selbstgebaute Verstéarker erst vierfach und dann zehnfach verstérkt. Die fir
die Messung benétigten Kondensatorlautsprecher innerhalb der schallisolierten
Kammer, die direkt mit dem 10x-Verstarker verbunden waren, konnten auf Grund
dieser Verstarkungskette mit £100 V betrieben werden. Der Endverstarker produzierte
auflerdem noch +200V Gleichspannung zur Polarisierung und Versteifung der
Lautsprechermembranen. Fiir die Messung wurden drei Kondensatorlautsprecher (5,
MTG MK202, Microtech Gefell GmbH, Gefell, Deutschland) verwendet.
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Abbildung 5: Schematische Darstellung des Versuchsaufbaus. A: Kontralateral verwendete Stimuli
(Breitbandrauschen (BBR), Kommunikationsruf (KR), Echoortungsruf (EOR), Ruf-Echo-Sequenz
(RES)). B: Ipsilateral applizierte Reintonstimuli (f; und f,) zur Generierung der DPOAEs. C:

Ipsilaterale Aufnahme der 2f;-f, Emission.

Zwei dieser Lautsprecher wurden zusammen mit einem Mikrofon (4, B&K 4939,
Briel & Kjer, Neerum, Dénemark) Uber einen Mikromanipulator und einen
aufgesteckten, selbstgebauten Dreiwegekoppler direkt vor dem Trommelfell des
jeweiligen Versuchstieres platziert. Der dritte Lautsprecher wurde auf der
kontralateralen Seite ebenfalls Gber einen Mikromanipulator und einen aufgesteckten,

selbstgebauten Koppler vor das Trommelfell gesetzt. Die durch die Stimulierung
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evozierten Emissionen wurden von dem sensitiven Mikrofon aufgenommen und Gber
einen Mikrofonvorverstarker und Messverstarker (1/4“, 2610 B&K, Briel & Kjer,
Neerum, Danemark) zuriick an die Soundkarte und erneut an den Computer uberfuhrt.
Um die Messungen zu ermdglichen, wurde das jeweilige Versuchstier in einem seiner
KorpergroRe entsprechenden Schaumstoffhalter gespannt, welcher die Mobilitat der
Tiere stark einschrénkte. Da auch leichte Bewegungen des Kopfes zu Schadigungen des
Trommelfells durch die Spitze des akustischen Kopplers fihren kdnnten, wurde der

Kopf der Tiere durch einen speziell angefertigten Maulhalter zusétzlich immobilisiert.

2.1.4 Kriterium zur Bestimmung der naturlichen DPOAE-Pegel-

schwankungen

Eine Schwierigkeit bei der Analyse der DPOAE-Wachstumsfunktionen ist die
Variabilitdt der DPOAE-Pegel. Die ermittelten DPOAE-Pegel schwanken Uber die
Dauer der einzelnen Messungen deutlich. Die DPOAE-Pegelschwankungen unter
Narkoseeinfluss sind zwar geringer als im wachen Zustand aber trotzdem nicht zu
vernachldssigen. Um abschétzen zu kénnen bei welchen Werten ein Effekt vorliegt, der
nicht durch natlrliche Schwankungen hervorgerufen wurde, wurde im Vorfeld ein
Kriterium ermittelt, welches die natlrliche DPOAE-Pegelschwankungen der Tiere
festlegt.

Hierzu wurden bei f,-Frequenzen von 40 und 60 kHz mehrere DPOAE-Messungen
mit konstanten Primérton-Pegeln (L; = 50 dB SPL und L, = 40 dB SPL) (ber eine
Dauer von 1 Min durchgefuhrt (Abbildung 6). Die Einzelmessungen wurden gemittelt
und jeweils +2 Standardabweichungen berechnet. Der ermittelte Bereich der
Standardabweichungen lag bei 40 kHz bei £4,5 dB und bei 60 kHz bei +5,4 dB.
Basierend auf diesen Werten wurde festgelegt, dass alle in dieser Studie erhobenen
DPOAE-Pegelabsenkungen < 6 dB nicht als KAS induzierte Effekte berlcksichtigt

werden, da es sich um nattrliche Schwankungen handeln konnte.
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Abbildung 6: DPOAE-Messungen mit konstanten Priméarton-Pegeln (L; = 50 dB SPL und L, =
40 dB SPL) Uber eine Dauer von 1 Min bei f-Frequenzen von 40 und 60 kHz. Dargestellt sind
jeweils vier Einzelmessungen mit je 100 Mittlungen. Die durchgezogene schwarze Linie stellt den
Mittelwert Uber alle Datensétze dar und die gestrichelten schwarzen Linien jeweils die zweifache

Standartabweichungen.

2.1.5 Teilprojekt I. DPOAE Wachstumsfunktionen

Eine mogliche Beeinflussung der DPOAEs durch KAS wurde im ersten
Versuchsparadigma durch die Erhebung von DPOAE-Wachstumsfunktionen mit und
ohne KAS bei verschiedenen f,-Frequenzen getestet. Hierzu wurden die Fledermause
wie in Kapitel 2.1.3 beschrieben in die Apparatur eingespannt. Vor jeder Messung
wurde mit Hilfe eines Binokulars (280942, Carl Zeiss Microlmaging GmbH, Jena,
Deutschland) der Gehérgang der Versuchstiere auf eventuelle Verletzungen des
Trommelfells oder eine Blockade des Gehdrgangs untersucht, welche einen Einfluss auf
die Horfahigkeit der Tiere hatten haben konnen. Bei intakten Strukturen wurden
verschiedene, aufeinander folgende Messschritte durchgefiihrt, um letztendlich die
DPOAE-Wachstumsfunktionen zu ermitteln. Um optimale und vergleichbare
Versuchsbedingungen zu gewahrleisten, wurden vor jedem Versuch das Mikrofon
sowie die Lautsprecher im Gehodrgang der ipsilateralen Seite kalibriert. Im Anschluss
erfolgten mehrere Kontrollmessungen, um sicher zu stellen, dass die Versuchstiere eine
2f,-f, Emission ausbilden und diese bei wiederholten Messungen eine vergleichbare
Amplitude aufweist. Hierfir wurden die Priméartonpegel (L; = 50dB SPL und L, =
40 dB SPL) sowie ein f,/f; Frequenzverhéltnis von 1,23 festgelegt. Die Frequenz von f,
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wurde in 5 kHz Schritten Uber einen Frequenzbereich von 20 bis 90 kHz variiert. Wenn
die ermittelten Emissionsamplituden nicht den vorherigen Messungen entsprachen,
wurde die Position des Kopplers so lange korrigiert bis eine vergleichbare Messung

garantiert werden konnte.

Daraufthin  wurde das fir die DPOAE-Wachstumsfunktionen optimale
Frequenzverhaltnis f,/f; ermittelt. Erneut wurden die Primértonpegel (L; = 50 dB SPL
und L, = 40dB SPL) und diesmal die jeweilige f,-Frequenz (20 bis 90 kHz) als
konstante Parameter festgelegt, wahrend die f; Frequenz schrittweise durch Erhéhung
des Frequenzverhaltnisses (von 1,01 bis 1,37 in Schritten von 0,2) veréndert wurde. Auf
diese Weise wurde ermittelt, welches Frequenzverhéltnis die h6chsten Amplituden der
2f1-f, Emission hervorruft und sich so als optimal flr die weiteren Messschritte erwies.
Anders als bei DPOAE-Messungen bei Menschen, wo in der Regel ein konstantes
Frequenzverhéltnis von 1,22 angewendet wird (Harris et al., 1989), ist es bei der
Fledermausart C. perspicillata ratsam das Frequenzverhéltnis vor jeder Messung neu zu
bestimmen. Wie vorherige Studien gezeigt haben, variiert das optimale
Frequenzverhéltnis vor allem zwischen Messungen mit und ohne Narkoseeinfluss
betrachtlich (Schlenther et al., 2012).

Fir die eigentliche Messung der DPOAE-Wachstumsfunktionen konnten nun, auf
Grund des ermittelten optimalen Frequenzverhaltnisses, die beiden Primartonfrequenzen
als konstante Parameter verwendet werden. Die Pegel der beiden Primartdne wurden in
16 Schritten von L; =0 dB SPL und L, =-10 dB SPL jeweils um 5 dB SPL erhoht. Die
im Gehodrgang aufgenommenen DPOAEs (Dauer: 42,7 ms) wurden hundertfach
gemittelt und ihre spektrale Zusammensetzung uber eine Fourier Transformation (FFT)
analysiert. Die Messungen wurden jeweils ohne zeitgleiche KAS, im Folgenden als
Kontrollmessung bezeichnet, sowie mit zeitgleicher KAS durchgefiihrt. Die
kontralateralen Stimuli hatten wéhrend der Messung einen Maximalpegel von
50 dB SPL.

Fur die weitere Analyse wurden zwei L,-Pegelwerte, im Folgenden als L,-Schwellen
bezeichnet, bei 40 sowie 60 dB SPL festgelegt, an deren Positionen der erreichte 2f;-f,
Emissionspegel abgelesen wurde. Um zu ermitteln, welchen Einfluss die jeweilige KAS
auf den Pegel der 2f;-f, Emission hat, wurde die Differenz der Schwellenwerte mit und
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ohne KAS gebildet. Die Differenzwerte wurden fir alle Messungen im wachen Zustand
sowie fiir alle Messungen unter Narkoseeinfluss gemittelt.

Die ermittelten Pegeldifferenzen wurden fur die weitere statistische Analyse
herangezogen. Da die Datenmenge zu gering war, um einen Test auf Normalverteilung
durchzufiihren, wurde alternativ der nichtparametrische Wilcoxon-Rangsummen-Test
verwendet. Hier wird die Gleichheit der zentralen Tendenzen der zugrundeliegenden

Grundgesamtheiten anhand zweier gepaarter Stichproben tUberprift (*p <0,05).

2.1.6 Teilprojekt Il: Zeitverlauf efferenter Effekte

Im zweiten Versuchsparadigma lag der Fokus auf dem Zeitverlauf der durch KAS
verursachten Effekte. Hierfir wurde eine KAS von 1 s in ein kontinuierliches
Stimulationsparadigma von 3 s eingebettet. Die Vorarbeiten flr Teilprojekt Il sind mit
denen in Abschnitt 2.1.5 beschriebenen Schritten identisch. Sobald das optimale
Frequenzverhéltnis und damit die Primdartonfrequenzen festgelegt waren, wurden zur
Evozierung der 2f;-f, Emission im ipsilateralen Ohr zwei pegelkonstante Stimuli
(Ly =50 dB SPL, L, =40 dB SPL) mit einer Dauer von 3 s (An- und Abstiegszeit 0,01
s) appliziert. Auf der kontralateralen Seite setzte mit 1 s Verzdgerung eine 1-sekiindige
akustische Stimulation jeweils mit einem der in 2.1.2 beschriebenen Stimuli ein. Dieses

Paradigma wurde bei verschiedenen KAS-Pegeln von 40 bis 70 dB SPL getestet.

Fur die erste Analyse wurden die DPOAE-Pegel wahrend der jeweiligen
Versuchsabschnitte (1. Sekunde ohne KAS, 2. Sekunde mit KAS, 3. Sekunde ohne
KAS) gemittelt und die Differenz zur Basis (1. Sekunde ohne KAS) gebildet
(Abbildung 6A). Um eine hohere zeitliche Aufldsung zu erreichen, wurden dann die
einzelnen Datensétze in 250 ms lange Intervalle unterteilt und gemittelt. Fur diese
Teildatensétze wurde erneut die Differenz zur Basis gebildet (Abbildung 6B).
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Abbildung 7: Schematische Darstellung der Differenzbildung in Versuchsparadigma I11. A:
Mittelung und Differenzbildung der gesamten Versuchsabschnitte. B: Mittelung und

Differenzbildung der einzelnen Kompartimente der Versuchsabschnitte (je 250 ms).

Die so ermittelten DPOAE-Pegeldifferenzen wurden zur weiteren statistischen
Analyse verwendet. Wie bereits in Kapitel 2.1.5 beschrieben, war auch hier die
Datenmenge zu gering, um einen Test auf Normalverteilung durchzufiihren. Daher
wurde ebenfalls der nichtparametrische Wilcoxon-Rangsummen-Test durchgefihrt
(*p <0,05).

2.2 Histologie

Das efferente System verschiedener Sauger weist eine grofRe Diversitat auf (z.B. Katze:
Liberman und Brown, 1986; Meerschweinchen: Brown, 1987a; Ratte: Dannhof und
Bruns 1993). Um einen Uberblick tiber den Verlauf der efferenten Fasern innerhalb der
Kochlea von Carollia perspicillata zu erlangen, wurden histologische Untersuchungen
durchgefuhrt. Hierfur wurden beide Kochleae eines perfundierten Tieres heraus
prapariert, fixiert und mit einem Kryotom geschnitten (Schnittdicke: 45 um). Die
Schnittserien wurden mit der Thiocholinmethode zum Nachweis von Acetylcholin-
esterasen (ACh-Esterase) behandelt und analysiert.
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2.2.1 Perfusion

Die histologischen Untersuchungen fanden an zwei heraus praparierten Kochleae statt.
Um die Praparation durchfiihren zu kénnen, wurde der Fledermaus in einem ersten
Schritt eine letale Narkosedosis von 0,15 ml einer 1:10 Verdiinnung von Pentobarbital
(Narcoren©, Merial GmbH, Hallbergmoos, Deutschland) und NaCl verabreicht. Nach
Uberpriifung der Narkosewirkung wurde das Tier fixiert und der Thorax ge6ffnet, so
dass das Herz frei zuganglich war. In den rechten Vorhof konnte im Anschluss eine
Kanile eingefiuhrt werden, Uber die mit Hilfe eines Schlauchpumpensystems die
Perfusion erfolgte. In einem ersten Schritt wurde flr eine Dauer von 5 Min mit einer
Durchflussrate von 3,5 ml/Min, eine Spullésung (0,9 g NaCl; 100 ml ddH,0) appliziert.
Damit das gesamte Organsystem durchgespult wird, aber kein zu hoher Druck entsteht,
wurde nach Anschalten der Schlauchpumpe ein Kkleiner Schnitt in den linken Ventrikel
getatigt, Uber den das Blut sowie die durchgeflossene Spullésung austreten konnten. In
einem zweiten Schritt wurde das Organsystem fir 30 Min mit einem Fixativ (80 ml 4%
PFA, 120 ml ddH20) durchspult. Das Fixativ denaturiert und vernetzt zelluldre Proteine

und konserviert die Zellstruktur.

Im Anschluss an die Perfusion wurden die Kochleae auf beiden Seiten heraus
prapariert und fur 12 Stunden bei 4 °C in der bereits zuvor verwendeten PFA-LGsung
nachfixiert. Im Folgenden wurden die Kochleae fir finf Tage in 7,5%iger EDTA-
Losung bei 4 °C entkalkt. Danach wurden die Kochleae in Gelatine eingebettet und
anschlieBend gefriergeschnitten. Aus der einen Kochlea wurden 45 pum dicke
Sagitalschnitte angefertigt und aus der zweiten Kochlea wurden 45 um dicke
Horizontalschnitte angefertigt.

2.2.2 Thiocholinmethode zum Nachweis von Acetylcholinesterasen

Die angefertigten Schnittserien wurden mit der Thiocholinmethode zum Nachweis von
ACh-Esterase behandelt. Die Rezeptur des Inkubationsmediums geht urspriinglich auf
Georg Koelle und Jonas Friedewald (1949) zurlick und wurde in den folgenden Jahren von
Morris Karnovsky und Logan Roots (1964) sowie Hay Hardy und Kollegen (1976)
modifiziert. Bei dieser Farbung wird die Lokalisation des Enzyms ACh-Esterase im

Gewebe ermittelt. Da der maRgebliche Transmitter des efferenten Systems ACh ist,
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konnte so eine gezielte Anfarbung der efferenten Fasern ermdglicht werden. Die
Schnittserien wurden in einem ersten Schritt zweimal grindlich in einem 0,1 M
Acetatpuffer mit einem pH Wert von 6,0 (Tabelle 1 A) gewaschen. Im Anschluss daran
wurden sie bei Raumtemperatur fir 35 Min in der Inkubationslésung (Tabelle 1 B)
geschuittelt (80 Ruttlungen pro Minute). Dann wurden die Schnitte erneut finf Mal fur
jeweils 10 s im 0,1 M Acetatpuffer gewaschen. Darauf folgten fiinf 10-sekiindige
Spulungen in 0,1 M Natriumnitrat (0,85 g NaNOs; 100 ml ddH20), eine Spulung mit
0,1%iger Silbernitrat-Losung (0,1 g AgNO3; 100 ml ddH20) fir 1 Min unter starker
Bewegung, sowie erneut finf 10-sekiindige Spilungen in 0,1 M Natriumnitrat.

Tabelle 1: Mischungsverhdaltnis des wahrend des ACh-Esterase-Farbeprotokolls verwendeten

Acetatpuffers (A) und der Inkubationslésung (B).

A B
Acetatpuffer (0,1 M) Inkubationslésung
90 mi ddH20 200 ml ddH20
0,829 Natriumacetat 1,779 Natriumacetat
0,1M Essigséure 0,098 g | Acetylthiocholiniodid

) . . 0,29¢ Natriumcitrat x 2H,0
(Losung mit Essigsaure

auffillen, bis ein pH 0,096 g | Kupfersulfat (wasserfrei)
?/S\:)ert von 6,0 eingestellt 0013g | Kaliumferricyanid

Im Anschluss an die ACh-Esterase-Farbung wurden die Schnittserien einer
Gegenfarbung mit Neutralrot unterzogen. Hierzu wurden die Schnitte in einem ersten
Schritt fir 30 Min in 70%iges Ethanol gelegt und im Anschluss fur etwa 5 Min mit
doppelt demineralisiertem Wasser (ddH20) gespult. Darauf folgend wurden sie fir 3
Min unter leichter Bewegung in eine Neutralrot-Farbelésung gelegt. Nach erneutem
kurzem Spilen mit ddH20 folgte eine Ethanolspilung mit ansteigenden
Konzentrationen (je 3 Min: 70% C,HgO, 2 x 96% C,HsO), sowie zwei Spullvorgénge
uber jeweils 5 Min mit 100%igem Isopropanol (C3HgO). AbschlieRend folgten drei
Reinigungen und Auswaschungen der Schnittserien mit Roti-Histol fur je 5 Min.
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2.3 Messung von OAE-Residualen

In einem weiteren Teilprojekt dieser Studie wurden Messungen zur Untersuchung von
OAE-Residualen  durchgefuhrt.  Als Versuchsansatz diente vorrangig ein
Messparadigma, welches im Jahr 1998 von Douglas Keefe entwickelt wurde
(Abbildung 8). Der Versuchsaufbau entsprach dem der herkémmlichen DPOAE-
Messungen (Abbildung 5). Verwendet wurden zwei Lautsprecher sowie ein sensitives
Mikrofon, welche (ber einen Koppler vor dem Trommelfell des jeweiligen
Versuchstiers positioniert wurden. Die Versuche wurden zundchst mit einer Stimulation
aus Reintdbnen und spater auch mit arteigenen Lauten durchgefiihrt, wobei das

verwendete Grundparadigma identisch war.

A Zeitfenster | Zeitfenster Il  Zeitfenster lli B Zeitfenster | Zeitfenster Il  Zeitfenster lli
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Abbildung 8: Versuchsparadigma zur Messung von OAE-Residualen unter Stimulation mit

Reinténen (A) und komplexen Stimuli (B). Zur Erlauterung siehe Text.

OAE-Residuale werden gemessen, indem ein beliebiger akustischer Stimulus tber
einen der Lautsprecher (Kanal 1) auf das Trommelfell appliziert wird. Zeitlich versetzt
wird der gleiche Stimulus mit einem um 5 dB hoheren Pegel Uber den zweiten
Lautsprecher (Kanal 1) abgegeben. In einem dritten Zeitfenster werden die beiden
zuvor applizierten Stimuli zeitgleich ber die jeweiligen Lautsprecherkandle abgegeben.
Aus den mit dem Mikrofon aufgenommenen Schallereignissen kann nun das OAE-
Residual  berechnet werden. Hierfir wird die Formel: R =Signal 3-

(Signal 1 + Signal 2) verwendet. Wirde es sich beim Innenohr um ein véllig linear
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arbeitendes System handeln, welches keinerlei otoakustische Emissionen erzeugt,
ergabe das OAE-Residual (R) Null.

2.3.1 Messung von OAE-Residualen unter Verwendung von

Reintdnen

Fur die Bewertung des OAE-Residual-Versuchsparadigmas wurde in den ersten
Messreihen eine Zweiton-Reizung (Abbildung 8A) verwendet, um die Vergleichbarkeit
mit herkbmmlichen DPOAE-Messungen zu ermitteln. Es wurden zuerst konventionelle
DPOAE-Wachstumsfunktionen ermittelt (siehe 2.1.5) und im Anschluss daran die
OAE-Residual-Messungen durchgefiihrt. Hierzu wurden in jedem Zeitfenster jeweils
zwei Reinténe (f; und f,) unterschiedlicher Frequenzen mit einem zuvor festgelegten
optimalen Frequenzabstand appliziert. Durch schrittweise Erhéhung des Pegels von
Signal 1 bei konstanter Pegeldifferenz zu Signal 2 wurden Residual-Wachstums-
funktionen ermittelt. Diese wurden bei jedem Versuchstier jeweils flr f,-Frequenzen
von 20, 40, 60 und 80 kHz erstellt. Die Abfolge der Einzelmessungen bei den

unterschiedlichen f,-Frequenzen erfolgte randomisiert.

2.3.2 Messung von OAE-Residualen unter Verwendung naturlicher

Stimuli

Das eigentliche Ziel des OAE-Residual-Versuchsparadigmas lag darin eine Methode zu
entwickeln, die es ermdglicht das Ohr mit komplexeren Stimuli als Reinténen
anzuregen und gleichzeitig otoakustische Emissionen zuerfassen. Der ersten Messreihe
folgend wurden daher zuvor aufgenommene Kommunikations- und Echoortungsrufe
getestet. In jedem Zeitfenster wurden hierzu anstelle der Reintdne, die komplexen
Stimuli appliziert (Abbildung 8B). In einem ersten Schritt wurde jeweils ein einzelner
Ruf pro Zeitfenster getestet und in einem weiteren Schritt wurde eine Abfolge von drei
aneinander gehéngten Rufen (Abstand 1 ms) gepruft.
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3 Ergebnisse

Im Folgenden werden die Ergebnisse der einzelnen Projekte zur Untersuchung der
Innenohrmechanik der Fledermausspezies C. perspicillata vorgestellt. Zuerst werden
dabei Daten prasentiert, welche als Vorversuche dienten, um die Wirkweise der
verwendeten Ketamin-Xylazin-Narkose auf die gemessene 2f;-f, Emission abschétzen
zu konnen. Im Weiteren werden die gewonnenen Daten ber die Beeinflussung der
2f1-f, Emission durch Aktivierung des efferenten Systems mittels KAS sowie die
zugrundeliegende Anatomie naher beleuchtet. Im Anschluss daran werden die
Ergebnisse der OAE-Residual-Messungen mit Reintdnen und komplexen Stimuli
présentiert.

3.1 Vorversuche Uber die Wirkung einer Ketamin-Xylazin-

Narkose auf die Generierung von DPOAE

In vorrangegangen Experimenten sind DPOAE-Wachstumsfunktionen an 17
narkotisierten und 17 wachen Flederméusen der Spezies C. perspicillata gemessen
worden, ohne gleichzeitig das efferente System zu stimulieren (siehe Schlenther et al.,
2014). Im Gegensatz zu den weiteren in dieser Arbeit beschriebenen Projekten wurden
in diesen Versuchen zundchst unterschiedliche Tiere unter Narkoseeinfluss und im
wachen Zustand gemessen. Bei finf der 17 verwendeten Tiere konnte die Messungen in
beiden Zustdnden durchgefiihrt werden. Generell sollte durch die im Vorfeld
ausgefiihrten Versuchsreihe ein Uberblick iber die Wirkweise der wihrend der
Messungen verwendeten Ketamin-Xylazin-Narkose gewonnen werden. Ein Grof3teil der
Daten wurde bereits im Zuge einer Diplomarbeit zum Thema ,,Untersuchungen von
otoakustischen Emissionstypen bei der Fledermausspezies Carollia perspicillata“
gewonnen. Im Rahmen der vorliegenden Promotionsarbeit wurden weitere Daten in

Form von vier Messreihen erhoben und neue Auswertmethoden angewendet.

Abbildung 9 zeigt die Uber alle 17 Tiere gemittelten DPOAE-Wachstumsfunktionen,
aufgenommen im narkotisierten sowie im wachen Zustand. Abgebildet sind alle Daten
ab einem Messpunkt unterhalb der gesetzten -10 dB Schwelle, um den eigentlichen

Schwellenibertritt hervorzuheben. Deutlich zu erkennen ist bei allen Messungen bei
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den exemplarisch gezeigten Frequenzen (20, 40, 60 und 80 kHz), dass die unter
Narkoseeinfluss gemessene Amplitude der 2f;-f, Emission bei Stimulationspegeln ab
30 dB SPL hohere Pegel erreicht als im wachen Zustand. Bei der Messung mit einer fo-
Frequenz von 80 kHz und einem L,-Pegel von 55dB SPL wird mit 33,9 dB die
maximale Differenz der Mittelwerte erreicht. Allerdings liegen auch bei den Messungen
mit f,-Frequenzen von 40 und 60 kHz deutliche Unterschiede vor. Eine zweite
Auffalligkeit ist, dass bei den Messungen im mittleren Frequenzbereich (40 und 60
kHz) bei wachen Tieren ein geringerer Stimulationspegel ausreicht, um eine 2f;-f,

Emission von -10 dB SPL zu erreichen.
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Abbildung 9: Gemittelte DPOAE-Wachstumsfunktionen der 2f;-f, Emission von jeweils 17
narkotisierten (grau) und 17 wachen (rot) Tieren der Fledermausspezies C. perspicillata. Dargestellt
sind alle Pegelwerte ab einem Messpunkt oberhalb des gewéhlten -10 dB SPL Schwellenkriteriums
(grau gepunktete Linie). Die beiden weiteren gestrichelten Linien (grau und rot) geben den
jeweiligen Pegel des akustischen Umgebungsrauschens plus eine Standardabweichung an. Die
Fehlerbalken zeigen die jeweilige Standardabweichung, welche aus graphischen Griinden nur in

eine Richtung dargestellt ist.

Um den Narkoseeffekt hochaufgelost (ber einen gréReren Frequenzbereich
darzustellen, zeigt Abbildung 10 die Abhéngigkeit des DPOAE-Pegels von dem f,-
Pegel sowie der f,-Frequenz exemplarisch fur eine Fledermaus, welche unter
Narkoseeinfluss sowie im wachen Zustand gemessen wurde. Zu sehen ist der
farbkodierte Pegel der 2f;-f, Emission der Messung unter Narkoseeinfluss (Abbildung
10A), der Messung im wachen Zustand (Abbildung 10B) sowie die ermittelte
Pegeldifferenz der beiden Zustdnde (Abbildung 10C). Vergleichbar mit den erhobenen
Wachstums-funktionen sind hohere 2f;-f, Pegel unter Narkoseeinfluss, vor allem bei
hohen Stimulationspegeln, deutlich zu erkennen. Vor allem bei der Messung niedriger

f,-Frequenzen unterhalb von 45 kHz treten 2f;-f, Pegel von bis zu 40 dB SPL auf. Die
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hochsten Emissionspegel im wachen Zustand werden bei einer Stimulation mit f,-
Frequenzen zwischen 40 und 55 kHz durch Stimulationspegel oberhalb von 50 dB SPL
erreicht. Weiterhin zu erkennen ist, dass vor allem im Bereich von 40 kHz sowie
oberhalb von 60 kHz bei niedrigen Stimulationspegeln im wachen Zustand hdhere
Emissionspegel erreicht werden als unter Narkoseeinfluss. In dem vorliegenden
Beispiel sind die groRten Unterschiede zwischen dem unter Narkoseeinfluss
gemessenen DPOAE-Pegel und dem im wachen Zustand erhobenen DPOAE-Pegel bei
Stimulationen mit f,-Frequenzen unterhalb von 40 kHz und f,-Pegeln oberhalb von
25 dB SPL sowie bei der Stimulation mit f,-Frequenzen von 40 und 65 kHz und f,-
Pegeln unterhalb von 25 dB SPL zu beobachten. Die individuellen Unterschiede des
Effekts der Andsthesie sind jedoch betrachtlich. Bei anderen Tieren gab es maximale

Effekte bei hoheren f,-Frequenzen (siehe auch Abbildung 9).
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Abbildung 10: Abgebildet ist die Abhéngigkeit des DPOAE-Pegels im wachen (A) und
narkotisierten (B) Zustand sowie die kalkulierte Differenz (C) von der f,-Frequenz in kHz sowie
dem f,-Pegel in dB SPL einer einzelnen Fledermaus der Spezies C. perspicillata. Die Daten wurden
in 5kHz Schritten ermittelt. Die Farbkodierung gibt den jeweiligen Pegel der 2f;-f, Emission

wieder.

3.2 Teilprojekt I: Vergleich von DPOAE-Wachstums-
funktionen gemessen mit und ohne KAS bei wachen

und narkotisierten Tieren

Um zu Uberprifen ob KAS einen Einfluss auf den Pegel der ipsilateral gemessenen

2f;-f, Emission nimmt, wurden DPOAE-Wachstumsfunktionen im wachen und
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narkotisierten Zustand mit und ohne KAS gemessen. Weiterhin wurde getestet, ob sich
die Art einer etwaigen Beeinflussung durch unterschiedliche kontralaterale Stimuli

andert.

20 kHz
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Abbildung 11: DPOAE-Wachstumsfunktionen gemessen bei einer f,-Frequenz von 20 kHz fiir alle
gemessenen Tiere bei vier verschiedenen kontralateralen Stimuli (BBR, KR, EOR, RES).
Dargestellt sind Kontrollmessungen ohne kontralaterale Stimulation im narkotisierten (schwarz
gestrichelt) und wachen Zustand (dunkelrot gestrichelt), sowie Messungen bei gleichzeitiger
kontralateraler akustischer Stimulation (KAS) im narkotisierten (grau) und wachen Zustand (rot).
Die gepunkteten Linien markieren die L,-Schwellen bei 40 und 60 dB SPL.
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Die vorliegenden Ergebnisse zeigen eine Suppression des Emissionspegels um bis zu
37,3 dB wéhrend gleichzeitiger kontralateraler Beschallung in wachen Versuchstieren.
Unter Narkoseeinfluss konnten nahezu keine Effekte erzielt werden. Zwischen den
verschiedenen kontralateralen Stimuli konnte ein frequenzspezifischer Unterschied

ermittelt werden.

In den Abbildungen 11 bis 14 sind die Ergebnisse aller Versuchstiere fir die
ausgewahlten f,-Frequenzen 20, 40, 60 und 80 kHz aufgetragen. Dargestellt sind 2f;-f,
Wachstumsfunktionen im wachen (rot / dunkelrot gestrichelt) und im narkotisierten
Zustand (grau / schwarz gestrichelt) mit und ohne kontralaterale Beschallung. Die
vertikalen, gestrichelten Linien markieren den L,-Pegel, an welchem in der spateren
Auswertung die Differenz zwischen dem 2f;-f, Pegel der Kontrollmessung und der

Messung mit KAS ermittelt wurde (im Weiteren als L,-Schwelle bezeichnet).

Bei DPOAE-Messungen mit einer f,-Frequenz von 20 kHz (Abbildung 11) ist zu
erkennen, dass sich die durch KAS verursachten Effekte ausgel®st durch artifizielle und
arteigene Stimuli unterscheiden. Waéhrend unter Verwendung von BBR als
kontralateralen Stimulus bei allen wachen Versuchstieren supprimierende Effekte bis zu
23,2 dB erreicht werden, unterscheidet sich der 2f;-f, Pegel bei KAS mit arteigenen
Rufen nur wenig von den Kontrolimessungen ohne KAS. Ahnlich verhilt es sich mit
den unter Narkoseeinfluss gewonnenen Daten. Hier lassen sich ebenfalls nur sehr
geringe Abweichungen zwischen Kontrollmessung und KAS-Messung erkennen. Eine
Auffalligkeit zeigt der Amplitudenverlauf der 2f;-f, Emission von Versuchstier T8
wéahrend der Kontrollmessung im wachen Zustand, welcher Uber den gesamten
Messverlauf bis zu 21,8 dB hoher ist als unter Narkoseeinfluss. Bei den Versuchstieren
T2, T3, T5 sowie T9 fallt weiterhin auf, dass L,-Pegel Uber 40 dB SPL unter
Narkoseeinfluss um etwa 10 dB hohere DPOAE-Pegel evozieren als im wachen
Zustand.
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Abbildung 12: DPOAE-Wachstumsfunktionen gemessen bei einer f,-Frequenz von 40 kHz fiir alle
gemessenen Tiere bei vier verschiedenen kontralateralen Stimuli (BBR, KR, EOR, RES).
Dargestellt sind Kontrollmessungen ohne kontralaterale Stimulation im narkotisierten (schwarz
gestrichelt) und wachen Zustand (dunkelrot gestrichelt), sowie Messungen bei gleichzeitiger KAS
im narkotisierten (grau) und wachen Zustand (rot). Die gepunkteten Linien markieren die L,-
Schwellen bei 40 und 60 dB SPL.

Bei einer ipsilateralen DPOAE-Messung mit einer f,-Frequenz von 40 kHz ist der
Unterschied zwischen Effekten von BBR und arteigenen Rufen weniger deutlich
ausgepragt (Abbildung 12). Zwar lassen sich mit einer maximalen Suppression von
37,3 dB erneut bei einer KAS mit BBR die groRten Effekte erzielen, aber auch bei
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Verwendung der arteigenen Rufe treten Pegelabsenkungen von bis zu 18,9 dB auf. Vor
allem Versuchstier T5 (KR) und Versuchstier T9 (RES) zeigen eine deutliche
Beeinflussung des 2f;-f, Pegels durch KAS mit arteigenen Lauten im wachen Zustand.
Wie schon bei der Stimulation mit einer f,-Frequenz von 20 kHz, lassen sich auch hier
nur minimale Pegelschwankungen im narkotisierten Zustand erkennen. Aufféllig sind
wiederum die Pegeldifferenzen, welche zwischen narkotisierten und wachen Tieren
auftreten. Auch bei einer f,-Frequenz von 40 kHz konnten unter Narkoseeinfluss bei

fiinf von sech Versuchstieren deutlich héhere Emissionspegel erzielt werden.

Bei Betrachtung von Abbildung 13, welche die gemessenen Wachstumskurven bei
einer f,-Frequenz von 60 kHz zeigt, sind vergleichbare supprimierende Effekte bei allen
verwendeten kontralateralen Stimuli zu erkennen. Im Gegensatz zu den Messungen mit
den niedrigeren f,-Frequenzen ist die Effektstarke zwischen KAS-Messung und
Kontrollmessung im wachen Versuchstier mit BBR als kontralateralen Stimulus sogar
im Mittel etwas geringer als beispielsweise unter Verwendung von KR als
kontralateralen ~ Stimulus (L, =40 dB SPL.: BBR =9,9dB, KR =15,1dB;
L, =60dB SPL: BBR =9,7 dB, KR = 16,3 dB). Vor allem bei Versuchstier T6 konnte
eine starke Beeinflussung des 2f;-f, Pegels unter KAS mit arteigenen Stimuli erzielt
werden (maximale Beeinflussung: BBR =17,8 dB, KR =31,8dB, EOR =31,0dB,
RES = 30,8 dB). Erneut lassen sich hinsichtlich des festgelegten Kriteriums (x 6 dB,
siehe Kapitel 2.1.4) fir alle verwendeten kontralateralen Stimuli keine Beeinflussungen
der DPOAE-Amplitude unter Einfluss von Narkose nachweisen. Eine weitere
Auffalligkeit ist, wie schon bei der Stimulation mit einer f,-Frequenz von 20 kHz, die
hohe 2f;-f, Amplitude der Kontrollmessung im wachen Zustand bei Versuchstier T8.
Hier ist der Emissionspegel erneut Uber den gesamten Pegelbereich um bis zu 22,2 dB
hoher als unter Narkoseeinwirkung, was auf kein weiteres Tier zutrifft. Im Gegensatz zu
Versuchstier T8, bei dem hohere DPOAE-Amplituden im wachen Kontrollzustand
verzeichnet werden konnten, und Versuchstier T6, welches ann&hernd vergleichbare
DPOAE-Amplituden im wachen und narkotisierten Zustand aufweist, liegen die unter
Narkoseeinfluss erhobenen DPOAE-Amplituden immer Gber denen im wachen Zustand
erhobenen Werten. Somit sind sie mit den an 17 Tieren gewonnenen quantitativen

Daten zum Effekt der Narkose (siehe Kapitel 3.1) vergleichbar.
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Abbildung 13: DPOAE-Wachstumsfunktionen gemessen bei einer f,-Frequenz von 60 kHz fiir alle
gemessenen Tiere bei vier verschiedenen kontralateralen Stimuli (BBR, KR, EOR, RES).
Dargestellt sind Kontrollmessungen ohne kontralaterale Stimulation im narkotisierten (schwarz
gestrichelt) und wachen Zustand (dunkelrot gestrichelt), sowie Messungen bei gleichzeitiger KAS
im narkotisierten (grau) und wachen Zustand (rot). Die gepunkteten Linien markieren die L,-
Schwellen bei 40 und 60 dB SPL.
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Abbildung 14: DPOAE-Wachstumsfunktionen gemessen bei einer f,-Frequenz von 80 kHz fiir alle

gemessenen Tiere bei vier verschiedenen kontralateralen Stimuli (BBR, KR, EOR, RES).

Dargestellt sind Kontrollmessungen ohne kontralaterale Stimulation im narkotisierten (schwarz

gestrichelt) und wachen Zustand (dunkelrot gestrichelt), sowie Messungen bei gleichzeitiger KAS

im narkotisierten (grau) und wachen Zustand (rot). Die gepunkteten Linien markieren die L,-
Schwellen bei 40 und 60 dB SPL.

Wie die Ergebnisse einer ipsilateralen DPOAE-Messung mit einer f,-Frequenz von

80 kHz zeigen (Abbildung 14), wird auch hier der 2f;-f, Pegel bei wachen

Versuchstieren durch KAS mit allen getesteten Stimuli beeinflusst. Der Grad der

Beeinflussung ist geringer als bei der DPOAE-Messung mit einer f,-Frequenz von
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60 kHz. Ahnlich wie bei der DPOAE-Messung mit einer f2-Frequenz von 60 kHz
weicht erneut der Amplitudenverlauf der 2f;-f, Emission in der Kontrollmessung im
wachen Zustand von Versuchstier T8 ab. Die Pegelwerte sind wiederum bis zu 24,2 dB
hoher als unter Narkoseeinfluss. Ebenfalls lassen sich, bezogen auf das festgelegte
Kriterium, auch bei dieser Messung keine Beeinflussungen durch KAS an narkotisierten
Tieren nachweisen. Bei Betrachtung der Amplitudenverldufe ist wiederum zuerkennen,
dass mit Ausnahme von Versuchstier T8 die unter Narkoseeinfluss erhobenen DPOAE-

Pegel hoher sind als solche, die in einem wachen Tier ermittelt wurden.

3.2.1 Steigung der DPOAE-Wachstumsfunktionen

Um zu Udberprifen, ob Unterschiede in der Steigung der einzelnen DPOAE-
Wachstumsfunktionen vorliegen, wurden diese fur alle verwendeten kontralateralen
Stimuli in beiden Zustdnden berechnet. Hierzu wurde der erste Datenpunkt, welcher
10 dB uber dem jeweiligen Hintergrundrauschen lag, herangezogen um die Steigung in

einem Bereich von 10 dB zu bestimmen.

BBR KR EOR RES

==KASW -+ Kontr. W
—~KAS N -= Kontr. N

Steigung

o o= N
o w2 W

20 30 40 50 60 70 80 90 20 30 40 50 60 70 80 90 20 30 40 50 60 70 80 90 20 30 40 50 60 70 80 90
Frequenz (kHz)

Abbildung 15: Berechnete Steigung der DPOAE-Wachstumsfunktionen. Zu sehen ist die Steigung
der KAS Messungen im wachen (rot) sowie im narkotisierten (grau) Zustand und die Steigung der
Kontrollmessungen im wachen (dunkelrot gestrichelt) und narkotisierten Zustand (schwarz
gestrichelt) Uber die getesteten Frequenzen. Fur die Berechnung der Steigung wurde ein Bereich

von 10 dB gewahlt der jeweils 10 dB Uber dem Hintergrundrauschen lag.

In  Abbildung 15 sind die berechneten Steigungen der DPOAE-
Wachstumsfunktionen Uber den getesteten Frequenzbereich von 20 bis 90 kHz
dargestellt. Wahrend der Kontrollmessungen ohne KAS-Einwirkung betrdgt die
Steigung der DPOAE-Amplitude im wachen Zustand im Mittel 1,2 und unter

Narkoseeinfluss 1,5. Bei einer kontralateralen Stimulation mit BBR ist die Steigung der
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DPOAE-Amplitude im wachen Zustand durchschnittlich um 0,3 geringer als bei der
Kontrollmessung, wéhrend die DPOAE-Amplitude im narkotisierten Zustand im Mittel
bei 1,4 liegt und damit der Steigung im Kontrollzustand &hnelt. Wéhrend der
kontralateralen Stimulation mit arteigenen Lauten ist die Steigung im narkotisierten
Zustand im Mittel um 0,1 geringer als ohne kontralaterale Einflussnahme (KR =0,1,
EOR =0,1, RES =0,1). Im wachen Zustand féllt auf, dass die Steigung bei Messungen
bis zu einer Frequenz von 60 kHz im Mittel um 0,3 Gber der berechneten Steigung
wahrend der Kontrollmessung liegt (KR =0,2, EOR = 0.4, RES =0,2). Bei Messungen
hoherer Frequenzen (berhalb von 60 kHz ist die Steigung der DPOAE-Amplitude

vergleichbar mit der Steigung der Kontrollmessung.

3.2.2 Differenzen der DPOAE-Wachstumsfunktionen mit und ohne

KAS gemessen an zwei L,-Schwellen

Um eine bessere Ubersicht tiber die Effektstarke zu erlangen wurde die Differenz des
Emissionspegels unter KAS-Einfluss zu dem im Kontrollzustand bei L,-Pegeln von
40dB SPL und 60dB SPL gebildet und uber alle Versuchstiere gemittelt. In
Abbildung 16 sind die Differenzen fiir das gesamte gemessene Frequenzspektrum fiir

alle kontralateralen Stimuli aufgetragen.
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Abbildung 16: Abgebildet ist die gemittelte Differenz des 2f;-f,-Pegels der Kontrollmessung und des
2f,-f,-Pegels der KAS-Messung bei 40 und 60 dB SPL bei allen verwendeten kontralateralen
Stimuli (BBR, KR, EOR, RES) Uber alle gemessenen Frequenzen (Boxplot: Median und Quartile).
In grau ist die Differenz der unter Narkose ermittelten Daten dargestellt und in rot die Differenz
der im wachen Tier erhobenen Daten. Signifikante Unterschiede zwischen den im wachen und

narkotisierten Zustand erhobenen Daten sind vermerkt (Wilcoxon-Rangsummen-Test, *p < 0,05).
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Bei allen als kontralaterale Stimuli verwendeten Signalen ist zu erkennen, dass es
unter Narkoseeinfluss keinen deutlichen Unterschied zwischen der gemessenen 2f;-f,
Amplitude ohne KAS und mit KAS gibt. Die ermittelten Mediane liegen
zwischen -0,4dB und 3,8 dB. Die Beeinflussung des 2f;-f, Pegels durch KAS bei
Versuchstieren im wachen Zustand ist wesentlich deutlicher. Bei Verwendung von BBR
als kontralateralen Stimulus ist Uber den gesamten gemessenen Frequenzbereich bei
beiden L,-Schwellenkriterien im Mittel eine minimale Suppression des 2f;-f, Pegels
von 7,1 dB zu verzeichnen. Mit zwei Ausnahmen (40 dB SPL: 40 kHz; 60 dB SPL.:
30 kHz) sind diese Unterschiede auch auf dem *p <0,05 Niveau signifikant. Alle
Differenzen unter Verwendung von arteigenen Rufen als kontralateraler Stimulus
zeigen hingegen eine frequenzabhangige Beeinflussung des 2f;-f, Pegels. Bei
Betrachtung der Amplitudendifferenzen an der L,-Schwelle von 40 dB SPL ist deutlich
zu erkennen, dass die maximale Beeinflussung des 2f;-f, Pegels bei der Messung mit f,-
Frequenzen zwischen 60 und 70 kHz liegt. Bei DPOAE-Messungen im Frequenzbereich
zwischen 20 und 50 kHz sowie 80 und 90 kHz sind die Differenzen um 8,2 dB bzw.
5,9 dB geringer als im Frequenzbereich zwischen 60 und 70 kHz. Bei der Betrachtung
der Differenzen an der 60dB SPL L,-Schwelle ist die Effektstarke bei der
Stimulusfrequenz 60 kHz noch deutlicher zu erkennen. Hier liegt sie mit einem
Maximalwert von 24,7 dB deutlich Uber den Differenzen, welche an anderen
Frequenzen gemessen wurden (z.B. 40 kHz = 5,1 dB, 80 kHz = 10,8 dB).

3.3 Teilprojekt II: Vergleich von kontinuierlichen DPOAE-
Messungen mit eingebetteter KAS bei wachen und

narkotisierten Tieren

Wahrend der pegelkonstanten (L; = 50 dB SPL, L, = 40 dB SPL), 3-sekiindigen
DPOAE-Messungen konnte eine deutliche Beeinflussung der 2f;-f, Amplitude durch
die zeitverzogert einsetzende KAS beobachtet werden. Der Pegel der 2f;-f, Emission
wurde bei zeitgleicher KAS um bis zu 7,6 dB verringert. Nach Beendigung der KAS
stieg der DPOAE-Pegel unverziglich auf den Ausgangswert vor Einsetzen der KAS an.
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Wie in dem Einzelbeispiel in Abbildung 17 gezeigt wird, ist die Effektstarke der
DPOAE-Beeinflussung durch KAS in hohem Malke vom verwendeten KAS-Pegel
abhangig.
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Abbildung 17: Einzelbeispiel einer DPOAE-Zeitmessung Uber 3 s bei Stimulationen mit einer f,-
Frequenz von 40 kHz und einer 1-sekiindigen KAS bei 40, 50, 60 sowie 70 dB SPL fir alle
getesteten Stimuli (BBR, KR, EOR, RES).

Dargestellt ist die 2f;-f, Amplitude eines wachen Tieres (T2) bei Stimulation mit
einer f,-Frequenz von 40 kHz bei allen getesteten kontralateralen Stimuli sowie vier
verschiedenen KAS-Pegeln (40, 50, 60 und 70 dB SPL). Ein Absinken der DPOAE-
Amplitude im Mittel um 3,3dB ist ab einem KAS-Pegel von 60 dB SPL zu
verzeichnen. Um etwa 3,1 dB stérkere Effekte sind bei einem um 10 dB hoheren KAS-
Pegel zu erkennen. In allen folgenden Abbildungen sind daher die gewonnenen Daten
bei einem KAS-Pegel von 70 dB SPL gezeigt. Wie in Kapitel 3.2 bereits beschrieben
wurde, konnten auch innerhalb der Messungen dieses Teilprojekts an narkotisierten
Tieren keine Beeinflussungen der 2f;-f, Amplitude durch KAS festgestellt werden.
Exemplarisch sind daher in Abbildung 18 die gewonnenen Daten der Messungen an
einem narkotisierten Tier (T2) fir alle getesteten kontralateralen Stimuli (KAS-
Pegel = 70 dB SPL) bei f,-Frequenzen von 20, 40, 60 sowie 80 kHz gezeigt. Uber den

gesamten gemessenen Frequenzbereich ist zu erkennen, dass mit keinem der getesteten
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kontralateralen Stimuli eine Anderung der 2f;-f, Amplitude erreicht werden konnte. Im
Folgenden wird daher ein Fokus auf die Messungen im wachen Zustand gelegt.
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Abbildung 18: Einzelbeispiel einer DPOAE-Zeitmessung Uber 3 s bei Stimulation mit f,-
Frequenzen von 20, 40, 60 und 80 kHz und einer 1-sekiindigen KAS bei 70 dB SPL fir alle
getesteten Stimuli (BBR, KR, EOR, RES) an einem narkotisierten Tier (T2).

Die folgenden Abbildungen (Abbildung 19-22) zeigen die ermittelte Amplitude der
2f,-f, Emission bei Stimulation mit verschiedenen f,-Frequenzen (20, 40, 60 und
80 kHz) fur alle getesteten Versuchstiere. Die 2f;-f, Emission wurde durch eine
kontinuierliche ipsilaterale Zweitonstimulation (L; =50 dB SPL, L, = 40 dB SPL) uber

3 s evoziert.

Bei néherer Betrachtung des Amplitudenverlaufs der 2f;-f, Emission bei einer f,-
Frequenz von 20 kHz (Abbildung 19) ist zu erkennen, dass sich die Amplitude wéhrend
einer KAS mit BBR um 5,6 dB absenkt. Die Stimulation mit den arteigenen Stimuli
scheint hingegen keinen Effekt auf den Pegel der 2f;-f, Emission zu nehmen. Der
Ausgangspegel der Emission in der ersten Sekunde vor Einsetzen der KAS (im
Folgenden als Zeitfenster 1 bezeichnet) lag bei allen getesteten Stimuli im Mittel bei
57dB SPL (BBR = 59 dBSPL, KR = 59dBSPL, EOR = 55dB SPL,
RES =5,7 dB SPL). Der DPOAE-Pegel wahrend der kontralateralen Beschallung
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(Zeitfenster 2) mit BBR lag im Mittel bei 0,2 dB SPL und damit 5,7 dB niedriger als in
Zeitfenster 1. Bei Verwendung der arteigenen Stimuli liegt der DPOAE-Pegel
durchschnittlich bei 5,5 dB SPL, wodurch sich hinsichtlich des gewahlten Kriteriums
kein Unterschied zu Zeitfenster 1 zeigt. In Zeitfenster 3, der Sekunde nach Abschalten
der KAS, lag der Emissionspegel aller getesteten Stimuli im Mittel bei 5,7 dB SPL, was
in etwa dem Ausgangspegel aus Zeitfenster 1 entspricht.
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Abbildung 19: DPOAE-Zeitmessung Uber 3 s bei einer Stimulation mit f,-Frequenz von 20 kHz und
einerl-sekiindigen KAS (gekennzeichnet durch gestrichelte Linien; maximaler Pegel: 70 dB SPL).

Abbildung 20 stellt den ermittelte 2f;-f, Emissionspegel bei einer Zweitonstimulation
mit einer f,-Frequenz von 40 kHz dar. Im Vergleich zu dem Beispiel in Abbildung 19
ist deutlich zu erkennen, dass in diesem Beispiel bei allen getesteten kontralateralen
Stimuli eine Beeinflussung des Emissionspegels vorliegt. In Zeitfenster 1 liegt der Pegel
der 2f;-f, Emission zwischen 5,9 dB SPL (RES) und 6,1 dB SPL (KR). Wahrend der
KAS sinkt dieser im Mittel um 6,1 dB ab. In Zeitfenster 3 ist der Emissionspegel mit
dem Ausgangspegel zu vergleichen (im Mittel 5,9 dB SPL). Eine Auffalligkeit ist bei
Versuchstier T6 bei einer KAS mit Kommunikationsrufen zu verzeichnen. Hier steigt
der Emissionspegel nach dem Abschalten der KAS nicht wie in allen anderen gezeigten
Datensdtzen abrupt an, sondern nadhert sich schon wéahrend der KAS dem
Ausgangspegel an.
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Abbildung 20: DPOAE-Zeitmessung Uber 3 s bei einer Stimulation mit f,-Frequenz von 40 kHz und

einer 1-sekiindigen KAS (gekennzeichnet durch gestrichelte Linien; maximaler Pegel: 70 dB SPL).

Bei ipsilateraler Stimulation mit einer f,-Frequenz von 60 kHz werden
Emissionspegel von etwa 5,3 dB SPL erreicht (Abbildung 21). Im Mittel wird dieser
nach Einschalten der KAS um 5,6 dB abgesenkt. Die Pegelwerte in Zeitfenster 3 sind
im Vergleich zu den Ausgangspegeln etwas erhoht und liegen im Mittel bei 5,6 dB SPL.
Wie bereits in Abbildung 19 erwéhnt, war es auch bei einer Zweitonstimulation mit
einer f,-Frequenz von 60 kHz bei zwei Versuchstieren (T3 und T6) nicht méglich eine
kontralaterale Messung mit der RES durchzufiihren, da die Tierbewegungen wéhrend

der Messung zu stark waren.
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Abbildung 21: DPOAE-Zeitmessung Uber 3 s bei einer Stimulation mit f,-Frequenz von 60 kHz und
einer 1-sekiindigen KAS (gekennzeichnet durch gestrichelte Linien; maximaler Pegel: 70 dB SPL).
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Wie Abbildung 22 zeigt, liegt der 2f;-f, Emissionspegel bei einer Zweitonstimulation
mit einer f,-Frequenz von 80 kHz im Zeitfenster 1 zwischen 5,4 dB SPL (RES) und
5,5 dB SPL (EOR). Die Effektstarke wahrend der KAS liegt im Mittel bei 5,4 dB und
ist damit ein wenig geringer als bei den Messungen mit niedrigeren f,-Frequenzen.
Auffallig sind die Kurvenverldufe bei den Versuchstieren T8 und T9 jeweils mit der
RES als kontralateralen Stimulus. Hier sinkt und steigt der Emissionspegel nach
Anschalten bzw. nach Abschalten der KAS nicht schlagartig, sondern nimmt einen

flieRenden Verlauf an.
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Abbildung 22: DPOAE-Zeitmessung Uber 3 s bei einer Stimulation mit f,-Frequenz von 80 kHz und

einer 1-sekiindigen KAS (gekennzeichnet durch gestrichelte Linien; maximaler Pegel: 70 dB SPL).

3.3.1 Differenz der DPOAE-Pegel tUber die Zeit

Fur die weitere Analyse der Daten wurde die Differenz der DPOAE-Pegel Uber die
einzelnen Zeitfenster berechnet. Das erste Zeitfenster wurde als Ausgangswert bzw.
Kontrolle verwendet. In Abbildung 23 sind die DPOAE-Pegel-Differenzen, fir alle
verwendeten kontralateralen Stimuli gemittelt Uber alle Tiere im wachen sowie
narkotisierten Zustand, abgebildet. Deutlich erkennbar ist, dass nur zwischen Zeitfenster
1 und Zeitfenster 2 im wachen Zustand signifikante Pegeldifferenzen von bis zu 6,1 dB
auftreten. Wahrend dies bei der Stimulation mit 40, 60 und 80 kHz fur alle kontralateral
verwendeten Stimuli gilt, trifft die Pegelabsenkung bei der Messung mit einer f,-

Frequenz von 20 kHz nur fur BBR zu.

46



Ergebnisse

20 kHz 40 kHz 60 kHz 80 kHz N
=] %1-& wach .
OO 1 Sl I | N R N N I | Y T T N PR T I

& t1-13 narkotisiert

Differenz (dB)

NoONROO®

-fle-PEa_ gA o BEEE -H.l--E.l.-.ﬂnl.--E.l -mpe-- - Swr--=us{ |-Eao--fec- - Bye--Ban
[ ) I;l [ ) [} [ ) [ [ [ [} [ ) [ [ ) [

* * * %* * * * * * * * *

BBR KR EORRES BBR KR EORRES BBR KR EORRES BBR KR EORRES

Abbildung 23: Abgebildet ist die Differenz des durchschnittlichen Emissionspegels in Zeitfenster 1
zu den folgenden Zeitfenstern (t;-t, wach = rot, t;-t, narkotisiert = hell grau, t;-t; wach = dunkelrot,
t;-t; narkotisiert = dunkelgrau) fiir alle kontralateralen Stimuli (Boxplot: Median und Quartile).
Die Daten wurden uber alle Versuchstiere im wachen und narkotisierten Zustand fur die
Messungen bei f,-Frequenzen von 20, 40, 60 und 80 kHz gemittelt. Signifikante Unterschiede
zwischen den im wachen und narkotisierten Zustand erhobenen Daten sind vermerkt (Wilcoxon-

Rangsummen-Test, *p < 0,05).

Um einen genaueren Uberblick tiber den Zeitverlauf der Effekte zu erlangen, wurden
die Zeitfenster in einem weiteren Schritt in 250 ms lange Intervalle eingeteilt, von denen
wiederum die Differenz zum Ausgangswert berechnet wurde (siehe Abbildung 7B). In
Abbildung 24 sind die jeweiligen ermittelten Differenzen aufgetragen. Bei Betrachtung
der Differenzen in den einzelnen Zeitintervalle sind keine Unterschiede im Vergleich
zur Gesamt-Betrachtung zu erkennen. Signifikante Differenzen von etwa 6 dB sind
wiederum ausschliefflich in den Daten zwischen Zeitfenster 1 und 2 zu erkennen und
treten bei einer f,-Frequenz von 20 kHz ausschliellich bei Verwendung von BBR als
kontralateralen Stimulus auf. Zwischen Zeitfenster 1 und 3 sowie unter Narkoseeinfluss
schwanken die Mediane zwischen -0,8 dB und 1,6 dB.
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Abbildung 24: Abgebildet ist die jeweilige Differenz des Emissionspegels der in 250 ms eingeteilten
Zeitintervalle in Zeitfenster 1 zu den folgenden Zeitfenstern (t;-t, wach = rot, t;-t, narkotisiert =
hell grau, t;-t; wach = dunkelrot, t;-t; narkotisiert = dunkelgrau) fir alle kontralateralen Stimuli,
gemittelt Gber alle Versuchstiere im wachen und narkotisierten Zustand fiir die Messungen bei f,-
Frequenzen von 20, 40, 60 und 80 kHz (Boxplot: Median und Quartile). Signifikante Unterschiede
zwischen den im wachen und narkotisierten Zustand erhobenen Daten sind vermerkt (Wilcoxon-

Rangsummen-Test, *p < 0,05).

3.4  Teilprojekt lll: Histologie

Ergénzend zu den Projekten zur Untersuchung der Innenohrmechanik mittels DPOAE-
Messungen unter KAS wurden histologische Schnittserien angefertigt. Diese sollen
einen Uberblick tber das Vorhandensein und den Verlauf der efferenten Fasern
innerhalb der Kochlea von Carollia perspicillata geben. Mit Hilfe der
Thiocholinmethode wurde der Ort der Umsetzung des Enzyms ACh-Esterase angefarbt,
wodurch ein Ruckschluss auf das Vorhandensein des, fir das efferente System

mafgeblichen Transmitters ACh getroffen werden kann.
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Abbildung 25: Histologische Praparate der Kochlea von C. perspicillata. Zur Kenntlichmachung
der efferenten Fasern wurden 45 pm dicke Schnitte mit Hilfe der Thiocholinmethode angefarbt. A:
Sagittalschnitt durch die basale Kochlea. B: Horizontalschnitt durch die basale Kochlea. C:
Sagittalschnitt durch die apikale Kochlea. D: Horizontalschnitt durch die apikale Kochlea.
Abgebildet ist die Scala media (SM), die Scala tympani (ST), die Tektorialmembran (TM), die
Basilarmembran (BM), die inneren Haarsinneszellen (IHZ) sowie die &uf’ere Haarsinneszellen
(AHZ).

Abbildung 25 zeigt vier reprasentative Beispiele der verschiedenen Schnittserien.
Dargestellt sind jeweils Sagittal- sowie Horizontalschnitte an basalen und apikalen
Bereichen der Kochlea. Gezeigt ist in allen Schnitten der Bereich des Corti-Organs mit
seinen wichtigen Strukturen. Wahrend die Horizontalschnitte lediglich die
Haarsinneszellen sowie die tunnelartige Struktur zwischen ihnen zeigen, sind in den
sagittalen Schnitten zusétzlich die einzelnen Skalen sowie die BM und TM zu erkennen.
Durch die kraftige Farbung ist die starke Umsetzung des Enzyms ACh-Esterase im
Bereich der IHZ deutlich zu sehen. Anhand der beiden sagittalen Schnitte ist diese
enzymatische Umsetzung ebenfalls an den AHZ zu verzeichnen. Die Horizontalschnitte
zeigen zwar im basalen Bereich sowie im apikalen Bereich der Kochlea efferente
Fasern, die Umsetzung des Enzyms ACh-Esterase an den AHZ kann allerdings nicht
gezeigt werden. Bei der Auswertung der Schnittserien konnte festgestellt werden, dass
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efferente Fasern Uber die gesamte Lange der Kochlea zu finden sind. Regionale
Unterschiede zwischen den basalen und apikalen Bereichen der Kochlea konnten nicht
festgestellt werden, wobei eine quantitative Auszahlung der efferenten Fasern auf

Grund der Schnittdicke und Féarbequalitat nicht maglich war.

3.5 Teilprojekt IV: OAE-Residuale

Das OAE-Residual-Paradigma basiert auf einer von Douglas Keefe entwickelten
Methode zur Messung von ,,double-evoked* OAEs. Das Paradigma ermdglicht es, das
Ohr mit komplexen Schallstimuli zu reizen. Es werden anhand einer Subtraktion der am
Trommelfell gemessenen akustischen Signale sowie den Trommelfellantworten auf die

einzelnen Komponenten dieser Signale mdgliche Residualschwingung detektiert.

3.5.1 Reintonstimulation

Um einen genaueren Uberblick iber die Vergleichbarkeit des OAE-Residual-
Versuchsparadigmas mit der herkémmlichen DPOAE-Messmethode zu erlangen, wurde
in einem ersten Schritt eine Reintonstimulation angewendet. In Abbildung 26 sind die
exemplarischen Daten von vier Tieren bei Stimulation mit f,-Frequenzen von 20, 40, 60
und 80 kHz aufgetragen. Abgebildet sind jeweils die DPOAE-Amplitude der 2f;-f;
Emission aus dem herkdmmlichen DPOAE-Messparadigma, die Amplitude der
wahrend der OAE-Residual-Messung direkt erfassten DPOAE (resDPOAE) sowie die
Amplitude des berechneten OAE-Residuals. Die Amplituden der direkt wéhrend der
Residualmessung aufgenommenen DPOAE in Zeitfenster 2 zeigen einen vergleichbaren
Verlauf mit denen der 2f;-f, Emission aus der herkdmmlichen DPOAE-Messung. Die
beiden Messungen unterscheiden sich stimulationstechnisch vor allem darin, dass bei
der konventionellen Messung zwei unterschiedliche Lautsprecher fir den f; und den
f,-Stimulus verwendet werden. Bei der Residualmessung werden f; und f, Uber
denselben Lautsprecher dargeboten. Beispiele 2 und 3 zeigen bei Stimulation mit einer
f,-Frequenz von 60 kHz einen maximalen Amplitudenunterschied von etwa 13 dB. Bei
den Ubrigen Beispielen liegt die Amplitudendifferenz im Mittel bei 2,8 dB. Die
Amplitude des berechneten OAE-Residuals zeigt deutliche Abweichungen zu den

Vergleichskurven. Zum einen treten bei den Daten aller getesteten f,-Frequenzen
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Amplitudendifferenzen von bis zu 17,8 dB auf und zum anderen werden hohere L,-
Pegel bendtigt um eine OAE-Residual-Amplitude zu erzeugen, die oberhalb des
Rauschpegels liegt. Weiterhin lasst sich bei Beispiel 1 (40, 60 und 80 kHz), Beispiel 2
(20, 40 und 60 kHz), Beispiel 3 (20 kHz) sowie Beispiel 4 (40 und 60 kHz) erkennen,
dass die OAE-Residual-Amplitude kontrdr zu den jeweiligen anderen Kurven verlauft.
Das bedeutet, dass die OAE-Residual-Kurve ein Minimum aufweist, wenn die beiden

anderen ein Maximum haben und umgekehrt.
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Abbildung 26: OAE-Residual-Messung mit Reintonstimulation. Dargestellt sind vier Beispiele
gemessen an unterschiedlichen Tieren jeweils fiir Stimulusfrequenzen von 20, 40 60 und 80 kHz.
Aufgetragen sind alle Messpunkte, die 6 dB tiber dem Rauschniveau lagen.

3.5.2 Stimulation mit nattirlichen Lauten

Im Anschluss an die Reintonstimulation wurden OAE-Residuale unter Verwendung von
komplexen Stimuli gemessen. Hierfir wurden die in Abbildung 4 gezeigten

artspezifischen Rufe (KR und EOR) der Fledermausspezies Carollia perspicillata
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verwendet. Die Rufe wurden in randomisierten Messreihen einzeln sowie in einer
Abfolge von drei Lauten mit einem Interstimulusintervall von 1 ms abgespielt. Im
Folgenden sind fur jede dieser Messreihen vier Beispiele aufgefuhrt, welche die
aufgetretene Variabilitdt der gemessenen Daten widerspiegelt. Alle folgenden
prozentualen Angaben beziehen sich auf die Amplitude der durch die Soundkarte
erfassbaren Maximalamplitude. Die temporére Spitzenamplitude liegt bei 94 dB SPL.

Abbildung 27 zeigt anhand von vier Beispielen die aufgenommenen Daten nach
Applikation eines einzelnen KRs. Wéhrend die Betrachtung des Stimulussignals noch
eine annahernd vergleichbare Amplitude mit einer gemittelten Maximalamplitude von
7,4% zeigt, unterscheiden sich die berechneten OAE-Residuale deutlich voneinander.

Hier umfassen die Maximalamplituden einen Bereich von 2,2 bis 8,3%.
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Abbildung 27: OAE-Residual-Messung unter Stimulation mit einem einzelnen KR der
Fledermausspezies Carollia perspicillata. Dargestellt sind die Stimulusdaten sowie die

Residualdaten flr vier Beispiele gemessen an unterschiedlichen Tieren.
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Die Beschallung mit drei aufeinander folgenden KR (Abbildung 28) zeigt ein
anderes Bild. Hier variieren bereits die aufgenommen Amplituden des Stimulussignals
deutlich. Weiterhin lasst sich kein Zusammenhang zwischen der Amplitudenhdhe des
Stimulussignals und des berechneten OAE-Residuals erkennen. So liegt die
Maximalamplitude des Stimulussignals in Beispiel 2 bei 2,8% und die des OAE-
Residuals bei 8,3% wéhrend die Maximalamplituden des Stimulussignals in Beispiel 4
bei 5,8% und die des OAE-Residuals bei 2,6% liegen.
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Abbildung 28: OAE-Residual-Messung unter Stimulation mit drei aneinandergereihten KR der
Fledermausspezies Carollia perspicillata. Dargestellt sind die Stimulusdaten sowie die

Residualdaten fiir vier Beispiele gemessen an unterschiedlichen Tieren.

Weitere vier Datensatze, in diesem Fall nach Beschallung der Fledermaus mit einem
einzelnen EOR, sind in Abbildung 29 dargestellt. VVergleichbar mit den Daten nach
Applikation des einzelnen KRs weisen die Stimulussignale eine &hnliche Amplitude

von im Mittel 8,9% auf. Auch die Maximalamplitude des OAE-Residuals umfasst,
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ahnlich der Daten nach Stimulation mit dem einzelnen KR, einen Bereich von 1,7% bis
6,2%.

Echoortungsruf | 10 dB Abschwéchung
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Abbildung 29: OAE-Residual-Messung unter Stimulation mit einem einzelnen EOR der
Fledermausspezies Carollia perspicillata. Dargestellt sind die Stimulusdaten sowie die

Residualdaten fiir vier Beispiele gemessen an unterschiedlichen Tieren.

Eine starkere Variabilitat ist bei den Ergebnissen der Stimulation mit drei
aufeinanderfolgenden ER in Abbildung 30 zu erkennen. Wie nach Beschallung mit
einem einzelnen KR oder EOR sind die Amplituden des Stimulussignals vergleichbar.
Sie liegen im Mittel bei 8.9%. Eine Auffalligkeit ist, dass sich bei den berechneten
OAE-Residualen die Amplituden der einzelnen Signale andern. Wéhrend in Beispiel 1
sowie Beispiel 3 die Maximalamplituden der drei Einzelsignale vergleichbar sind, steigt
die Amplitude der Einzelsignale in Beispiel 2 an. Das berechnete OAE-Residual des
ersten Signals hat eine Amplitude von 1,5%, die des zweiten Signals betragt 6,8% und

die des dritten Signals 9,0%. In Beispiel 4 hingegen sind die Amplituden des OAE-
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Residuals des ersten und dritten Signals mit 3,5% sowie 3,4% vergleichbar, wéhrend die

des zweiten Signals einen Wert von 6,7% annimmt.

Echoortungsruf | 10 dB Abschwéchung
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Abbildung 30: OAE-Residual-Messung unter Stimulation mit drei aneinandergereihten EOR der
Fledermausspezies Carollia perspicillata. Dargestellt sind die Stimulusdaten sowie die

Residualdaten fiir vier Beispiele gemessen an unterschiedlichen Tieren.
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4 Diskussion

4.1 Einfluss von KAS auf DPOAESs

Die Hauptmotivation hinter den vorliegenden Versuchen war die Untersuchung einer
maoglichen Beeinflussung der ipsilateral gemessenen DPOAE-Pegel durch KAS.
Besonders interessant war die Fragestellung, ob verschiedene kontralaterale Stimuli
unterschiedliche Beeinflussungen hervorrufen und weiterhin ob es einen Unterschied in

der DPOAE-Beeinflussung durch arteigene und artifizielle Laute gibt.

Die Ergebnisse des Teilprojektes | dieser Studie zeigen deutlich, dass sich die
Verarbeitungsmechanismen zwischen artifiziellen und arteigenen Stimuli unterscheiden.
Wiéhrend die Stimulation mit dem verwendeten artifiziellen BBR eine starke
Suppression der DPOAE-Pegel Uber den gesamten Frequenzbereich verursacht, treten
nach der Stimulation mit allen arteigenen Stimuli ausschlieBlich frequenzspezifische
Suppressionen ab 50 kHz auf. Die Pegelreduktion der DPOAE unter Verwendung von
BBR als kontralateralen Stimulus ist Uber den gesamten Frequenzbereich nahezu
konstant und erreicht sogar bei 30 kHz ein Suppressions-Maximum von 37,3 dB. Alle
drei getesteten arteigenen Rufe bewirken im tieferen Frequenzbereich zwischen 20 und
50 kHz und bei einem L,-Pegel von 40 dB SPL eine im Mittel um 5,9 dB (CC = 5,8 dB,
EC = 6,2dB, CES = 5,9dB) geringere Suppression und bei einem L,-Pegel von
60 dB SPL sogar eine im Mittel um 8,2 dB (CC = 7,3 dB, EC = 8,1 dB, CES =9,3dB)
geringere Suppression des DPOAE-Pegels als bei Frequenzen tber 50 kHz. In der
Literatur gibt es bislang nur wenige Studien, die Rduckschlisse auf eine
Frequenzselektivitat efferenter Einfliisse auf die Innenohrmechanik zulassen (Chang
und Norton, 1997; Lilaonitkul und Guinan, 2009a and 2009b). In der Wistenrennmaus
sind derartige frequenzspezifische Effekte bei kontralateraler Reintonstimulation
besonders ausgepragt fir die f,-f; DPOAE (Abel et al., 2009; Althen et al., 2012).
Hinsichtlich der Kochleaanatomie der Katze wurde beschrieben, dass die Anzahl der
efferenten Fasern von der Basis bis hin zum Apex zunimmt (Lieberman et al., 1990),
was auf Grund der Tonotopie innerhalb der Kochlea auf frequentielle Unterschiede in
der Verarbeitung hindeutet. Fur Flederm&use ist eine derartige Spezialisierung

allerdings nicht bekannt. Auch die in dieser Studie durchgefiihrten histologischen
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Untersuchungen der Kochlea von C. perspicillata geben keinen Hinweis auf eine
Zunahme der efferenten Fasern entlang der Kochlea (Kapitel 3.4). Diskutiert werden
weiterhin Einflisse der Bandbreite des verwendeten kontralateralen Stimulus. BBR
wurde schon in einer Vielzahl von Studien an unterschiedlichen Versuchstieren als
kontralateraler Stimulus verwendet (Katze: Puria et al., 1996; Meerschweinchen:
Kujawa et al., 1993, 1994; Mensch: Berlin et al., 1993; Fledermaus: Drexl et al., 2003).
Dabei stellte sich heraus, dass die Bandbreite des jeweiligen Rauschstimulus einen
erheblichen Einfluss auf die Suppression der DPOAE-Pegel ausiibt. Je mehr Frequenzen
das BBR umfasst, desto geringere Amplituden reichen aus, um den DPOAE-Pegel zu
senken (Hennig, 2014). Eine mogliche Erklarung konnte darin liegen, dass ein BBR
grolerer Bandbreite eine groRere Anzahl an MOK-Eingéngen anregt (Maison et al.,
2000). Generell aktivieren breitbandige Stimuli eine grofiere Zahl von MOK-Eingéngen
als spektral schmalbandigere Stimuli. Das in dieser Studie verwendete BBR hatte eine
Zentrumsfrequenz von 47,5 kHz und das Rauschen erstreckte sich tber zwei Oktaven,
wodurch nahezu der gesamte ipsilaterale DPOAE-Messbereich abgedeckt werden
konnte. Die arteigenen Laute deckten ebenfalls einen Grofteil des relevanten
Frequenzbereiches ab. Die gefundenen Unterschiede in der Wirkung von artifiziellem
BBR und den arteigenen Rufen lassen sich daher nicht auf eine unterschiedliche
raumliche Zusammenfugung der jeweiligen aktivierten MOK-Eingénge zurickfuhren.
Ebenfalls gegen diese Erklarung spricht, dass die Effekte der arteigenen Stimuli nahezu
vergleichbar sind obwohl sich die Stimuli untereinander deutlich unterscheiden. Der
mafgebliche Unterschied der einzelnen arteigenen Laute im Vergleich zum artifiziellen
BBR liegt in der Amplitudenmodulation. Zwar nehmen die Amplitudenfluktuationen
mit der Bandbreite des verwendeten Rauschstimulus zu (Gummer et al., 1988), eine
derartige Modulation, wie sie bei den arteigenen Lauten vorliegt, wird allerdings nicht
erreicht. Es kann daher angenommen werden, dass die Amplitudenmodulation der
kontralateral applizierten Stimuli einen malgeblichen Einfluss auf die Art der
neuronalen Weiterverarbeitung austibt. Generell kann davon ausgegangen werden, dass
fir die Wahrnehmung einer Amplitudenmodulation deren zeitliche Struktur genutzt
wird (Kohlrausch et al., 2000). Daraus ergibt sich, dass die Analyse der zeitlichen
Signalstruktur innerhalb der aufsteigenden Horbahn fir die Art und Weise der

kontralateralen Beeinflussung von Bedeutung ist.
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41.1 Zeitverlauf efferenter Effekte

Um einen Eindruck uber den Zeitverlauf der Effekte durch kontralaterale Beschallung
zu bekommen, wurden iber 3 s DPOAE bei konstanten Pegeln gemessen und innerhalb
dieses 3-seklndigen Fensters fir 1 s kontralateral stimuliert. Zu erkennen ist deutlich,
dass eine KAS mit arteigenen Rufen keine supprimierenden Effekte auf den ipsilateral
gemessenen DPOAE-Pegel bei einer f,-Frequenz von 20 kHz ausiibt. Bei der
Stimulation mit f,-Frequenzen ab 40 kHz sind die Starke der Effekte sowie der zeitliche
Verlauf der Effekte zwischen artifiziellen Lauten und arteigenen Lauten vergleichbar.
Die wahrend der Erfassung der DPOAE-Wachstumsfunktionen (Teilprojekt 1)
beobachtete Frequenz-spezifitét tritt bei diesen Versuchen nur bedingt auf. Weiterhin
unterscheiden sich die Daten im Vergleich zu Teilprojekt | in der Starke der
auftretenden Effekte. Bei Stimulationen mit einem kontralateralen Stimulus von
60 dB SPL wird der 2f;-f, Pegel fir eine f,-Frequenz von 40 kHz im Mittel um 4,4 dB
supprimiert. Bei den durchgefuhrten Wachstumsfunktionen lag die Starke der
Suppression des 2f;-f, Pegels bei einer f,-Frequenz von 40 kHz und bei 40 dB SPL
L,-Pegel im Mittel bei 13,7 dB. Anzunehmen ist, dass es fur die Beeinflussung des
DPOAE-Pegels tber das MOK-System eine Rolle spielt, ob der kontralaterale Stimulus
konstant tber die Gesamtdauer der Messung appliziert wird oder ob er lediglich fur ein
kurzes Zeitintervall vorgespielt wird. Der Wirkweise des efferenten Systems kommt
demnach eine zeitliche Komponente zu, welche einen Einfluss auf die Effektstarke zu
haben scheint. Diesbezliglich werden in der Literatur zwei zeitlich unterschiedlich
einsetzende Effekte wahrend kontralateraler akustischer Stimulation diskutiert (Sridhar
et al., 1997; Cooper und Guinan, 2003). Zum einen der ,schnelle Effekt“, welcher
innerhalb von 50 bis 100 ms nach Aktivierung der KAS einsetzt. Dieser ist auf einen
direkten Kalziumeinstrom in die Zelle zurtickzufiihren, der Uber kalziumabhéngige
lonenkandle einen Kaliumausstrom bewirkt, was letztendlich zu einer Hyperpolarisation
der Zelle fuhrt (Oliver et al., 2000). Zum anderen der ,langsame Effekt”, dessen
Auswirkungen erst 25 bis 50 s nach Einsetzen der KAS zu verzeichnen sind (Sridhar et
al., 1995). Dieser Effekt basiert auf der Verwendung von Kalzium als sekundaren
Botenstoff. In diesem Fall erfolgt eine Verdnderung der intrazelluléren
Kalziumkonzentration bei akustischer Reizung. In den hier présentierten Ergebnissen
aus Teilprojekt 11 erfolgt nach Anschalten des kontralateralen Signals eine direkte
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Suppression der ipsilateralen DPOAE-Pegel, welche Uber die gesamte Dauer der KAS
konstant vorliegt. Nach Beendigung der KAS steigt der Pegel der 2f;-f,-Emission
wieder auf seinen ursprunglichen Wert. Die aufgetretenen Suppressionen sind alle auf
den beschriebenen ,,schnellen Effekt” zurtickzufuhren. Die kontralaterale Stimulation
erfolgte Uber eine Dauer von 1 s und die Gesamtlange der Messung betrug 3 s, wodurch
eine Einflussnahme des ,,langsamen Effekts“ ausgeschlossen werden kann.

4.1.2 Einflussnahme der verwendeten Narkose

In der vorliegenden Studie wurde weiterhin Uberprift, welchen Effekt die verwendete
Ketamin-Xylazin-Narkose auf die Prozesse innerhalb des Horvorgangs ausibt. Dafur
wurden samtliche Versuchstiere im wachen Zustand sowie unter Einflussnahme des in

Kapitel 2.1.1 beschriebenen Anésthetikums gemessen.

Wie vorangegangene Studien bereits vermuten lielen, war davon auszugehen, dass
die verwendete Narkose einen Einfluss auf mehrere der untersuchten Vorgange, wie
beispielsweise die DPOAE-Generierung im Innenohr, sowie die neuronale olivo-
kochledre Aktivitat im efferenten System, haben konnte. An Carollia perspicillata
konnte gezeigt werden, dass unter Verwendung von Narkose hohere DPOAE-Pegel
generiert werden als im wachen Tier (Schlenther et al., 2014). Weiterhin ist deutlich zu
erkennen, dass die DPOAE-Pegel narkotisierter Tiere keinerlei Suppression durch KAS
zeigen, wéhrend bei wachen Versuchstieren KAS-induzierte Suppressionen bis zu
37,3 dB erreicht werden. Es ist daher anzunehmen, dass die verwendete Ketamin-
Xylazin-Narkose einen betrachtlichen Einfluss auf das MOK-System sowie die

Haarsinneszellen innerhalb der Kochlea nimmt.

Die Wirkstoffkombination aus Ketamin und Xylazin ist in der Tiermedizin ein weit
verbreitetes Narkosemittel. Ketamin wurde hauptsachlich synthetisiert, um ein
Narkosemittel zu erhalten, welches trotz sedativer Wirkung die Herzfrequenz und
Atmung nicht maligeblich beeintrachtigt (Crossen und Domino, 1966). Zwar sind die
komplexen biochemischen sowie die elektrophysiologischen Mechanismen, die einer
Ketaminanésthesie zu Grunde liegen, noch nicht abschlieRend geklart, allerdings wird
der maligebende Wirkmechanismus in einer Blockade des N-Methyl-D-Aspartat-
Rezeptors (NMDA-Rezeptors) gesehen (Irifune et al., 1992; Klepstad et al., 1990; @ye
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et al., 1992). NMDA-Rezeptoren gehdren zu den ionotropen Glutamatrezeptoren.
Ketamin hat am NMDA-Rezeptor eine nichtkompetitiv antagonistische Wirkung und
beeinflusst auch das cholinerge System, indem es die NMDA-Rezeptor-abhéngige
ACh-Esterase-Freisetzung verhindert (Harrison und Simmonds, 1985). Die
Auswirkungen einer Ketaminbasierten Narkose sind hauptséchlich eine Hemmung des
Kortex und des Thalamus sowie eine gleichzeitige Erregung des limbischen Systems
(Schmid, 1980). Eine alleinige Verwendung von Ketamin I6st bei zahlreichen Tierarten
krampfartige Zustande aus (Loscher et al., 1997), weshalb es nahezu ausschlieRlich in
Kombination mit a2-Adrenozeptor-Agonisten oder Benzodiazepinen verwendet wird
(Hall und Clarke, 1991). Xylazin, einer der ersten in der Veterindrmedizin verwendeten
a2-Adrenozeptor-Agonisten (Berthelsen und Pettinger, 1977; Hsu, 1981), wird auf
Grund seiner Wirkung als Sedativum, Analgetikum und Muskelrelaxans haufig in
Verbindung mit Ketamin verwendet (Burns und McMullan, 1972; Clark und Hall, 1969;
Yates, 1973). Riskante Nebenwirkungen von Ketamin, wie Tachykardie, Hypertonie
und erhéhter Muskeltonus, kdnnen auf diese Weise entgegengewirkt werden (Haskins
und Klide, 1992).

Trotz der hdufigen Verwendung einer Ketamin-Xylazin-Narkose sind die mdglichen
Auswirkungen auf Messergebnisse schon lange Gegenstand von Diskussionen. Die
beeinflussten NMDA-Rezeptoren und a2-Adrenozeptoren sind im zentralen
Nervensystem weit verbreitet, wodurch die verwendete Narkose die Aktivitat der
efferenten Fasern indirekt beeinflussen konnte. Die durch Ketamin hauptséchlich
blockierten NMDA-Rezeptoren finden sich sogar im Bereich der Haarsinneszellen in
der Kochlea (Eybalin, 1993). Innerhalb der Horforschung wurde schon friih der Einfluss
einer Ketamin-Xylazin-Narkose auf die OAE-Evozierung untersucht. Zwar beschreiben
Schwender und seine Kollegen in den Jahren 1989 sowie 1993, dass im Unterschied zu
anderen Anasthetika die Verarbeitung akustischer Stimuli bis hin zum primdren
auditorischen Kortex unter Ketamineinfluss erhalten bleibt und daher eine
Unterdriickung der auditiven Information erst auf hoherer kortikaler Ebene stattfinden
musse, allerdings zeigte Charles Liberman ebenfalls im Jahr 1989, dass sich die
Aktivitat des vorrangig hemmend wirkenden olivo-kochledren Systems in Abhangigkeit
der Narkosetiefe verringert. Dies flhrte zu einer Erhohung der OAE-Amplitude,

wodurch ahnlich wie sie auch bei den vorliegenden Daten an Carollia perspicillata ab
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mittellauten Priméartonpegeln auftritt. Auch Harel und seine Kollegen (1997) fuhrten die
Erhohung der OAE-Amplitude am Chinchilla unter Narkoseeinfluss auf eine Hemmung
der Aktivitat des efferenten Systems zuriick. Die Ergebnisse dieser Studie zeigen, wie
oben beschrieben, vorrangig zwei Effekte, welche auf die Wirkung der verwendeten
Narkose zuruckzufihren sind. Zum einen sind die Pegel der gemessenen 2f;-f,
Emission unter Narkoseeinfluss hoher als im wachen Zustand und zum anderen sind
keine KAS verursachten Suppressionen des DPOAE-Pegels zu verzeichnen. Beide
Effekte lassen sich durch eine Anderung der Kochleaphysiologie erklaren, denn ACh ist
der Haupttransmitter des efferenten Systems und Ketamin verhindert die NMDA-
Rezeptor-abh&ngige ACh-Esterase-Freisetzung (Eybalin, 1993). Eine Ketamin-Xylazin-
Narkose konnte so auf die Haarsinneszellen und den kochledren Verstarker wirken
sowie das efferente System beeinflussen. Die Ergebnisse zeigen deutlich, dass eine
Ketamin-Xylazin-Beeinflussung bereits in den frihen Stationen der aufsteigenden
Horbahn einsetzt. Im Gegensatz zu den Ergebnissen aus der vorliegenden Studie
konnten in den meisten anderen Studien eher geringe KAS-verursachte Effekte in
narkotisierten Tieren gefunden werden. Dies lasst vermuten, dass die Physiologie der
Kochlea und des MOK-Systems bei C. perspicillata besonders stark von der

verwendeten Narkose beeinflusst wird.

4.1.3 Methodische Gesichtspunkte

Im Folgenden werden zwei methodische Diskussionspunkte naher betrachtet. Diese sind
zum einen eine mogliche Beeinflussung der erhobenen Messdaten durch einen
akustischen Ubersprecher, sowie zum anderen eine Beeinflussung der Messung durch
eine Kontraktion der Mittelohrmuskeln des Tieres.

Ein akustischer Ubersprecher wiirde fiir die durchgefiinrten Messungen bedeuten,
dass bei der ipsilateralen DPOAE-Messung kontralateral verabreichte Schallsignale
direkt aufgenommen werden und die Messung nicht tber den efferenten Weg sondern
Uber eine ipsilaterale akustische Supression beeinflussen. Dies konnte auf zwei
unterschiedliche Weisen zu Stande kommen. Zum einen indem kontralateral applizierte
Stimuli von aufen Uber Luftschall das ipsilaterale Ohr erreichen und zum anderen Uber

eine durch die Stimulation verursachte Gewebeschallleitung. Um einer akustischen
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Beeinflussung uber den Kopf des Tieres entgegen zu wirken, wurden beide verwendeten
Kopplersysteme so konzipiert, dass getrennte Applikations- und Aufnahmekanéle im
Gehorgang direkt vor dem Tympanum platziert wurden, was nahezu einer
geschlossenen Stimulationssituation entspricht. Weiterhin ist wichtig, dass bei einer
potentiellen Schallbeugung um den Kopf die Wellenldnge des jeweiligen Stimulus von
Bedeutung ist. Wird bei einem akustischen Ubersprecher von einer Kochlea zur anderen
der dazwischen liegende Kopf als Hindernis bewertet, sollten héhere Frequenzen vom
Kopf reflektiert werden. Der relevante Frequenzbereich dieser Studie liegt Gber 20 kHz,
was die Annahme zulasst, dass in dem Falle, dass Schallwellen das nahezu geschlossene
Messsystem verlassen sollten, diese nicht an das gegeniberliegende Ohr gelangen,
sondern reflektiert werden. Ein madgliches Ubersprechen durch Gewebeschallleitung
kann nicht durch Optimierungen der Versuchsapparatur entgegen gewirkt werden.
Deshalb kann auch eine Beeinflussung der Ergebnisse dieser Studie durch
Gewebeschallleitung nicht direkt ausgeschlossen werden. In einem intakten Schédel
wird der erzeugte Schall Uber den Knochen und Gewebeverbund zwischen den
Kochleae  Ubertragen.  Grundlegend weist dieser  Ubertragungsweg tiefe
Resonanzfrequenzen auf, was sich auch in den Untersuchungen von Sabine Reinfeld
und ihren Kollegen (2007) widerspiegelt. In ihrer Studie Uber die Eigenschwingung des
menschlichen Kopfes konnte gezeigt werden, dass knocherne Strukturen eine tiefe
Resonanzfrequenz von unter 10 kHz aufweisen. Auch wenn fir die Fledermausspezies
C. perspicillata keine konkreten Untersuchungen vorliegen, lasst sich vermuten, dass
die Ergebnisse von Reinfeld und Kollegen (2007) auch auf andere S&ugetiere
ubertragen werden konnen. Da innerhalb der vorliegenden Studie ein Frequenzbereich
zwischen 20 und 90 kHz von Bedeutung war, kann davon ausgegangen werden, dass
eine  Beeinflussung der Messung durch Gewebeschallleitung ebenfalls zu

vernachldssigen ist.

In die methodische Betrachtung muss in allen Fallen eine mdgliche Beeinflussung
der Messergebnisse durch eine Kontraktion der Mittelohrmuskeln einbezogen werden.
Dieser auch als MOM-Reflex bezeichnete Vorgang wird oftmals als
Schutzmechanismus des Ohres vor Schallstimuli mit hohen Pegeln beschrieben (zur
Ubersicht siehe Gelfand, 1984). Vor allem der M. stapedius ist auf Grund seiner
direkten Verbindung zu den Mittelohrknochen in der Lage die Schwingungsfahigkeit
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des Stapes zu vermindern und so eine Verschlechterung der Schalliibertragung zu
verursachen (Pang und Peak, 1986). Sobald die Pegelschwelle zur Auslésung des
MOM-Reflexes an einem Ohr Uberschritten wird, setzt die verursachte Kontraktion des
M. stapedius in beiden Ohren ein. Fur die vorliegende Studie bedeutet diese binaurale
Wirkweise des MOM-Reflexes, dass sowohl die ipsilaterale DPOAE-Messung als auch
die kontralaterale akustische Stimulation eine Kontraktion der MOM hervorrufen

kdnnten.

In der Literatur sind zahlreiche Studien Uber den MOM-Reflex bei verschiedenen
Sdugetieren zu finden. Gemeinhin werden zur Auslosung des Reflexes Schallpegel von
uber 70 dB SPL angegeben, was seiner Funktion als Schutzmechanismus entsprechen
wirde (z. B. Mensch: > 72 dB SPL, Gelfand, 1984; Ratte: > 75 dB SPL, Pilz et al.,
1997; Fledermaus: > 75 dB SPL, Henson et al., 1995). Auch wenn fir die
Fledermausspezies C. perspicillata keine expliziten Daten vorliegen, kann davon
ausgegangen werden, dass die von Henson und seinen Kollegen (1995) erhobenen
Werte fir die Fledermausspezies Pternotus parnelii auch fir C. perspicillata zutreffen
sollten. In Teilprojekt I wurden zur Erhebung der DPOAE-Wachstumsfunktionen
maximale L;-Pegel von 80 dB SPL verwendet. Dieser Wert liegt zwar oberhalb der
angegebenen Kontraktionsschwelle des MOM-Reflexes, allerdings sind bereits bei
geringen ipsilateralen Stimulationspegeln deutliche Suppressionen des DPOAE-Pegels
bei wachen Tieren unter kontralateraler Beschallung festzustellen. Daher wird eine
Beeinflussung durch den MOM-Reflex ausgeschlossen. Der Maximalpegel der
kontralateralen Stimuli wurde in Teilprojekt | auf 50 dB SPL gesetzt, weshalb die
Auslosung des MOM-Reflexes durch die kontalaterale Messung ebenfalls
ausgeschlossen werden kann. In Teilprojekt 11 wurden die Stimulationspegel der
ipsilateralen DPOAE-Messung auf L; =50 dB SPL und L, =40dB SPL festgesetzt,
wéhrend auf kontralateraler Seite maximale Stimulationspegel zwischen 40 und
70 dB SPL getestet wurden. Wie in Abbildung 15 zu erkennen ist, treten suppressive
Effekte auch hier bereits bei geringeren kontralateralen Stimulationspegeln auf, was
auch in diesem Teilprojekt eine Einflussnahme auf die Ergebnisse durch Auslésung des
MOM-Reflexes unwahrscheinlich macht. Betrachtet man des Weiteren die
Frequenzabhangigkeit des MOM-Reflexes, so ist bekannt, dass er die Eigenschaft eines

Hochpassfilters aufweist. Das bedeutet, dass eine Kontraktion der MOM vor allem die
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Transmission tiefer Frequenzen im Mittelohr behindert. Diese Eigenschaft wurde
bereits bei einigen S&ugern, darunter auch Flederméuse, nachgewiesen. Bei
Fledermdusen tritt demnach eine maximale Abschwachung kochleédrer Aktivitat durch
die Mittelohrmuskel kontraktionen bei 20 kHz auf (Pollak und Henson, 1973). Da in
dieser Studie die ipsilateralen DPOAE, zumindest unter Verwendung von BBR als
kontralateralen Stimulus, tber den gesamten Frequenzbereich hinweg durch KAS
beeinflusst wurden, stellt dies ein weiteres Indiz dar, dass eine Beeinflussung durch die

MOM vernachldssigt werden kann.

4.1.4 Schlussfolgerung tUber die Einflussnahme von kontralateraler
akustischer Stimulation auf DPOAEs

In der vorliegenden Arbeit wurden mit Hilfe unterschiedlicher Methoden einzelne
Mechanismen innerhalb des Horprozesses der Fledermausspezies C. perspicillata néher
beleuchtet. Der Fokus lag dabei auf der Verwendung von arteigenen Lauten, wie
Kommunikations- und Echoortungsrufen. Die Verarbeitungsmechanismen des
Innenohrs bei Applikation von sogenannten komplexen Stimuli sind noch nicht
ausreichend geklért, da innerhalb der Horforschung hauptsédchlich mit artifiziellen
Stimuli gearbeitet wird. Wie die Ergebnisse dieser Studie zeigen, liegen deutliche
Unterschiede zwischen der Beeinflussung der ipsilateral gemessenen DPOAE-Pegel
von kontralateral applizierten artifiziellen und arteigenen Lauten vor. Verschiedene
Messansatze zeigten jeweils eine efferente Beeinflussung der gemessenen 2f;-f,
Emission durch kontralateral applizierte Stimuli. Warum arteigene Stimuli eine andere
efferente Beeinflussung der DPOAE-Pegel verursachen als beispielsweise artifizielles
BBR konnte zwar nicht abschlieRend geklart werden, allerdings liegt die Vermutung
nahe, dass hohere Zentren der Horbahn in diese Prozesse einbezogen sind. Durch die
Aktivierung des efferenten Systems ist nicht nur das Innenohr als verarbeitendes
Element involviert, sondern auch der Nucleus cochlearis und der Nucleus olivaris
superior. Es ist daher sehr wahrscheinlich, dass auch hdéhere Zentren der Horbahn
selektiven Einfluss auf die ablaufenden Prozesse nehmen und beispielsweise die

Relevanz unterschiedlicher Stimuli bewerten.

Weiterhin wurde die Beeinflussung einer fur die Forschung Ublichen Ketamin-

Xylazin-Narkose auf die untersuchten Prozesse im Horvorgang gepruft. Es konnte
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deutlich gezeigt werden, dass die verwendete Narkose bei C. perspicillata einen
besonders starken Einfluss auf die Physiologie der Kochlea und das MOK-System
ausubt. Samtliche in wachen Tieren detektierten und durch KAS ausgeldsten
Suppressionen der DPOAE-Pegel wurden durch die Anasthesie unterdriickt. Ebenfalls
lassen die Ergebnisse auf eine starke Beeinflussung des kochledren Verstarkers
hindeuten, welcher durch die efferenten Synapsen an den AHZ auch auf eine Hemmung

des efferenten Systems zurtickzufiihren sein kdnnte.

4.2  Histologie

Anhand der histologischen Schnittserien sollte das VVorhandensein efferenter Fasern in
der Kochlea von Carollia perspicillata nachgewiesen werden. Mit Hilfe der
Thiocholinmethode wurde der Ort der Umsetzung des abbauenden Enzyms
ACh-Esterase angefarbt, wodurch ein Rickschluss auf das Vorhandensein des
mafRgeblichen Transmitters des efferenten Systems ACh getroffen werden konnte.
Anhand der Intensitat der Thiocholinfarbung lasst sich gut erkennen, dass an den
afferenten Dendriten unterhalb der IHZ eine groRere Menge ACh-Esterase umgesetzt
wird als an den AHZ. Eine quantitative Aussage Uber den efferenten Einfluss auf die
Verarbeitung der verschiedenen Frequenzen ist mit den in dieser Studie vorliegenden
Schnitten nicht moglich, da hierfir die radumliche Verteilung der Synapsen langs der
Frequenzachse des Corti-Organs genau hatte erfasst werden mussen. Weiterhin sind alle
ACh-Esterasehaltigen Strukturen in direkter Nachbarschaft nicht voneinander zu
trennen, was eine Auszahlung der einzelnen Fasern ausschlief3t. In vorrangegangenen
Studien an anderen Saugern konnte gezeigt werden, dass die AHZ mit bis zu neun
efferenten Synapsen innerviert werden (Takasaka et al., 1983) und die Zahl der
Synapsen pro AHZ von apikal nach basal zunimmt (Libermann et al., 1990). Bei
Fledermdusen scheint diese Frequenzspezifitat der efferenten Innervation nicht gegeben
zu sein. Xie und seine Kollegen konnten im Jahr 1993 quantitative Daten aus der
Kochlea von P. parnellii vorlegen, aus denen hervorging, dass pro AHZ eine einzelne
groRe Synapse existiert. Auch wenn die vorliegenden Schnittserien keine quantitative
Aussage zulassen, zeigen sie, dass kein deutlicher Unterschied in der Anzahl efferenter

Fasern zwischen basalen und apikalen Bereichen der Kochlea besteht.
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4.2.1 Schlussfolgerung der histologischen Untersuchungen

Die histologischen Untersuchungen der beiden Kochleae von C. perspicillata dienten
hauptsachlich dem Nachweis von efferenten Fasern innerhalb der Kochlea. Da einige
Fledermausarten, hauptsachlich aus der Familie der Rhinolophidae (Bruns und
Schmieszek, 1980), keine efferenten Synapsen an ihren AHZ besitzen, war der
Nachweis fur C. perspicillata innerhalb dieser Studie wichtig. Zwar konnten keine
quantitativen Aussagen Uber die Anzahl der efferenten Fasern gezogen werden, aber die
generelle Anwesenheit efferenter Synapsen an den AHZ wurde fiir C. perspicillata
nachgewiesen. Ebenfalls lassen die Untersuchungen den Schluss zu, dass sich die
Anzahl und der Verlauf der Fasern Uber die Lange der Kochlea nicht maRgeblich
veréndert. Durch den Nachweis der efferenten Fasern konnte die Basis fir die
Diskussionsgrundlage der kochledaren Beeinflussung lber das efferente System sowie
der Narkosebeeinflussung gelegt werden. Zukiinftig sollte Uber eine quantitative
Auswertung der efferenten Fasern nachgedacht werden, damit genauere Ruckschllsse
uber den Verlauf und die Anzahl der Fasern innerhalb der Kochlea getroffen werden

kdnnen.

4.3 OAE-Residuale

Die Etablierung des OAE-Residual-Messparadigmas sollte eine Erweiterung des
herkdmmlich verwendeten DPOAE-Messverfahrens darstellen. Wéhrend bei bisherigen
DPOAE-Messungen das Hauptaugenmerk auf der Untersuchung der Innenohrmechanik
unter Verwendung von einfachen Schallstimuli lag, bietet das OAE-Residual-Paradigma
die Mdglichkeit die Innenohrmechanik mit Hilfe komplexer Stimuli zu analysieren. Die
Verwendung von Reintonen innerhalb akustischer Versuche ist zwar weit verbreitet,
stellt aber keine natlrliche Schallsituation fir das Ohr dar. Durch die
frequenzspezifische Stimulation wird nur ein begrenzter Bereich der Kochlea angeregt,
wodurch die Frage offen bleibt, ob sich das Innenohr bei der Signalverarbeitung bei
einer zeitgleichen Anregung Uber den gesamten Frequenzbereich anders verhalten
wirde. Der in dieser Studie angewandte Versuchsansatz auf Basis des Messparadigmas
von Keefe und Ling (1998) bietet die Mdglichkeit sowohl Reintone als auch komplexe,

arteigene Stimuli zu verwenden. Das Paradigma beruht auf der Subtraktion von den am
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Trommelfell gemessenen akustischen Signalen sowie den Trommelfellantworten auf

einzelne Komponenten dieser Signale (Brass und Kemp 1991).

Vor der Verwendung der komplexen, arteigenen Stimuli sollte in einem ersten
Schritt die Vergleichbarkeit der neuen und der herkdbmmlichen Messmethode bewertet
werden. Dafiir wurden in denselben Versuchstieren Pegelldufe mit der beschriebenen
OAE-Residual-Methode mit einer Zweitonreizung sowie eine herkémmliche DPOAE-
Messung durchgefiihrt. Dabei wurde deutlich, dass die Kurven der herkdmmlichen
DPOAE-Messung sowie die der aufgenommenen DPOAE wahrend der OAE-Residual
Messung bis auf leichte Amplitudenschwankungen, einen ahnlichen Verlauf aufweisen.
Dieses Resultat entspricht den Erwartungen fir eine vergleichbare Messung, da die
aufgenommenen Stimuli und DPOAESs der wéhrend der OAE-Residual-Messungen bei
einer Zweitonreizung, denen der herkémmlichen DPOAE-Messung entsprechen sollen.
Die Verlaufe der berechneten Residualkurven unterscheiden sich deutlich von denen der
wéhrend der Residualmessung direkt aufgenommenen DPOAEs, was auf Grund der
durchgefuhrten Subtraktion ebenfalls zu vermuten war. Die Amplitude der OAE-
Residuale verlauft in einer Vielzahl der Beispiele kontrér zu denen der wahrend der
Messung direkt aufgenommenen DPOAES. Das bedeutet, dass ein Pegeleinbruch in der
Wachstumsfunktion  der  konventionell —gemessenen DPOAE mit einem
Amplitudenmaximum der OAE-Residuale einhergeht. Auch dieses Verhalten l&sst sich
auf die durchgefiihrte Residual-Berechnung zurtckfiihren, was als Indikator fur das
fehlerfreie Arbeiten des neuen Paradigmas gewertet werden kann, zumindest was die
Zweitonreizung anbelangt. Die Sensitivitat sowie die Amplitudenverldufe der wahrend
der Residualmessung direkt erfassten DPOAE sind mit denen der herkdémmlichen
DPOAE-Messung vergleichbar. Auf Grund dieser Datenlage wurde im Anschluss mit
der Stimulation mittels komplexer Téne begonnen. Durchgefihrt wurden die Versuche
mit zuvor aufgenommenen KR sowie EOR der Fledermausspezies C. perspicillata. Die
Wahl der Stimuli zielte auf die Mdoglichkeit ab, eine Aussage Uber eine eventuelle
Aufweitung oder Verschiebung des in der Kochlea selbst erzeugten spektralen Signals
zu treffen. Mit Hilfe solcher Veranderungen konnten Ruickschlisse auf die
weitergehende neuronale Verarbeitung sowie pegelabhéngige zeitliche Dynamik der
Residualentstehung gezogen werden. Um eventuelle zeitliche Effektkomponenten

besser detektieren zu konnen, wurden die Rufe sowohl als Einzellaute als auch in einer
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Abfolge von jeweils drei hintereinander gelegten Rufen abgespielt. Wie in den
aufgetragenen Beispielen deutlich zu erkennen ist, variieren die individuellen
Ergebnisse sehr stark. Die wéhrend der Residualmessung nochmals gemessenen
Einzelrufe (KR und EOR) weisen zwar vergleichbare Amplituden auf, aber anhand der
berechneten Residualdaten lasst sich kein wiederkehrendes Muster erkennen. In
Beispiel 1 des einzeln applizierten KR liegen sogar im berechneten OAE-Residual
héhere Amplituden vor als bei dem aufgenommenen Stimulus. Da sich die
Residualberechnung allerdings auf eine Subtraktion von den am Trommelfell
gemessenen akustischen Signalen sowie den Trommelfellantworten auf einzelne
Komponenten dieser Signale bezieht, ist eine Erhohung der Amplitude im Vergleich zu
den Stimuli-Daten fragwirdig. Bei der Beschallung mit drei aneinander gesetzten
Signalen liegen bereits bei den aufgenommenen Stimuli-Daten deutliche
Amplitudenschwankungen vor. Wie auch bei Beispiel 1 des einzelnen KR, ist die
Amplitude der Residualantwort in mehreren Fallen hoher als die der Stimuli-Daten, was
weiterhin Zweifel aufwirft. Bei der Analyse der EOR-Folge gab es eine interessante
Auffalligkeit, die auf eine zeitliche Dynamik innerhalb der Residualentstehung
hindeuten kdnnte. Wie anhand einiger Beispielen zu erkennen ist, werden die einzelnen
Elemente der applizierten Stimuli unterschiedlich verarbeitet. Aber auch dieses

Ph&nomen war uber die Summe der Messungen nicht reproduzierbar.

4.3.1 Methodische Gesichtspunkte

Bei der methodischen Betrachtung des OAE-Residual-Paradigmas missen alle in
Kapitel 4.1.2 und 4.1.3 beschriebenen Punkte ebenfalls in Erwagung gezogen werden.
Ein moglicher akustischer Ubersprecher, ein Narkosebedingter Effekt sowie eine
Kontraktion der MOM koénnten auch hier die Messungen beeinflusst haben. Aber wie
bereits beschrieben, war auch in diesem Paradigma der Versuchsaufbau so angesetzt,
dass die Kopplerspitze im Gehdrgang direkt vor dem Tympanum saf3, was nahezu einer
geschlossenen Stimulationssituation entspricht. Daher ist auch wahrend den OAE-
Residual-Messungen eine Beeinflussung durch einen direkten akustischen Ubersprecher
als sehr gering einzuschéatzen. Auch eine Beeinflussung der OAE-Residual-Amplituden
durch die verwendete Narkose kann nicht gédnzlich ausgeschlossen werden. In
Teilprojekt IV wurden alle Messungen unter Narkoseeinfluss durchgefiihrt, weshalb
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keine Aussage dartiber getroffen werden kann, inwieweit sich die Amplituden im
Vergleich zu wachen Tieren verdndert haben konnten. Allerdings wiirde eine
Einflussnahme der Narkose nicht die in Kapitel 3.5.2 gezeigten Ergebnisse erklaren.
Vielmehr ware mit einer gleichférmigen Beeinflussung zu rechnen. Diese kdnnte zwar
individuelle Schwankungen aufweisen, aber es ist nicht davon auszugehen, dass die
verwendete Narkose einzelne Komponenten der applizierten Stimuli unterschiedlich
beeinflusst. Dies lasst den Schluss zu, dass die Ketamin-Xylazin-Narkose zwar die
Amplitude der OAE-Residuale beeinflusst haben kann, die Schwankungen innerhalb
einer Messung aber nicht auf diese zuriickzufiihren ist. Ahnlich verhalt es sich mit der
Kontraktion der MOM. Auch hier kann eine Beeinflussung der Ergebnisse durch eine
ausgeloste Kontraktion der MOM nicht ausgeschlossen werden. Es konnte in der Tat
sein, dass kurz auftretende Spitzenpegel der Stimuli ein komplexes und daher auch
variables Kontraktionsverhalten der MOM evozieren. Dies konnte innerhalb dieser
Studie leider nicht quantitativ verifiziert werden, da keine Moglichkeit bestand an der

Fledermaus im Ultraschallbereich MOM-Effekte direkt zu messen.

Ein weiterer Punkt in der methodischen Betrachtung des OAE-Residual-Paradigmas
ist die Art und Weise der Stimulusapplikation. Dieser kann auf zwei unterschiedliche
Wege erfolgen, zum einen ber die Présentation der Schallstimuli Uber zwei getrennte
Lautsprecherkanéle (siehe Kapitel 2.3) und zum anderen Uber die Présentation der
Stimuli Gber einen einzelnen Lautsprecherkanal. Wahrend der ersten Variante besteht
die Mdoglichkeit, dass bei der gleichzeitigen Applikation der Signale 1 und 2 im dritten
Zeitfenster akustische Ausléschungen innerhalb des Ohrkanals bzw. bereits im
akustischen Koppler entstenen und damit das Grundsignal veréndert wird. Diese
Verdnderung konnte im Zuge der OAE-Residual-Berechnung zu Verfalschungen der
Ergebnisse flhren. Innerhalb der zweiten Variante werden Signal 1 und 2 im Computer
addiert und gemeinsam uber einen Lautsprecher ausgegeben. Hier sind zwar die in
Variante 1 moglichen Interferenzen ausgeschlossen, allerdings birgt diese Methode das
Risiko von Artefakten durch Lautsprecherverzerrungen. Da dieses Risiko schwer
abzuschétzen ist, wurde in der vorliegenden Studie die Applikation der Stimuli tber
zwei getrennte Lautsprecherkandle bevorzugt. Den mdglichen, auftretenden
Interferenzen wurde durch einen optimierten Versuchsausbau entgegengewirkt. Damit

es nicht innerhalb des akustischen Kopplers zu Ausléschungen kommt, wurde dieser so
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konzipiert, dass zwei durchgehend getrennte Kanalwege fir die einzelnen Lautsprecher
vorhanden sind. Weiterhin wurde wéhrend der Messung darauf geachtet, dass die Spitze
des Kopplersystems unmittelbar vor dem Tympanum des jeweiligen Versuchstiers
platziert wurde, um zu verhindern, dass es innerhalb des Ohrkanals zu Interferenzen

kommt.

4.3.2 Schlussfolgerung der OAE-Residuale-Messungen

Das Ziel des beschriebenen OAE-Residual-Projektes war eine moglichst vollstandige
Erfassung aller im Innenohr erzeugten Signalkomponenten bei Stimulation mit
natiirlichen Schallsignalen. Durch die Uberarbeitung und Weiterentwicklung des von
Keefe und Ling (1998) vorgestellten Paradigmas sollte sich die Mdglichkeit ergeben die
Bedeutung von Innenohreigenschaften unter natiirlichen Horbedingungen besser zu
verstehen. Wie in den Vorversuchen unter Anwendung einer Zweitonreizung gezeigt
werden konnte, ist das entwickelte Paradigma mit den herkdmmlichen DPOAE-
Messungen vergleichbar. Die Grundbedingungen fur die weiterfihrenden Versuche
sollten damit geebnet sein. Anhand der Stimulation mit komplexen Stimuli zeigen sich
allerdings die Schwierigkeiten der neuen Methode. Die bisher erhobenen Daten zeigen
keine klaren, reproduzierbaren Ergebnisse. Einzelne Beobachtungen weisen allerdings
auf eine zeitliche Dynamik innerhalb der Residualentstehung hin, welche die
potentiellen Mdglichkeiten des neuen Verfahrens verdeutlicht.
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6.2 Abbildungen
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Abbildung 31: DPOAE-Wachstumsfunktionen von Versuchstier T2 bei f,-Frequenzen von 20 kHz bis
90 kHz fur alle gemessenen kontralateralen Stimuli (BBR, KR, EOR, RES). Dargestellt sind
Kontrollmessungen ohne kontralaterale Stimulation im narkotisierten- (schwarz) und wachen Zustand

(dunkel rot), sowie Messungen bei gleichzeitiger KAS im narkotisierten- (grau) und wachen Zustand (rot).
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Abbildung 32: DPOAE-Wachstumsfunktionen von Versuchstier T3 bei f,-Frequenzen von 20 kHz bis
(BBR, KR, EOR, RES). Dargestellt sind

Kontrollmessungen ohne kontralaterale Stimulation im narkotisierten- (schwarz gestrichelt) und wachen

90 kHz fur alle gemessenen kontralateralen Stimuli

Zustand (dunkel rot gestrichelt), sowie Messungen bei gleichzeitiger KAS im narkotisierten- (grau) und
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KR EOR RES
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wachen Zustand (rot).
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Abbildung 33: DPOAE-Wachstumsfunktionen von Versuchstier T5 bei f,-Frequenzen von 20 kHz bis
90 kHz fur alle gemessenen kontralateralen Stimuli (BBR, KR, EOR, RES). Dargestellt sind
Kontrollmessungen ohne kontralaterale Stimulation im narkotisierten- (schwarz gestrichelt) und wachen
Zustand (dunkel rot gestrichelt), sowie Messungen bei gleichzeitiger KAS im narkotisierten- (grau) und

wachen Zustand (rot).
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Abbildung 34: DPOAE-Wachstumsfunktionen von Versuchstier T6 bei f,-Frequenzen von 20 kHz bis
90 kHz fur alle gemessenen kontralateralen Stimuli (BBR, KR, EOR, RES). Dargestellt sind
Kontrollmessungen ohne kontralaterale Stimulation im narkotisierten- (schwarz gestrichelt) und wachen
Zustand (dunkel rot gestrichelt), sowie Messungen bei gleichzeitiger KAS im narkotisierten- (grau) und

wachen Zustand (rot).
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Abbildung 35: DPOAE-Wachstumsfunktionen von Versuchstier T8 bei f,-Frequenzen von 20 kHz bis
90 kHz fur alle gemessenen kontralateralen Stimuli (BBR, KR, EOR, RES). Dargestellt sind
Kontrollmessungen ohne kontralaterale Stimulation im narkotisierten- (schwarz gestrichelt) und wachen
Zustand (dunkel rot gestrichelt), sowie Messungen bei gleichzeitiger KAS im narkotisierten- (grau) und

wachen Zustand (rot).
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Abbildung 36: DPOAE-Wachstumsfunktionen von Versuchstier T9 bei f,-Frequenzen von 20 kHz bis
90 kHz fur alle gemessenen kontralateralen Stimuli (BBR, KR, EOR, RES). Dargestellt sind
Kontrollmessungen ohne kontralaterale Stimulation im narkotisierten- (schwarz gestrichelt) und wachen
Zustand (dunkel rot gestrichelt), sowie Messungen bei gleichzeitiger KAS im narkotisierten- (grau) und

wachen Zustand (rot).
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Abbildung 37: Einzelbeispiel (T2) einer DPOAE-Zeitmessung Uber drei Sekunden bei einer f,-Frequenz
von 20 kHz und einer einsekiindigen KAS (Sinus, BBR, KR, EOR, RES) unter Narkoseeinfluss bei
mehreren kontralateral verwendeten Pegeln (40, 50, 60 und 70 dB SPL). Die gestrichelten Linien

markieren den Zeitraum der KAS.
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Abbildung 38: Einzelbeispiel (T2) einer DPOAE-Zeitmessung Uber drei Sekunden bei einer f,-Frequenz
von 20 kHz und einer einsekindigen KAS (Sinus, BBR, KR, EOR, RES) im wachen Tier bei mehreren
kontralateral verwendeten Pegeln (40, 50, 60 und 70 dB SPL). Die gestrichelten Linien markieren den
Zeitraum der KAS.

94



Anhang

T2 | 40 kHz | narkotisiert

Ls3: 40 dB SPL

50 dB SPL

60 dB SPL

70 dB SPL

Y

30

10| Seawarmatsr N wesl?

Sinus

-10

gw.’ww

\W'*vw‘ww

PPN op i o e S WP

30

BBR

101 et N
-10

VI PN S i 1300t

B T T a aana

30

101 o warn
-10

SR NN pne

m“.‘o:y.x-\w

30

KR
Pegel 2f1-f2 (dB SPL)

EOR

10| cmrmysmrasnmenn,
-10

SRS A PO

Dt b i ala S

30

10

RES

-10

B o OV DN

0 1 2 3

Zeit (s)

Abbildung 39: Einzelbeispiel (T2) einer DPOAE-Zeitmessung Uber drei Sekunden bei einer f,-Frequenz
von 40 kHz und einer einsekiindigen KAS (Sinus, BBR, KR, EOR, RES) unter Narkoseeinfluss bei

mehreren ontralateral verwendeten Pegeln (40, 50, 60 und 70 dB SPL). Die gestrichelten Linien markieren

den Zeitraum der KAS.
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Abbildung 40: Einzelbeispiel (T2) einer DPOAE-Zeitmessung Uber drei Sekunden bei einer f,-Frequenz
von 40 kHz und einer einsekindigen KAS (Sinus, BBR, KR, EOR, RES) im wachen Tier bei mehreren
kontralateral verwendeten Pegeln (40, 50, 60 und 70 dB SPL). Die gestrichelten Linien markieren den
Zeitraum der KAS.
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Abbildung 41: Einzelbeispiel (T2) einer DPOAE-Zeitmessung Uber drei Sekunden bei einer f,-Frequenz
von 60 kHz und einer einsekiindigen KAS (Sinus, BBR, KR, EOR, RES) unter Narkoseeinfluss bei
mehreren kontralateral verwendeten Pegeln (40, 50, 60 und 70 dB SPL). Die gestrichelten Linien
markieren den Zeitraum der KAS.
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Abbildung 42: Einzelbeispiel (T2) einer DPOAE-Zeitmessung Uber drei Sekunden bei einer f,-Frequenz
von 60 kHz und einer einsekiindigen KAS (Sinus, BBR, KR, EOR, RES) im wachen Tier bei mehreren
kontralateral verwendeten Pegeln (40, 50, 60 und 70 dB SPL). Die gestrichelten Linien markieren den
Zeitraum der KAS.
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Abbildung 43: Einzelbeispiel (T2) einer DPOAE-Zeitmessung Uber drei Sekunden bei einer f,-Frequenz
von 80 kHz und einer einsekiindigen KAS (Sinus, BBR, KR, EOR, RES) unter Narkoseeinfluss bei
mehreren kontralateral verwendeten Pegeln (40, 50, 60 und 70 dB SPL). Die gestrichelten Linien

markieren den Zeitraum der KAS.
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Abbildung 44: Einzelbeispiel (T2) einer DPOAE-Zeitmessung Uber drei Sekunden bei einer f,-Frequenz
von 80 kHz und einer einsekiindigen KAS (Sinus, BBR, KR, EOR, RES) im wachen Tier bei mehreren
kontralateral verwendeten Pegeln (40, 50, 60 und 70 dB SPL). Die gestrichelten Linien markieren den
Zeitraum der KAS.
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Abbildung 45: Einzelbeispiel (T3) einer DPOAE-Zeitmessung Uber drei Sekunden bei einer f,-Frequenz
von 20 kHz und einer einsekiindigen KAS (Sinus, BBR, KR, EOR, RES) unter Narkoseeinfluss bei
mehreren kontralateral verwendeten Pegeln (40, 50, 60 und 70 dB SPL). Die gestrichelten Linien
markieren den Zeitraum der KAS.
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Abbildung 46: Einzelbeispiel (T3) einer DPOAE-Zeitmessung Uber drei Sekunden bei einer f,-Frequenz
von 20 kHz und einer einsekiindigen KAS (Sinus, BBR, KR, EOR, RES) im wachen Tier bei mehreren
kontralateral verwendeten Pegeln (40, 50, 60 und 70 dB SPL). Die gestrichelten Linien markieren den
Zeitraum der KAS.
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Abbildung 47: Einzelbeispiel (T3) einer DPOAE-Zeitmessung Uber drei Sekunden bei einer f,-Frequenz
von 40 kHz und einer einsekiindigen KAS (Sinus, BBR, KR, EOR, RES) unter Narkoseeinfluss bei
mehreren kontralateral verwendeten Pegeln (40, 50, 60 und 70 dB SPL). Die gestrichelten Linien
markieren den Zeitraum der KAS.
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Abbildung 48: Einzelbeispiel (T3) einer DPOAE-Zeitmessung Uber drei Sekunden bei einer f,-Frequenz
von 40 kHz und einer einsekindigen KAS (Sinus, BBR, KR, EOR, RES) im wachen Tier bei mehreren
kontralateral verwendeten Pegeln (40, 50, 60 und 70 dB SPL). Die gestrichelten Linien markieren den

Zeitraum der KAS.
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Abbildung 49: Einzelbeispiel (T3) einer DPOAE-Zeitmessung Uber drei Sekunden bei einer f- Frequenz
von 60 kHz und einer einsekiindigen KAS (Sinus, BBR, KR, EOR, RES) unter Narkoseeinfluss bei
mehreren kontralateral verwendeten Pegeln (40, 50, 60 und 70 dB SPL). Die gestrichelten Linien

markieren den Zeitraum der KAS.
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Abbildung 50: Einzelbeispiel (T3) einer DPOAE-Zeitmessung Uber drei Sekunden bei einer f,-Frequenz
von 60 kHz und einer einsekindigen KAS (Sinus, BBR, KR, EOR, RES) im wachen Tier bei mehreren
kontralateral verwendeten Pegeln (40, 50, 60 und 70 dB SPL). Die gestrichelten Linien markieren den
Zeitraum der KAS.
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Abbildung 51: Einzelbeispiel (T3) einer DPOAE-Zeitmessung Uber drei Sekunden bei einer f,-Frequenz
von 80 kHz und einer einsekiindigen KAS (Sinus, BBR, KR, EOR, RES) unter Narkoseeinfluss bei
mehreren kontralateral verwendeten Pegeln (40, 50, 60 und 70 dB SPL). Die gestrichelten Linien
markieren den Zeitraum der KAS.
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Abbildung 52: Einzelbeispiel (T3) einer DPOAE-Zeitmessung Uber drei Sekunden bei einer f,-Frequenz
von 80 kHz und einer einsekiindigen KAS (Sinus, BBR, KR, EOR, RES) im wachen Tier bei mehreren
kontralateral verwendeten Pegeln (40, 50, 60 und 70 dB SPL). Die gestrichelten Linien markieren den
Zeitraum der KAS.
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Abbildung 53: Einzelbeispiel (T5) einer DPOAE-Zeitmessung Uber drei Sekunden bei einer f,-Frequenz
von 20 kHz und einer einsekiindigen KAS (Sinus, BBR, KR, EOR, RES) unter Narkoseeinfluss bei
mehreren kontralateral verwendeten Pegeln (40, 50, 60 und 70 dB SPL). Die gestrichelten Linien
markieren den Zeitraum der KAS.
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Abbildung 54: Einzelbeispiel (T5) einer DPOAE-Zeitmessung Uber drei Sekunden bei einer f,-Frequenz
von 20 kHz und einer einsekindigen KAS (Sinus, BBR, KR, EOR, RES) im wachen Tier bei mehreren
kontralateral verwendeten Pegeln (40, 50, 60 und 70 dB SPL). Die gestrichelten Linien markieren den
Zeitraum der KAS.
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Abbildung 55: Einzelbeispiel (T5) einer DPOAE-Zeitmessung Uber drei Sekunden bei einer f,-Frequenz
von 40 kHz und einer einsekiindigen KAS (Sinus, BBR, KR, EOR, RES) unter Narkoseeinfluss bei
mehreren kontralateral verwendeten Pegeln (40, 50, 60 und 70 dB SPL). Die gestrichelten Linien
markieren den Zeitraum der KAS.
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Abbildung 56: Einzelbeispiel (T5) einer DPOAE-Zeitmessung Uber drei Sekunden bei einer f,-Frequenz
von 40 kHz und einer einsekindigen KAS (Sinus, BBR, KR, EOR, RES) im wachen Tier bei mehreren
kontralateral verwendeten Pegeln (40, 50, 60 und 70 dB SPL). Die gestrichelten Linien markieren den

Zeitraum der KAS.
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Abbildung 57: Einzelbeispiel (T5) einer DPOAE-Zeitmessung Uber drei Sekunden bei einer f,-Frequenz
von 60 kHz und einer einsekiindigen KAS (Sinus, BBR, KR, EOR, RES) unter Narkoseeinfluss bei
mehreren kontralateral verwendeten Pegeln (40, 50, 60 und 70 dB SPL). Die gestrichelten Linien
markieren den Zeitraum der KAS.

113



Anhang

T5 | 60 kHz | wach

Ls: 40 dB SPL 50 dB SPL 60 dB SPL 70 dB SPL

Y

Sinus
—
o

CENNNL SO oy I sttt WEAEE g Soang LN WA A MW'M“V

BBR
S

.

-8 . », o *
S NSen oS g WA 00 e AAN vM. oSN

N0t SOOI P 1N A'c\';:-'\oﬂm" LT N ‘oﬂﬁ‘hﬁwfaﬁw N, Sty

KR
Pegel 2f1-f2 (dB SPL)
>

EOR
S

CRN AP S 02y Mg orrr e TN, g I

RES
S

Wt ANl NS ph g R T e N s e AN Crorre

0 1 2 3 0 1 2 3 0 1 2 3 0 1 2 3
Zeit (s)

Abbildung 58: Einzelbeispiel (T5) einer DPOAE-Zeitmessung Uber drei Sekunden bei einer f,-Frequenz
von 60 kHz und einer einsekindigen KAS (Sinus, BBR, KR, EOR, RES) im wachen Tier bei mehreren
kontralateral verwendeten Pegeln (40, 50, 60 und 70 dB SPL). Die gestrichelten Linien markieren den
Zeitraum der KAS.
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Abbildung 59: Einzelbeispiel (T5) einer DPOAE-Zeitmessung Uber drei Sekunden bei einer f,-Frequenz
von 80 kHz und einer einsekiindigen KAS (Sinus, BBR, KR, EOR, RES) unter Narkoseeinfluss bei
mehreren kontralateral verwendeten Pegeln (40, 50, 60 und 70 dB SPL). Die gestrichelten Linien
markieren den Zeitraum der KAS.
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Abbildung 60: Einzelbeispiel (T5) einer DPOAE-Zeitmessung Uber drei Sekunden bei einer f,-Frequenz
von 80 kHz und einer einsekiindigen KAS (Sinus, BBR, KR, EOR, RES) im wachen Tier bei mehreren
kontralateral verwendeten Pegeln (40, 50, 60 und 70 dB SPL). Die gestrichelten Linien markieren den

Zeitraum der KAS.
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Abbildung 61: Einzelbeispiel (T6) einer DPOAE-Zeitmessung Uber drei Sekunden bei einer f,-Frequenz
von 20 kHz und einer einsekiindigen KAS (Sinus, BBR, KR, EOR, RES) unter Narkoseeinfluss bei
mehreren kontralateral verwendeten Pegeln (40, 50, 60 und 70 dB SPL). Die gestrichelten Linien

markieren den Zeitraum der KAS.
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Abbildung 62: Einzelbeispiel (T6) einer DPOAE-Zeitmessung Uber drei Sekunden bei einer f,-Frequenz
von 20 kHz und einer einsekindigen KAS (Sinus, BBR, KR, EOR, RES) im wachen Tier bei mehreren
kontralateral verwendeten Pegeln (40, 50, 60 und 70 dB SPL). Die gestrichelten Linien markieren den
Zeitraum der KAS.
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Abbildung 63: Einzelbeispiel (T6) einer DPOAE-Zeitmessung Uber drei Sekunden bei einer f,-Frequenz
von 40 kHz und einer einsekiindigen KAS (Sinus, BBR, KR, EOR, RES) unter Narkoseeinfluss bei
mehreren kontralateral verwendeten Pegeln (40, 50, 60 und 70 dB SPL). Die gestrichelten Linien
markieren den Zeitraum der KAS.
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Abbildung 64: Einzelbeispiel (T6) einer DPOAE-Zeitmessung Uber drei Sekunden bei einer f,-Frequenz
von 40 kHz und einer einsekindigen KAS (Sinus, BBR, KR, EOR, RES) im wachen Tier bei mehreren
kontralateral verwendeten Pegeln (40, 50, 60 und 70 dB SPL). Die gestrichelten Linien markieren den
Zeitraum der KAS.
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Abbildung 65: Einzelbeispiel (T6) einer DPOAE-Zeitmessung Uber drei Sekunden bei einer f,-Frequenz
von 60 kHz und einer einsekiindigen KAS (Sinus, BBR, KR, EOR, RES) unter Narkoseeinfluss bei
mehreren kontralateral verwendeten Pegeln (40, 50, 60 und 70 dB SPL). Die gestrichelten Linien
markieren den Zeitraum der KAS.
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Abbildung 66: Einzelbeispiel (T6) einer DPOAE-Zeitmessung Uber drei Sekunden bei einer f,-Frequenz
von 60 kHz und einer einsekindigen KAS (Sinus, BBR, KR, EOR, RES) im wachen Tier bei mehreren
kontralateral verwendeten Pegeln (40, 50, 60 und 70 dB SPL). Die gestrichelten Linien markieren den
Zeitraum der KAS.
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Abbildung 67: Einzelbeispiel (T6) einer DPOAE-Zeitmessung Uber drei Sekunden bei einer f,-Frequenz
von 80 kHz und einer einsekiindigen KAS (Sinus, BBR, KR, EOR, RES) unter Narkoseeinfluss bei
mehreren kontralateral verwendeten Pegeln (40, 50, 60 und 70 dB SPL). Die gestrichelten Linien

markieren den Zeitraum der KAS.
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Abbildung 68: Einzelbeispiel (T6) einer DPOAE-Zeitmessung Uber drei Sekunden bei einer f,-Frequenz
von 80 kHz und einer einsekiindigen KAS (Sinus, BBR, KR, EOR, RES) im wachen Tier bei mehreren
kontralateral verwendeten Pegeln (40, 50, 60 und 70 dB SPL). Die gestrichelten Linien markieren den
Zeitraum der KAS.
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Abbildung 69: Einzelbeispiel (T8) einer DPOAE-Zeitmessung Uber drei Sekunden bei einer f,-Frequenz
von 20 kHz und einer einsekiindigen KAS (Sinus, BBR, KR, EOR, RES) unter Narkoseeinfluss bei
mehreren kontralateral verwendeten Pegeln (40, 50, 60 und 70 dB SPL). Die gestrichelten Linien
markieren den Zeitraum der KAS.
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Abbildung 70: Einzelbeispiel (T8) einer DPOAE-Zeitmessung Uber drei Sekunden bei einer f,-Frequenz
von 20 kHz und einer einsekindigen KAS (Sinus, BBR, KR, EOR, RES) im wachen Tier bei mehreren
kontralateral verwendeten Pegeln (40, 50, 60 und 70 dB SPL). Die gestrichelten Linien markieren den

Zeitraum der KAS.
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Abbildung 71: Einzelbeispiel (T8) einer DPOAE-Zeitmessung Uber drei Sekunden bei einer f,-Frequenz
von 40 kHz und einer einsekiindigen KAS (Sinus, BBR, KR, EOR, RES) unter Narkoseeinfluss bei
mehreren kontralateral verwendeten Pegeln (40, 50, 60 und 70 dB SPL). Die gestrichelten Linien
markieren den Zeitraum der KAS.
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Abbildung 72: Einzelbeispiel (T8) einer DPOAE-Zeitmessung Uber drei Sekunden bei einer f,-Frequenz
von 40 kHz und einer einsekindigen KAS (Sinus, BBR, KR, EOR, RES) im wachen Tier bei mehreren
kontralateral verwendeten Pegeln (40, 50, 60 und 70 dB SPL). Die gestrichelten Linien markieren den
Zeitraum der KAS.

128



Anhang

T8 | 60 kHz | narkotisiert

Ls: 40 dB SPL 50 dB SPL 60 dB SPL 70 dB SPL

Y

Sinus
—
o

L PRI R W N A Y LA NN R A pentosss WA AN NS W

BBR

O SN P A I LN NN ANS Tnoting” g it

s Ty e TS Ao np et SIS B

KR
Pegel 2f1-f2 (dB SPL)
>

EOR
S

PRI St s NI N NS POt pf o SIS WL Pt Nl N g 308

RES
S

AR NI 0 Pp PSINEN nap N2 [ L T P R P CU N N A n P2 0t 30,

0 1 2 3 0 1 2 3 0 1 2 3 0 1 2 3
Zeit (s)

Abbildung 73: Einzelbeispiel (T8) einer DPOAE-Zeitmessung Uber drei Sekunden bei einer f,-Frequenz
von 60 kHz und einer einsekiindigen KAS (Sinus, BBR, KR, EOR, RES) unter Narkoseeinfluss bei
mehreren kontralateral verwendeten Pegeln (40, 50, 60 und 70 dB SPL). Die gestrichelten Linien
markieren den Zeitraum der KAS.
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Abbildung 74: Einzelbeispiel (T8) einer DPOAE-Zeitmessung Uber drei Sekunden bei einer f,-Frequenz
von 60 kHz und einer einsekindigen KAS (Sinus, BBR, KR, EOR, RES) im wachen Tier bei mehreren
kontralateral verwendeten Pegeln (40, 50, 60 und 70 dB SPL). Die gestrichelten Linien markieren den
Zeitraum der KAS.
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Abbildung 75: Einzelbeispiel (T8) einer DPOAE-Zeitmessung Uber drei Sekunden bei einer f,-Frequenz
von 80 kHz und einer einsekiindigen KAS (Sinus, BBR, KR, EOR, RES) unter Narkoseeinfluss bei
mehreren kontralateral verwendeten Pegeln (40, 50, 60 und 70 dB SPL). Die gestrichelten Linien
markieren den Zeitraum der KAS.
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Abbildung 76: Einzelbeispiel (T8) einer DPOAE-Zeitmessung Uber drei Sekunden bei einer f,-Frequenz
von 80 kHz und einer einsekiindigen KAS (Sinus, BBR, KR, EOR, RES) im wachen Tier bei mehreren
kontralateral verwendeten Pegeln (40, 50, 60 und 70 dB SPL). Die gestrichelten Linien markieren den

Zeitraum der KAS.
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Abbildung 77: Einzelbeispiel (T9) einer DPOAE-Zeitmessung Uber drei Sekunden bei einer f,-Frequenz
von 20 kHz und einer einsekiindigen KAS (Sinus, BBR, KR, EOR, RES) unter Narkoseeinfluss bei
mehreren kontralateral verwendeten Pegeln (40, 50, 60 und 70 dB SPL). Die gestrichelten Linien
markieren den Zeitraum der KAS.
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Abbildung 78: Einzelbeispiel (T9) einer DPOAE-Zeitmessung Uber drei Sekunden bei einer f,-Frequenz
von 20 kHz und einer einsekindigen KAS (Sinus, BBR, KR, EOR, RES) im wachen Tier bei mehreren
kontralateral verwendeten Pegeln (40, 50, 60 und 70 dB SPL). Die gestrichelten Linien markieren den
Zeitraum der KAS.
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Abbildung 79: Einzelbeispiel (T9) einer DPOAE-Zeitmessung Uber drei Sekunden bei einer f,-Frequenz
von 40 kHz und einer einsekiindigen KAS (Sinus, BBR, KR, EOR, RES) unter Narkoseeinfluss bei
mehreren kontralateral verwendeten Pegeln (40, 50, 60 und 70 dB SPL). Die gestrichelten Linien

markieren den Zeitraum der KAS.
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Abbildung 80: Einzelbeispiel (T9) einer DPOAE-Zeitmessung Uber drei Sekunden bei einer f,-Frequenz
von 40 kHz und einer einsekindigen KAS (Sinus, BBR, KR, EOR, RES) im wachen Tier bei mehreren
kontralateral verwendeten Pegeln (40, 50, 60 und 70 dB SPL). Die gestrichelten Linien markieren den
Zeitraum der KAS.
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Abbildung 81: Einzelbeispiel (T9) einer DPOAE-Zeitmessung Uber drei Sekunden bei einer f,-Frequenz
von 60 kHz und einer einsekiindigen KAS (Sinus, BBR, KR, EOR, RES) unter Narkoseeinfluss bei
mehreren kontralateral verwendeten Pegeln (40, 50, 60 und 70 dB SPL). Die gestrichelten Linien
markieren den Zeitraum der KAS.
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Abbildung 82: Einzelbeispiel (T8) einer DPOAE-Zeitmessung Uber drei Sekunden bei einer f,-Frequenz
von 60 kHz und einer einsekiindigen KAS (Sinus, BBR, KR, EOR, RES) im wachen Tier bei mehreren
kontralateral verwendeten Pegeln (40, 50, 60 und 70 dB SPL). Die gestrichelten Linien markieren den
Zeitraum der KAS.
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Abbildung 83: Einzelbeispiel (T9) einer DPOAE-Zeitmessung Uber drei Sekunden bei einer f,-Frequenz
von 80 kHz und einer einsekiindigen KAS (Sinus, BBR, KR, EOR, RES) unter Narkoseeinfluss bei
mehreren kontralateral verwendeten Pegeln (40, 50, 60 und 70 dB SPL). Die gestrichelten Linien
markieren den Zeitraum der KAS.
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Abbildung 84: Einzelbeispiel (T9) einer DPOAE-Zeitmessung Uber drei Sekunden bei einer f,-Frequenz
von 80 kHz und einer einsekiindigen KAS (Sinus, BBR, KR, EOR, RES) im wachen Tier bei mehreren
kontralateral verwendeten Pegeln (40, 50, 60 und 70 dB SPL). Die gestrichelten Linien markieren den
Zeitraum der KAS.

140



Anhang

Messung 9 Messung 7 Messung 5 Messung 4 Messung 3 Messung 2 Messung 1

Messung 10

Pegel 2f1-f2 (dB SPL)

1
8
\ N
N N
N\ Y
\
/ 1

20 kHz 40 kHz 60 kHz 80 kHz
--- DPOAE
— Residual
— resDPOAE e i

N

\
N \
\ AY
\

\

\
\
}

1

\
\
\

—
[(4,]
W
o
IS
<
(¢
o
N
(3]

15 30 45 60 75

15 30 45 60 75

Pegel L2 (dB SPL)

15 30 45 60 75

Abbildung 85: OAE-Residualmessung mit Reintonstimulation. Dargestellt sind die Messungen 1-10
jeweils fur 20, 40 60 und 80 kHz. Aufgetragen sind alle Messpunkte, die 6 dB Uber dem

Rauschniveau lagen.
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Abbildung 86: OAE-Residualmessung mit Reintonstimulation. Dargestellt sind die Messungen
11-21 jeweils fUr 20, 40 60 und 80 kHz. Aufgetragen sind alle Messpunkte, die 6 dB Uber dem

Rauschniveau lagen.
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Abbildung 87: OAE-Residualmessung mit Reintonstimulation. Dargestellt sind die Messungen
22-33 jeweils fur 20, 40 60 und 80 kHz. Aufgetragen sind alle Messpunkte, die 6 dB Uber dem

Rauschniveau lagen.
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Abbildung 88: OAE-Residual-Messung unter Stimulation mit einem einzelnen KR der

Fledermausspezies Carollia perspicillata. Dargestellt sind die Stimulusdaten sowie die

Residualdaten bei verschiedenen Abschwéchungen (10, 15 und 20 dB) fur vier Beispiele gemessen

an unterschiedlichen Tieren.
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Abbildung 89: OAE-Residual-Messung unter Stimulation mit einem einzelnen KR der

Fledermausspezies Carollia perspicillata. Dargestellt sind die Stimulusdaten sowie die

Residualdaten bei verschiedenen Abschwéchungen (10, 15 und 20 dB) fur vier Beispiele gemessen

an unterschiedlichen Tieren.
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Abbildung 90: OAE-Residual-Messung unter Stimulation mit einem einzelnen KR der

Fledermausspezies Carollia perspicillata. Dargestellt sind die Stimulusdaten sowie die

Residualdaten bei verschiedenen Abschwachungen (10, 15 und 20 dB) fur vier Beispiele gemessen

an unterschiedlichen Tieren.
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Abbildung 91: OAE-Residual-Messung unter Stimulation mit einem einzelnen inversen KR der
Fledermausspezies Carollia perspicillata. Dargestellt sind die Stimulusdaten sowie die
Residualdaten bei verschiedenen Abschwéchungen (10, 15 und 20 dB) fur vier Beispiele gemessen

an unterschiedlichen Tieren.
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Abbildung 92: OAE-Residual-Messung unter Stimulation mit einem einzelnen inversen KR der
Fledermausspezies Carollia perspicillata. Dargestellt sind die Stimulusdaten sowie die
Residualdaten bei verschiedenen Abschwéchungen (10, 15 und 20 dB) fur vier Beispiele gemessen

an unterschiedlichen Tieren.
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Abbildung 93: OAE-Residual-Messung unter Stimulation mit drei aneinandergereihten KR der
Fledermausspezies Carollia perspicillata. Dargestellt sind die Stimulusdaten sowie die
Residualdaten bei verschiedenen Abschwéchungen (10, 15 und 20 dB) fur vier Beispiele gemessen

an unterschiedlichen Tieren.
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Abbildung 94: OAE-Residual-Messung unter Stimulation mit drei aneinandergereihten KR der

Fledermausspezies Carollia perspicillata. Dargestellt sind die Stimulusdaten sowie die

Residualdaten bei verschiedenen Abschwéchungen (10, 15 und 20 dB) fur vier Beispiele gemessen

an unterschiedlichen Tieren.
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Abbildung 95: OAE-Residual-Messung unter Stimulation mit drei aneinandergereihten KR der
Fledermausspezies Carollia perspicillata. Dargestellt sind die Stimulusdaten sowie die
Residualdaten bei verschiedenen Abschwéchungen (10, 15 und 20 dB) fur vier Beispiele gemessen

an unterschiedlichen Tieren.
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Abbildung 96: OAE-Residual-Messung unter Stimulation mit einem einzelnen EOR der

Fledermausspezies Carollia perspicillata. Dargestellt sind die Stimulusdaten sowie die

Residualdaten bei verschiedenen Abschwéchungen (10, 15 und 20 dB) fur vier Beispiele gemessen

an unterschiedlichen Tieren.
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Abbildung 97: OAE-Residual-Messung unter Stimulation mit einem einzelnen EOR der
Fledermausspezies Carollia perspicillata. Dargestellt sind die Stimulusdaten sowie die
Residualdaten bei verschiedenen Abschwéchungen (10, 15 und 20 dB) fur vier Beispiele gemessen

an unterschiedlichen Tieren.
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Abbildung 98: OAE-Residual-Messung unter Stimulation mit einem einzelnen EOR der
Fledermausspezies Carollia perspicillata. Dargestellt sind die Stimulusdaten sowie die
Residualdaten bei verschiedenen Abschwéchungen (10, 15 und 20 dB) fur vier Beispiele gemessen

an unterschiedlichen Tieren.
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Abbildung 99: OAE-Residual-Messung unter Stimulation mit einem einzelnen EOR der
Fledermausspezies Carollia perspicillata. Dargestellt sind die Stimulusdaten sowie die
Residualdaten bei verschiedenen Abschwéachungen (10 und 15 dB) fiir vier Beispiele gemessen an

unterschiedlichen Tieren.
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Abbildung 100: OAE-Residual-Messung unter Stimulation mit einem einzelnen inversen EOR der
Fledermausspezies Carollia perspicillata. Dargestellt sind die Stimulusdaten sowie die
Residualdaten bei verschiedenen Abschwéachungen (10 und 15 dB) fiir vier Beispiele gemessen an

unterschiedlichen Tieren.
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Abbildung 101: OAE-Residual-Messung unter Stimulation mit drei aneinandergereihten EOR der

Fledermausspezies

Carollia perspicillata.
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Residualdaten bei verschiedenen Abschwéchungen (10, 15 und 20 dB) fur vier Beispiele gemessen

an unterschiedlic
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Abbildung 102: OAE-Residual-Messung unter Stimulation mit drei aneinandergereihten EOR der

Fledermausspezies

Carollia perspicillata.

Dargestellt sind die Stimulusdaten

sowie die

Residualdaten bei verschiedenen Abschwachungen (10, 15 und 20 dB) fur vier Beispiele gemessen

an unterschiedlichen Tieren.
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