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Zusammenfassung

Zusammenfassung

Die Funktion der duBeren Haarsinneszellen geht weit tiber die normale Rezeptoreigenschaft
der Kategorie Mechanorezeptor hinaus. AuBere Haarzellen mit ihrer reichhaltigen efferenten
Innervierung sind nicht nur fiir die sensorische Aufmnahme mechanischer Bewegung zustindig,
sondern ermdglichen aufgrund ihrer motorischen Funktionen die mechanische Verstiarkung
der Wanderwelle in der Cochlea. AuBere Haarzellen sind eine maBgebliche Komponente des
"cochledren Verstirkers' und ihr Ausfall fithrt zur Schwerhdérigkeit. Beiprodukte des cochlei-
ren Verstirkers sind otoakustische Emissionen, deren Messung Aufschluss tiber aktive

mechanische Prozesse im Innenohr gibt.

Die duBeren Haarsinneszellen bilden Synapsen mit dem olivo-cochleéren efferenten System,
welches im Zentrum der vorliegenden Untersuchung steht. Es vermittelt den Einfluss des
Zentralnervensystems auf das Corti-Organ des Innenohrs. Uber die akustische Reizung des
olivo-cochleiren Reflexbogens ist man in der Lage, das efferente System zu aktivieren und
gleichzeitig die Antworteigenschaften der Cochlea zu veriandern. Efferente Modulationen des
cochleidren Verstirkers konnen sich z. B. in einer Veridnderung des Emissionspegels bemerk-
bar machen. Die Fledermausspezies Carollia perspicillata ist aufgrund ihres Echoortungs-
systems mit einem sehr sensitiven und hochauflésenden Horvermégen ausgestattet und eignet
sich hervorragend als Modelltier in der Horforschung, insbesondere auch deshalb, da oto-

akustische Emissionen sehr gut messbar sind.

Das efferente System von C. perspicillata wurde in dieser Untersuchung durch akustische
Stimulation der kontralateralen Cochlea angeregt. Die Stimuli, die nicht nur in ihrem Pegel
sondern auch in ihrer Bandbreite und in der Mittelfrequenz in Relation zu den ipsilateralen
Stimulusfrequenzen variierten, beeinflussten dabei die Generierung der otoakustischen Emis-
sionen (DPOAE, engl: distortion product otoacoustic emissions) im ipsilateralen Ohr:
akustische Stimulation der kontralateralen Cochlea bewirkte zuverlissig eine Anderung der
DPOAE- Amplitude im kontralateralen Ohr. Vor allem eine Suppression des cochleiren
Verstirkers in Form von DPOAE-Pegelverminderungen wurde beobachtet. Die supprimieren-
den Effekte erreichten trotz leiser bis moderater kontralateraler Rauschpegel (bis maximal 54
dB SPL) Werte von bis zu 14, 17.1 und 13.9 dB SPL (bei f>= 20, 40 und 60 kHz und effek-
tivstem kontralateralen Rauschstimulus) und waren damit deutlich gréBer als in vorangegang-

enen Studien an anderen Spezies. Die DPOAE-Pegelverminderungen waren positiv mit dem
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Zusammenfassung

Pegel der kontralateralen akustischen Stimulation, ebenso wie seiner Bandbreite und der
Mittelfrequenzen in Relation zu den ipsilateralen Stimulusfrequenzen korreliert. Es gab
keinen absoluten Frequenzbereich, in dem die efferenten Effekte am groBten gewesen wiren.
Vielmehr traten maximale Effekte immer durch etwas oberhalb der ipsilateralen Stimulusfre-
quenzen gelegene kontralaterale Rauschstimuli auf. Die Effekte waren auch abhingig von der
Bandbreite des kontralateralen Rauschstimulus und maximal bei einer relativen Bandbreite
von 1.5 Oktaven. Die Verschiebung des efferenten Effekts hin zu hohen Frequenzen und die
Bandbreitenabhingigkeit sind vereinbar mit den anatomischen Eigenschafien der Projektio-
nen der medialen olivo-cochleiren Efferenzen in der Sdugetiercochlea. Kontralaterale akusti-
sche Reizung bewirkte auch eine Verschiebung der Wachstumsfunktionen der 2f;-f> -DPOAE
in einen unsensitiven Bereich und auBerdem eine Verformung der Wachstumsfunktion. Bei-
des konnte durch Beeintrichtigung des cochleidren Verstirkers verursacht sein. Eine Beteili-
gung des Mittelohrmuskels an den Effekten kann nahezu ausgeschlossen werden und die

beobachteten Effekte sind hochstwahrscheinlich dem olivo-cochledren System zuzuschreiben.

Funktionell ist denkbar, dass bei C. perspicillata das mediale olivo-cochleiire System im
Kontext einer Frequenzverschirfung bei der cochledren Verstirkung der Basilarmembranbe-
wegung aktiv wird. Aus diesem Grund wurden ipsilateral sogenannte DPOAE-Suppressions-
Abstimmkurven gemessen, welche die mechanische Abstimmschirfe im Innenohr beschrei-
ben. Wihrend und nach kontralateraler Reizung kam es zu Veriinderungen der Abstimmkur-
ven. Signifikante Effekte konnten allerdings nicht festgestellt werden, da die Veriinderungen

der Suppressions-Abstimmkurven variabel und schlecht kategorisierbar war.

Die vorliegenden Ergebnisse unterstiitzen weit verbreitete Hypothesen zur Funktion der
medialen olivo-cochledren Effernzen in Bezug auf mechanische Suppression, Verbesserung
des cochledren Signal-Rauschverhiltnisses und einer generellen frequenzspezifischen

Wirkung,

X1
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1. Einleitung

1. Einleitung: Der cochledre Verstarker und das efferente
System

Saugetiere weisen zahlreiche sensorische Fihigkeiten auf, mit deren Hilfe sie sich in ihren
Habitaten zurechtfinden und einzelne Sinnesreize diskriminieren und klassifizieren kénnen.
Wihrend beispielsweise beim Mensch die visuelle Wahrnehmung dominiert, verfiigen
nachtaktive Lebewesen wie Fledermiuse iliber eine ausgepriigte auditorische Wahrnehmung.
Wie auch bei anderen Sdugern bildet bei Fledermiusen der Verstirkungsmechanismus der
Haarsinneszellen des Innenohrs wihrend der mechano-elektrischen Transduktion die Grund-
lage des Horprozesses. Im Folgenden werden die Anatomie des Sdugergehdrs und die Signal-
transduktion des Horvorgangs beschrieben. Im Anschluss daran erfolgt ein kurzer Abriss tiber
die efferente Kontrolle des cochledren Verstirkers, bevor die Zielsetzung dieser Arbeit vorge-

stellt wird.

1.1 Die Schallaufnahme und -weiterleitung in das Innenohr

Das Hérorgan von Sdugetieren besteht aus dem AuBen-, Mittel- und Innenohr (Abbildung
1.1). Das AuBlenohr nimmt zuniichst die eintreffenden Longitudinalwellen des Luftschalls auf
und leitet sie durch den Gehérkanal auf das aus Epithelschichten bestehende Trommelfell
(Tympanum) weiter. Durch die eintreffenden Schallwellen wird das Tympanum und der mit
thm verwachsene HammergrifT, ein Teil des ersten Gehdrknochelchens, des Hammers
(Malleus), in Schwingung versetzt. Mit Hilfe des anschlieBenden Amboss (/ncus) und
Steigbiigels (Stapes) wird der Schall durch das Mittelohr mechanisch auf das ovale Fenster
(Fenestra ovalis) iibertragen. Die Gehorknochelchenkette, die wegen threr Konstruktion mit
Biindern und Muskeln beweglich aufgehingt ist, bildet dabei ein Hebelsystem. Hier wird die
Kraft der Schallwellen erstens durch den um den Faktor 1,7 lingeren Hebelarm des Malleus-
eriffs verstirkt. Zweitens ergibt die Flichenreduktion vom Tympanum zur Stapesplatte eine
20-fache Kraftverstiarkung. Insgesamt ergibt sich im Bereich des Mittelohrs eine ca. 34-fache
Kraftverstirkung der Schallwellen. Dadurch wird dann am ovalen Fenster die notwendige
Impedanzanpassung bei dem Ubertritt des Luftschalls in den Fliissigkeitsschall der Hor-
schnecke (Cochlea) geleistet, ohne die der Schall am ovalen Fenster fast vollstindig reflek-

tiert wiirde.

11
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1. Einleitung

Ahnlich wie bei anderen Siugern beinhaltet das Mittelohr der Microchiroptera (Fledermiuse)
zwel Muskeln, den Musculus tensor tympani und den Musculus stapedius. Der M. tensor
tympani setzt am Maleusgriff, dem ersten der drei Gehorknéchelchen, an. Seine Innervation

erfolgt tiber vom Nervus trigeminus entsendete motorische Fasern, die den Nervus tensoris

AuBenohr, Mittelohr, Innenohr

Bogengange

Malleus Harnerv

Cochlea

Ohrmuschel

aufterer Gehdrgang

Tympanum rundes Fenster

ovales Fenster

Abbildung 1.1: Schema des Aulen-, Mittel- und Innenohrs von Saugetieren am Beispiel des
Menschen. Durch Uber den Gehdérgang eintretende Schallwellen wird das Tympanum in
Bewegung versetzt. Der Stapes als letztes Glied in der Kette der Gehérknéchelchen gibt
schliellich die Energie der Schallwelle iber das ovale Fenster an die flissigkeitsgefillte
Cochlea weiter, innerhalb der die Umwandlung von mechanischer Energie in Nervenimpulse
stattfindet (verandert nach Goldstein 2002).

12
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1. Einleitung

tvmpani bilden. Bei Kontraktion zieht er den Maleus nach medial und spannt dadurch das
Tympanum. Durch diese Spannung wird die Reflexion des Schalls am Tympanum verstérkt
und weniger Schallenergie an die Gehorknéchelchenkette weitergegeben. Der M. stapedius
wird vom Nervus facialis innerviert und setzt am Stapeshals an. Er ist in der Lage, die FuB3-
platte des Stapes im ovalen Fenster zu verkanten, was zu einer Abschwichung der Schwing-
ungsiibertragung von der Gehérknéchelchenkette auf die Endolymphe in der Cochlea fiihrt.
Beide Mittelohrmuskeln kénnen also bei Kontraktion die Gehorknéchelchen in ihrem
Schwingungsverhalten dimpfen und damit die Schallweiterleitung vermindern. Dieser
Mechanismus wird Mittelohrmuskel-Reflex (engl.: middle ear muscle reflex, MEM-Reflex)
genannt und dient als Schutzreflex fiir das Innenohr, z. B. bei zu grolem Lirm oder eigener
Lauterzeugung (eine Ubersicht bietet Gelfand 1984). Er ist bilateral, d. h. an beiden Ohren,
durch hohe Schalldruckpegel auslésbar (z. B. bei der Ratte: > 75 dB SPL, Pilz et al. 1997).

Innerhalb der schneckenférmig gewundenen und fliissigkeitsgefiillten Cochlea breitet sich der
Schall fast instantan aus, nachdem er hinter dem ovalen Fenster die Scala vestibuli erreicht.
Ihr basaler Bereich schlieBt direkt an das ovale Fenster an und reicht bis zur Spitze der Coch-
lea, dem Helikotrema, wo ihr apikaler Bereich mit der Scala tympani in Verbindung steht
(Abbildung 1.2 A und B). Somit bilden diese beiden Scalen ¢in einziges zusammenhiingendes
Kompartiment, das mit Perilymphe, einer in ihrer Ionenkonzentration an extrazellulire
Fliissigkeiten erinnernden Losung, gefiillt ist (hohe Natriumkonzentration, niedrige Kalium-
konzentration). Zwischen thnen eingebettet liegt die Scala media, die die eigentliche Hor-
struktur, das Corti-Organ, mit seinen Rezeptoren, den Haarsinneszellen, enthilt. Zur Scala
vestibuli hin wird die Scala media durch die Reissner Membran separiert, zu der Scala
tympani hin trennt sie die Basilarmembran. Das so entstandene dritte abgeschlossene
Kompartiment unterscheidet sich in seiner lonenzusammensetzung von den beiden anderen
Scalen: die Endolymphe genannte Fliissigkeit weist eine hohe Kaliumkonzentration (bei
gleichzeitig niedriger Natriumkonzentration) auf, was durch die aktive Kaliumausschiittung

aus der Stria vascularis erreicht wird.

Das Corti-Organ, das auf der Basilarmembran sitzt, beherbergt zwei unterschiedliche Typen
von Haarzellen (Abbildung 1.2 C): einerseits die in einer Reihe angeordneten inneren Haar-
sinneszellen (engl.: inner hair cell, THC) und andererseits die meist in drei Rethen angeord-
neten dufleren Haarsinneszellen (engl.: outer hair cell, OHC). Die beiden Haarsinneszelltypen

nehmen unterschiedliche Aufgaben im Hérprozess wahr: die IHC dienen der eigentlichen

13
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1. Einleitung

knocherne
Wand der
Cochlea
Scala vestibuli

Tektorial-

ovales Fenster membran

rundes Fenster

dultere
Haarzellen

Scala tympani

Abbildung 1.2: Schematischer Aufbau des Innenohrs von Saugetieren. (A) Anordnung des
aufgeschnittenen, schneckenférmig gewundenen Innenchrs mit den drei Bogengangen des
Gleichgewichtorgans. (B) Darstellung der Dreiteilung des Schneckengangs der Cochlea in
die drei flussigkeitsgefiliten Scalen. Das Corti-Organ, das sich auf der Basilarmembran
befindet, zieht sich durch die gesamte Scala media vom ovalen Fenster bis zum Heliko-
trema. (C) Der Bildausschnitt zeigt den eigentlichen sensorischen Apparat des Innenohrs,
das Corti-Organ. Zu erkennen sind drei Reihen &ullerer sowie eine Reihe innerer Haarzellen
und zahlreiche weitere Stitzzellen. Uber den sensorischen Stereozilien der Haarzellen
befindet sich die Tektorialmembran (verdndert nach: Hudspeth 2000).

14
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1. Einleitung

Reizaufnahme und werden daher vor allem afferent, also mit aufsteigenden Nervenbahnen
innerviert. Die OHC besitzen lediglich eine geringe afferente Innervierung, da thre Hauptauf-
gabe in der Verstirkung eintreffender Schallstimuli liegt. Die beiden Haarsinneszellpopulatio-
nen sind von stiitzendem Gewebe umgeben (Pfeilerzellen, Deiterstiitzzellen) und durch den
Corti Tunnel voneinander getrennt. Gemeinsam mit den oberen Enden der Haarzellen ergibt
sich aus den benachbarten Stiitzzellen eine ionendichte "Platte’, deren Oberfliiche, die Lamina
reticularis, die Barriere zwischen Peri- und Endolymphe bildet. Lediglich die haarférmigen
Fortsitze der Haarsinneszellen, die Stereozilien, liegen aullerhalb dieser ,,Platte” und reichen
somit in die Endolymphe der Scala media hinein. Oberhalb der Haarzellen befindet sich die
Tektorialmembran, die an der Innenseite der Scala media befestigt ist und das Corti-Organ
tiberdeckt. Diese Membran beriihrt jeweils die lingsten der Stereozilien der OHC und steht

mit thnen in einem schwachen mechanischen Kontakt.

Entlang der Cochlealinge verindern sich die physikalischen Eigenschafien von Corti-Organ
und Basilarmembran. Die Breite der Basilarmembran nimmt von der Basis bis zum Apex hin
kontinuierlich zu, wihrend ihre Dicke abnimmt. AuBerdem besteht ein basoapikaler Gradient
zunchmender Masse (hervorgerufen insbesondere durch eine Massenzunahme des Corti-
Organs) bei gleichzeitig abnehmender Steifigkeit dieser Struktur. In Folge dessen kommt es
bei einer Schallaufnahme zu einer riaumlichen Separation von Resonanzschwingungen, wo-
rauf im nidchsten Abschnitt niher eingegangen werden soll. Es soll allerdings an dieser Stelle
nicht unerwiihnt bleiben, dass diese graduell verinderten Resonanzeigenschaften der Basilar-
membran zu der speziellen Anordnung von Frequenzen fiihrt, auch Tonotopie genannt, die ein
besonderes Merkmal von Hoérsystemen aller Sdugetiere darstellt und in den meisten auditori-

schen Zentren des Gehirns aufrechterhalten wird.

1.2 Der mechano-elektrische Transduktionsprozess

Nachdem die verschiedenen Strukturen vorgestellt wurden, die fiir die Hoérverarbeitung rele-
vant sind, soll nun auf die eigentliche Umwandlung des duBeren, mechanischen Schallreizes
in das physiologische Signal, also die Nervenaktivitit, eingegangen werden. Zunachst wird
der eintreffende Schall durch das AuBenohr gebiindelt, bevor er durch den Gehérgang zum
Tympanum gelangt. Die Vibrationen des Tympanums versetzen die Gehérkndchelchenkette
in Schwingung, die ihrerseits das ovale Fenster als Begrenzung der Cochlea oszillieren lisst.

An dieser Stelle der Reizaufnahme ist die Schallwelle aus dem gasformigen Medium der Luft

15

Allgemein Seite 16



1. Einleitung

in eine Druckwelle in dem fliissigen Medium der Perilymphe iiberfiihrt. Die Druckwelle
pflanzt sich innerhalb weniger Mikrosekunden in der Scala vestibuli fort (Robles und
Ruggero 2001). Der dabei entstehende Druckunterschied zur Scala tympani fiihrt zu einer
Auslenkung der dazwischen liegenden Basilarmembran mit einem Maximum an einem fiir die
Frequenz charakteristischen Ort. Die Auslenkung breitet sich innerhalb eines begrenzten
cochleidren Bereichs von basal nach apikal in Form einer Wanderwelle aus. Schallstimuli
hoher Frequenz erzeugen Resonanzschwingungen und damit verbundene Wanderwellen aul
der Basilarmembran nahe dem Eintrittsfenster der Scala vestibuli an der Basis der Cochlea.
Hingegen versetzen tiefe Frequenzen Bereiche nahe der Spitze der Cochlea, dem Apex, in
Resonanz. Durch die Wanderwelle erfolgt ein Druckausgleich zwischen Scala vestibuli/Scala

media und Scala tympani.

Das Eintreffen eines Schallsignals zieht eine Rethe mechanischer Verinderungen des Corti-
Organs durch die Auslenkung desselben mit sich (Ashmore 2002). Zunichst ist zu nennen,
dass Basilar- und Tektorialmembran gegeneinander verschoben werden. Dies fiihrt zu einem
Fliissigkeitsstrom im Subtektorialraum, so dass die davon erfassten Stereocilien der IHC in
eine Richtung ausgelenkt werden. Mit ihrer Auslenkung entsteht eine Spannung in den 7ip-
Links, helikal aufgewundenen, diinnen Proteinfiden, die die Spitzen der Sterecocilien mitein-
ander verbinden. Diese sind gekoppelt an in der Haarsinneszellmembran eingelagerte, mecha-
no-sensitive, unspezifische Kationenkanile. Die Spannung der Tip-Links erhoht die Off-
nungswahrscheinlichkeit dieser Kationenkanile. Aufgrund der kaliumreichen Endolymphe in
der Scala media (positiv aufgeladen) im Vergleich zu der Intrazellulirfliissigkeit der Haarzelle
mit negativem Membranpotenzial entsteht so ein groBer elektrischer und chemischer Gradi-
ent. In Konsequenz dessen fiihrt die Offnung der Kationenkaniile zu einem raschen Kalium-
und nachgeschalteten Calciumeinstrom in die Haarzelle, sie wird depolarisiert (Bear ct al.
2001). Eine Hyperpolarisierung findet dagegen statt, wenn die Stereozilien in die Gegenrich-
tung gebogen werden, die Tip-Links nicht mehr gespannt sind und somit die Offnungswahr-

scheinlichkeit der Kationenkaniile sinkt.

Die Depolarisation der Haarsinneszelle fiihrt zur Freisetzung von Neurotransmittern (Gluta-
mat) an der basal gelegenen Synapse und damit zur Erregung der nachgeschalteten afferenten
Nervenzellen (jede Typ I-Faser des Spiralganglions innerviert nur eine IHC) und schlieBlich
zur Ausbildung von Aktionspotentialen im Hornerv. Auf diese Weise wird die oszillatorische
Bewegung der Basilarmembran in oszillatorische Bewegungen von Stereozilien und in

entsprechende Verinderungen der Membranpotentiale der IHC umgesetzt, die wiederum die
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Freisetzung von Neurotransmittern und schlieBlich das Generieren von Aktionspotentialen zur
Folge haben. Dieser mechano-elektrische Transduktionsvorgang alleine erklért jedoch noch
nicht die extrem hohe Sensitivitit des Horprozesses. Es muss eine Dynamikanpassung des
Schallsignals innerhalb des Innenohrs stattfinden, die dafiir sorgt, dass auch Gerdusche mit
einem geringen Schalldruck wahrgenommen werden kénnen. Dies wird erreicht durch den

sogenannten cochledren Verstéirker, auf den im niichsten Abschnitt eingegangen wird.

1.3 Der cochledre Verstarker

MaBgeblich beteiligt an dem cochledren Verstirker sind die duBeren Haarsinneszellen. Sie
besitzen die Fihigkeit ihre Lange spannungsabhingig zu dndern, was auch als Elektromotilitcit
der OHC bezeichnet wird (Brownell et al. 1985). Sobald die Stereozilien der OHC die
Schwingung des Corti-Organs detektieren (durch die Scherbewegung zwischen Basilar- und
Tektorialmembran), 6ffnen sich spezielle Kationenkanile am apikalen Bereich der Stereo-
zilien. Bewegungen in Richtung des gréBten Stereoziliums hin ergeben eine Offnung, in

entgegengesetzte Richtung eine SchlieBung dieser Kanile.

Die Potentialschwankungen in Form von De- und Hyperpolarisation der OHC, die, wie bei
den oben beschriebenen Vorgingen an den IHC, in Folge eines Kationeneinstroms aufireten,
gehen mit einer beeindruckenden Ldngencinderung der Haarsinneszelle einher. Bei Depolari-
sation kommt es zur Kontraktion, bei Hyperpolarisation zur Elongation der OHC. Verant-
wortlich fiir diesen Vorgang ist das in der lateralen OHC-Membran eingelagerte Motorprotein
Prestin, das im Jahr 2000 von Zheng und Kollegen identifiziert wurde (Zheng et al. 2000). Es
ist in der Lage spannungsabhiingig seine Konformation zu indern, so dass es entweder mehr
oder weniger Raum in der Zellmembran einnimmt. Prestin befihigt so die OHC zur aktiven
Erzeugung mechanischer Energie, die in die jeweilige Membranschwingung des Resonanzorts
zuriickgefiihrt wird und damit die urspriingliche Bewegung des Corti-Organs verstirkt. OHC
fungieren folglich nicht nur als Rezeptoren, sondern auch als Effektoren, indem sie einerseits

eine mechano-elektrische, andererseits eine elektro-mechanische Transduktion vollziehen.

Der aktive Verstirker-Mechanismus der OHC bewirkt eine starke Verstirkung der Amplitude
der Basilarmembranschwingung (Dallos und Fakler 2002), was eine Steigerung der Entla-
dungsrate einzelner Nervenfasern zur Folge hat. In Abhingigkeit der Einganssignalfrequenz

kénnen dic OHC so um bis zu 1000-fach, also um bis zu 60 dB verstirken und somit einen
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leisen Reiz fiir die IHC erst wahrnehmbar machen. Bei Schidigung der OHC, z. B. durch
Schalltraumata oder ototoxische Medikamente, kommt es zu Beeintrichtigungen der Fre-

quenz-Ortsabbildung und zu einer verminderten Horfihigkeit.

Zusitzlich zu der Elektromotiliit der OHC werden in jiingster Zeit weitere Mechanismen dis-
kutiert, die zu einer hohen Sensitivitdt und guten Frequenzauflgsung des Siugergehérs beitra-
gen. Experimente an Stereozilien von OHC haben gezeigt, dass es noch einen anderen Ver-
stiirkermechanismus gibt, ndmlich in Form einer Motilitéit der Stereozilien der OHC selbst
(Kennedy et al. 2005). Deren Kraftentwicklung wird dabei durch Verinderungen der Mem-
braneigenschaften (z. B. eine verdnderte Steifheit der Stereozilien iiber Calcium-Einwirkung)
hervorgerufen (Fettiplace 2006). Welcher Mechanismus aber dieser verdnderten Steifheit

zugrunde liegt, ist noch Gegenstand aktueller Forschung.

Ein besonderes Merkmal des cochledren Verstirkers besteht in seiner nichtlinearen Arbeits-
weise (Géléoc et al. 1997, Robles und Ruggero 2001). Leise Schallstimuli erfahren dabei eine
verhiltnismiBig groBe Verstirkung. Hingegen spielt bei lauten Stimuli die Verstirkung keine
Rolle mehr, so dass die Basilarmembran-Bewegungsamplitude linear mit der Reizamplitude
korreliert. Die nichtlineare Verstirkercharakteristik ist essentiell fiir die hohe Empfindlichkeit
des Horsystems, seine Frequenzselektivitit und den besonders groBen Dynamikbereich der

Cochlea (Oxenham und Bacon 2003).

1.4 Otoakustische Emissionen

Die cochleire Verstirkung eintreffender Schallsignale gewihrleistet nicht nur ein normales
Hérvermogen, sondern ruft aulerdem als direkte Folge der nichtlinearen Schallverarbeitung
eigene ,, Arbeitsgeridusche™ hervor. Diese sind in dem eingehenden Schallssignal nicht enthal-
ten, kénnen aber mittels empfindlicher Mikrophone im Ohrkanal gemessen werden, da auch
sie sich als Druckwelle in der Fliissigkeit der Cochlea ausbreiten und iiber das Mittelohr in
den Gehorgang tibertragen werden (Kemp 2002). Fiir diese von Kemp erstmals 1978 be-
schriebenen Schallsignale hat sich in der Fachwelt der Begriff der otoakustischen Fmissionen
(engl.: otoacoustic emission, OAE) etabliert (Kemp 1978). Man unterscheidet zwischen spon-
tanen und evozierten OAE. Die spontanen OAE (engl.: spontanous otoacoustic emission,

SOAE) treten als reintonihnliche Schallereignisse ohne jegliche akustische Stimulierung bei
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ca. 30% der menschlichen Bevélkerung auf (Probst et al. 1991). Von den evozierbaren OAE,
die auf verschiedene Weisen kiinstlich hervorgerufen werden konnen, ist fiir die vorliegende
Arbeit ein bestimmter Typ von Belang, weshalb im Folgenden der Fokus auf diesen gerichtet

sein wird.

Es handelt sich um sogenannte Distorsionsprodukt-otoakustischen Emissionen (engl.: distor-
tion product otoacoustic emission, DPOAE), die entstehen, sobald Schallenergie durch einen
Verstirker mit nichtlinearer Transfercharakteristik verstirkt wird. Eine solche Nichtlinearitit
gilt im Falle des cochleéiren Verstirkers, wie oben bereits dargestellt, als gesichert. Wird das
Ohr beispielsweise, wie in Abbildung 1.3 dargestellt, mit einer Kombination zweier, sich in
der Frequenz unterscheidender Reinténe f; und f5, den sogenannten Primdrtinen, stimuliert,
so breiten sich zwei verschiedene Druckwellen in der Cochlea aus. Wenn sich die durch f5
und f hervorgerufenen Wanderwellen auf der Basilarmembran teilweise {iberlappen, so
werden in diesem Uberlappungsbereich beide Sinusschwingungen gleichzeitig durch den
cochleiren Verstirker verstirkt. In Folge dessen entstechen mathematisch berechenbare, zu-
sitzliche Frequenzkomponenten, deren prominenteste sich durch die Formel 2f;-f> berechnen
ldsst. Die DPOAE ihrerseits gelangen in Abhidngigkeit ihrer Frequenz innerhalb der Cochlea
zu ihrem cigenen Resonanzort auf der Basilarmembran, dhnlich einem externen akustischen
Stimulus derselben Frequenz (Robles et al. 1997). Dort angekommen ist sie in der Lage
eigene Druckwellen auszuldsen, die wiederum cochleire Verstirkung durch die OHC erfah-

ren und so als weitere Quelle der DPOAE-Generierung dienen (Knight und Kemp 2000).

Die Cochlea mit den duBeren Haarsinneszellen muss voll funktionsfihig sein, andernfalls
wird die Entstehung von DPOAE behindert. Im Umkehrschluss darf bei dem Aufireten von
DPOAE auf eine intakte und ohne Stérung funktionierende Cochlea mit aktivem OHC-Sy-
stem geschlussfolgert werden. Diesen Umstand in Kombination mit der Nicht-Invasivitit der
Messmethode macht sich nicht nur die Grundlagenforschung, sondern auch die audiologische
Diagnostik zunutze, so dass derzeit eine breite klinische Anwendung der Messung otoakusti-
scher Emissionen existiert (z. B. Boege und Janssen 2002, Gorga et al. 1997). Die prominen-
teste unter thnen diirfte das sogenannte Neugeborenen-Hior-Screening sein, welches direkt
nach der Geburt dazu genutzt wird, angeborene Horschiden der Kinder aufzuspiiren und
gegebenenfalls Schwerhorigkeit mit Horgeriten zu begegnen bzw. RehabilitationsmaBnah-

men einzuleiten.
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Abbildung 1.3: Schematische Darstellung der Evozierung von DPOAE im Innenchr von
Saugetieren. Durch die akustische Stimulation des Ohres mit zwei Reinténen unterschied-
licher Frequenz f; und f; (A) breiten sich zwei Druckwellen an den entsprechenden
Resonanzorten auf der Basilarmembran in der Cochlea aus (B). In ihrem Uberlappungs-
bereich (rot markiert) tragt die nichtlineare Verstarkercharakteristik der OHC (schematische
Transferfunktion, C) zur Entstehung von Verzerrungsprodukten charakteristischer Frequenz
(hier: 2f;-f;) bei. Auch sie breiten sich zunachst als Druckwelle in der FlUssigkeit der Cochlea
und anschlieBend Uber das Mittelohr aus und kénnen im Ohrkanal durch den Einsatz
empfindlicher Mikrophone als otoakustische Emission aufgezeichnet werden (D). Neben
dieser Verzerrungskomponente (rot) existiert auch eine Reflektionskomponente (blau), die

von ihrem eigenen Resonanzort als zusatzliche Schallenergie ebenfalls Anteil an der
DPOAE-Entstehung hat (Wittekindt 2009).
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1.5 Die Horbahn

Die vorherigen Abschnitte befassten sich mit der cochleidren Mikromechanik, d. h. mit Phino-
menen, die in der Horperipherie stattfinden. Ein niichster wesentlicher Bestandteil der audito-
rischen Perzeption ist nun die Reizleitung und neuronale Verarbeitung in der weiteren Hor-
bahn. Die Horbahn ist der zentralnervose Teil des auditorischen Systems von Sdugern und
setzt sich aus einer Vielzahl von hintereinander geschalteten Kerngebieten zusammen. Audi-
torische Kerngebiete bilden dabei Anhaufungen von Somata von Neuronen, die sich von Fa-

serstrangen unterscheiden.

Die Anordnung der Kerngebiete verlduft bilateral. Thre Verbindung untereinander, auch teil-
weise die Mittellinie des Gehirns kreuzend, ist durch die Faserstringe gewihrleistet, die nicht
nur benachbarte, sondern auch entlegene Gebiete miteinander verbinden. Es kann zwischen
der aufsteigenden afferenten und der absteigenden efferenten Horbahn unterschieden werden.
Die afferente Bahn stellt Verbindungen zwischen den ersten Kerngebieten, die direkten Ein-
gang aus der Cochlea erhalten, zu hoher gelegenen Kerngebieten dar. Die efferente Bahn hin-
gegen projiziert von héher gelegenen Hérkernen in Richtung der Peripherie gelegenen, bis hin

zum Sinnesorgan selbst und wird im anschlieBenden Abschnitt eingehender betrachtet.

Die auditorischen Kerngebiete entlang der afferenten Bahn umfassen: den von den Spiral-
ganglien gebildete Hornerv, den Nervus cochlearis, der die Kerngebiete des Stammbhirns,
namentlich den Cochleariskern (Nucleus cochiearis), den Olivenkomplex (mediale und late-
rale superiore Olive) und die perioliviren Kerngebiete innerviert. Das Mittelhirn empfingt
Einginge von den Kerngebieten der seitlichen Schleifenbahn, dem Lemniscus lateralis, und
dem unteren Hiigel der Vierhtigelplatte, den Colliculi inferiores. Im Thalamus, einem Teil des
Zwischenhirns, liegt der mediale Kniehdcker (Corpus geniculatum mediale), von wo aus Ner-

venfasern den auditorischen Kortex als hochste Verarbeitungsebene der Hérbahn innervieren.

1.6 Das olivo-cochledre System

Die absteigende, efferente Horbahn vermittelt durch ihre cochledren Projektionsneurone den
Einfluss des Zentralnervensystems auf das Corti-Organ des Innenohrs. Wihrend in anderen
Sinnessystemen keine neuronalen Riickprojektionen der nachgeschalteten Zentren zu den Sin-
neszellen (z. B. im visuellen System zu den Photorezeptoren) existieren, wird im auditori-

schen System dadurch eine betrichtliche Modulation der Wahrnehmung erméglicht.
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Man unterscheidet, bezogen auf eine Seite des Gehirns und dem dazugehérigen Sinnesorgan,
bei den efferenten Fasern zwischen dem gekreuzten und dem ungekreuzten olivo-cochlediren
Biindel (engl.: crossed und uncrossed olivo-cochlear bundle, COCB und UOCB, Warr et al.
19806, siche Abbildung 1.4 A). Beide haben ihren Ursprung in dem oberen Olivenkomplex des
Hirnstamms, weshalb sie auch ol/ivo-cochledire Efferenzen genannt werden. Allerdings ent-
stammt das COCB dem gegeniiberliegenden, kontralateralen Olivenkomplex, so dass es die
Mittellinie des Gehirns auf der Hohe des I'V. Ventrikels kreuzt, um anschlieBend weiter zu der
auf der gleichen Seite gelegenen, also der ipsilateralen Cochlea zu zichen. Die beiden Be-
zeichnungen ipsi- und kontralateral sind folglich Lagebezeichnungen, die relativ zu dem

untersuchten Ohr angewandt werden.

Innerhalb des Olivenkomplexes findet man zwei Klassen efferenter Neurone: je nach Lage
ihrer Somata, der Morphologie und Funktion werden sie in /aterale und mediale olivo-coch-
ledre (LOC- und MOC-) Efferenzen unterteilt. Anatomisch und funktionell gibt es weitere
Unterscheidungsmerkmale: die dickeren, myelinisierten MOC-Efferenzen formen Synapsen
direkt an dem basalen Pol der OHC, wihrend die zahlreicheren, diinnen und unmyelinisierten
LOC-Fasern synaptische Verbindungen mit afferenten Neuronen vom Typ I des Spiralgang-
lions eingehen (Roeser et al. 2000, siche Abbildung 1.4 B).

Obwohl auch GABA (y-Aminobuttersiure; engl. Gamma-aminobutyric acid), CGRP (Neuro-
peptid, engl. Calcitonin Gene-Related Peptide) und opoide Peptide in MOC-Synapsen nach-
gewiesen werden konnten, ist davon auszugehen, dass Acetylcholin (ACh) der primire
Neurotransmitter des efferenten Systems ist (Wersinger und Fuchs 2011, Eybalin 1993,
Geisler 1998). ACh, welches durch die efferente Nervenendigung ausgeschiittet wird, bindet
an ionotrope ACha9/u10-Rezeptoren der OHC-Synapse (Elgoyhen et al. 1994, 2001), was die
Offnung von kleinen Ca”'-gekoppelte K -Kaniilen, sogenannte SK2-Kaniilen, bewirkt. In
Folge dessen stromt Kalium aus der OHC hinaus, so dass eine Hyperpolarisation einsetzt
(Dulon et al. 1998, Oliver et al. 2000, Abbildung 1.4 C). Dieser Zusammenschluss von ACh-
Rezeptoren und Calcium getriebenen K '-Kaniilen ist alleinig fiir die Reaktion der OHC ver-
antwortlich, wie DPOAE-Messungen an 09 und .10 Knockout Miusen zeigten (Vetter et al.
2007). Diese eben beschriebenen Vorginge zeichnen sich dadurch aus, dass sie innerhalb

eines Zeitfensters von 50-100 ms eintreten und somit die schnelle Komponente der efferenten
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Abbildung 1.4: Schema des olivo-cochledren Reflexbogens der Sauger. (A) Querschnitt
durch das Stammhirn. Gezeigt ist der Ursprung der medialen und lateralen olivo-cochlearen
Neurone (MOC und LOC) im oberen Olivenkomplex auf der Ebene des V. Ventrikels. Die
ipsi- und kontralateralen MOC-Neurone, bezogen auf die rechte Cochlea, sind in blau (zwei
Drittel) und rot (ein Drittel) dargestellt und senden ihre Axone lber das olivo-cochledre
Biundel (OCB, grau) zur ipsilateralen Cochlea. Daneben sammeln sich auch die Axone der
LOC-Neurone (griin) und formen zusammen mit den MOC-Neuronen das OCB, welches
sowohl aus gekreuzten (COCB) als auch ungekreuzten (UOCB) Fasern zusammengesetzt
ist. Das COCB ist nahe des V. Ventrikels leicht zugénglich. CN, Cochlear nucleus. Die S-
formige graue Struktur skizziert den lateralen superioren Olivenkomplex, die graue, medial
davon gelegene Struktur stellt den medialen superioren Olivenkomplex dar. (B) Schema des
Corti-Organs mit den Endigungen der MOC-Neurone mit ihren Synapsen an den OHC (rot)
und der LOC-Neurone an den Dendriten des auditorischen Hérnervs (griin). (C) Ausschnitt
einer schematischen Synapse zwischen MOC-Efferenzen und OHC. ACh gilt als der primare
Neurotransmitter der Efferenzen. Verandert nach Guinan (2006).
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Modulation bilden. Ergéinzend hierzu treten auch schnelle exzitatorische und bipolare
efferente Effekte auf, deren Herkunft Gegenstand aktueller Forschung sind (Ubersicht:
Wersinger und Fuchs 2011).

Ein besonderes Merkmal der efferenten post-Synapse ist die der Membran nahe gelegene
synaptische Subplasma-Zisterne, deren Ca” -speicherndes Membransystem zu Verinderungen
der axialen Steifigkeit der Membran und der kontraktilen Eigenschaften der OHC fiihren kann
(Frolenkov et al. 2000). Die efferente Beeinflussung der Ca” -speichernden Membransysteme
bendtigt etwa 25 bis 50 Sekunden, was ihr auch den Beinamen /angsame Komponente der

efferenten Modulation einbrachte (Sridhar et al. 1997).

Zahlreiche Studien belegen, dass die Aktivierung der olivo-cochleiren Efferenzen durch die
oben beschriebenen Reflexbdgen zu einer Modulation der Antworteigenschaften des gegen-
tiberliegenden Ohres fiihrt. Mit Hilfe verschiedener Messtechniken, wie z. B. der cochledren
Summenaktionspotenziale (Liberman 1989, Puria et al. 1996), Durchtrennung des olivo-
cochleiren Biindels (Puel und Rebillard 1990) oder der Gabe von spezifischen Antagonisten
des MOC-Transmitters Acetylcholin (Kujawa et al. 1993) konnte dabei vor allem eine Inhibi-
tion der cochledren Aktivitit ermittelt werden. Diese ist auf eine verminderte Basilarmem-
branbewegung bzw. eine erhéhte Steifigkeit der OHC zuriickzufiihren (Dallos et al. 1997,
Cooper und Guinan 2003). Durch die Messung otoakustischer Emissionen ist die Méglichkeit
gegeben, die efferente Aktivitit zu analysieren, da MOC-Efferenzen indirekt auf die Entsteh-
ung von OAE durch die Modulation des cochleiren Verstirkers einwirken. Im Gegensatz zu
elektrischer Reizung der MOC-Efferenzen, welche in der Regel invasiv ist und hiaufig mit
einer Stimulierung des gekreuzten OCB auf der Hohe des IV. Ventrikels einhergeht, ist ihre
akustische Stimulierung nicht-invasiv und beruht auf der Beschallung der kontralateralen
Cochlea (engl. contralateral acoustic stimulation, CAS, Guinan 2006). Die in Abbildung 1.4
dargestellten roten Nervenbahnen des efferenten Systems werden dabei angesteuert, wobei

der Stimulus schlieBlich iiber das ungekreuzte OCB die 1psilaterale Cochlea erreicht.

Dank aktueller Forschung hat sich das Verstiindnis iber die Anatomie und Physiologie der
olivo-cochledren Efferenzen in letzter Zeit entscheidend weiterentwickelt. Wenig Einigkeit
jedoch herrscht in Fachkreisen tiber deren Funktion. Die am weitesten verbreiteten Hypothe-
sen zur Funktion des MOC-Systems gehen von der Kontrolle des cochleiren Verstirkers und
einem durch die MOC-Aktivierung verbesserten Signal-Rauschverhiltnis aus, der soge-

nannten Anti-Maskierungs-Funktion (z. B. Kawase und Liberman 1993, Kawase et al. 1993,
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Liberman und Guinan 1998). Dariiber hinaus wird fiir Normalsduger klassischerweise
vorgeschlagen, dass die efferente Modulation auch bei der selektiven Aufmerksamkeit eine
Rolle spielt (Maison et al. 2001), z. B. bei dem sogenannte Cocktail-Party-Effekt (Feng und
Ratnam 2000). Einige Arbeiten unterstiitzen die These, dass die olivo-cochleiren Efferenzen
eine Schutzfunktion fiir die Cochlea vor zu lautem Schall innchaben (Rajan 1995), was jedoch
kontrovers diskutiert wird. Eine weitere mégliche Funktion der Efferenzen konnte in der

binauralen Signallokalisation liegen (Francis und Guinan 2010, Sharma et al. 2007).

1.7 Zielsetzung der Arbeit

Die vorliegende Arbeit nutzt die Methode der Messung otoakustischer Emissionen, um den
cochledren Verstiarker in Abhingigkeit der OHC-Aktivitit zu untersuchen. Dabei ist ein
besonderes Augenmerk auf die olivo-cochledren Efferenzen gerichtet, deren modulative
Wirkung auf die Haarsinneszellaktivitit analysiert werden soll. Die biologische Funktion
dieser Modulation ist bis heute nicht ausreichend geklirt. Unter der Annahme, dass MOC-
Neurone vergleichbar scharfe Abstimmeigenschaften wie Neurone des Hornervs aufweisen,
so dass die tonotope Innervierung der Haarzellen durch MOC-Neurone gewiéhrleistet zu sein
scheint, soll untersucht werden, inwiefern die Modulation des cochledren Verstirkers durch

das efferente System einem frequenzspezifischen Muster unterliegt.

Das Modelltier der vorliegenden Studie ist Carollia perspicillata, eine Frucht fressende
Fledermausart aus Mittel- und Stidamerika. Fledermiuse sind aufgrund ihres Echoortungs-
systems extreme Horspezialisten. Ziel dieser Arbeit ist es, dass efferente System von C.
perspicillata durch die Messung von DPOAE in Kombination mit CAS zu untersuchen, cin
Paradigma, das sich in der nicht-invasiven Horforschung etabliert hat. Um belastbare Daten
zu erhalten, wird dabei auf Narkose verzichtet und mit wachen Tieren gearbeitet, so dass
Narkoseeffekte bei der Diskussion der Messergebnisse keine Rolle spielen. Die ipsilateralen
DPOAE werden bei tiefen, mittleren und hohen Frequenzen gemessen. Die kontralateralen
efferenten Stimuli bestehen aus Schmalbandrauschen unterschiedlicher Breite und verschie-
dener Mittenfrequenz in Relation zu den ipsilateralen Stimulusfrequenzen. Dadurch kénnen
effektivste efferente Stimuli bestimmt werden, sowohl was die Stimulusbreite als auch die
Stimulusfrequenz anbelangt, was eine mogliche frequenzspezifische Wirkung der olivo-
cochleidren Efferenzen aufkliren soll. In einem weiteren Teilprojekt sollen ipsilaterale

DPOAE-Suppressions-Abstimmkurven unter simultaner kontralateraler efferenter Stimulation
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1. Einleitung

mit einem hochfrequenten Schmalbandrauschstimulus gemessen werden. Ergebnisse hiervon

sollen Aufschluss iiber die Trennschirfeeigenschaften des Innenohres geben.

Die tibergeordnete Zielsetzung diese Arbeit ist, zur Aufklirung der Funktion der medialen
olivo-cochleiren Efferenzen von Sdugern beizutragen. Bei der Kldrung der Wirkweise der
efferenten Modulation auf den cochleédren Verstiarker der Cochlea ist auch die Anwendung in
der Hérdiagnostik von ausschlaggebender Bedeutung. So wird z. B. angenommen, dass Tinni-
tus als Produkt fehlender efferenter Inhibition der zentralen auditorischen Bahnen ersteht
(Schaaf et al. 2003). Gerade die nicht-invasive Messung otoakustischer Emissionen stellt eine
schr geeignete Methode dar, deren Anwendung am Menschen schon heute, z. B. als Ergiin-
zung zum Sprachaudiogramm bei Trennschirfedefiziten und damit verbundenen Diskrimina-

tionsverlusten oder in Form des Neugeborenen-Hor-Screenings praktiziert wird.
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2. Material und Methoden

2.1 Versuchstiere und deren Haltung

Im Rahmen der Versuche wurden an Fledermiusen der Spezies Carollia perspicillata
(Brillenblattnase, Carolliinae, Phyllostomidea, Chiroptera) akustische Messungen durchge-
fiihrt. Das natiirliche Vorkommen dieser Fledermausart beschrinkt sich auf die Tropen
Zentral- und Siidamerikas. Die nachtaktiven Tiere verlassen in der Dimmerung ihre Hang-
plitze und orientieren sich mit Hilfe von Echoortung durch das Blitterdach. Dort finden die
frugivor lebenden Tiere 1hre bevorzugte Nahrung: Guaven, Feigen oder Bananen. Die Spezies
verfiigt auf der Nase tiber das namensgebende Nasenblatt, seine Funktion ist jedoch bislang
nicht gesichert. Vermutlich aber spielt es eine Rolle bei der Emittierung des Ortungsrufes, der
bei allen Flederméusen der Gattung Phyllostomidae durch die Nase ausgestoien wird. Die
Tiere leben natiirlicherweise entweder in komplexen Sozialstrukturen (Haremsgruppen von

einem Miinnchen und bis zu acht Weibchen) oder aber in Junggesellengruppen zusammen.

Der Horbereich dieser Fledermausart ist iiberaus groB und liegt zwischen 5.2 und 150 kHz,
innerhalb dessen die Tiere sowohl Kommunikations- als auch Echoortungslaute wahrnehmen
koénnen (Koay et al. 2003). Ein typischer Echoortungslaut besteht aus einem kurzen multihar-
monischen und abwirts frequenz-modulierten (FM) Signal geringer Intensitit (siche Abbil-
dung 2.1). Das Signal selbst setzt sich aus vier sogenannten Harmonischen zusammen (Ster-
bing 2002). Solch breitbandigen FM-Signale sind besonders geeignet, um ein Ziel exakt loka-

lisieren und es spektral charakterisieren zu kénnen (Thies et al. 1998).

Umfangreiche Vorversuche an narkotisierten Tieren zeigten, dass das efferente System nur an
wachen, nicht betiubten Tieren untersucht werden konnte, da nur in diesen die Manipulatio-
nen des efferenten Systems gut messbar sind. Alle adulten Versuchstiere, an denen die Mess-
ungen stattfanden, stammten aus der hauseigenen Zuchtkolonie des Instituts fiir Zellbiologie
und Neurowissenschaft der J. W. Goethe-Universitit, Frankfurt und wurden wach, d. h. ohne
jegliche Verabreichung von Beruhigungs- oder Betdubungsmitteln wihrend der Messungen

genutzt.
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Abbildung 2.1: Reprasentativer abwarts frequenzmodulierten Echoortungsrufs von C.
perspicillata, dargestellt im Sonagramm (Frequenz versus Zeit, links) und im korrespon-
dierenden Powerspektrum (Frequenz versus Pegel, rechtes): der Echoortungsruf besteht
aus vier Harmonischen, deren zweite Harmonische die dominante ist, da sie am meisten
Energie enthalt. Die frequenzmodulierten Echoortungslaute zeichnen sich auferdem durch
eine grofte Bandbreite, kurze Dauer und eine vergleichsweise niedrige Intensitat aus.

2.2 Versuchsaufbau zur Messung otoakustischer Emissionen bei gleichzeiti-
ger kontralateraler akustischer Stimulation

Wihrend der gesamten Messdauer wurde der schallisolierte Versuchsraum, in dem die Mes-
sungen stattfanden, auf ca. 30 °C aufgeheizt, da dies den natiirlichen Umgebungsbedingungen
der Tiere entspricht. Das Versuchstier musste mit einer seiner Kérpergréfe entsprechenden
Schaumstoffform fixiert werden, um starke Kérperbewegungen zu verhindern. Da aber bereits
geringe Kopfbewegungen des Tieres die Messungen stark beeinflusst hiitten, wurde der Kopf
zusitzlich mit Hilfe eines Maulhalters immobilisiert. Hierzu wurde der Oberkiefer des Tieres

in einen fiir C. perspicillata passend angefertigten Negativabdruck aus Zahnzement (Paladur)
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2. Material und Methoden

gelegt und der Schnauzenbereich von oben mit einer fest gespannten Lasche dagegen ge-
driickt. Durch ein frei schwenkbares Operationsbinokular (Zeiss) wurde der 1psilaterale,
duBere Gehorgang des Tieres auf Unversehrtheit {iberpriift, d. h. er musste frei von Ohren-
schmalz und Hautverwachsungen durch z. B. Narbenbildung sein. Danach konnte das Kop-
plersystem des Messapparates (siche unten) darin eingefiihrt und vor dem Tympanum

platziert werden.

Das geschlossene Kopplersystem bestand aus einer Halterung fiir maximal drei Mikrophon-
kapseln (¥ Zoll Briiel & Kjaer 4133), die als Lautsprecher betricben wurden und der Darbie-
tung der Priméirtone dienten, und einer Mikrophonkapsel ('/4 Zoll Briiel & Kjaer 4135) zur
Aufnahme aller akustischen Ereignisse. Die Halterung vereinigte die Lautsprecherkanile und
den Mikrophonkanal in einer Kopplerspitze, deren zwel spitz zugeschnitzte und miteinander
verklebte Plastikspitzen (dazu eignen sich Pipettenspitzen) gerade auf den Durchmesser des
Gehorgangs von C. perspicillata eingepasst waren. Zur Stimulierung des efferenten Systems
wurde eine weitere Mikrophonkapsel (V2 Zoll Briiel & Kjaer 4133) fiir die Generierung aku-
stischer Stimuli als Lautsprecher verwendet und mit einem schmalen, konisch zulaufenden

Plastikaufsatz (Pipettenspitzen) vor den kontralateralen Meatus positioniert.

Abbildung 2.2 veranschaulicht in Form eines Blockschaltbildes schematisch den Versuchs-
aufbau, beginnend bei den unterschiedlichen Stufen der Signalgenerierung und -gebung bis
hin zu der Messeinheit fiir die Aufnahme der DPOAE. Die Herstellung der fiir die DPOAE-
Entstehung bendtigten akustischen Stimuli und die Datenaufnahme wurden mit Hilfe eines
Anwenderprogramms gesteuert, das von Prof. Dr. Manfred Késsl in der Programmierumge-
bung Testpoint (Keithley) entwickelt wurde. Die akustischen Signale wurden zunichst durch
die D/A Umwandlung mit der im Computer integrierten Microstar DAP DSP- (Digital Signal
Processing) Karte erzeugt. AnschlieBend wurden sie einzeln in Abschwiicher (Tucker Davies
Technology, PAS) iibertragen, bevor sie dann die Lautsprecherverstirker (Eigenbau) und
schlieBlich die Lautsprecher erreichten. Das im Meatus aufgenommene Mikrophonsignal
wurde nach Durchlaufen des Mikrophonvorverstirkers (Microtech Gefell) und des Mikro-

phonverstirkers A/D gewandelt und im Computer analysiert.

Vor jeder akustischen Messung wurden die ipsilateralen Lautsprecher in situ kalibriert, um
mit definiertem Schalldruckpegel in dB SPL (d. h. relativ zu 20 uPa) stimulieren zu kénnen.
Als Schallstimulus diente hierfiir weies Bandpassrauschen von 1 bis 125 kHz. Wihrend des

Experiments wurde gegebenenfalls erneut kalibriert, sobald die gemessenen Schalldruckpegel
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2. Material und Methoden

nicht mehr mit den Lautstirkeeinstellungen iibereinstimmten. Der kontralaterale Lautspre-
cher, der der Stimulierung der Efferenzen diente, wurde ebenfalls kalibriert. Die Abtastrate

der Signale betrug 2.6 us.

Verstirker meum.mnjo—

| =
PN E-; - ; ) .
/N 58 Verstarker J— Abschwacher 2 (Pa5, TDT) g
|| 8%
]
E 20
5 C.'_Dl & Verstirker }— Abschwacher 3 (Pas, TOT)
38 .
bg
Eg Typ 2610
[+ (Bruel&Kjaer)
. Vierathrie D/A und AD Konverter
I -~ DAP B40 und DAP 4200
- ™ (Microstar Laboratoriers)

Abschwacher 4 (Pa5, TDT) L

[ Personal Computer Pentium Il '

Abbildung 2.2: Schematische Darstellung des Versuchsaufbaus zur Messung otoakusti-
scher Emissionen. Jedes Stimulussignal (sowohl Primarton als auch Suppressionsstimulus,
ipsi- und kontralateral) erfahrt nach seiner Generierung im Computer zur Erzeugung definier-
ter Schallpegel eine Abschwachung tber einen computergesteuerten Abschwécher anhand
einer in situ gemessenen Frequenzkalibrierkurve. Anschlieend wird das Signal um einen
konstanten Faktor zur Erzielung hoher Spannungen verstérkt, die fir Kondensatorlaut-
sprecher erforderlich sind. Das akustische Signal, das von der Cochlea ausgeht, wird mit
dem Mikrophon gemessen, verstarkt und in einen A/D Konverter gespeist und anschliefend
analysiert (detaillierte Darstellung: siehe Text). Nach Abel 2009.
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2.3 Distorsionsprodukt-otoakustische Emissionen

Um die Verdnderungen der cochledren Mikromechanik durch kontralaterale akustische Stimu-
lation zu untersuchen, wurden DPOAE gemessen. Wird das Ohr dabei mit zwei sinusférmi-
gen Primérténen unterschiedlicher Frequenz f) und f; stimuliert, so entstehen neue Frequen-
zen u. a. an der Frequenz 2fj-f5. Die Separation von Reizfrequenzen und Frequenzen der
DPOAE ermdglicht einen relativ einfachen Nachweis der otoakustischen Emissionen, da
lediglich bei der 2f-f> Frequenz nach einem deutlich aus dem Umgebungsrauschen heraus-
ragenden akustischen Ereignis gesucht werden muss. Die DPOAE sind dann besonders
prominent und gut messbar, wenn das Frequenzverhiltnis f5/f; der beiden Primirténe ideal
zueinander gewihlt ist, so dass bei méglichst geringem Pegel (engl.: level, I) von I; und I» die
Amplituden der DPOAE maximal sind. Das optimale Frequenzverhiltnis, das bei jeder
Messung bestimmt wurde, reichte in dieser Arbeit von 1.08 bis 1.26 und lag im Mittel bei
1.22 £ 0.11 (hier und im Folgenden: MW + SD). Ein weiteres Kriterium fiir die Messung
prominenter DPOAE ist die Amplitude beider Primiirténe. Sie wurde so eingestellt, dass

I, =1; - 10 dB galt, was sich als optimales Amplitudenverhiltnis bei Sédugetieren bewihrt hat

(Faulstich und K&ssl 2000, Foeller und Kassl 2000, Kossl 1994, Kassl et al. 1996).

Das Umgebungsrauschen, das durch Atmung, Blutzirkulation und Muskelarbeit zustande
kommt, gilt bei akustischen Messungen als Stérgerausch und lag in der vorliegenden Arbeit
unter -10 dB SPL (-17 £ 6.5 dB SPL). Auch unternommene Fluchtversuche des unbetiubten
Versuchstieres aus der Halterung verindern das Umgebungsrauschen. Kaut das Tier wihrend
der Messungen auf dem Maulhalter oder versucht sich aus der Schaumstofthiille frei zu
strampeln, hebt dies das Umgebungsrauschen vor allem im tieffrequenten Bereich an. Zusiitz-
lich verindert sich dabei die Amplitude der DPOAE sichtbar durch kleinste Kopfbewegung-
en, was zu verfilschten Ergebnissen fiihrt. Um diese unbeabsichtigte Manipulation der
DPOAE-Amplitude zu vermeiden, wurden nur jene Messungen verwendet, die im tieffre-
quenten Bereich von 0.2-3 kHz ein Umgebungsrauschen < -10 dB SPL aufwiesen. War dieses

Kriterium nicht gewihrleistet, wurde die Messung so oft wie notwendig wiederholt.
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2.4 Frequenzspezifische kontralaterale Stimulation

Um die Frequenzspezifitidt der MOC-Fasern bei sechs C. perspicillata zu untersuchen, wur-
den Experimente mit kontralateraler akustischer Stimulation durchgefiihrt. Als ipsilaterale
Stimulusfrequenzen fiir f; dienten 20, 40 und 60 kHz (siche Abbildung 2.3). Allen Messungen

zur frequenzspezifischen kontralateralen Stimulation gingen die bereits oben beschriebenen

a)
]
Wi
iaki g D
b)
W
Wb 7 T, e
- =
c)

Joch Frequenz tief

Abbildung 2.3: Schematische Darstellung der Abbildungsorte der verwendeten akustischen
Stimuli auf der Basilarmembran (blau) einer aufgerollten Sdugercochlea mit Mittelohr-
knochen. (A) Als ipsilaterale Stimuli (rot) zur Evozierung der DPOAE dienten Primarténe
unterschiedlicher Frequenz (von rechts nach links: f; = 20, 40 und 60 kHz). (B) Als kontra-
laterale Stimuli (rot) dienten Rauschen unterschiedlicher Bandbreite (von oben nach unten:
0.5, 1 und 1.5 Oktaven in Relation zu f;). Jedes Rauschen wurde mit seinen Randfrequenzen
in Relation zu den Primarténen unterschiedlich positioniert (rot, C): oberhalb von f;, unterhalb
von f; und mit seiner Zentrumsfrequenz auf dem geometrischen Mittel zwischen f; und fs.
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Vorarbeiten zur Bestimmung des optimalen Frequenzverhiltnisses von f5/f; voraus. Mit einem
fixierten Schallpegel von 1; und 1> (der - Pegel reichte in den verschiedenen Messungen von
leisen 20 bis moderaten 55 dB SPL) wurde wiederholt das Verzerrungsprodukt 2f,-f; gemes-
sen. Wihrenddessen wurde der kontralaterale akustische Stimulus schrittweise in seinem
Pegel erhéht, bis sich die Amplitude des Verzerrungsproduktes sichtbar verinderte, maximal

jedoch bis zu einem Gesamtpegel von 54 dB SPL.

Unter der Annahme, dass MOC-Fasern, die selbst auf bestimmte Tonfrequenzen abgestimmt
sind, ihrerseits einen frequenzspezifischen Einfluss auf die mechanische Aktivitit in der
Cochlea hervorrufen kénnen, wurden diese mit kontralateralen Stimuli unterschiedlichen
Frequenzgehalts stimuliert. Dabei wurden bandpassartige, d. h. aus definierten Frequenzen
zusammengesetzte Rauschstimuli verwendet, da diese im Gegensatz zu sinusférmigen Rein-
tonen groBere und damit messbarere efferente Effekte auf die Schallverarbeitung erzielen
(Mott et al. 1989, Maison et al. 2000). Die verwendeten Schmalbandrauschen (engl.: narrow-
band noise, NBN) trugen zwei Aspekten Rechnung: einerseits wurde das NBN in seiner
Bandbreite variiert, um zu untersuchen inwieweit die Bandbreite Einfluss auf die Effekte
ausiibt. Da aber ein NBN von z. B. 10 kHz Bandbreite in tiefen Frequenzbereichen einen
gréferen Basilarmembranbereich stimuliert, als ein NBN der gleichen Bandbreite in héheren
Frequenzbereichen, wurde die Breite des NBN nicht mit Absolutwerten in Herz, sondern mit
Oktavenwerten berechnet. Somit betrugen die Bandbreiten der NBN 0.5, | und 1.5 Oktaven

relativ zu den 1psilateral eingesetzten Primirtonen f5.

Andererseits wurde das NBN mit seinen Randfrequenzen in Relation zu den Primirténen an
drei unterschiedlichen Frequenzen positioniert: 1) unterhalb von und damit tieffrequenter als
f} (nachfolgend: "'NBN unterhalb f;"), 2) oberhalb von und damit hochfrequenter als f; (nach-
folgend: 'NBN oberhalb f>") mit jeweils | kHz Abstand zu den Primirfrequenzen und 3) mit
seiner Zentrumsfrequenz auf dem geometrischen Mittel zwischen f; und f> (nachfolgend:
'NBN zentriert'; die exakten Frequenzangaben der NBN sind der Tabelle 2 des Anhangs zu

entnehmen).

Um die Auswertung der Daten zu verdeutlichen, 1st in Abbildung 2.4 eine exemplarische
Messung unter kontralateraler akustischer Stimulation gezeigt. Dabei ist unter Kontrollbe-
dingungen, d. h. Messung des 2f}-f>-Pegels ohne kontralaterale akustische Stimulation, ein
stabiler Emissionspegel mit leichten Amplitudenschwankungen zu beobachten, die durch

Kérperbewegungen des Versuchstieres bedingt sind. Wird aber kontralateral mit steigendem
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NBN-Pegel akustisch stimuliert, so kann damit eine Verminderung des 2f;-f>-Pegels hervor-
gerufen werden: hierbei iiben unterschiedliche NBN unterschiedlich starken, in diesem Fall

supprimierenden Einfluss aus.

Bei der Quantifizierung der efferenten Effekte wurde auf eine klassische Berechnungsmetho-
de von Brown und Kemp zuriickgegriffen (1984), die in Abbildung 2.5 schematisch darge-
stellt ist. Danach wird der NBN-Pegel ermittelt, der notwendig ist, um die DPOAE-Amplitude
um typischerweise 6 und 9 dB zu reduzieren. Hierfiir hat sich der Begriff des sogenannten

Schwellenwerts etabliert.
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Abbildung 2.4: Eine exemplarische DPOAE-Messung chne und mit kontralateralem "NBN
oberhalb f;" (f; = 17.6, f; = 20 kHz, |, = 65, I, = 55 dB SPL) zeigt, wie stark der 2f;-f.-Pegel
durch den NBN-Pegel beeinflusst werden kann. Mit zunehmendem NBN-Pegel wird sein
Einfluss auf den DPOAE-Pegel immer starker und fuhrt zu einer Verminderung des 2f;-f,-
Pegels. Breite NBN (1.5 Oktaven, rote Dreiecke) bewirken dabei gréere Veranderungen der
DPOAE-Amplitude als schmale NBN (0.5 Oktaven, blau).
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Da der 2f}-f>-Pegel der Kontrollmessungen, von der ausgehend die Schwellenwerte ermittelt
werden, durch Kérperbewegungen des Versuchstieres schwanken konnten, wurde aus der
Kontrollmessung ein Mittelwert mit Standardabweichung des 2f}-f;-Pegels (MW + SD)
gebildet. Beginnend von dem unteren, negativen der beiden SD-Werte wurde durch lineare
Interpolation der CAS-Datenpunkte dic NBN-Pegel, die fiir eine 6 oder 9 dB Suppression des
DPOAE-Pegels nétig sind, bestimmt. Diese Werte werden als NBN-Schwellenwerte fiir den

jeweiligen Suppressionseffekt bezeichnet.

- .‘. R B e L LD O L L L L R LR L L EL L CL L P I GV LR
¢311 ?Lfo;i‘“ ‘6‘ MW der
---sn------------------r----;- ‘u.-.-‘- L L L L T T T T T TR P Y Kontro"e
—_ ¥ ¢
d *oot (x SD)
) *
aa] *
=l
Z, +4 4
< 6dB -+ -t
o ¢
8 ",
; L [
% 9dB : T,
o] [
o |
o |
‘ |
X

Schwellenwerte x4 X2

NBN-Pegel [dB SPL]

Abbildung 2.5: Berechnung von Schwellenwerten zur Quantifizierung der DPOAE-Suppres-
sion. Die DPOAE-Amplitude wird durch CAS stark supprimiert (rote Raute; im Vergleich zur
Kontrollmessung ohne CAS, schwarze Rauten). Ausgehend von der unteren SD (gestrichelte
Linie) des MW der Kontrollmessung (durchgezogene Linie) wird zwischen zwei Messpunkten
linear interpoliert, wo die Schwellenkriterien (6 und 9 dB) geschnitten werden. Die so ermit-
telten Schwellenwerte x; und x; zeigen den NBN-Pegel an (in dB SPL), der notwendig ist,
um die DPOAE-Amplitude um 6 und 9 dB zu supprimieren.
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In manchen Fillen, in denen die maximale Suppression weder 6 dB noch 9 dB errichte,
wurden sogenannte Grenzschwellenwerte erhoben. Das sind die maximal verwendeten
NBN-Pegel, bis zu welchen sich keine 6 bzw. 9 dB-Verminderung der DPOAE ergaben. In
Konsequenz dessen hitte die CAS mit lauterem Pegel appliziert werden miissen, um die
DPOAE um die festgelegten 6 und 9 dB Schwellenkriterien zu supprimieren. Ein Grenz-
schwellenwert gibt folglich an, in welchem minimalen NBN-Pegelbereich noch kein 6 oder 9

dB-Effekt auftrat.

2.5 Messung des akustischen Ubersprechens

Bei den hier vorgenommenen Messungen zu otoakustischen Emissionen sollte die Einfluss-
groBe, hier die CAS, alleine verantwortlich sein fiir die hervorgerufene Anderung der von ihr
abhiingigen Variablen, hier dem Emissionspegel — ein Prinzip, welchem alle naturwissen-
schafiliche Experimente unterliegen. Bei Applikation lauter Schallstimuli am kontralateralen
Ohr kann nun neben dem intendierten Effekt eine weitere EinflussgroBe den Pegel der oto-
akustischen Emission modulieren. Es handelt sich hier um das sogenannte akustische Uber-
sprechen, d. h. der kontralateral applizierte Schallstimulus beugt sich um den Kopf des Tieres
und erreicht in abgeschwichter Form das ipsilaterale Ohr und kénnte dort zur mechanischen
Suppression der Cochlea fiihren, was dann filschlicherweise als efferenter Effekt interpretiert

werden kénnte.

Zur Quantifizierung des Ubersprechens wurde vor dem Beginn jedes einzelnen Experiments
als CAS cin Breitbandrauschen (0.1 — 124.9 kHz) maximaler Amplitude appliziert. Das mit
dem ipsilateralen Mikrophon im Meatus aufgenommene Schallsignal wurde dann von der
Kontrollmessung (Schallsignalaufnahme ohne dazwischen liegenden Tierkopf) subtrahiert.
Die dadurch entstandene Differenz zeigt, welche abschwiichenden Eigenschaften der Tierkopf

aufweist und mit welchem Ubersprechen in den Versuchen gerechnet werden muss.

In Abbildung 2.6 sind Beispielmessungen zweier Versuchtiere dargestellt, die reprisentativ
fiir alle Messungen sind. Beide Graphen zeigen das typische Abschwichungsverhalten eines
Tierkopfes, indem tieffrequente Schallstimuli weniger stark durch den Kopf des Versuchstie-
res abgeschwiicht wurden und daher die ipsilaterale Cochlea mit héherem Pegel erreichten, als

hochfrequente. Der Einfluss des Ubersprechens wird im hoherfrequenten Bereich marginal:
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Abbildung 2.6: Messungen des Ubersprechens bei zwei Versuchstieren (Vorgehensweise
der Messung: siehe Text). Tieffrequente Schallstimuli erfahren im Allgemeinen weniger Ab-
schwachung durch den Tierkopf als hochfrequente, und treten daher verstarkt als unge-
wolltes, zuséatzliches Schallereignis an der ipsilateralen Cochlea auf. Ab Frequenzen von 40
bis 50 kHz ist die Abschwachung so stark, dass das Signal des Ubersprechens im Umge-
bungsrauschen untergeht (graue Linie, Angabe: MW + SD). Die unterschiedlichen
Frequenzverldufe der beiden Tiere sind vermutlich mit der individuellen Kopfform erklarbar.
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2. Material und Methoden

ab etwa 25 kHz ist das kontralaterale Signal um mindestens 40 dB abgeschwiicht. Ab Fre-
quenzen von 40 bis 50 kHz ist die Abschwiichung des Signals durch den Tierkopf so stark,
dass der Pegel des Ubersprechens unterhalb dessen des Umgebungsrauschens liegt (graue
Linie in der Abbildung). Eine besonders geringe Abschwiichung durch den Tierkopf zeigt

sich bei dem Frequenzbereich um 10 kHz (Abschwichung zwischen 5 und 20 dB).

2.6 Pegelabhidngigkeit von CAS bei ipsilateraler Messung von I/O-Funktionen

Fiir die Untersuchung pegelabhingiger Einfliisse der kontralateralen akustischen Stimulation
an sechs C. perspicillata wurden sogenannte Wachstumsfunktionen des Verzerrungsprodukts
2f}-f> gemessen. Die Untersuchung umfasste Frequenzen des zentralen Horbereichs von C.
perspicillata (f; = 20, 40, 60 kHz). Entsprechend des zuvor ermittelten optimalen Frequenz-
verhiltnisses von £/f] wurden die Primirtonfrequenzen f; und f; eingestellt, dann beide
Stimuluspegel in 5 dB Schritten erhéht und so die Abhingigkeit der 2f;-f>-Amplitude von den
Primértonpegeln |; und 1 untersucht (Input/Output-Funktion). Um den Emnfluss kontralatera-
ler Stimulation auf die Pegelabhingigkeit der DPOAE beschreiben zu kénnen, wurde die
Messung unter unterschiedlichen Konditionen wiederholt: zuerst mit und anschlieBend ohne

kontralaterale akustische Stimulation.

Als Kontrollmessung dienten fiinf Wachstumsfunktionen ohne kontralaterale Stimulation,
deren Ergebnisse fiir die Analyse der Effekte in den Resultaten gemittelt wurden. Bei an-
schlieBender Wiederholung der Wachstumsfunktionen wurde gleichzeitig der kontralaterale
Rauschstimulus verabreicht. In Abbildung 2.7 ist ein reprisentatives Beispiel einer einzigen
Wachstumsfunktionsmessung dargestellt unter Verwendung eines NBN mit einer Bandbreite
von 1.5 Oktaven (relativ zu den ipsilateral verwendeten Primértonfrequenzen f3). Der Fre-

quenzbereich des NBN lag oberhalb von und damit hochfrequenter als f> ('NBN oberhalb f5').

Um Adaptationsphinomene bei der Messung zur Pegelabhidngigkeit der kontralateralen Sti-
mulation ausschlieBen zu kénnen, wurden die unterschiedlichen NBN-Pegel randomisiert
dargeboten. Die verwendeten Pegel des kontralateralen NBN waren bei f> =20 kHz: -8, 2, 12,
23,33, 43 und 54 dB SPL, bei f> =40 kHz: -10, 0, 11, 21, 31, 42 und 52 dB SPL, bei f; =

60 kHz: -10, 0, 10, 20, 30, 39 und 49 kHz.
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2. Material und Methoden

Die Quantifizierung der pegelabhingigen Suppression ist an Hand der Wachstumsfunktion in
Abbildung 2.7 dargestellt. Dazu wurde der 1,-Pegel ermittelt (durch lineare Interpolation), der
notwendig war, um einen Emissionspegel von -10 bzw. 0 dB SPL (Schwellenkriterien) zu
evozieren. Diese 1,-Pegel werden Schwellenwerte genannt und kénnen sich unter den ver-
schiedenen Versuchsbedingungen verindern: Im vorliegenden Fall werden die Verdnderung-
en der DPOAE-Schwellenwerte zur Beschreibung des Einflusses efferenter Stimulation auf

die Funktionsweise des cochleiiren Verstirkers verwendet.

-401-----f------- <— Schwellenkriterium

2f,f,;-Pegel [dB SPL]
o

0 10 20 30 40 50 60 70
1 | |-Pegel [dB SPL]
Schwellenwerte

Abbildung 2.7: Schema zur Beschreibung der Auswertung der Pegelabhangigkeit efferenter
Effekte auf Wachstumsfunktionen. Die 2f;-f,-Verzerrung nimmt unter Kontrollbedingungen in
Abhangigkeit der Primartonpegel den typischen Verlauf (schwarze Kurve). Unter CAS mit
‘NBN oberhalb f; und einer Bandbreite von 1.5 Oktaven wird die 2f;-f;-Verzerrung deutlich
sichtbar in ihrem Pegel supprimiert (graue Kurve). Die Schwellenwerte (I,-Pegel), die
notwendig sind, um einen 2f;-f,-Pegel von -10 dB SPL (hier dargestellt) bzw. 0 dB SPL zu
evozieren, unterscheiden sich stark untereinander (siehe schwarzer und grauer Pfeil). In
Folge der CAS mussen die Primartonpegel um ca. 16 dB erhéht werden (im Vergleich zu der
Kontrollmessung), um eine 2f;-fo-Verzerrung der Amplitude -10 dB SPL zu evozieren.
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Ein weiterer Parameter der DPOAE-Wachstumsfunktionen, der sich unter CAS éndern
kénnte, 1st die Flankensteilheit der Funktionen. Zur Bestimmung der Flankensteilheit wurde
bei allen Versuchstieren die Steigung jeder Wachstumsfunktion in einem schwellennahen

Bereich mittels linearer Interpolation zwischen -10 und 0 dB SPL bestimmt.

2.7 Betidubung von Versuchstieren

Einige Versuche wurden mit betdubten Flederméiusen durchgefiihrt. Das Narkotikum bestand
dabei aus einer in der Horforschung weit verbreiteten Mischung von Ketamin (1 mg / 100 g)
und Xylazin (Rompun 0.2 ml/ 100 g, Bayer), welche subcutan injiziert wurde. Ein stabiler
Narkosezustand des Versuchstieres wurde mit Hilfe des Zehenriickziehreflexes und der
Beobachtung von gleichmiBigen Intervallen des Atemmusters tiberpriift. Eine gleichmiBige
Kérpertemperatur des Versuchstieres von 37 °C wurde durch Aufheizen der schalldichten

Versuchskammer erreicht.

2.8 Messung von Suppressions-Abstimmkurven in Kombination mit CAS

Ziel der Messung von 2f)-f>-Suppressions-Abstimmkurven (engl.: suppression tuning curve,
STC) war, die Trennschirfeeigenschaften des Innenohres zu bestimmen. Die Kombination der
ipsi- (Sinuston f3) und kontralateralen Suppression (mit dem effektivsten Stimulus "NWBN
oberhalb f5°, 1.5 Oktaven breites NBN, NBN-Pegel = 20 dB SPL, siche Abschnitt 3.1) kann
eine mogliche Verinderung der Frequenzdiskriminierung aufzeigen und so einen wichtigen

Beitrag zum Rollenverstindnis der Efferenzen fiir die cochleidre Mikromechanik leisten.

Bei dieser Messmethode wurde die 2f;-f>-Verzerrung nach oben beschriecbenem Messproto-
koll aufgezeichnet (siche Abschnitt 2.3). Dabei wurde bei jedem Messdurchlauf nicht nur die
Frequenz, sondern auch die Amplitude der Verzerrung konstant gehalten, indem mit fixierten
Schallpegeln 1; und 1; ipsilateral stimuliert wurde. Die Primirtonpegel wurden wegen des
eingeschrinkten Dynamikbereichs des cochledren Verstirkers moglichst leise aber laut genug
eingestellt, so dass DPOAE-Pegel von etwa 10-20 dB SPL entstanden, die deutlich iiber dem
Rauschpegel lagen. Der hierfiir nétige 1.-Pegel lag je nach f>-Frequenz zwischen 20 bis

55 dB SPL.
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2. Material und Methoden

Die Messapparatur wurde an dem ipsilateralen Kopplerstiick um eine Mikrophonkapsel

(2 Zoll Briijel & Kjaer 4133) erweitert. Diese als dritter Lautsprecher betriebene Mikrophon-
kapsel diente zur Erzeugung eines weiteren Sinustons, des Maskierers f;. In Abhidngigkeit
seiner Frequenz und Amplitude ist er in der Lage, die Entstehung der 2f;-f>-Verzerrung in der
Cochlea zu unterdriicken und damit deren Amplitude messbar zu supprimieren. Der Effekt ist
umso gréBer, je ndher 3 an der Primértonfrequenz f> liegt. Der Maskiererpegel I3 wurde in

2.5 dB Schritten erhéht und supprimierte in Abhiingigkeit seiner Amplitude |5 und Frequenz f;

die Amplitude des Verzerrungsproduktes unterschiedlich stark.

Es wurden an sechs Versuchstieren die ipsilateralen Stimulusfrequenzen 5 = 20, 30, 40, 50
und 60 kHz mit den korrespondierenden fi—Frequenzen (bei optimalem Frequenzverhiltnis
von f5/f)) untersucht. F; wurde in Abhingigkeit der unterschiedlichen Stimulusfrequenzen f;

randomisiert dargeboten, errechnet nach der Formel:

f5=1£-1{0.1,0.2,0.3, 0.5 und 1 Oktaven} fiir den Frequenzbereich unterhalb >,
und

f3=0(+{0.05,0.2,03,0.5und 0.7 Oktaven} fiir den Frequenzbereich oberhalb f.

Mit den sich daraus ergebenen Maskiererfrequenzen f3 ist ein groBer Teil des Einflussberei-
ches des Maskierers auf den Entstehungsort der Verzerrung abgedeckt, sowohl im niedrigen

als auch im hohen Frequenzbereich.

Fiir jede Maskiererfrequenz f; folgte den Kontrollmessungen (mit ipsilateraler f;-Maskierung
jedoch ohne CAS, 'K 1) die Wiederholung mit CAS ("CAS") und anschlieBend eine weitere
Kontrollmessung (ohne CAS, 'K 2%). Die Quantifizierung der 2f;-f;-Maskierung erfolgte dhn-
lich der in Abschnitt 2.4 beschriebenen und in Abbildung 2.5 dargestellten Schwellenwert-
Methode. Allerdings wurde dabei der 15-Pegel des ipsilateralen Suppressors errechnet, der
notwendig ist, um die 2fj-f>-Amplitude um 6 bzw. 9 dB (= Schwellenkriterien) zu

supprimieren.

Die aus dem Auftragen der 13-Pegel gegen die korrespondierenden f3-Frequenzen resultieren-
den STC wurden auf ihre unterschiedliche Form hin untersucht. Dabei umschloss die Auswer-

tung den Vergleich der:
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¢ Besten Frequenz (f3-Frequenz, bei der mit minimalem 13-Pegel die 2f;-f>-Amplitude um 6
bzw. 9 dB supprimiert wird, BF)

o BF-Pegel (I5-Pegel bei der BF, niedrigster 1;-Pegel der gesamten STC)

e dem Qsgp- und Qoap-Wert (entspricht dem Verhiltnis der BF zur Breite der STC 5 bzw.
10 dB tiber dem BF-Pegel), sowie einerseits den dazugehérigen

¢ Bandweiten (Breite der STC 5 bzw. 10 dB oberhalb des BF-Pegels, BW) und andererseits
den

o Schnittpunktfrequenzen (Frequenzen, die man erhilt, wenn man sowohl an der tief-
frequenten als auch an der hochfrequenten Flanke der STC 5 bzw. 10 dB iiber dem
BF-Pegel die STC schneidet. Es ergeben sich folgende Schnittpunktfrequenzen: F tief sqg,
F hoch sgp, F tief jgap, F hoch j0ap).

2.9 Statistische Analysen

Die statistischen Analysen wurden mit Hilfe des Programms Jump 7 durchgefiihrt und
schlossen ANOVA Tests und Tukey HSD Nachfolgetests ein. Die graphische Darstellung der
Daten wurde mit SigmaPlot 10.0, Corel Draw X3 und Adobe Photoshop CS erzielt.
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3. Ergebnisse

3. Ergebnisse

3.1 Frequenzspezifische kontralaterale Suppression

Davon ausgehend, dass unter Kontrollbedingungen der 2f}-f>-Pegel bei einem wachen Ver-
suchstier lediglich durch die von seinen Kérperbewegungen verursachten, leichten Schwan-
kungen unterliegt, sollte sich ein Einfluss von CAS auf die Cochleamechanik im Gegensatz
zu zufilligen Schwankungen deutlich erkennen lassen. Durch wiederholtes Messen des
Emissionspegels unter verschiedenen Bedingungen und Vergleichen solcher Messverliufe

mitemander sollte ein Effekt sofort erkennbar werden.

In den vorliegenden Experimenten wurden ausnahmslos supprimierende Effekte ermittelt,

d. h. der 2f,-f>-Pegel wurde gemindert. Reprisentative Rohdaten, gemessen an einem Ver-
suchstier, veranschaulichen diesen Effekt (Abbildung 3.1). Dabei nahm der DPOAE-Pegel,
unabhingig von der Primirtonfrequenz (bei f> = 20, 40 und 60 kHz), mit zunechmendem
NBN-Pegel gleichermaBen ab. Einen ganz unterschiedlichen Einfluss auf den DPOAE-Pegel
hatten allerdings die verschiedenen NBN-Stimuli: deutlich erkennbar supprimierten NBN-
Stimuli stirker, wenn sie eine grofere Bandbreite aufwiesen. Je breiter der NBN-Stimulus
(1.5 Oktaven > | Oktave > 0.5 Oktaven) war, desto stirker war die Suppression des Emis-
sionspegels. Breitbandige NBN-Stimuli erzielten auBerdem bereits bei niedrigen kontralate-
ralen Pegeln eine Abnahme der ipsilateralen DPOAE. Der Effekt war auBerdem frequenzspe-
zifisch und hing davon ab, wie das Frequenzband der NBN-Stimuli relativ zu den Primérton-
frequenzen lag. NBN-Stimuli, die oberhalb des Primirtones f5 ("NBN oberhalb f5') positio-
niert wurden, supprimierten stirker als solche, die unterhalb des Primirtones f; ('NBN unter-

halb f,") oder zentriert zwischen den beiden Primiirténen ('NBN zentriert') lagen.

Im Vergleich dazu kam es unter der Ketavet/Rompun Betdubung zu einem iiberraschenden
Befund. Wie Abbildung 3.2 zeigt, gab es unter Betiubung bei dem identisch durchgefiihrten
Messprotokoll keinerlei supprimierende Einfliisse der CAS, so dass die DPOAE-Amplitude
trotz zunchmendem NBN-Pegel oder wechselnden NBN-Zentrumsfrequenzen unverindert
blieb (Abbildung 3.1 und 3.2 zeigen Versuche an dem gleichen Tier). CAS hatte bei keinem

der sechs Tiere, die unter Betdubung untersucht wurden, einen Effekt auf ipsilaterale DPOAE.
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3. Ergebnisse

Die Auswahl der Primirtonpegel I; und 1, erfolgte nach dem Kriterium, dass stabile, ca. 15 bis
20 dB SPL laute 2f}-f>-Verzerrungen evoziert werden konnten. Die Primértonpegel lagen
zwischen leisen 20 und moderaten 55 dB SPL. Unter diesen Bedingungen war die Pegelab-
hingigkeit der kontralateralen Suppression gut untersuchbar, da die Amplitude der DPOAE-
Kontrollmessung einen ausreichenden Abstand vom Rauschpegel hatte. Es gab bei keiner der
Messungen einen Hinweis darauf, dass die Frequenzspezifitit der efferenten Effekte von den

hier gewiihlten Primirtonpegeln |; und I, abhing.

Um den frequenzspezifischen Einfluss der CAS auf den 2f)-f>-Pegel zu quantifizieren,
wurden die Schwellenwerte des NBN-Pegels fiir die Suppressionskriterien 6 und 9 dB mittels
linearer Interpolation bestimmt. Die so ermittelten Amplitudenwerte zeigen an, welche NBN-
Amplituden notwendig waren, um den 2f,-f>-Pegel um 6 bzw. 9 dB zu supprimieren. Nied-
rigere Schwellenwerte bedeuten folglich, dass ein NBN in Abhingigkeit seiner Bandbreite
und/oder Position (relativ zu den Primiirténen) einen stirkeren Einfluss auf die Cochlea-

mechanik und damit auf den 2f}-f>-Pegel ausiibt, als NBN mit hohen Schwellenwerten.

Fiir die Primirtonfrequenz f> = 20 kHz sind die Ergebnisse aller sechs Versuchstiere in Abbil-
dung 3.3 dargestellt. Die DPOAE wurden bei verschiedenen Primértonpegeln (1> = 20, 25, 30,
30, 35, 55 dB SPL) unter CAS gemessen. Dabei zeigte sich NBN oberhalb 5" als der stirkste
Stimulus. Hier reichten weitaus geringere NBN-Pegel aus, um den DPOAE-Pegel um die
Suppressionskriterien 6 bzw. 9 dB zu supprimieren (untere Graphen). Die efferente Stimula-
tion mit "NBN oberhalb f>* zeigt auBerdem deutlich, dass 1.5 Oktaven breite NBN stirker den
Verzerrungspegel supprimieren als 0.5 und | Oktaven enthaltende NBN (je dunkler die Mess-
punkte, umso breiter das NBN). Je mehr Frequenzen somit das NBN enthiilt, desto geringer
ist der NBN-Pegel bei Erreichen der Suppressionskriterien 6 und 9 dB.

Vor allem in den oberen beiden Abbildungen "NBN unterhalb f,°, sowie teilweise auch in den
mittleren und unteren beiden, bestehen die Datenpunkte aus den Grenzschwellenwerten, die
durch leere Symbole gekennzeichnet sind. Sie unterscheiden sich von den anderen Daten-
punkten (volle Symbole) dadurch, dass sie den maximalen Pegel des efferenten Stimulus
(NBN) angeben, ohne dass eine Suppression der GréBenordnung 6 bzw. 9 dB hervorgerufen
wurde. Sie spiegeln folglich keine realen Messwerte wieder, machen jedoch anschaulich, bis
zu welchem CAS-Pegel sich keine 6 bzw. 9 dB-Suppression der DPOAE ergaben. In Konse-

quenz dessen hitten die efferenten Stimuli mit lauterem Pegel appliziert werden miissen, um
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0.5 Oktaven = 1.0 Oktave 4 1.5 Oktaven

Abbildung 3.3: Frequenzspezifische Suppression der 2f,-f,-DPOAE (f, = 20 kHz) bei sechs
Versuchstieren (beginnend von Tier Nr. 1 bis 6: I,= 20, 25, 30, 30, 35, 55 dB SPL). Die starksten
frequenzspezifischen Effekte treten bei CAS mit dem NBN der grofiten Bandbreite (schwarzes
Dreieck, 1.5 Oktaven) und dem hochfrequent gelegenen NBN 'NBN oberhalb f," (untere Graphen)
auf. Diese NBN erzielen infolgedessen bereits bei niedrigsten Pegeln eine Suppression um 6 dB (linke
Seite) und 9 dB (rechte Seite). Die leeren Symbole sind Grenzschwellenwerte, die auftreten, wenn
CAS mit maximalem Pegel keine Suppression der Gréienordnung 6 bzw. 9 dB hervorruft.
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die DPOAE um die festgelegten Suppressionskriterien zu supprimieren. Ein realer Schwellen-
wert wiirde in diesem Fall lauter sein miissen und somit oberhalb des Grenzschwellenwerts

liegen.

Vor allem in den oberen beiden Abbildungen "NBN unterhalb fi°, sowie teilweise auch in den
mittleren und unteren beiden, liegen Datenpunkte des NBN-Pegels (sowohl von Grenzschwel-
lenwerten als auch von Schwellenwerten) quast tibereinander. Dies kommt dadurch zustande,
dass der Verzerrungspegel plotzlich stark abfillt und fast der gleiche NBN-Pegel ausreicht,
um die Verzerrung um die Suppressionskriterien 6 und 9 dB zu supprimieren (siche z. B. in
Abbildung 3.1). Im Falle der iibereinander liegenden Grenzschwellenwerte verhilt es sich
etwas anders: keiner der verschieden breitbandigen, efferenten Stimuli (0.5, I und 1.5 Okta-
ven) fithrte im Bereich der dargebotenen NBN-Pegel zu einer 6 oder 9 dB starken

Suppression.

Dasselbe frequenzspezifische Phinomen findet sich bei Experimenten mit der Primértonfre-
quenz f; =40 kHz (1, = 25, 25, 25, 35, 40, 40 dB SPL, Abbildung 3.4) wieder. Hier ist eben-
falls "NBN oberhalb 5" in Kombination mit der gréBten Bandbreite von 1.5 Oktaven der
effektivste Stimulus (schwarze Dreiecke). Auch bei der Primirtonfrequenz f> = 60 kHz (1> =
25,30, 35, 40, 45, 50 dB SPL, Abbildung 3.5) wird der gleiche frequenzspezifische Zusam-
menhang deutlich. Nur konnte hier die grofite der Bandbreiten (1.5 Oktaven) nicht getestet
werden, da das Lautsprechersystem hierfiir nicht geeignet war. Im Falle der Versuchsbe-
dingung 'NBN oberhalb f>" umfasst die Bandbreite von 1 Oktave hier bereits Frequenzen von

61 bis 122 kHz.

Um die Frequenzabhingigkeit der efferenten Effekte zwischen den verschiedenen NBN auf
den 2f)-f>-Pegel detaillierter untersuchen zu kénnen, wurden die Schwellenwerte der unter-
schiedlich stark supprimierenden NBN (aus Abbildung 3.3, 3.4 und 3.5) in Relation zuein-
ander gestellt. Dazu wurden absolute Differenzen gebildet, dic man durch Subtraktion der
NBN-Schwellenwerte "NBN unterhalb f;" und "'NBN oberhalb f>* von den NBN-Schwellen-
werten 'NBN zentriert” erhielt. Dies wurde fiir die unterschiedlich breitbandigen NBN (0.5,
I und 1.5 Oktaven) und die beiden Suppressionskriterien 6 und 9 dB berechnet. Differenzen,
die > 0 sind, zeigen an, dass der jeweilige efferente Stimulus stirker supprimiert als 'NBN
zentriert’ und damit einen groBeren frequenzspezifischen Einfluss auf die Cochleamechanik

ausiibt.
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Abbildung 3.4: Frequenzspezifische Suppression der 2f;-f,-DPOAE (f; = 40 kHz) bei sechs
Versuchstieren (beginnend von Tier Nr. 1 bis 6: |, = 25, 25, 25, 35, 40, 40 dB SPL). Die starksten
frequenzspezifischen Effekte treten bei CAS mit dem NBN der gréfiten Bandbreite (schwarzes
Dreieck, 1.5 Oktaven) und dem hochfrequent gelegenen NBN 'NBN oberhalb f," (untere Graphen)
auf. Diese NBN erzielen infolgedessen bereits bei niedrigsten Pegeln eine Suppression um 6 dB (linke
Seite) und 9 dB (rechte Seite). Die leeren Symbole sind Grenzschwellenwerte, die auftreten, wenn
CAS mit maximalem Pegel keine Suppression der Gréienordnung 6 bzw. 9 dB hervorruft.
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Abbildung 3.5: Frequenzspezifische Suppression der 2f,-f;-DPOAE (f. = 60 kHz) bei sechs
Versuchstieren (beginnend von Tier Nr. 1 bis 6: |, = 25, 30, 35, 40, 45, 50 dB SPL). Die starksten
frequenzspezifischen Effekte treten bei CAS mit dem NBN der gréfiten Bandbreite und dem hoch-
frequent gelegenen NBN "NBN oberhalb ;" (untere Graphen) auf. Diese NBN erzielen infolgedessen
bereits bei niedrigsten Pegeln eine Suppression um 6 dB (linke Seite) und 9 dB (rechte Seite). Die
leeren Symbole sind Grenzschwellenwerte, die auftreten, wenn CAS mit maximalem Pegel keine
Suppression der Grélkenordnung 6 bzw. 9 dB hervorruft. Bei den Messungen mit "NBN oberhalb f;
konnte wegen zu hoher Frequenzen fur das Lautsprechersystem der 1.5 Oktaven enthaltende
Stimulus nicht mehr erzeugt werden, weshalb hier der breitbandigste Stimulus 1 Oktave enthalt.
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In den Abbildungen 3.6, 3.7 und 3.8 werden zum Vergleich absolute Differenzen einmal mit
(ausgefiillte Symbole) und ohne Grenzschwellenwerte (leere Symbole) nebeneinander darge-
stellt. Die leeren Symbole geben dann kleinere Differenzen an als bei ausreichend hohen
NBN-Pegeln vermutlich erzielbar gewesen wiire und zeigen auf diese Weise eine Minimal-

abschitzung der efferenten Modulation der Innenohrmechanik. Abbildung 3.6 veranschaulicht
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Abbildung 3.6: Charakteristika der efferenten 2f;-f-Suppression in Abhangigkeit der kon-
tralateralen Stimuli bei f= 20 kHz (N = 6). Die durch Subtraktion der NBN-Schwellenwerte
‘NBN oberhalb f;" und ‘'NBN unterhalb f;” von "NBN zentriert” gebildeten absoluten Differen-
zen unterscheiden sich deutlich voneinander. Wahrend sich "NBN unterhalb f;" und '"NBN
zentriert” kaum voneinander abheben (MW + SD der absoluten Differenzen nahe Null, Krei-
se), steigt der Einfluss des 'NBN oberhalb f," mit zunehmender Bandbreite des NBN-Stimu-
lus signifikant (MW £ SD der absoluten Differenzen liegt bei maximal 19 dB, Dreiecke). So-
fern die DPOAE-Suppression weder 6 noch 9 dB (Suppressionskriterien) erreichte, wurde
die absolute Differenz mit Grenzschwellenwerten erhoben (NBN-Pegel bei maximaler CAS).
MW der Differenzen ohne Grenzschwellenwerte sind durch leere Symbole gekennzeichnet,
die Zahlen daneben zeigen die verbleibenden Messwerte ohne Grenzschwellenwerte. Auf
diese Weise erfolgt eine Minimalabschatzung der efferenten Effekte.
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die Ergebnisse der Auswertung fiir die Primirtonfrequenz f> = 20 kHz, Abbildung 3.7 zeigt
dies fiir f5 = 40 kHz und f> = 60 kHz 1st in Abbildung 3.8 dargestellt. Die efferente Suppres-
sion wird bei dem Suppressionskriterium 6 dB deutlicher als bei 9 dB. Das kénnte daran

liegen, dass bei der Auswertung des 6 dB-Kriteriums weniger Grenzschwellenwerte mitein-

bezogen werden.
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Abbildung 3.7: Charakteristika der efferenten 2f;-f-Suppression in Abhangigkeit der kontra-
lateralen Stimuli bei f; = 40 kHz (N = 6). Die durch Subtraktion der NBN-Schwellenwerte
‘NBN oberhalb f;" und ‘NBN unterhalb f;" von 'NBN zentriert” gebildeten absoluten Differen-
zen unterscheiden sich erkennbar voneinander. Mit zunehmender Bandbreite des NBN-Sti-
mulus nimmt der supprimierende Einfluss von ‘NBN zentriert’ gegentiber ‘'NBN unterhalb f;’
stark zu (MW + SD der absoluten Differenzen nehmen negative Werte an, Kreise), wahrend
der Einfluss des ‘NBN oberhalb f," relativ konstant ist (Dreiecke; MW + SD der absoluten
Differenzen). Sofern die DPOAE-Suppression weder 6 noch 9 dB (Suppressionskriterien)
erreichte, wurde die absolute Differenz mit Grenzschwellenwerten erhoben (NBN-Pegel bei
maximaler CAS). MW der Differenzen ohne Grenzschwellenwerte sind durch leere Symbole
gekennzeichnet, die Zahlen daneben zeigen die verbleibenden Messwerte ohne Grenz-
schwellenwerte. Auf diese Weise erfolgt eine Minimalabschatzung der efferenten Effekte.
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3. Ergebnisse

Ab einer NBN-Bandbreite von | Oktave lisst sich bei den Messungen fiir alle Primiirton-
frequenzen f> deutlich erkennen, dass "'NBN oberhalb 5" die Verzerrungsamplitude signifi-
kant starker supprimiert als "NBN unterhalb f;” und 'NBN zentriert’ (Dreiecke, ANOVA
Analyse: p < 0.001 bei allen Messungen auBer > = 40 kHz und Suppressionskriterium 9 dB:
p < 0.01, bezogen auf die Messwerte inkl. Grenzschwellenwerte). Dabei werden die ipsi-
lateralen DPOAE-Amplituden sogar um bis zu eindrucksvollen 19 dB reduziert (f> = 20 kHz,
"NBN oberhalb >, Suppressionskriterium 6 dB, Abbildung 3.6).
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Abbildung 3.8: Charakteristika der efferenten 2f;-f,-Suppression in Abhangigkeit der kon-
tralateralen Stimuli bei f,= 60 kHz (N = 6). Die durch Subtraktion der NBN-Schwellenwerte
‘NBN oberhalb f;" und ‘NBN unterhalb f;" von ‘NBN zentriert’ gebildeten absoluten Differen-
zen unterscheiden sich erkennbar voneinander und stellen einen &hnlichen Effekt wie in
Abbildung dar: mit zunehmender Bandbreite des NBN-Stimulus nimmt der supprimierende
Einfluss von ‘NBN zentriert' gegenliber '"NBN unterhalb f;" stark zu (MW + SD der absoluten
Differenzen nehmen negative Werte an, Kreise), wahrend der Einfluss des 'NBN oberhalb f;’
vergleichsweise gering bleibt (Dreiecke; MW + SD der absoluten Differenzen). Mangels
technischer Umsetzung fehlt es hier an Messungen mit dem 1.5 Oktaven breiten ‘"NEN
oberhalb f,". Sofern die DPOAE-Suppression weder 6 noch 9 dB (Suppressionskriterien)
erreichte, wurde die absolute Differenz mit Grenzschwellenwerten erhoben (NBN-Pegel bei
maximaler CAS). MW der Differenzen ohne Grenzschwellenwerte sind durch leere Symbole
gekennzeichnet, die Zahlen daneben zeigen die verbleibenden Messwerte ohne Grenz-
schwellenwerte. Auf diese Weise erfolgt eine Minimalabschatzung der efferenten Effekte.
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Bemerkenswert sind auch die modulierenden Effekte des kontralateralen Stimulus "NBN
zentriert’ im Vergleich zu 'NBN unterhalb f;" (Kreise): die Mittelwerte der absoluten Differ-
enzen reichen von fast 0 dB (MW bei f; =20 kHz, NBN = 1.5 Oktaven, Suppressionskriteri-
um: 9 dB) bis -17 dB (MW bei f> =40 kHz, NBN = 1.5 Oktaven, Suppressionskriterium:

6 dB; mit Ausnahme der Messwerte mit einer NBN-Bandbreite von 0.5 Oktaven). Klare fre-
quenzspezifische Effekte zeigten sich folglich auch hier und veranschaulichen die stark sup-
primierende Eigenschaft des hochfrequenter gelegenen efferenten Stimulus "NBN zentriert’
im Vergleich zum tiefergelegenen "NBN unterhalb ;. In den Messungen mit Primirtonfre-
quenzen f> =40 und 60 kHz (Abbildung 3.7 und 3.8) entsteht der Eindruck, dass die Suppres-
sionsstiirke des hochfrequenten efferenten Stimulus "NBN oberhalb f5" durch die Verminde-
rung der Suppressionskraft tieffrequenter Stimuli realisiert ist. In den Messungen mit der
Primértonfrequenz f; = 20 kHz (Abbildung 3.6) verhilt es sich dagegen so, dass das einfluss-
reichste hochfrequente NBN ("NBN oberhalb f,") dadurch der stirkste Stimulus ist, da es
tatsiichlich stirker efferent moduliert als tieffrequentere Stimuli ('NBN zentriert” und 'NBN
unterhalb f;7).

Im Kontrast hierzu stehen dic Messdaten, die unter der Ketavet/Rompun Betdubung ermittelt
wurden (vgl. Abbildung 3.2). Es zeigte sich kein statistisch signifikanter Einfluss der CAS auf
die Cochleamechanik, unabhingig davon, ob die Position des NBN-Stimulus oder die
NBN-Bandbreite variiert wurde (ANOVA Analyse: p > 0.05). Damit ist die frequenzspezi-
fische Suppression der CAS mit NBN als betdubungsmittelabhingiger Einfluss identifiziert.
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3.2 Pegelabhingigkeit der kontralateralen Suppression bei ipsilateraler
Messung von I/O-Funktionen

Die Experimente pegelabhingiger Einfliisse der kontralateralen Stimulation auf I/O-Funk-
tionen umfassten Messungen von 2fj-f-Wachstumsfunktionen unter unterschiedlichen
Konditionen. Als Kontrollmessungen dienten Wachstumsfunktionen ohne kontralaterale
Stimulation. In einem darauf folgenden Schritt wurden diese Messungen unter geiinderten
Bedingungen wiederholt: durch zusiitzliches kontralaterales NBN ('NBN oberhalb ', 1.5
Oktaven Breite) sollten die MOC-Fasern stimuliert und damit die Mikromechanik der
ipsilateralen Cochlea verindert werden. Besonderes Augenmerk lag auf einer Verinderung

der Form und Schwellensensitivitit ipsilateraler Wachstumsfunktionen.

Die einzelnen Kurven in Abbildung 3.9 stellen jeweils die erste von fiinf wiederholten Mes-
sungen der 2f}-f-Verzerrung eines Tieres (A7) dar und zeigen typische Wachstumsfunk-
tionen der 2fj-6-Verzerrung in Abhiingigkeit des CAS-Pegels. Dabei hebt sich die Verzer-
rungsamplitude ab bestimmten Primértonpegeln (1;-Pegel und korrespondierendem I,-Pegel =
10 dB > 1) deutlich sichtbar von dem Hintergrundrauschen (grau, MW aus den abgebildeten
Messungen £ SD) ab und nimmt mit zunehmenden Primértonpegeln einen ausgeprigten
nichtlinearen Verlauf an: sie wachsen zunichst an, bevor die Wachstumsfunktionen bei
hoheren Pegeln an einem lokalen Minimum (engl. als nofch bezeichnet) einbrechen, um

anschlieBend erneut anzuwachsen.

Die unterschiedlich farbigen Kurven markieren in der Abbildung die verschiedenen Versuchs-
bedingungen, unter denen die Wachstumsfunktionen gemessen wurden: von sehr leiser

(-10 dB SPL) bis moderater (54 dB SPL) CAS, wobet fiir steigende CAS-Pegel cine zuneh-
mende Verdnderung der Wachstumsfunktionen zu beobachten war. Die in die Kurven einge-
arbeiteten Zahlen spiegeln die zufillige Reihenfolge der Datenaufnahme wieder und veran-
schaulichen, dass die zu beobachtenden Verianderungen der Wachstumsfunktionen keinem
zeitlichen Muster unterlagen. Unter Beriicksichtigung der ungefihren Dauer der jeweiligen
Messungen sei an dieser Stelle darauf hingewiesen, dass die Zeitspanne zwischen zwei

Messpunkten unterschiedlicher Kondition etwa eine Minute betrug.

Abbildung 3.10 und 3.11 zeigen exemplarisch 2f;-f>-Wachstumsfunktionen mit korrespon-
dierenden Phasenmessungen von zwei Versuchstieren. Die fiinffach wiederholten Einzel-
messungen je Versuchsbedingung sind dabei als MW + SD der 2f}-f>-DPOAE (linke Seite)

und ihrer korrespondierenden Phasenlagen (rechte Seite) dargestellt.
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Deutlich 1st bei diesen Wachstumsfunktionen der Umstand erkennbar, dass, wie schon die
Messungen zur frequenzspezifischen Suppression des vorherigen Abschnitts zeigten, die
Darbietung des NBN am kontralateralen Ohr eine Suppression des DPOAE-Pegels bewirkt.
Die Stirke des Effekts ist dabei wieder positiv mit dem Pegel des kontralateralen NBN
korreliert, und ist am deutlichsten sichtbar bei leisen bis moderaten Primirtonpegeln (siche
Anfangsbereiche der Wachstumsfunktionen). In diesem Bereich miissen die Primértonpegel
wihrend CAS schr viel lauter dargeboten werden, um iiberschwellige 2£;-:-DPOAE zu
induzieren. Die Form der Wachstumsfunktion veriindert sich unter CAS mit NBN ebenfalls:
innerhalb des Messfensters entsteht der Eindruck, dass die 2f,-f>-Verzerrung die maximale
Amplitude der Kontrollmessung nicht erreicht. Eindeutigen Aufschluss iiber den weiteren
Wachstumsfunktionsverlauf kénnte allerdings nur eine Messung mit sehr hohen l>-Pegeln
oberhalb von 70 dB SPL bieten. Um die Tiere nicht zu laut zu beschallen, ist darauf in der

vorliegenden Studie verzichtet worden.

Demgegeniiber waren die pegelabhingigen Einfliisse auf die Phasenlage der DPOAE weniger
deutlich (rechte Seite der Abbildungen 3.10 und 3.11). Zu Beginn einer jeden Wachstums-
funktion und gleichzeitig bei sehr leisen Primértonpegeln, unterlag die Phase groBeren
Schwankungen, bis die Primirtonpegel laut genug wurden, um die Verzerrung aus dem Hin-
tergrundrauschen herauszuheben. Je lauter dabei das kontralaterale NBN dargeboten wurde,
um so lauter mussten die Stimulusténe zur Evozierung der DPOAE sein. Die Phasen zeigten
in Bereichen von moderaten bis lauten Primirtonpegeln gelegentlich aufiretende groBe Pha-
senspriinge von > 180° (wie z. B. in Abbildungen 3.10 und 3.11: mittlerer Graph mit f> = 40
kHz). Solche Fluktuationen waren vor allem in Bereichen zu beobachten, in denen die
Wachstumsfunktionen einbrechen, bevor sie anschlieBend erneut anwachsen (No#ch- Berei-
che). Tabelle 1 sind die Frequenzen der Primirténe aller sechs Versuchstiere zu entnehmen,
die nach der Methode des besten Frequenzverhiltnisses von f5/f; (siche Abschnitt 2.3) ermit-

telt und in diesem Versuchteil verwendet wurden.

Legende fiir Abbildung 3.10 und 3.11 der néchsten beiden Seiten:

20 kHz 40 kHz 60 kHz
— 8dBSPL  — qp0dBSPL  — -10dB SPL
— 2dBSPL  —— gdBSPL __ 0dBSPL
— 12dB SPL 11 dB SPL 10 dB SPL
23 dB SPL 21 dB SPL 20 dB SPL
— 33dBSPL  — 31dBSPL — 30dBSPL
— 43dBSPL  — 42dB SPL —_ 39dBSPL
— 54dBSPL  — 52dBSPL — 49dB SPL
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Abbildung 3.10: Beispiel fiir den Einfluss des kontralateralen NBN auf 2f,-f,-Wachstums-
funktionen mit korrespondierenden Phasenverldufen bei f; = 20, 40 und 60 kHz eines Tieres
(A7). Ohne kontralaterales NBN sind die Wachstumsfunktionen nach Austritt aus dem
Hintergrundrauschen (graue Fehlerbalken) geringen Schwankungen ausgesetzt (grauer Be-
reich entspricht finf Kontrollmessungen ohne CAS). Bei leisem NBN ist kein Einfluss auf den
2f,-f-Pegel zu beobachten (schwarze Kurven), hingegen &andert sich die Kurvenform stark
bei lauteren NBN (farbige Kurven) vor allem im leisen bis moderaten |,-Bereich. Der korres-
pondierende Phasenverlauf dagegen zeigt keine einheitlichen Veranderungen (alle Angaben:
MW £ SD, n = 5).
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Abbildung 3.11: Weiteres Beispiel fur den Einfluss des kontralateralen NBN auf die
2f;-f-Wachstumsfunktionen mit korrespondierenden Phasenverlaufen bei f, = 20, 40 und
60 kHz eines Tieres (A13). Kontralaterale akustische Stimulation fihrt, wie auch bei dem
vorherigen Tier, zu deutlichen Veranderungen des DPOAE-Kurvenverlaufs, vor allem im
leisen bis moderaten Bereich der Wachstumsfunktionen.
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Die Quantifizierung der pegelabhingigen Suppression des 2fi-f>-Pegels erfolgte mit Hilfe der
Berechnung von Varianzen durch die Methode der kleinsten Quadrate (engl.: least square
mean, LSM, Abbildung 3.12). Im Vergleich zu der Kontrollmessung ohne kontralaterale
Stimulation bewirkt das NBN bereits ab einem Pegel von 20 dB SPL (bzw. 21 und 23 dB
SPL) bei £ = 60 kHz (bzw. 40 und 20 kHz) eine hochgradig signifikante Suppression der
DPOAE-Amplitude (ANOVA Analyse mit Tukey HSD Nachfolgetest, p < 0.0001). Dies
bedeutet, dass das kontralaterale NBN mit solch geringen Amplituden bereits messbar die zur
Verfiigung stehende mechanische Energie zur DPOAE-Entstehung reduziert. Die 2f-f-Am-
plitude wird dabei im Mittel um 3.1 dB bei f> =20 kHz (bzw. 6 und 5.2 dB bei f> = 40 und

60 kHz) supprimiert. Die maximale Suppression wird bei der gréfiten NBN-Amplitude erzielt:
im Vergleich zur Kontrollmessung ohne NBN verringert sich der Verzerrungspegel um

13.6 dB bei f> =20 kHz (bzw. 16.9 und 13.8 dB bei f> = 40 und 60 kHz).

Tabelle 1: Primartonparameter fir die Messung von Wachstumsfunktionen bei sechs
Versuchstieren. Die Pegelabhangigkeit der CAS mit NBN wurde bei drei verschiedenen
Primartonfrequenzen f, (20, 40, 60 kHz) und den korrespondierenden Primartonfrequenzen f,
ermittelt, deren Generierung in Abschnitt 2.3 erlautert ist. Alle Angaben in kHz.

Tier Nr. fa f1 2 f1 f2 f1
A7 20 15.6 40 33.9 60 50.8
A9 20 16.9 40 37.1 60 54.6
A10 20 16.1 40 35.7 60 53.6
A12 20 16,4 40 33.9 60 54.6
A13 20 16,7 40 33.9 60 47.6
A15 20 16.7 40 37.1 60 476
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In einem weiteren Auswertungsschritt wurden die Schwellenwerte der Wachstumsfunktionen
bei den Schwellenkriterien -10 und 0 dB SPL ermittelt und miteinander verglichen (Abbil-
dung 3.13). Erwartungsgemif fanden sich deutliche Unterschiede in den Schwellenwerten in
Abhingigkeit des NBN-Pegels wieder: generell steigen die Schwellenwerte bei zunehmen-
dem NBN-Pegel stark an. Hoch signifikante Unterschiede in den Schwellenwerten bei kontra-
lateraler Suppression im Vergleich zu der Kontrolle (K, ohne NBN) zeigten sich bei f; =

20 kHz bereits ab einer NBN-Amplitude von 12 dB SPL. Bei f; = 40 kHz zeigen sich signifi-
kante Schwellenwerterhéhungen ab einem NBN-Pegel von 21 dB SPL fiir beide Schwellen-
kriterien, bei f> = 60 kHz ab 20 dB SPL fiir beide Kriterien (ANOVA Analyse mit Tukey
HSD Test, p < 0.0001, N = 6 mit je fiinf Wiederholungen). Die Anhebung der Schwellenwer-
te impliziert, dass bei einem NBN-Pegel von 54 dB SPL (f> = 20 kHz) bzw. 52 dB SPL

(f> =40 kHz) und 49 dB SPL (f; = 60 kHz) der I, —Pegel um 17 dB (f> = 20 kHz) bzw. 28 dB
(f> =40 kHz) und 20 dB (f> = 60 kHz) angehoben werden muss, um eine DPOAE-Amplitude
von 0 dB SPL zu induzieren.

Als zusitzliche Beschreibung des durch CAS induzierten Effekts wurden die gemessenen
Wachstumsfunktionen auf ihre Flankensteilheit hin untersucht. Dazu wurde ber allen sechs
Versuchstieren die Kurvensteigung zwischen beiden Schwellenkriterien -10 und 0 dB SPL
interpoliert (Jeweils N = 5 Messungen pro Tier) und gemittelt. Abbildung 3.14 zeigt die
Ergebnisse der Auswertung fiir die Stimulusfrequenzen > = 20, 40 und 60 kHz. Im Mittel
liegt die Steigung in dem untersuchten Bereich der Wachstumsfunktionen der 2f;-f>-Verzer-
rung zwischen 1.12 und 2.15. Statistisch signifikante Unterschiede zwischen den Kontroll-
und CAS-Messungen konnten in Abhingigkeit des NBN-Pegels jedoch nicht ermittelt werden
(ANOVA Analyse: p > 0.05).

Um die Variabilitit der Ergebnisse zur pegelabhingigen CAS von Wachstumsfunktionen ein-
schitzen zu kénnen, wurden die Kurvenverldufe der einzelnen Versuchstiere untersucht. Er-
wartungsgemil tiben die individuellen Verldufe der Wachstumsfunktionen der sechs Fleder-
miuse ebenfalls einen signifikanten Einfluss auf den Schwellenwert aus. Diese Dreifachinter-
aktion (LSM 1>-Pegel bei Schwellenkriterium x NBN-Pegel x Versuchstier) erreichte bei allen
getesteten Primirtonfrequenzen (f> = 20, 40, 60 kHz) und unabhiingig des untersuchten
Schwellenkriteriums (-10 und 0 dB SPL) statistische Signifikanz (ANOVA-Analyse:

p < 0.0001) und ist beispielhaft anhand des Primirtons f> = 20 kHz in Abbildung 3.15 fiir

sechs Versuchstiere dargestellt.
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Abbildung 3.12: Einfluss des NBN auf den 2f;-f;-Pegel bei f, = 20, 40 und 60 kHz (oben,
Mitte, unten) im Vergleich zur Kontrolle K (ohne CAS). Der 2f-f,-Pegel wird unmittelbar von
dem NBN-Pegel (1.5 Oktaven bzw. 1 Oktave bei f,=60 kHz, "NBN oberhalb f,") beeinflusst: je
groler der NBN-Pegel, desto starker die Suppression der Verzerrung (***: NBN-Pegel ab 23,
21 und 20 dB SPL bei f,= 20, 40 und 60 kHz; p < 0.0001, ANOVA, Tukey HSD). Dargestellt
sind least square means (LSM) des 2f;-f,-Pegels + SF (N = 6). Das Hintergrundrauschen lag
im Mittel (MW + obere SD) unter -10 dB SPL.
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Abbildung 3.13: Schwellenwerte fir den Pegel |; bei den Schwellenkriterien -10 (ausgefillte
Kreise) und 0 dB SPL (nicht ausgefiillte Kreise) in Abhangigkeit von CAS mit NBN (1.5 Okta-
ven bzw. 1 Oktave bei f,=60 kHz, "NBN oberhalb f,") bei f, = 20, 40 und 60 kHz (oben, Mitte,
unten). Je groler der NBN-Pegel, desto lauter miissen die Priméarténe sein, um die Schwel-
lenkriterien zu erreichen (***= NBN-Pegel von 12, 21 und 20 dB SPL fur f; = 20, 40 und

60 kHz, p < 0.0001, ANOVA, Tukey HSD; Kontrolle K chne CAS). Dargestellt sind least
square means (LSM) des |,-Pegels £ SF (N = 6).
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Abbildung 3.14: Vergleich der Steigung von 2f;-f,-Wachstumsfunktionen unter Kontrollbe-
dingungen K (chne CAS) und mit CAS mit NBN ('NBN oberhalb f;", 1.5 Oktaven bzw. 1 Ok-
tave bei f,=60 kHz) unterschiedlicher Amplitude. Die zwischen den beiden Schwellenkriterien
-10 und 0 dB SPL errechnete Steigung ist gemittelt angegeben (MW + SD). Die zugrunde
liegenden Wachstumsfunktionen wurden von sechs Fledermausen (jeweils N = 5) gewon-
nen. Statistisch signifikante Unterschiede zwischen den Kontroll- und CAS-Messungen
bestehen nicht (ANOVA Analyse: p > 0.05).
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Abbildung 3.15: Die Wachstumsfunktionen der sechs Fledermause weisen individuelle
Charakteristika auf, wie man an dem beispielhaften Vergleich der dargestellten |;-Schwellen-
pegel erkennen kann (statistisch hochsignifikant, ANOVA Analyse: p < 0.0001). Die |,-Pegel
zeigen an, wie laut die Primarténe sein missen (bei f; = 20 kHz), um eine 2f,-f,-DPOAE der
Amplitude von 0 dB SPL (= Schwellenkriterium) zu evozieren bei gleichzeitiger CAS unter-
schiedlicher Amplitude (hier: 'NBN oberhalb f,", 1.5 Oktaven Breite, Kontrolle K ohne CAS).
Dargestellt sind least square means (LSM) = SF der |>-Pegel (N = 5).
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Im Vergleich zu den oben beschriebenen Messungen zur Pegelabhiingigkeit der CAS lieB sich
unter der Ketavet/Rompun-Betidubung eines Versuchstieres (A 10) kein Einfluss des CAS
feststellen. Wie Abbildung 3.16 zeigt, wurden die exemplarischen Messungen der [/O-Funk-
tionen unter Betdubung weder in ihrer Form, noch in ihrer Amplitude verindert. Stattdessen
bleibt iiber die gesamte 1/0-Funktion der 2f)-f>-Pegel fast unverindert, obwohl die NBN-
Pegel von -10 dB SPL auf fast 50 dB SPL angehoben wurden. Unter Betidubung ist folglich
auch der pegelabhingige Einfluss der CAS auf [/O-Funktionen nicht vorhanden.

f2: 60 kHz
40
—~ f,: 46.9 kHz
o
w
m A
o, 20 V%
E b
> y
Q. 01 / — -10dB SPL
o 7/ T — 0dBSPL
o Vil 10 dB SPL
~ IIIIIII 20 dB SPL
-20 I — 30dB SPL
— 39dBSPL
; ; — 49.dB SPL

20 30 40 50 60 70
|,-Pegel [dB SPL]

Abbildung 3.16: Individuelle Messung von sieben 2f;-f,-Wachstumsfunktionen eines Ver-
suchstieres mit kombinierter CAS unterschiedlicher Amplituden wahrend Ketavet/Rompun
-Betdubung. Im Gegensatz zu Messungen an wachen Versuchstieren erzielte das NBN

(1 Oktaven Breite) trotz verschieden hoher Pegel keine kontralaterale Suppression der 2f;-fo-
DPOAE. Die Wachstumsfunktionen wurden unter Betdubung weder in ihrer Form noch in
ihrer Amplitude verandert, sobald sie bei ca. 20 dB SPL (f,-Pegel) aus dem Hintergrund-
rauschen heraustreten (grau: MW + SD). Vergleichend hierzu Abbildungen 3.10 und 3.11.
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3.3 Messung von Suppressions-Abstimmkurven in Kombination mit CAS

Da die Auflésung unterschiedlicher Schallfrequenz beim Héren eine zentrale Rolle spielt,
wurde der Einfluss des MOC auf die aktive mechanische Frequenzanalyseleistung des Innen-
ohrs mit Hilfe von Messungen sogenannter Suppressions-Abstimmkurven (STC) untersucht.
Die durch aktive Verstirkermechanismen evozierten DPOAE wurden dabei durch einen wei-
teren ipsilateralen Ton, den Maskierer mit der Frequenz £, in ihrer Amplitude vermindert.
Den stirksten Einfluss hat f; in einem Frequenzbereich nahe der Stimulusfrequenz f>. Durch
zusiitzliche kontralaterale Stimulation mit Bandpassrauschen wihrend der STC-Messung soll
untersucht werden, ob die olivo-cochleidren Efferenzen die mechanische Frequenzabstimmung

beeinflussen kénnen.

Um die Charakteristika eines typischen Messverlaufs der 2f->-Verzerrung wihrend gleich-
zeitiger ipsilateraler Maskierung mit der f3-Maskiererfrequenz und CAS zu verdeutlichen,
sind Beispielmessungen eines Versuchstieres in Abbildung 3.17 dargestellt (f> = 50 kHz). Das
Versuchsparadigma sieht drei aufeinander folgende DPOAE-Messungen vor: eine Kontroll-
messung mit ipsilateralem f3-Maskierer, gefolgt von einer Wiederholung mit CAS ('NBN
oberhalb 5", 1.5 Oktaven, 20 dB SPL) und anschlieBend einer erneuten Kontrollmessung (mit
ipsilateralem f;-Maskierer aber ohne CAS). In der Kontrollmessung liegt der ermittelte Ver-
zerrungspegel auf einem bestimmten konstanten Niveau (Stern, ca. 24 dB SPL). Leichte
Schwankungen des DPOAE-Pegels sind durch Bewegungen des Tiers verursacht. Ab einem
bestimmten f3-Maskiererpegel, der in 2.5 dB Schritten (zufallsverteilt angeboten) erhéht
wurde, kommt es zu einer Reduktion des DPOAE-Pegels (Kreise). F;-Maskiererfrequenzen
nahe der Primiirtonfrequenzen f; und f> (50 und 39.7 kHz) iiben dabei einen stiirkeren Einfluss
auf den Emissionspegel aus (f3 = 46.7 kHz, Graph unten) als solche die weiter entfernt liegen
(f; =35.4 kHz, Graph oben). Sobald gleichzeitig kontralateral mit einem NBN stimuliert wird
('NBN oberhalb f5°, 1.5 Oktaven, 20 dB SPL) wird die Messung stark beeinflusst: der
Emissionspegel sinkt deutlich um bis zu 15 dB (Dreiecke). Dieser Effekt ist reversibel, d. h.
der urspriingliche DPOAE-Pegel stellt sich nach dem Ausschalten des kontralateralen

Rauschstimulus wieder ein (siehe Kontrolle 1 und 2).
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Abbildung 3.17: Suppression der 2f;-f>-DPOAE bei gleichzeitiger ipsilateraler Maskierung
durch den Maskierer der Frequenz f; (oben). Die Verzerrung wird mit fixierten Primartonfre-
guenzen und -pegeln evoziert und ist in Abwesenheit des maskierenden f;-Stimulus konstant
(Stern). Wird zusétzlich mit einem dritten Ton f; ipsilateral maskiert, so wird ihre Amplitude
mit zunehmendem ls-Maskiererpegel supprimiert (Raute: Kontrollmessung vor CAS, Kreis:
Kontrollmessung nach CAS), bis die Verzerrung nicht mehr von dem Hintergrundrauschen
zu unterscheiden ist. Der Einfluss des Maskierers hangt von seiner Frequenz relativ zu den
Primartonfrequenzen ab: liegt er weit von ihnen entfernt, ist sein Einfluss geringer und es
werden hohere |;-Maskiererpegel benétigt, um die Verzerrung zu supprimieren (oberer
Graph). Im Vergleich dazu supprimiert ein nahe den Priméarténen gelegener f;-Maskierer
bereits bei deutlich geringeren Pegeln (unterer Graph). Bei gleichzeitiger CAS ('NBN
oberhalb f;", 1.5 Oktaven Breite, 20 dB SPL) wird der gesamte Kurvenverlauf nach unten
verschoben (Dreieck).
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Zur Quantifizierung des Einflusses kontralateraler akustischer Stimulation auf die f;-Maskie-
rung der otoakustischen Emission fand die bereits im vorherigen Abschnitt eingefiihrte Aus-
wertung der beiden Suppressionskriterien Anwendung. Die Suppressions-Abstimmkurven
ergaben sich dann aus den I;-Werten, bei denen die Emission um 6 bzw. 9 dB vermindert war

und die sich stark in Abhiingigkeit der f3-Frequenz voneinander unterschieden.

Entsprechende Suppressions-Abstimmkurven sind exemplarisch fiir sechs unterschiedliche
Versuchstiere in Abbildung 3.18 dargestellt (f; = 50 kHz). Wie die Kurven zeigen, liegt die
beste Frequenz (BF), d. h. diejenige f3-Frequenz, welche bei niedrigstem Pegel bereits eine
maskierende Wirkung zeigt, nahe der Stimulusfrequenz f>. Ausgehend von der BF steigt die
STC zu beiden Seiten steil an, da der supprimierende Einfluss des fi—-Markierers auf die Ent-
stehung der 2f}-f>-Verzerrung mit gréBerem Abstand zu der f>--Primartonfrequenz abnimmt.
Um den Einfluss der kontralateral applizierten Rauschstimuli auf die Trennschirfeeigenschaft
der ipsilateralen Cochlea zu beschreiben, wurden im Folgenden verschiedene KenngroBen

miteinander verglichen.

Zuniichst wurden die BF der STC miteinander verglichen, jedoch wurde bei keiner der unter-
suchten, ipsilateralen Stimulusfrequenzen (f; = 20, 30, 40, 50 und 60 kHz) ein signifikanter
Unterschied zwischen den Kontroll- und der CAS-Messung ermittelt (ANOVA-Analyse: p >
0.05). Auch unabhiingig von dem betrachteten Schwellenkriterium -6 und -9 dB war die Vari-
anz innerhalb der Kontrollmessungen gréfBer als die Effekte der CAS auf die BF. Dasselbe
galt fiir den f3—Maskiererpegel an der BF: auch hier lieB sich kein signifikanter Einfluss des
kontralateralen Rauschstimulus auf die ipsilaterale STC finden (ANOVA-Analyse: p > 0.05).
Ebenso waren die ermittelten Qsqp- und Q,oqs-Werte, die jeweiligen Bandweiten (BW Qsgs,
BW Q;04p) und die entsprechenden Schnittpunktfrequenzen (F tiefsqg, F hochsgg, F tiefigap, F
hochipap) keinem messbaren Einfluss durch CAS ausgesetzt (ANOVA-Analyse: p > 0.05).

Trotz der mangelnden Signifikanz soll am Beispiel des Priméartonstimulus f5 = 50 kHz auf
eine Tendenz bei den STC-Messungen hingewiesen werden. Abbildung 3.19 zeigt die Aus-
wertung der untersuchten Parameter zur Beschreibung der STC (MW + SD aus sechs Ver-
suchstieren). Dabei entsteht der Eindruck, dass sich die STC durch kontralaterales Applizie-
ren des Rauschstimulus ("NBN oberhalb 5", 1.5 Oktaven, 20 dB SPL) in ihrer Form verin-
dert. Die BF wird nach CAS im Mittel um 1.3 kHz erhoht, wihrend sich der 1;-Maskierer-

pegel bei der BF im Durchschnitt um 2.1 dB verringert. Die Bandweite der STC verringerte
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Abbildung 3.18: Vergleich der ipsilateralen fi-Maskierung vor, wahrend und nach kontralate-
raler akustischer Stimulation mit einem Rauschstimulus ('"NBN oberhalb f;", 1.5 Oktaven,

20 dB SPL). Die STC der 2f;-f,-Emission (f; = 50 kHz mit korrespondierender f,-Stimulusfre-
quenz, als Sterne in den Graphen) veranschaulichen die Trennscharfeeigenschaft des In-
nenohres, indem die verschiedenen f;-Maskiererfrequenzen unterschiedlichen Einfluss auf
die DPOAE-Entstehung ausiiben. Auf die erste Kontrollmessung ohne CAS (schwarze,
durchgezogene Linie) folgt zuerst die Messung mit CAS (graue Linie) und anschliefend eine
wiederholte Kontrollmessung ohne CAS (schwarze, gestrichelte Linie). Den typischen Verl-
auf einer STC kennzeichnen sowohl ein besonders sensitiver Bereich nahe der f,-Stimulus-
frequenz als auch die zu beiden Seiten hin steil ansteigenden Flanken. Die ermittelten STC
zeigen, unabhangig der Suppressionskriterien 6 oder 9 dB (linke und rechte Spalte), keinen
klaren Einfluss der CAS auf die Form der STC. Dargestellt sind die Messungen dreier Ver-
suchstiere (A13 oben, A9 Mitte, A12 unten).
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sich durchschnittlich um 2.8 kHz (5 dB oberhalb der BF) und 5.4 kHz (10 dB oberhalb der

BF). Die tieffrequenten Schnittpunkte in den STC 5 und 10 dB oberhalb der BF erhohen sich
im Mittel um 0.4 dB bzw. 0.5 dB. Die hochfrequenten Schnittpunkte dagegen werden um 1.3
bzw. 5 dB erniedrigt (5 bzw. 10 dB oberhalb der BF, alle Angaben sind den Ergebnissen des

Schwellenkriteriums -6 dB entnommen).

Zusammenfassend lésst sich eine Tendenz der STC-Verinderung beschreiben, die méglicher-
weise durch kontralaterale akustische Stimulation ituiert wird. Dabei scheint die STC durch
CAS eine Verengung zu erfahren, da sowohl die tief- als auch die hochfrequenten Flanken in
threr Steilheit verdndert wird, was sich in dem Verkleinern der Bandweiten manifestiert.
Offenbar werden auBerdem die gesamten STC unter CAS hin zu hoherfrequenten Bereichen
verschoben, da sich eine Verschiebung der BF hin zu hoheren Frequenzen abzeichnet. Allem
Anschein nach werden dabei aulerdem die gesamten STC nach unten verschoben, was durch
eine Verminderung des BF-Pegels angedeutet wird. Die Konsequenz an dieser Stelle miisste
lauten, dass kontralaterale akustische Stimulation mit einem Schmalbandrauschen womdéglich

das Potential hat, die Frequenzabstimmung der ipsilateralen Cochlea beeinflussen zu kénnen.

Auf den nachsten zwei Seiten:

Abbildung 3.19: Parameter der Frequenzabstimmung von STC vor (pre), wahrend und nach
(post) kontralateraler akustischen Stimulation mit einem Rauschstimulus ('NBN oberhalb f;,
1.5 Oktaven, 20 dB SPL) bei der Primartonfrequenz f; = 50 kHz. Unabhangig des Schwellen-
kriteriums (6 und 9 dB) lassen sich Tendenzen erkennen, in welcher Weise CAS die Fre-
guenzabstimmung innerhalb der Cochlea beeinflusst. Wahrend sich die BF (beste Frequenz)
erhoht, verringert sich der Pegel bei der BF. Die zu beiden Seiten der STC ansteigenden
hoch- und tieffrequenten Flanken werden steiler, wie die Verkleinerung der BW (Bandweiten
5 bzw. 10 dB oberhalb der BF) und die Schnittpunkte in der STC 5 bzw. 10 dB oberhalb der
BF zeigen. Die Veranderungen sind jedoch statistisch nicht signifikant (ANOVA-Analyse: p >
0.05). Dargestellt sind MW = SD von sechs Tieren.
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3. Ergebnisse
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4. Diskussion

4. Diskussion

4.1 Methodische Betrachtungen zur Messung ipsilateraler DPOAE bei
simultaner CAS

Die DPOAE-Messungen an C. perspicillata unter kontralateraler akustischer Stimulation hat-
ten zum Ziel, den Einfluss des medialen olivo-cochledren Systems auf die Innenohrcharakter-
istik zu untersuchen. Die akustische Stimulation der kontralateralen Cochlea mit Rauschsti-
muli, eine fiir die Untersuchung des olivo-cochleiren Systems giingige Methode, bewirkte in
den Versuchen zuverlissig eine Anderung des 2fj-f>-Pegels der ipsilateralen Cochlea. Dabei
konnte eine Verringerung, in keinem Fall aber emne Erhéhung der DPOAE-Amplitude be-

obachtet werden. Diese Effekte waren iiber die Zeit stabil und reproduzierbar.

4.1.1 Artefakt durch Ubersprechen

In der vorliegenden Arbeit wurde mit Hilfe der Messung otoakustischer Emissionen bei
gleichzeitiger kontralateraler akustischer Stimulation der Einfluss des efferenten Systems von
Fledermiusen untersucht. Die hier verwendete und bereits in der Horforschung etablierte
Versuchsanordnung zur Stimulierung der MOC-Fasern (eine Ubersicht hierzu findet sich bei
Guinan 20006) setzt dabei voraus, dass die ipsilaterale Cochlea zur Erzeugung der DPOAE mit
zwel Reinténen beschallt wird. Die Stimulierung der kontralateralen Cochlea dient hingegen
zur Erregung der kontralateralen auditorischen Nervenfasern, die ihrerseits vom kontralatera-
len CN heraufziehend die Mittellinie kreuzen und Synapsen mit Neuronen des Superioren
Olivenkomplexes bilden. Deren Axone zichen weiter die Hérbahn hinab zu der ipsilateralen
Cochlea (siche Abbildung 1.4), wo sie durch direkten Kontakt mit den Somata der OHC die
cochledre Mikromechanik beeinflussen und schlieBlich zu Veridnderungen der DPOAE- Am-

plitude fithren kénnen.

Bei der akustischen Stimulierung des efferenten Systems muss zuniichst abgeschitzt werden,
ob ein direktes Ubersprechen des kontralateralen Signals auf die ipsilaterale Cochlea stark
genug ist, die ermittelten Effekte zu verursachen bzw. zu ihrer Entstehung beizutragen. Uber-
sprechen entsteht, sobald der kontralaterale Schallstimulus tiber andere Wege als die oben

beschriebenen Nervenbahnen die ipsilaterale Cochlea beeinflussen kann. Wenn er beispiels-

74

Allgemein Seite 75



4. Diskussion

weise direkt an das ipsilaterale Ohr gelangt, stellt er ein zusitzliches Schallsignal dar, welches
selbst in der Lage 1st, die ipsilaterale cochleidire Mikromechanik zu beeinflussen. In Konse-
quenz dessen wire in Versuchen nicht mit Sicherheit bestimmbar, welche Veridnderungen des
DPOAE-Pegels durch das Ubersprechen und welche tatsichlich durch Aktivierung der

MOC-Fasern entstiinden.

Generell lassen sich hier zwei in Frage kommende Ursachen fiir das Ubersprechen diskutie-
ren: 1. Ubertragung von Schallschwingungen des Tierkérpers auf das periphere Hororgan,
auch bekannt unter dem Begriff Gewebeschallleitung und 2. Ubertragung von Schall-
schwingungen durch Luft. Voraussetzung fiir letztere ist ein akustisch nicht abgeschlossenes
Stimulationssystem am kontralateralen Ohr. Kontralateral applizierter Schall kénnte dann
tiber Schallbeugung um den Kopf des Versuchstieres an das ipsilaterale Ohr gelangen. Tiefe
Frequenzen spielen im Vergleich zu hohen Frequenzen dabei eine tragende Rolle, da sie
aufgrund ihrer niedrigeren Wellenlidnge besser gebeugt und somit mit héherer Amplitude an

der ipsilateralen Cochlea angelangen.

Ein Ubersprechen hervorgerufen durch Gewebeschallleitung konnte in den Experimenten
nicht verhindert werden. Der Knochen- und Gewebeverbund, der sich bei dem intakten Siu-
gerkopf zwischen den beiden ebenfalls in knéchernen Strukturen eingebetteten Cochleae be-
findet, weist typischerweise eine tiefe Resonanzfrequenz auf. Die Eigenschwingung des
Kopfes wurde vor allem am menschlichen Kopf untersucht und beschrinkt sich nach Rein-
feldt et al. (2007) vor allem auf den Frequenzbereich unter 10 kHz. Fiir Fledermause, wie

(. perspicillata, gibt es hierzu keine Daten.

Um das Ubersprechen in den vorliegenden Experimenten bewerten zu konnen, sind in Ab-
bildung 2.6 Beispielmessungen des Ubersprechens zweier Versuchtiere dargestellt, die repri-
sentativ fiir alle Messsituationen sind. Beide Graphen zeigen deutlich, dass tieffrequente
Schallstimuli weniger stark durch den Kopf des Versuchstieres abgeschwicht wurden und
daher die ipsilaterale Cochlea mit héherem Pegel erreichten, als hochfrequente. Generell war
Ubersprechen nur bis zu einer Frequenz von 40 bis 50 kHz detektierbar, im hoherfrequenten
Bereich sank es unter das Niveau des Umgebungsrauschens (siche graue Kennlinie in der
Abbildung). Eine besonders geringe Abschwiichung durch den Kopf erfuhr der Frequenzbe-
reich um 10 kHz (Amplitudenmaximum in der Abbildung).

Bezogen auf die Ergebnisse dieser Arbeit ist die Bedeutung des Ubersprechens als gering zu

bewerten. Ab etwa 25 kHz schwiicht der Kopf des Tieres das kontralaterale Signal um min-
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destens 40 dB ab. Unter Beachtung der Tatsache, dass eine signifikante Suppression der
DPOAE- Amplitude bereits mit einem NBN-Pegel von 20 dB SPL (be1 f> = 20 kHz, bzw.

21 und 23 dB SPL bei f; =40 und 60 kHz) aufiraten, muss geschlussfolgert werden, dass der
Tierkopf in der Lage ist, simtliche hohen Frequenzen bei solchen Pegeln ausreichend abzu-
schwiichen. Eine Ausnahme davon bilden Frequenzen um 10 kHz, die lediglich um etwa 10
dB durch den Kopf des Tieres abgeschwiicht wurden und so ipsilateral relevant waren. Diese
tieffrequenten kontralateralen Stimuli ergaben sich nur innerhalb der Versuchsanordnung mit
dem CAS "NBN unterhalb f", welche allerdings den geringsten Effekt auf die DPOAE-Am-

plitude erzielte.

In der vorliegenden Arbeit geben die ipsilateral gemessenen STC Aufschluss dariiber, wie
laut ein potentieller Ubersprecher sein miisste, um nennenswerte Suppression im Sinne einer
2-Ton Suppression zu bewirken (Duifhuis 1980, Nuttall und Dolan 1993). Addiert man die
frequenzspezifische Kopfabschwichung von C. perspicillata zu den STC-Pegeln, so kommt
man auf sehr hohe kontralaterale Reintonpegel, wie sie keinesfalls im CAS NBN-Stimulus

vorhanden waren.

4.1.2 Artefakt durch Aktivierung des Mittelohrmuskelreflexes

Einen signifikanten Einfluss auf den Pegel von DPOAE kénnen die Mittelohrmuskeln aus-
tiben, der Musculus stapedius und der Musculis tensor tympani. Durch seine Ansatzstelle am
Hals des Stapes ist vor allem der M. stapedius in der Lage, nach erfolgter Kontraktion die
FuBplatte des Stapes in der Fenestra ovalis zu verkanten und damit die Schwingungsfihigkeit
des Stapes zu vermindern, was eine Dimpfung und damit einhergehend eine Verschlechte-
rung der Schalliibertragung nach sich zieht (Pang und Peak 1986). Es kann in Folge der
Mittelohrmuskelkontraktion sowohl der in die Cochlea eindringende Schall als auch die aus
dem Ohr austretende DPOAE selbst in ihrer Amplitude veréindert werden (Biiki et al. 2000,
Sun 2008). Die Einfliisse der kontrahierten Mittelohrmuskeln und des aktivierten MOC-
Systems, welche die DPOAE-Amplitude gleichermaBen modulieren kénnen, wiren in diesem
Fall nicht mehr eindeutig durch Messungen otoakustischer Emissionen voneinander zu
trennen. MEM-Kontraktionen sind somit eine wichtige Quelle von Artefakten bei der MOC-

Aktivitatsbestimmung (Whitehead et al. 1991, Burns et al. 1993).
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Die Kontraktion der MEM erfolgt in Form eines Reflexes, dem sogenannten Mittelohrmus-
kelreflex (engl.: middle ear muscle reflex, MEM-Reflex). Sobald Schall ausreichender Ampli-
tude das Ohr erreicht, kann die Muskelkontraktion ausgeltst werden. Als biologische Bedeu-
tung dieses Reflexes wird in der Literatur der Schutz des Innenohrs vor potenziell schmerz-
haften und schiidigenden Gerduschen diskutiert (siche Ubersichtsarbeit von Borg und Counter
1989).

Der MEM- und der MOC-Reflex weisen iiberdies weitere Gemeinsamkeiten auf: anatomische
in Form von gemeinsamen Interneuronen in verschiedenen Nuklei (ventraler CN und SOC;
Lee et al. 2006) und funktionelle in Form von einer optimalen Anregung durch Breitbandrau-
schen (Liberman und Guinan 1998, Veuillet et al. 1991). Der MEM-Reflex kann beidseitig,
also binaural, ausgeldst werden. Folglich ergibt sich fiir die Versuche der vorliegenden
Arbeit, dass sowohl die ipsilateralen Primirtonstimuli als auch die kontralateralen efferenten

Stimuli potenzielle Ausléser des MEM-Reflexes fiir beide Ohren sein kénnten.

Die Reizschwelle, ab welcher der MEM-Reflex aktiviert werden kann, ist Gegenstand aktuel-
ler Forschung und wird sehr kontrovers diskutiert. Frithere Arbeiten an Menschen (Liberman
und Guinan 1998), an der Schnurrbartfledermaus (Henson et al. 1995) oder der Ratte (Pilz et
al. 1997) zeigten, dass nur laute Schallpegel von 75 dB SPL bzw. 80 dB SPL den MEM-Re-
flex auslésen kénnen. Jiingere Ergebnisse einer Arbeit an betiubten Ratten zeigten, dass die
Reizschwelle des MEM-Reflexes deutlich tiefer liegen kénnte, als bisher angenommen
(Relkin et al. 2005). So konnte der MEM-Reflex bereits bei 35 dB SPL ausgeldst werden und
messbar die DPOAE-Amplitude supprimieren. Diese sehr tiefe Reizschwelle wurde vor allem
fiir tiefe Stimulusfrequenzen (f> = 6 bis 10 kHz) gefunden. Fiir hohere f>-Stimulusfrequenzen

(ab 12.5 kHz) betrug sie bei den betdubten Ratten ca. 50 dB SPL.

In der vorliegenden Arbeit wurden die Versuchsbedingungen so gewihlt, dass eine Beeinflus-
sung der Ergebnisse durch Aktivierung des MEM-Reflexes fast ausgeschlossen werden kann.
Bei der Wahl der Primirtonstimulusparameter wurde darauf geachtet, dass jeweils die mini-
malsten Amplituden verwendet wurden, um deutliche, aus dem Umgebungsrauschen sich
hervorhebende DPOAE zu erhalten. So konnten die Versuche bei einem GroBteil aller Mes-
sungen mit Priméirtonamplituden unter 50 dB SPL durchgefiihrt werden. Auch der supprimie-
rende Effekt des CAS zur Aktivierung des MOC-Systems setzte bereits bei besonders nied-
rigen Amplituden ein (bereits ab ca. 20 dB SPL). Bei solch niedrigen Schwellenwerten wurde

in der Literatur nie zuvor von der Kontraktion der MEM berichtet. In allen Messungen betru-
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gen die maximalen CAS-Pegel weniger als 60 dB SPL. Diese CAS-Pegel liegen somit unter-
halb der ermittelten Schwelle fiir die MEM-Kontraktion bei Flederméusen (Suga und Jen
1975, Henson et al. 1995). Die allgemein gingige Auffassung, die Funktion des MEM-Re-
flexes liege darin, das Innenohr vor zu lautem Schall zu schiitzen, wiirde bei niedrigen

CAS-Pegeln, wie 20 dB SPL, auBerdem bedeutungslos.

Betrachtet man des Weiteren die Frequenzabhingigkeit des MEM-Reflexes, so ist bekannt,
dass er die Eigenschaften eines Tiefpasses aufweist, d. h. die Kontraktionen der MEM vor
allem die Transmission tiefer Frequenzen im Mittelohr behindert. Dies wurde bei Sdugern
nachgewiesen, z. B. bei Fledermiusen (maximale Abschwiichung bei 20 kHz; Henson 1970,
Pollak und Henson 1973) und Ratten (maximale Abschwichung bei 10 kHz, Berge et al.
1990; MEM-Reflex beeinflusst insgesamt einen Frequenzbereich von | bis 20 kHz, Murata et
al. 1986) und wurde dort in dem Zusammenhang interpretiert, dass die Detektion bzw. Analy-
se von Nutzsignalen im hochfrequenten Bereich vor meist tieffrequenten Umgebungsgeriu-
schen verbessert wird. Bei der Analyse der Frequenzspezifitit des efferenten Systems muss
folglich beriicksichtigt werden, dass der MEM-Reflex bei Siugern demnach vermutlich eben-
falls frequenzspezifisch wirkt. Im Vergleich zu den ermittelten Effekten der vorliegenden
Arbeit aber wirkt er genau entgegengesetzt zu ihnen, nimlich nicht im hochfrequenten Be-
reich. Deshalb sollte eine Involvierung des MEM-Reflexes bei den Effekten weitgehend

auszuschlieBen sein.

Letzte Sicherheit {iber den Einfluss des MEM-Reflexes auf die Ergebnisse dieser Arbeit mag
darin bestehen, mittels chirurgischem Eingriff wihrend der akustischen Versuche zuerst die
Mittelohrmuskeln und im Anschluss daran die MOC-Fasern zu durchtrennen. Bei wieder-
holter Messung wiirde dann — so die Annahme — zu erkennen sein, welche DPOAE-Effekte
bei der CAS jeweils tibrig blieben und damit den unterschiedlichen Reflexbdgen zuzuschrei-
ben wiiren (Relkin et al. 2005, Smith et al. 2008). Der Nachteil solcher schwerwiegenden
invasiven Eingriffe liegt allerdings auf der Hand: sie kénnten den physiologischen Zustand
des Innenohrs unkontrolliert beeinflussen. Bereits durch geringe Verdnderungen der Kérper-
temperatur oder der Druckverhiltnisse im Ohr kann néimlich die Entstehung von DPOAE
selbst beeintrichtigt werden. Gerade bei einem kleinen Sauger wie C. perspicillata gestaltete
sich eine Sektion der beteiligten Strukturen als besonders heikel, ungeachtet des Umstands,
dass ein solcher Eingriff invasiv ist und das Versuchstier am Ende des Experiments getotet

werden miisste. Dariiber hinaus lieBen sich solche chirurgischen Eingriffe natiirlich nur unter
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Betiubung durchfiihren. Unter Betdubung treten jedoch bei C. perspicillata keine kontrala-

teralen Effekte auf.

4.1.3 Messungen an nicht narkotisierten, wachen Versuchstieren

Bei der Bearbeitung biologischer Fragestellungen mit Hilfe von Tierversuchen stellt sich hiu-
fig das Problem der mangelnden ,,Kooperation® des Versuchstiers fiir die Dauer des Experi-
ments. Dies gilt auch bei Methoden wie der nicht invasiven DPOAE-Messung. Gerade bei
akustischen Experimenten kann die Verfilschung der Ergebnisse durch Tierbewegungen
immens sein. Hiufig sehen sich Horforscher daher dazu gezwungen, zu Betdubungsmitteln zu
greifen, um das Versuchstier ruhig zu stellen. Dabei gerit man zwangsliufig in einen Kon-
flikt: Schnell und einfach durchzufiihrende Experimente liefern die gewiinschte Datenmenge.
Gleichzeitig wird jedoch das Risiko in Kauf genommen, Artefakte durch unvorhersagbare

Betiaubungsmitteleinfliisse zu generieren.

Die Bandbreite der in der Literatur zu findenden durch Injektionsnarkotika initiierten Verin-
derungen von OAE-Messungen ist weitreichend. Untersuchungen zeigten dabei eine mégliche
Zunahme (z. B. Harel et al. 1997, Liberman 1989), keine Veridnderung (z. B. Lonsbury-
Martin et al. 1987, Zheng et al. 1997) meistens jedoch eine Abnahme (z. B. Hatzopoulos et al.
2002, Zheng et al. 1997) der OAE-Amplitude unter Andsthesie. Diskutiert wurden solche
Ergebnisse in Abhingigkeit der Narkosetiefe, der unterschiedlichen Druckverhiltnisse im
Mittelohr und der Aktivitit des MEM-Reflexes, der Beeintrichtigungen des physiologischen
Zustands des Versuchstiers wihrend der Narkose (z. B. durch Verinderungen der Kérper-
temperatur oder des cochleiiren Blutflusses und seiner Autoregulation) und/oder schlieBlich
der beeinflussten neuronalen Aktivitit des medialen efferenten Systems. Einstimmigkeit
herrscht in Fachkreisen meist tiber den Umstand, dass Betdubungsmitteleinfliisse auf die phy-
siologischen Vorginge im Innenohr meist unberechenbar sind und im Allgemeinen unter-

schiitzt werden (Smith et al. 2008).

In dieser Arbeit ist es gelungen, durch den geduldigen Umgang mit den Versuchstieren wih-
rend der Experimente auf eine Narkose derselben zu verzichten. Die Messungen wurden dabei
so haufig wiederholt, bis sich die Manipulation des DPOAE-Pegels durch Tierbewegungen in
einem fiir die Datenauswertung akzeptablen AusmaB befand (siche methodische Beschrei-
bungen unter Abschnitt 2.3). Bei der Datenanalyse wurde ebenso dem Umstand Rechnung

getragen, dass Tierbewegungen die Messungen stéren kénnen: es wurden harte Kriterien ver-
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wendet (siche Auswertung zur Kontrollmessungen in Abschnitt 2.4), um CAS-induzierte
Effekte auf den DPOAE-Pegel von solchen durch Tierbewegung zu trennen. So wurde z. B.
bei der Auswertung auf das in der Literatur ebenfalls gingige 3-dB-Schwellenkriterium fiir
eine Reduktion des DPOAE-Pegels durch CAS verzichtet und héhere Schwellenkriterien bei

6 und 9 dB verwendet.

Die Vorteile der vorliegenden Experimente am wachen Versuchstier iiberwiegen deutlich
trotz erhdhten Aufwandes. Die am wachen Tier erzielten supprimierenden Effekte des CAS
auf die DPOAE-Amplitude waren unter Narkose eliminiert (vgl. hierzu Abschnitt 3.1 und
3.2).

Das in Tierversuchen weit verbreitete und hier angewandte Narkosegemisch von Ketamin und
Xylazin dient der Schmerzbehandlung und Sedierung. Als pharmakologische Wirkorte sind
einerseits Glutamat-NMDA-Rezeptorkomplexe (Ketamin) und andererseits a2-Adrenozep-
toren (Xylazin) zu nennen. Schon frither wurde der Einfluss der Injektion von Ketamin und
Xylazin auf die OAE-Evozierung untersucht. Liberman (1989) zeigte, dass sich die Aktivitit
des vorrangig hemmend wirkenden olivo-cochleiiren Systems in Abhingigkeit der Tiefe der
Aniisthesie verringerte. Auch Harel et al. (1997) fiihrten die Erhéhung der OAE-Amplitude
am Chinchilla unter Narkose auf eine Drosselung der Aktivitit des olivo-cochleidren Systems
zuriick. Der Effekt wurde mit einer Disinhibition jener Mechanismen erkliirt, die zur Generie-
rung von OAE fiihren. Eine Erklirung fiir solche Narkoseeffekte bietet z. B. der Umstand,
dass sich NMDA-Rezeptoren vielfach im ZNS wieder finden, bis hin zu den Synapsen der
IHC (Eybalin, 1993).

Die in dieser Untersuchung erzielten Narkoseeffekte auf die DPOAE-Evozierung unterstiitzen
die Annahme, dass die Einfliisse der kontralateralen akustischen Stimulation als olivo-cochle-

dre Aktivitit gedeutet werden kénnen.
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4.2 Efferente Modulation des cochleidren Verstarkers liber die Fasern des
MOC-Systems

4.2.1 Einfluss der Bandbreite der CAS auf die Evozierung der DPOAE

In Folge von akustischer Stimulation der kontralateralen Cochlea mit Rauschstimuli wurde in
der vorliegenden Arbeit das kubische Verzerrungsprodukt der Frequenz 2f,-f; der ipsilatera-
len Cochlea vermindert. In keinem Fall konnte eine Erhéhung der DPOAE-Amplitude beob-
achtet werden. Bereits an verschiedenen Spezies wurde gezeigt, dass CAS mit Rauschstimuli
die Cochleamechanik verindern kann (z. B. Katze: Puria et al. 1996; Meerschweinchen: Kuja-
wa et al. 1993, Puel und Rebillard 1990; Mensch: Maison et al. 2000, Lisowska et al. 2002).

Dieses Phinomen wurde auch in dieser Arbeit an C. perspicillata bestitigt.

Bei C. perspicillata besteht auBerdem ein positiver Zusammenhang zwischen der Bandbreite
des Rauschstimulus und dem Grad der Suppression: je breitbandiger der Rauschstimulus war
(1.5 Oktaven > 1 Oktaven > 0.5 Oktaven), je mehr Frequenzen er folglich umfasste, desto
geringere Amplituden waren notwendig, um die 2f;--Amplitude zu dimpfen. Spektral breit-
bandige Stimuli supprimierten also stirker als solche mit schmaleren Bindern. Auch dieses
Ergebnis an C. perspicillata fiigt sich ein in eine Vielzahl von Studien, die sich mit der Frage
des effektivsten Stimulus fiir CAS befassten. So fiihrten z. B. Maison et al. (2000) Untersu-
chungen am Menschen durch, innerhalb derer die Korrelation zwischen Stimulusbandbreite
und Stirke der Reduktion otoakustischer Emissionen nachgewiesen wurden. Eine Ubersicht
zu der verstirkten Suppression des 2f;-f>-Pegels durch BBN (engl.: broadband noise, Breit-
bandrauschen, gleichbedeutend mit Weilem Rauschen) im Vergleich zu Schmalbandrauschen

oder Reinténen bei Menschen findet sich bei Collet et al. (1994).

Eine Erklirung fiir dieses Phinomen bictet der Umstand, dass in Abhingigkeit seiner spektra-
len Bandbreite ein Stimulus eine unterschiedliche Anzahl an MOC-Eingéngen aktivieren
kann. Diese wiederum wiirden sich dann im Falle eines Breitbandrauschens durch eine simple
rdumliche Aufsummierung starker auswirken, als das ein Schmalbandrauschen verursachen
konnte (Maison et al. 2000). Zusiitzlich nechmen mit der Bandbreite eines Rauschstimulus
seine Amplitudenfluktuationen und damit seine stochastische Natur zu, was sich ebenfalls
positiv auf die Erregbarkeit medialer olivo-cochledrer Fasern auswirkt (Gummer et al. 1988).
In Anbetracht der oben beschriebenen besonderen Rolle von Rauschstimuli bei der Aktivie-

rung des MOC-Systems wurden in dieser Arbeit keine Reintdne als kontralaterale akustische
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Stimuli getestet. Thr Einfluss auf das mediale olivo-cochleiire System gilt als vergleichsweise

gering (Maison et al. 2000).

4.2.2 Hohe Effizienz des kontralateralen Stimulus

Die kontralaterale Prisentation von Rauschstimuli bewirkte unter idealen Versuchsbeding-
ungen (CAS mit 'NBN oberhalb 5" und einer Bandbreite von | bzw. 1.5 Oktaven, siche Ab-
schnitt 3.1) zuverlédssig eine Verminderung der ipsilateral evozierten otoakustischen Emissio-
nen um 6 bzw. 9 dB und mehr. Diese Verinderungen waren bereits ab CAS-Pegeln von z. T.
unter 20 dB SPL (Einzelmessungen) messbar. Eine signifikante Suppression der 2f;-f>-Emis-
sion wurde fiir 20, 40 und 60 kHz (f>) ab NBN-Pegeln von 23, 21 und 20 dB SPL (siche
Abschnitt 3.2) ermittelt. Verglichen mit anderen Studien zur Aktivierung des MOC-Systems
sind zwel Aspekte dabei besonders bemerkenswert: Bei C. perspicillata ist die Pegelvermin-
derung der 2f-f,-Emission in der GréBenordnung von vielen Dezibel vergleichsweise groB.
Insbesondere tiberrascht dabei auch die Tatsache, dass aulergewdhnlich geringe CAS-Pegel

solche starken Suppression evozieren.

Ein GroBteil der publizierten Arbeiten zur CAS berichten iiber Pegelverminderungen der ipsi-
lateralen 2f)-f5-Emission bei gleichzeitiger CAS des MOC-Systems von geringerem Ausmal,
als in dieser Studie beschrieben. Unter vergleichbaren Versuchsbedingungen wurden {ibli-
cherweise Inhibitionen von einem halben bis hin zu wenigen Dezibel erzielt (z. B. Moulin et

al. 1993, Chéry-Croze et al. 1993, Lisowska et al. 2002, Sun 2008).

Vergleichbar groBe Suppressionen der 2f;-f>-Emission nach CAS (bis zu -14 dB, hervorge-
rufen durch ein NBN mit einer Bandbreite von 50 kHz) sind in einem dhnlichen Zusammen-
hang in fritheren Arbeiten am Meerschweinchen schon einmal diskutiert worden (Kujawa und
Liberman 2001). Die Autoren gaben allerdings zu bedenken, dass diese sehr grofen Effekte,
die dem MOC zugeschrieben wurden, woméglich auf eine ungiinstige Wahl der Stimuluspa-
rameter zurtickzufiihren waren: den ipsilateralen DPOAE-Messungen lagen dabei Primiirton-
pegel zwischen 60 und 80 dB SPL zugrunde. Das Problem bei der Auswertung solcher Daten
besteht in den typischerweise bei héheren Primirtonpegeln auftretenden Einbriichen der
2f)-f5-Emission (notch). In diesem messbaren Minimum einer I/O-Funktion kénnen die CAS-
Effekte besonders groB sein und in ihrer Richtung (Suppression vs. Verstirkung) variieren

(Miiller et al. 2005). Als Grund dafiir diskutieren Miiller und Kollegen die Theorie der
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DPOAE-Quellen, bei der zwel verschiedene Komponenten verantwortlich gemacht werden:
1. die Verzerrungskomponente, die in dem Uberlappungsbereich der beiden Primértone
entsteht (Rhode 2007) und 2. der Reflektionskomponente, die sich von ihrem eigenen Reso-
nanzort ebenfalls als Wanderwelle Richtung Stapes bewegt und so im Ohrkanal messbar ist.
Diese beiden Komponenten weisen, in Abhiingigkeit ihrer Frequenz und Amplitude, Phasen-
unterschiede auf], so dass siec im Ohrkanal konstruktiv oder destruktiv interagieren kénnen
(Ren 2004). Je nachdem auf welche der beiden Komponenten das angeregte mediale olivo-
cochleidre System wirken wiirde, so die Meinung der Autoren, wiirde es zu groBen Unter-

schieden in der DPOAE-Amplitude kommen kénnen.

Die in der vorliegenden Studie durchgefithrten DPOAE-Messungen zur frequenzspezifischen
CAS (siche Abschnitt 3.1) konnten trotz unsedierter Versuchstiere tiberwiegend bei leisen
Primirtonpegeln (1, = 20 bis 40 dB SPL) durchgefiihrt werden. Nur bei drei der insgesamt 18
Messungen betrug der 1,-Pegel mehr als 40 dB SPL (45, 50 und 55 dB SPL). Einbriiche der
2f)-f,-Emission, wie sie bei der Messung von [/O-Funktionen ermittelt werden konnten
(Abschnitt 3.2), traten vermehrt bei I,-Pegeln von 55 dB SPL und mehr auf. Dies stimmt mit
Daten aus der Literatur iiberein, wo mit vergleichbaren Frequenzverhiltnissen von f5/f; die
Bereiche des norch mit 1,-Pegeln von 55-75 dB SPL erreicht wurden (Késsl 1992). Somit
kann mit groBer Wahrscheinlichkeit ausgeschlossen werden, dass die Wahl der Primirton-
stimulusparameter und damit auftretende nofch — Zustinde die ermittelten Effekte verursacht

haben kénnten.

Vielmehr deuten die deutlichen CAS-Effekte, die bereits bei geringen ipsilateralen Primir-
tonpegeln auBerhalb des Bereichs von Amplitudeneinbriichen (notch) erfolgen, darauf hin,
dass die Efferenzen tatsiichlich nur die primire DPOAE-Quelle im Uberlappungsbereich der
Primirtonwanderwelle beeinflussen. Aus der Literatur ist bekannt, dass das MOC- System
vor allem die cochleiire Verstirkung leiser Schallstimuli moduliert, was mit der ausgeprigten
nichtlinearen Funktionsweise des cochleiiren Verstirkers zu erkliren ist (Moulin et al. 1993,
Janssen und Gehr 2003, Guinan 2006). Legt man den Ergebnissen dieser Arbeit die allgemein
gingigen Annahme, DPOAE seien das Nebenprodukt aktiver Verstiarkungsmechanismen im
Innenohr zugrunden, dann wiirden Verinderungen solcher DPOAE, die vor allem durch leise
Primértonstimuli evoziert seien, besonderen Aufschluss tiber die Aktivitit des MOC-Systems

geben.
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Wie schon zu Beginn dieses Abschnitts erwihnt, stellen die auergewdhnlich geringen
NBN-Pegel, mit denen die 2f;-f>-Verminderung erreicht wurde, eine Besonderheit dar. In der
Literatur finden sich wesentlich kleinere Pegelverminderungen unter deutlich stirkerer CAS.
So fanden z. B. Moulin et al. (1993, am Menschen) signifikante Effekte des in den Versuchen
verwendeten NBN (Bandweite: 8.5 kHz) auf die 2f}-f>-Emission ab einem NBN-Pegel von
55 dB SPL und mehr. Lisowska et al. (2002) beschreiben Pegelverminderungen der DPOAE-
Amplitude (um maximal 1.5 dB) nach CAS mit NBN mit einer Amplitude von mindestens 50
dB SPL. Auch James et al. (2002) fanden in ihren Arbeiten erste signifikante supprimierende
Einfliisse auf die 2f}-f--DPOAE ab einer GroBenordnung der CAS-Pegel von 60 dB SPL,
obwohl dort sogar BBN zum Einsatz kam. Verglichen mit den eben genannten Studien wurde
in der vorliegenden Arbeit trotz geringer NBN-Pegel eine wesentlich stirkere Suppression
erzielt. So sank der Verzerrungspegel um mehr als 13 dB bei NBN-Pegeln, die mit der
Literatur vergleichbar sind (13.6 dB bei f> =20 kHz bzw. 16.9 und 13.8 dB bei f> =40 und 60
kHz).

All diese Effekte sind aus weiter oben genannten Griinden wahrscheinlich nicht durch die
Aktivitit des MEM-Reflexes erklirbar. Denkbar ist vielmehr eine mafigebliche Beteiligung
des MOC-Systems, das bei C. perspicillata, verglichen mit anderen Spezies, einen besonders
ausgeprigten Einfluss auf die Innenohrmechanik zu haben scheint. Um diese, vermutlich
durch das MOC induzierten Verinderungen des cochleiren Verstirkers besser charakteri-
sieren und verstehen zu kénnen, wurden Experimente zur deren Frequenzspezifitit durchge-

fiihrt, die im Folgenden diskutiert werden sollen.

4.2.3 Frequenzspezifische Modulation der Innenohrmechanik durch das
MOC-System

Die Untersuchungen zur frequenzspezifischen Modulation der Innenohrmechanik durch CAS
zeigten in Abhédngigkeit der Frequenzen des kontralateralen Rauschstimulus deutliche Ergeb-
nisse: Maximale 2f;-f>-Pegelverminderungen wurden durch NBN erzielt, deren Zentrums-
frequenzen oberhalb der ipsilateralen f>-Primértonfrequenzen lagen (f>: 20, 40 und 60 kHz).
Rauschstimuli mit einer Zentrumsfrequenz unterhalb der f\-Primirtonfrequenzen oder zwi-
schen den beiden Primiirtonfrequenzen hatten dagegen einen geringeren bis gar keinen Ein-
fluss auf den DPOAE-Pegel. Dieser klare, in Relation zu den Primiértonstimulusparametern

stehende frequenzspezifische Effekt fand sich bei allen Messungen ab einer NBN-Bandweite

84

Allgemein Seite 85



4. Diskussion

von | Oktave (1 und 1.5 Oktaven). Folglich besteht ein deutlicher frequenzspezifischer
Zusammenhang zwischen den Stimulusfrequenzen, der CAS-Frequenz und ihrem Einfluss auf

die DPOAE-Entstehung.

Verglichen mit Befunden aus der Literatur ist diese klare Frequenzspezifitit von kontralate-
raler akustischer Stimulation auf die Evozierung von 2f;-:-DPOAE auBergewd6hnlich.
Bislang existierten nur fiir die £-f;-DPOAE (akustischer Differenzton) Befunde an der
Wiistenrennmaus, die eine Frequenzspezifitiit des efferenten Systems nahe legen (Abel et al.
2009, Althen et al. 2012). Beziiglich der 2f,-f;-DPOAE sind die Ergebnisse aus der Literatur
dabei sehr unterschiedlich und lieBen bislang keine klaren Riickschliisse der Frequenz-
selektivitat efferenter Einfliisse auf die Innenohrmechanik zu. Chéry-Croze und Kollegen
fanden z. B. dann eine maximale Suppression der 2f}-f;5-DPOAE (lediglich um bis zu 0.8 dB),
wenn die NBN-Frequenzen unterhalb der Primartonfrequenzen lagen. Von vier untersuchten
Frequenzorten auf der Basilarmembran bestitigte sich dieser Effekt aber nur bei den beiden
basaleren (also tieferen: 1 und 2 kHz) Frequenzen, fiir die beiden apikaler gelegenen (3 und
4 kHz) waren die Ergebnisse nicht prizise (Chéry-Croze et al. 1993). Eine im selben Jahr
verdffentlichte Studie von Moulin et al. (1993) mit BBN als kontralateralem Stimulus zeigte
hingegen eine mehrere dB starke Suppression der 2f;-f;-Emission im Bereich von mittleren

Frequenzen (untersuchter Frequenzbereich: 0.6 — 6 kHz).

Neuere Arbeiten am Menschen auf diesem Gebiet untermauern den Eindruck, dass ein Zu-
sammenwirken zwischen den ipsilateralen Stimulusfrequenzen und der genauen Lage der
Rauschbinder der efferenten Stimuli existiert (Lilaonitkul und Guinan 2009, Walsh et al.
2010): je nachdem welche ipsilateralen Stimulusfrequenzen dabei untersucht wurden, trat eine
betrichtliche Variabilitdt des MOC-Einflusses auf. Bei sehr niedrigen ipsilateralen Stimulus-
frequenzen (0.5 kHz) 16sten Rauschbiinder oberhalb der Stimulusfrequenzen den MOC-Re-
flex am stirksten aus. Be1 | kHz trat das Gegenteil ein: hier supprimierte ein unterhalb der
Stimulusfrequenzen gelegenes Rauschband die ipsilaterale Emission am stérksten. Um bei

4 kHz am effektivsten den MOC-Reflex zu aktivieren, bedurfte es einer CAS mit einer Fre-
quenz, die der ipsilateralen Stimulusfrequenzen entsprach. Eine sinnvolle Interpretation
solcher Daten ist bislang noch nicht gelungen, da man erst langsam beginnt, das MOC-

System zu entschliisseln.

In einigen Arbeiten zu dem Thema der Frequenzspezifitit des efferenten Systems findet man

im weiter gefassten Zusammenhang einen Bezug zu der Zwei-Komponenten-Theorie und
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damit zur Entstehung otoakustischer Emissionen, wie sie bereits weiter oben beschrieben
wurde. MOC-Stimulation inhibierte dabei beide Komponenten und veriinderte zudem deren
Phase (aufgrund von Interferenzen, was in diesem Fall zu Ausléschung zwischen den zwei
Komponenten fiihrte). Die zwei Komponenten wurden aber nicht in gleichem MaBe beein-
flusst: die Reflexionskomponente wurde stiirker beeintrichtigt, als die Verzerrungskompo-
nente (Shera und Guinan 1999, Abdala et al. 2009, Deeter et al. 2009),

In den vorliegenden Experimenten konnte keine Verinderung der Phasenlage der DPOAE
wiihrend CAS ermittelt werden. Dies liegt vermutlich an dem Versuchsaufbau. Es wurden
keine Feinstrukturmessungen, sogenannte hochaufgeldste DP-Gramme, wie sie in den letzt-
genannten Arbeiten angewandt wurden, gemessen, die den Emissionspegel als Funktion der
ipsilateralen Stimulusfrequenz f in besonders kleinen Frequenzschritten (in der GréfBen-
ordnung von wenigen Hz) beschreiben. Innerhalb solcher Messungen schwankt typischer-
weise der DPOAE-Pegel in Abhiingigkeit der untersuchten Stimulusfrequenz betrichtlich, es
kommt also zu groBen Einbriichen (Miiller et al. 2005). Die so entstehenden Feinstruktur-
minima der DPOAE-Amplitude werden durch die Phasen-Interaktion der verschiedenen
DPOAE-Komponenten erklirt und sind im Ubrigen besonders anfillig fiir MOC-Effekte.

Die Phasenverinderungen, die vor allem bei leisen oder lauten Stimuluspegeln in der vorlie-
genden Arbeit auftraten (Abschnitt 3.2), konnen nicht unmittelbar mit einem aktivierten
MOC-System korreliert werden, sondern nur mittelbar. Sie sind ndmlich darauf zuriickzufiih-
ren, dass bei leisen Stimuluspegeln in Verbindung mit einem aktivierten MOC-System der
cochleire Verstirker in solchem MaBe supprimiert ist, dass keine DPOAE messbar ist. In
Folge dessen geht die erwartete 2f,-f>-DPOAE im Umgebungsrauschen unter und unterliegt
daher einer groBen Streuung. Bei héheren Primiértonpegeln tritt dagegen jener Zustand ein,
indem innerhalb der Cochlea aktive in passive Verstirkungsmechanismen {ibergehen —
einhergehend mit Phasenspriingen, die auch ohne CAS messbar wiren. Die mangelnde
statistische Signifikanz der Daten zu Phasenverinderungen koénnte darin begriindet sein, dass
die Kontrollen nach CAS oftmals dhnliche Messwerte wie wihrend CAS zeigen. Fiir die
statistische Analyse wurden beide Kontrollen (vorher, nachher) zusammengezogen. Dies
konnte dann eine fehlende Signifikanz mit verursachen. Méglicherweise treten unter diesen
Bedingungen efferente Langzeiteffekte auf, die nach Ausschalten der CAS anhalten und

kiinftig in gesonderten Versuchsreihen untersucht werden kénnten.

86

Allgemein Seite 87



4. Diskussion

Die in der vorliegenden Studie gewonnenen Daten zeigen fiir fast den gesamten Hérbereich
von (. perspicillata von ca. zehn bis iiber 120 kHz eine einheitlich giiltige Frequenzselekti-
vitit des MOC-Systems: relativ zu den Stimulusfrequenzen sind immer hochfrequente
Rauschstimuli effektivere MOC-Reflex-Aktivatoren, die schlieBlich den cochleiren Verstiir-
ker supprimieren. Es existiert demzufolge kein Bereich mit einem absoluten, starken efferen-
ten Einfluss. Aus diesem Grund kann ausgeschlossen werden, dass die weniger bis nicht
effektiven Rauschstimuli in solchen Frequenzbereichen lagen, in denen bekanntermalien die
Hoérschwelle ansteigt und die cochleire Sensibilitat vermindert ist, infolge dessen auch ein
MOC-Reflex gegebenenfalls reduziert wire (Klinke und Silbernagel 1994). Stattdessen kénn-
te jener Umstand mit einer ungleichméBigen, frequenzselektiven Modulation der Innenohrme-
chanik durch den MOC-Reflex in Beziechung stehen, worauf im Folgenden niher einge-

gangen werden soll.

Die Interpretation der CAS-Suppression als Resultat medialer olivo-cochledrer Aktivitit wird
dadurch bestirkt, dass die zeitliche Charakteristik der hier untersuchten Effekte gut mit Daten
aus der Literatur vergleichbar ist. Die Aktivierung der medialen olivo-cochleiiren Efferenzen
zieht die Ausschiittung von ACh in den synaptischen Spalt nach sich, was zur Erh6hung der
K'-Leitfihigkeit der OHC-Membran und damit zu deren Hyperpolarisation fiihrt. In Konse-
quenz dessen wird die axiale Steifheit der OHC verindert, womit nicht nur die Elektromotili-
tit eingeschrinkt sondern auch die Leistungsfihigkeit des cochleidren Verstirkers herabgesetzt

wird (z. B. Dallos und He 2000, Dallos et al. 1997, Russell und Murugasu 1997).

In der Literatur ist die Rede von zwei unterschiedlichen Zeitkonstanten, mit denen sich die
efferente Modifikation der OHC messen lassen: erstens die sogenannte sc/inelle Komponente
des MOC-Reflexes, deren Auftreten nach 10 bis 100 ms einsetzt, und deren Folge die Ver-
minderung der cochledren Verstirkeraktivitit ist. Und zweitens die sogenannte langsame
Komponente, deren Aufireten ca. 25-50 s nach Stimulierung zu beobachten ist, innerhalb
derer sich die Verinderung der OHC-Steifheit manifestiert (Liberman et al. 1996, Cooper und
Guinan 2003, Backus und Guinan 2006, Sridhar et al. 1997). Obwohl die zeitliche Charakte-
ristik des MOC-Reflexes nicht Bestandteil der vorliegenden Untersuchung war, so lisst sich
feststellen, dass die schnelle Komponente des MOC-Reflexes fiir die Pegelverminderung
verantwortlich zu sein scheint, wie die Einzelmessungen in Abschnitt 3.2 veranschaulichen.
In welcher Weise die DPOAE-Pegel entlang einer lingeren Zeitachse durch MOC-Akti-

vierung moduliert werden kénnen, wurde in der vorliegenden Arbeit nicht untersucht.
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Im Zusammenhang der frequenzspezifischen Modulation der Innenohrmechanik durch das
mediale olivo-cochleiire System kénnte an dieser Stelle der anatomischen Struktur der
MOC-Efferenzen gréBere Bedeutung beigemessen werden. In der Literatur beschriebene
Befunde zur Anatomie von MOC-Neuronen zeigen, dass sie vergleichbar scharfe Abstimm-
eigenschafien wie Neurone des Hornervs aufweisen, so dass die MOC-Fasern eine tonotope
Innervierung aufweisen sollten (Liberman und Brown 1986, Brown 1989). Wenige Jahre vor
Liberman und Brown untersuchte Guinan und Kollegen die MOC-Efferenzen der Katze und
fanden, dass diese vom ungekreuzten olivo-cochleiren Biindel in die kontralaterale Cochlea
ziehend, jeweils in spezifische, basal zu ihrer charakteristischen Frequenz liegende Frequenz-
bereiche projizieren (Guinan et al. 1984). Dies erkliire, so die Annahme der Autoren, die dort
nachgewiesene Divergenz zwischen CAS-Frequenz und OAE-Generatorfrequenz. Vertiefte
Studien an Katzen zeigten dariiber hinaus, dass der Bereich der Basilarmembran am dich-
testen mit MOC-Neuronen innerviert war, der innerhalb des Horbereichs die groBte Sensiti-

vitdt aufwies (Rajan 2007).

Um eine weitere Untersuchung an einem anderen klassischen Modelltier der Horforschung
vorzustellen, sei hier eine neuere Arbeit von Cooper und Guinan erwihnt (2006): via Laser-
interferometrie-Messung wurden dort kleinste Bewegungen am apikalen Ende der Cochlea
gemessen, die in Abhidngigkeit elektrischer Stimulation der MOC-Fasern inhibiert werden
konnten. Die Autoren beschreiben, dass solche efferente Inhibition der Cochleamechanik
nicht nur eine gewisse Frequenzspezifitit inne hatte, sondern sie auch vor allem in Apex nahe

liegenden Bereichen der Cochlea hervorgerufen wurde.

Anatomische Befunde anderer Modellorganismen kénnen selbstverstindlich nicht ungepriift
auf C. perspicillata tibertragen werden. Fiir C. perspicillata gibt es jedoch keine Untersuchun-
gen zur Anatomie der MOC-Neurone in Bezug auf deren charakteristische Frequenz. Nach
den Ergebnissen der vorliegenden Studie zufolge wiirde man bei C. perspicillata ebenfalls
anatomische Besonderheiten in Bezug auf die charakteristische Frequenz efferenter Neurone
erwarten. Denkbar wiire, dhnlich wie bei der Katze (Guinan et al. 1984), eine zur Basis der
Cochlea hin verschobene Projektion efferenter Neurone oder auch eine zur Basis der Cochlea
hin stirker werdende efferente Innervierung des Corti-Organs, sei es durch eine erhohte

Anzahl oder verstirkte Grofe von MOC-Synapsen realisiert.

Eine gute Ausprigung mikromechanischer Mechanismen im Innenohr von Flederméusen

stellt keine Besonderheit dar: die sicherlich bemerkenswerteste unter ihnen diirfte die akusti-
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sche Fovea bei der Schnurrbartfledermaus, Preronotus parnellii, sein (Késsl und Vater 1985).
Dabei handelt es sich um eine rdumliche Uberrepriisentation eines engen Frequenzbereichs
innerhalb des Corti-Organs der Cochlea, der sogenannten CF,-Region, welche dem Zweck
der frequenzspezifischen Analyse des Reintonechos (Echoortungssignal) dient. Die Reinton-
frequenzanalyse auf der Ebene des Corti-Organs geht bei der Schnurrbartfledermaus mit einer
enormen neuronalen Uberrepriisentation dieser Reintonfrequenzen im gesamten auditorischen
System einher, so dass eine extreme Verschirfung des Frequenzsauflosevermégens realisiert
ist. C. perspicillata hingegen hat keine Fovea im Innenohr und auch keine Vorzugsfrequenz
des Horens. Diese Art ist damit unter Fledermausen ein Generalist mit sehr gutem Breitband-
héren und eignet sich deshalb besonders, um allgemeine Prinzipien efferenter Kontrolle bei

Saugern zu untersuchen.

4.2.4 Funktion der MOC-Efferenzen

Fiir die Beurteilung der durch kontralaterale akustische Stimulation ausgeldsten Effekte ist
von zentraler Bedeutung, in welchem Umfang die kiinstlich im Labor generierten Zustinde
tatsiichlich eine biologische Funktion aufweisen und folglich wahrnehmungsrelevante Riick-
schliisse ermdglichen. Aufgrund des Versuchsaufbaus miissen jedoch keine Narkoseeffekte
diskutiert werden. Die Kernaussage dieser Arbeit bezieht sich auf die Dampfung der Verstir-
kungsmechanismen der OHC bzw. des cochleidiren Verstirkers durch das olivo-cochleire
efferente System, wobei nicht der gesamte Frequenzbereich der gleichen GesetzmiBigkeit
unterliegt: hochfrequente akustische Stimuli drosseln die Aktivitit von auf tiefere Frequenzen
abgestimmte OHC um ein Vielfaches stiirker. Dies wiirde implizieren, dass die charakteristi-
sche Frequenz efferenter Neurone von threm tonotopen Projektionsgebiet abweicht. Funktio-
nell kénnte dies Riickschliisse auf eine mégliche Funktion des olivo-cochledren Systems im
Kontext einer Frequenzverschirfung bei der cochleiren Verstirkung der Basilarmembranbe-
wegung erlauben. Doch — vereinfacht ausgedriickt — welcher Vorteil besteht fiir eine Fleder-
maus darin, innerhalb der auditiven Wahrnechmung héheren Frequenzen mehr Bedeutung in

Bezug auf eine mechanisch hemmende Wirkung beizumessen als tieferen?

Bei der Lebensweise der Spezies spielen verschiedene Frequenzen eine sehr unterschiedliche
Rolle. Innerhalb des iiberaus grofien Horbereichs zwischen 5.2 und 150 kHz kénnen die Tiere
sowohl Kommunikationslaute, als auch Echoortungslaute wahrnehmen (Koay et al. 2003),

wobei die Soziallaute 1. d. R. tiefere Frequenzen aufweisen als die Echoortungslaute (Fenton
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1985). Ein Vorteil der frequenzspezifischen Suppression konnte folglich darin bestehen,
durch hochfrequente Ortungsrufe iiber efferente Mechanismen die Wahrnehmung tieffrequen-
ter Kommunikationslaute zu drosseln. Das Nutzsignal, d. h. der Ortungsruf, wiire somit st&-
rungsfreier detektierbar. Diese Konstellation ist gegeben beim Anflug an den Hangplatz, an
dem unter Umstinden bereits andere Gruppenmitglieder der Harems héingen und Kommuni-
kationslaute emittieren oder, was von noch gréBerer Bedeutung sein kénnte, beim Flug durch
das Habitat. In Anbetracht der Tatsache, dass die Echoortungslaute von C. perspicillata bis-
lang mit einer Lautstirke von ca. 70 bis 85 dB SPL vergleichsweise leise angegeben waren
(Hartley und Suthers 1987) und damit die Spezies mit dem Beinamen "whispering bat" aus-
stattete, konnte Storschall in Form von Kommunikationslauten bei der Echoortung ein Hin-
dernis darstellen. In diesem Fall kénnte die frequenzspezifische Dimpfung des cochleiren
Verstirkers durchaus als sensorische bzw. evolutionire Adaptation verstanden werden. Aktu-
elleren Studien zufolge, in denen die Echoortungslaute der Tiere im freien Verhaltensexperi-
ment untersucht wurden, betrdgt die Lautstirke der Echoortungsrufe 99 dB SPL (Brinklev et
al. 2011).

Die am weitesten verbreitete Hypothese zur Funktion der auditiven Frequenzverschirfung
durch das MOC-System unterstiitzt diese oben beschriecbene Annahme. Sie geht von einem
durch die MOC-Aktivierung verbesserten Signal-Rausch-Abstand aus, der sogenannten Anti-
Maskierungs-Funktion (z. B. Kawase und Liberman 1993, Kawase et al. 1993, Liberman und
Guinan 1998). Wie in der vorliegenden Arbeit beschrieben werden dementsprechend kontinu-
ierliche Hintergrundgeriusche durch die Dimpfung des cochleidren Verstirkers in abge-
schwiichter Form tiber afferente Nervenbahnen weitergeleitet, was Ermiidungserscheinungen
und damit einer Abnahme neuronaler Aktivitit — auch in Bezug auf das Nutzsignal — vor-
beugt. Im Kontext der Spracherkennung wurde ebenfalls von cinem efferenten Einfluss auf
die verbesserte Sprachwahrnehmung berichtet (Kumar und Vanaja 2004, Boer und Thornton

2008).

Dariiber hinaus wird fiir Normalsduger klassischerweise vorgeschlagen, dass die efferente
Modulation des cochleidren Verstirkers auch bei der selektiven Aufmerksamkeit eine Rolle
spielt (Maison et al. 2001). Die selektive Aufmerksamkeit befihigt einen Organismus dazu,
relevante Horimpulse zu verarbeiten, wihrend irrelevante ignoriert werden, da wegen be-
grenzter kognitiver Kapazititen niemals alle Umgebungsreize gleichzeitig verarbeitet werden

kénnen. Die frequenzselektive Wirkung des MOC-Systems, wie sie in dieser Arbeit gezeigt
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werden konnte, kdnnte folglich das gezielte Herausfiltern biologisch relevanter Nutzsignale

aus stérenden Umgebungsreizen ermdglichen.

Eine andere, in Fachkreisen bestehende Theorie zur Funktion des MOC-Systems besagt, dass
die Kontrolle des cochleiren Verstirkers vor allem in Hinblick auf die Verstiarkung von leisen
(ipsilateralen) Stimuluspegeln eintritt. In Konsequenz dessen wiirde der Dynamikbereich bei
der Intensititscodierung erweitert (Geisler 1974). Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit
kénnten diese Annahme stiitzen, da die Fledermauscochleae ipsilateral vor allem mit leisen
Stimuluspegeln, maximal jedoch mit 55 dB SPL stimuliert wurden und somit im leisen bis
moderaten Pegelbereich lagen. Die Theorie steht aber in krassem Gegensatz zu einer weiteren
mutmaBlichen Funktion der olivo-cochledren Efferenzen, namlich ihrer Rolle bei dem Schutz
der Cochlea vor zu lautem Schall (eine Ubersicht findet sich bei Rajan 2000). Lauter Schall
weist die Fihigkeit auf, die Haarsinneszellen der Cochlea zu schiidigen, was sich sowohl in
einem voriibergehenden Verlust der Horsensitivitit duBert (engl. femporary threshold shift)
als auch zu einer permanenten Verletzung der Haarsinneszelle fithren kann (Maison et al.
2002, Taranda et al. 2009). Generell ist vorstellbar, dass lauter Schall bei C. perspicillata
dazu fiihrt, dass olivo-cochleiire Efferenzen noch stirker wirken und somit eine Schutzfunk-
tion ausiiben, auch wenn sie bereits bei leisen Pegeln zu einer frequenzspezifischen Wirkung

fithren.

4.2.5 Schlussfolgerung

Die Befunde dieser Arbeit zeigen eine frequenzspezifische Modulation der Haarzellaktivitit
durch die medialen olivo-cochleidren Efferenzen, die durch die Messung der 2f;-f>-Emission
an C. perspicillata dokumentiert werden konnte. Dabei zeigte sich, dass CAS einen bislang in
diesem AusmaB bisher nicht festgestellten, supprimierenden Einfluss auf den cochleiren Ver-
stiirker eines wachen, unbetidubten Tieres ausiibte. Die Frequenzspezifitit des CAS- Effekts
bestand darin, dass Schmalbandrauschen, welches oberhalb der ipsilateralen Stimulusfrequenz
gelegt wurde, eine deutlich stiarkere Wirkung hatte, als Schmalbandrauschen an oder unter-
halb der Stimulusfrequenzen. Diese Frequenzverschiebung zwischen CAS und ipsilateralem
Stimulus ist gut vereinbar mit einer Verschiebung des Projektionsbereichs efferenter Neurone
in Richtung basaler hochfrequenter Bereiche des Innenohrs, wie sie generell bei Sdugern

gefunden wurde.
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Die biologische Funktion der MOC-Efferenzen ist nicht abschlieBend aufgeklirt. Im Falle von
C. perspicillata erscheint eine frequenzselektive Feineinstellung der cochleiren Verstirkungs-
charakteristik im Zusammenhang mit Echoortungsrufen als wahrscheinlich. Der MOC-Reflex
weist neuen Arbeiten zufolge ein Potenzial auf, die binaurale Signallokalisation beeinflussen
zu konnen. Signifikante Unterschiede in der OAE-Latenz (also in der Zeit, die zwischen der
akustischen Anregung der Cochlea und der tatsichlichen Messung von OAE verstreicht)
konnten in der GréBenordnung von 5 % ermittelt werden (Francis und Guinan 2010). Dies
entsprach einer Differenz von 0.5 ms, eine GréBenordnung, die von dem menschlichen Gehor
wiihrend des Richtungshérens ohne Schwierigkeiten wahrgenommen werden kann. Es ist also
naheliegend, dass weitere Messungen zu der OAE-Latenz unter CAS bei einem Horspezia-
listen wie C. perspicillata wichtige Einsichten in die verhaltensrelevanten Mechanismen des

MOC-Reflexes liefern konnten.

DPOAE treten zwar nur als Nebenprodukt des nichtlinearen Transduktionsprozesses der OHC
auf, ihre Messung eréffnet aber faszinierende Einblicke, vor allem auch wegen ihrer Nicht-
invasivitit. Schon heute dient sie in Form des sogenannten Neugeborenen Hor-Screenings zur
standardisierten Bestimmung vom ordnungsgeméfBen Funktionieren der OHC der Cochlea.
Denkbar wire, die Untersuchungen der olivo-cochleiren Efferenzen durch CAS dergestalt
weiterzuentwickeln, dass schlieBlich auch abnormale Aktivititen des Hirnstamms aufgespiirt
werden kénnen, bei denen das zentrale auditorische Nervensystem beteiligt ist. SchlieBlich
besteht ein besonders groBer Vorteil der DPOAE-Messung darin, dass diese Art der Emission

die einzige ist, die man in den meisten Spezies und am Menschen nachweisen kann.
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