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1. Einleitung

1. Einleitung

1.1.Thema und Einfiihrung

Schwerhorigkeit spielt, als die haufigste Erkrankung der sensorischen Wahrnehmung
des Menschen (Kalatzis und Petit 1998), in der Gesellschaft eine wichtige Rolle und stellt
fiir Betroffene jeden Lebensalters eine schwere Einschriankung der Wahrnehmung,
Kommunikation und Lebensqualitit dar. Der WHO nach litten 2005 weltweit
278 Millionen Menschen an einem mittel- bis schwerwiegendem Horverlust beider
Ohren (http://www.who.int/mediacentre/factsheets/fs300/en/index.html). Das
Deutsche Zentralregister fiir kindliche Horstérungen berichtet von etwa 20000- 35000
in Deutschland lebenden Kindern und Jugendlichen mit einer Hérstérung von mehr als
40 dB auf dem besser hérenden Ohr (Gross et al. 1999). Einer allgemeinmedizinischen
Untersuchung nach wird geschatzt, dass bereits 19 % der deutschen Bevolkerung tiber
dem 14. Lebensjahr horgeschadigt sind (Sohn 2001).

Schwerhorigkeit kann nach verschiedenen Aspekten eingeteilt und beschrieben werden.
Je nach anatomischer Lokalisation des Defekts konnen unterschiedliche klinische
Krankheitsbilder differenziert werden. Die haufigste Form der Schwerhorigkeit mit
70 % ist die sensorineurale Schwerhorigkeit (SNSH). Hierunter versteht man eine
Schallempfindungsstorung, welche sowohl durch Defekte der Sinneszellen im Innenohr
(kochledrer Typ) als auch durch Defekte der Nervenfasern des Hérnervs entstehen kann
(retrokochledrer Typ). Defekte des kochledren Verstarkersystems, hervorgerufen durch
den Funktionsverlust der dufleren Haarzellen (AHZ), fithren zu einem mittelgradigen
Horverlust mit positivem Recruitmentphdanomen. Defekte an der Synapse fiihren durch
eine gestorte Reizweiterleitung zu einer fehlenden zeitgetreuen Wahrnehmung des
Gehoérten, was als auditorische Synaptopathie bezeichnet wird (Ubersicht in Strenzke et
al. 2008). Die SNSH wird von der konduktiven (schallleitungsbedingten), der
kombinierten und der zentralen Schwerhorigkeit (Kalatzis und Petit 1998) abgegrenzt.
Weiterhin wird die angeborene von der erworbenen Schwerhorigkeit unterschieden.
Eine angeborene Schwerhorigkeit tritt als Folge von pranatalen Infekten (z.B. Roteln,
Toxoplasmose, CMV) oder nach medikamentds-toxischer Exposition wahrend der
Schwangerschaft auf. Die Pravalenz angeborener Horstérungen wird weltweit auf 1- 6/
1000 Neugeborenen geschatzt (Morton 1991). In Deutschland liegt die Pravalenz etwa
bei 1,2/ 1000 (Deutsches Zentralregister fiir kindliche Hérstérungen, Gross et al. 1999).

-1-



1. Einleitung

Schatzungsweise 35 % der angeborenen Schwerhorigkeit sind nach dem deutschen
Zentralregister fiir kindliche Horstorungen genetisch bedingt (Gross et al. 2001). Diese
wird in syndromale (assoziiert mit Symptomen anderer Organsysteme) und nicht-
syndromale  Schwerhorigkeit unterteilt. 70 % der genetisch bedingten
Schwerhorigkeiten sind nicht-syndromal (Kalatzis und Petit 1998). Nicht-syndromale
Schwerhorigkeit kann X-chromosomal, autosomal-dominant, autosomal-rezessiv oder
mitochondrial vererbt werden. Etwa 15 % der nicht-syndromalen Schwerhdorigkeit folgt
einem autosomal-dominanten Erbgang (Kalatzis und Petit 1998) und wird als DFNA
bezeichnet.

Schwerhorigkeit ist eine der heterogensten Erkrankungen des Menschen iiberhaupt.
Vermutlich infolge phdnotypischer Variationen eines bekannten Pathomechanismus und
durch eine komplexe Pathologie der Krankheitsbilder selbst ist eine SNSH selten
aufgrund eines einzigen Krankheitsmechanismus erkldarbar (Review in Ohlemiller,
2006). Ausnahmen bilden seltene monogenetische, hereditire Formen der SNSH (Petit
et al. 2001, Steel und Kros 2001). Eine grofse Anzahl von Genen wird fiir die Entstehung
der nicht-syndromalen Schwerhorigkeit verantwortlich gemacht. Bis heute sind 55 Gene
und 117 Loci bekannt. Eine ausfiihrliche Darstellung zum aktuellen Stand ist auf der
,Hereditary Hearing Loss Homepage"“ einzusehen (http://webh01.ua.ac.be/hhh/).
Schwerhorigkeit kann auch nach dem Zeitpunkt ihrer Manifestation unterschieden
werden. Tritt sie innerhalb der ersten zwei Lebensjahre, vor dem Erwerb der
Sprachfahigkeit auf, wird sie als pralinguale Schwerhorigkeit bezeichnet, danach als
postlinguale Schwerhorigkeit.

Je nach Auspriagung wird die Schwerhorigkeit in eine milde (< 40 dB Horverlust),
mittelgradige (41-55 dB Horverlust), hochgradige (56-70 dB Horverlust)
schwerwiegende (71-90 dB Horverlust), oder profunde (> 91 dB Horverlust) Form
eingeteilt (Kalatzis und Petit 1998).

Die Manifestation und Prognose der Schwerhorigkeit eines Patienten hangen
entscheidend von ihren zugrundeliegenden Krankheitsmechanismen ab. Insbesondere
bei Sauglingen und Kleinkindern ist eine rasche Diagnosestellung und Rehabilitation
unabdingbar fiir eine optimale Entwicklung der sprachlich-kommunikativen
Fahigkeiten. Trotz eines betrdchtlichen Fortschritts der psychoakustischen und
physiologischen Untersuchungsmoglichkeiten sind wir noch weit entfernt von einer

zuverldssigen klinischen Identifikation der Krankheitsursachen eines SNSH-Patienten.
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1. Einleitung

Mausmodelle einer humanen SNSH (Steel und Kros 2001) bieten wertvolle
Moglichkeiten zur Entwicklung audiologischer Untersuchungsprotokolle fiir die
Entschliisselung von vorherrschenden Krankheitsmechanismen. So zeigen Modelle eine
selektive Einschrankung kochledrer Prozesse an den hdrphysiologisch wichtigen
funktionellen Untereinheiten, wie z.B. der Endolymphproduktion, der lonenhomdostase
(Review in Jentsch 2000, Wangemann 2006), der elektromechanischen Transduktion
(Review in Steel und Kros 2001) oder der Verstirkerfunktion der AHZ
(Liberman et al. 2002, Cheatham et al. 2005). Andere Mausmodelle ergriinden die
synaptische Transmission an den [HZ (Khimich et al. 2005, Roux et al. 2006) oder die
Generierung der Aktionspotenziale im Hornerv (z.B. Zhou et al. 1995, Parkinson et al.
2001, Lacas-Gervais et al. 2004, Delmaghani et al. 2006).

Das Arbeiten mit Mausmutanten und ihren gesunden Wurfgeschwistern vermeidet
einige Quellen der Variabilitat, welche die Diagnostik der SNSH erschweren kann.
Besonders wichtig erscheint jedoch, dass die auditorischen Defekte zu ihren
funktionellen Einschrankungen und morphologischen Verdnderungen auf zelluldarer
Ebene korreliert werden konnen. Dies erlaubt eine exakte Aufklarung der Rolle der
beteiligten Proteine und die Indentifizierung der Krankheitsmechanismen (z.B.
Kharkovets et al. 2006, Roux et al. 2006).

Horstorungen der Maus wurden bisher meist mit der Hirnstammaudiometrie
(Brainstem Evoked Response Audiometry- BERA) und den Otoakustischen Emissionen
(OAE) untersucht. Die BERA stellt dabei sowohl im tierexperimentellen als auch im
klinischen = Bereich den  diagnostischen  Goldstandard zur  objektiven
Horschwellenbestimmung dar. In  dieser Arbeit werden erstmals die
frequenzspezifischen Auditory Steady-State Responses (ASSR) der Maus charakterisiert.
Sie werden dann zur Horschwellenbestimmung an normalhérenden Mausen, an Mausen
mit einer SNSH sowie an Mdusen mit einer Schallleitungsstorung genutzt und dabei mit

der BERA verglichen.

1.2. Anatomie und Horfunktion

Der Mensch ist in der Lage, Tone in einem Frequenzbereich zwischen 0,02 kHz und
20 kHz wahrzunehmen, das Hauptfrequenzspektrum liegt bei 2-4 kHz. Die Maus erkennt
Tone in einer bis zu flnffach hoheren Frequenz (1 kHz bis 100 kHz). Trotz des

hochfrequenten Horspektrums, ist die Maus ein wichtiger Teil der neurobiologischen
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1. Einleitung

Forschung, da der anatomische Aufbau des Mauseinnenohres dem des Menschen sehr
nahe ist. Es wird von vergleichbaren neurobiologischen Mechanismen der Transduktion
und Schallkodierung eines Aktionspotenzials ausgegangen.

Der Schall wird vom dufieren Ohr aufgenommen, durch den Gehédrgang, iiber die
Gehorknochelchenkette (Amboss, Hammer und Steigbiigel) und durch das Mittelohr
zum ovalen Fenster in das Innenohr fortgeleitet. Hier pflanzt sich der Schall als
hydrodynamische Wanderwelle entlang der Kochlea fort und wird durch das Corti-
Organ, ein hochkomplexes Organ, welches fiir die Sinnesfunktion Héren verantwortlich
ist, in elektrische Signale umgewandelt. Bei der Maus wird der Schall auf einer
Kochlealinge von etwa 5 mm (Miiller et al. 2005), beim Menschen im Vergleich auf
35 mm, von den IHZ transduziert und die Informationen an den Haarzellsynapsen in ein

neuronales Entladungsmuster kodiert.

Abb. 1: Aufbau der Kochlea

(A) Schema der Kochlea im Querschnitt. (1) Scala media (2) Scala vestibuli (3) Scala
tympani (4) Spiralganglion (5) Auditorische Fasern des VII. Hirnnervs. Schallinduzierte
Wellen wandern vom ovalen Fenster entlang der Kochlea aufwdrts in der Scala vestibuli
(roter Pfeil) und abwirts in der Scala tympani (blauer Pfeil) zum runden Fenster. (B)
Schematische Darstellung der Frequenzzerlegung von basal nach apikal der menschlichen
Kochlea.

(Quelle: www.iurc.monpt.inserm.fr/cric51/audition/english/cochlea/cochlea.htm)
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Die schneckenféormige Kochlea ist aus drei, um eine kndcherne Achse (der Modiolus)
gewundenen, Rohrensystemen aufgebaut (Abb.1A). Scala vestibuli und Scala tympani
enthalten Perilymphe und sind tiber das Helikotrema an der Kochleaspitze miteinander
verbunden. Zwischen ihnen liegt die mit Endolymphe gefillte Scala media. Die
Endolymphe wird von zwei elastischen Strukturen abgegrenzt, der Reissner Membran
und der Basilarmembran. Die Fliissigkeiten Endo- und Perilymphe unterscheiden sich in
ihrer Elektrolytzusammensetzung und im Potenzial. Wahrend die Perilymphe sich in
ihrer Zusammensetzung der extrazelluliren Flissigkeit (kaliumarm (6 mM) und
natriumreich (140 mM)) dhnelt, zeichnet sich die Endolymphe durch ihren hohen
Kaliumgehalt (157 mM) aus.

Das Corti-Organ liegt, liberdeckt von der Tektorialmembran, auf der Basilarmembran.
Auf ihm sind eine Reihe innerer Haarzellen (IHZ) und drei Reihen dufierer Haarzellen
(AHZ), umgeben von Stiitzzellen, angeordnet. Die ca. 3500 IHZ stellen die primiren
Sinneszellen dar, welche liber Bandersynapsen mit den Hornervenfasern in Verbindung
stehen und den Botenstoff Glutamat freisetzen. Die ca. 12000 AHZ iiben eine
Verstiarkung der schallinduzierten Wellen aus (Hudspeth 1997), indem sie Anderungen
des Membranpotenzials in mikroskopisch kleine Verdanderungen ihrer Zelllinge
umsetzen. Das Motorprotein Prestin (Zheng et al. 2000) an der lateralen Seite der AHZ,
vermittelt iiber Konformationsdnderungen diese Elektromotilitit und gibt den AHZ ihre
Bezeichnung als ,kochledres Verstarkersystem“. Durch genetische Deletion des
Motorproteins und selektiven Verlust der AHZ im Tierexperiment (Liberman et al. 2002;
Ryan und Dallos 1975) ist bekannt, dass die AHZ den eintreffenden Schall um maximal
45- 50 dB verstarken konnen.

Die apikale Membran der Haarzellen erstreckt sich in die Endolymphe, wahrend die
basale Seite Kontakt zur Perilymphe hat. Jede Haarzelle ist an ihrer apikalen Seite mit
einem Bilindel von etwa 50-300 Stereozilien ausgestattet. Die Stereozilien liegen ihrer
Grofde nach abgestuft, abneural liegen die langsten. Untereinander sind die Stereozilien
an ihren Spitzen iiber Tip-Links, einer feinen filamentésen Struktur, mit ihren
benachbarten grofieren und kleineren Stereozilien verbunden (Pickles und Corey 1992).
Der Sinnesvorgang Horen wird durch die eintreffende Schallwelle am ovalen Fenster
eingeleitet, indem diese durch eine Steigbiigelbewegung die Perilymphe ,anstof3t".
Durch die nicht-kompressive Eigenschaft von Fliissigkeiten kommt es zur Ausbildung

einer Wanderwelle entlang der Scala media. Die Amplitude der Welle steigt zunachst
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1. Einleitung

konstant an, um an einem jeweilig frequenzspezifischen Ort ein Amplitudenmaximum
zu erreichen und anschliefiend rapide abzufallen. Die Theorie der Wanderwelle nach
von Békésy (1928) beschreibt dieses Phanomen der Frequenzzerlegung. Jeder Frequenz
ist somit ein Ort auf der Basilarmembran mit einem spezifischen Amplitudenmaximum
zuzuordnen und fiihrt so zu einer Frequenzselektivitat fiir hohe Frequenzen an der
Basis der Kochlea bzw. fiir niedrige Frequenzen in der Ndhe des Helikotremas (Abb. 1B).
Da die Basilarmembran von der Basis zum Apex breiter und elastischer wird, nimmt
ebenfalls die Ausbreitungsgeschwindigkeit der Wanderwelle zum Apex hin ab. Ein
weiterer Mechanismus des Ohres, Frequenzen zu kodieren, ist die Eigenschaft, dass
Aktionspotenziale phasengekoppelt zur Basilarmembranschwingung entstehen.

Ausgelost durch die Wanderwelle fiihrt eine passive Auf- und Abbewegung der
Basilarmembran zu einer pendelnden Scherbewegung der Stereozilien relativ zur
starren Tektorialmembran. Die Stereozilien der IHZ werden vermutlich durch die
radidaren Stromungen der Endolymphe in Bewegung versetzt. Zug an den Tip-Links in
Richtung der grofiten Stereozilie fithrt zur Offnung von nicht-selektiven
Kationenkandlen an der apikalen Spitze der Stereozilien. Die ungewohnlich hohe
Potenzialdifferenz (~ + 150 mV) zwischen Endolymphe und Intrazellulirraum der
Haarzelle dient als Treibspannung fiir einen K*-Einstrom durch die
Transduktionskandle, welcher so die Zelldepolarisation initiiert. Werden die
Stereozilien in die gegenldufige Richtung bewegt, schlieflen sich die
Transduktionskandle und es kommt zur Hyperpolarisation (Hudspeth und Corey 1997).
Haarzellen verfiigen iiber die morphologische Besonderheit sowohl fiir die sehr schnelle
als auch fiir die kontinuierlich anhaltende Transmitterfreisetzung ausgelegt zu sein, was
durch Bandersynapsen an der aktiven Zone ermdoglicht wird. Unter der aktiven Zone
versteht man ein spezialisiertes Netzwerk von Proteinen (z.B. Bassoon, Piccolo, RIM-
und Munc-13 Proteine) (Ubersicht in Schoch und Gundelfinger 2006) an der
prasynaptischen Membran, welches als die Zytomatrix der aktiven Zone bezeichnet
wird. Hier wird die Exozytose von synaptischen, transmittergefiillten Vesikeln raumlich
und zeitlich organisiert. Das synaptische Band (engl. ,ribbon synapse“) bildet die
zentrale Struktur der Bandersynapsen (Sterling und Matthews 2005). Es ist eine runde
bis langlich-ovale Struktur, welche molekularbiologisch hauptsachlich aus dem Protein
RIBEYE besteht (Schmitz et al. 2000). Das synaptische Band ist von etwa 100-200

glutamatgefiillten synaptischen Vesikeln umlagert (Khimich et al. 2005,
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Nouvian et al. 2006), welche iiber filamentdse Strukturen am Band angeheftet sind
(Lenzi et al. 1999). Die Anzahl der Bander pro Zelle variiert von Spezies zu Spezies, die
IHZ der Maus enthalt etwa 10-20 Bander pro Zelle (Khimich et al. 2005, Meyer et al.
2009). Ein Teil der synaptischen Vesikel befindet sich in einem ,angedockten” Zustand
an der Membran und stellt den ,readily releasable pool (RRP)“ dar, welcher nach
Stimulation schnell zuerst freigesetzt wird (Moser und Beutner 2000). Weitere freie
Vesikel umgeben die Bandersynapse (Abb. 2). Ein bis zwei Bander tlbertragen die
Erregung auf ein afferentes Neuron, welches tber das Spiralganglionneuron in den
auditorischen Hirnstamm projiziert (Glowatzki und Fuchs 2002).

Die Depolarisierung der Haarzellmembran aktiviert spannungsgesteuerte basolaterale
L-Typ-Cav1.3 Kandle an der aktiven Zone (Platzer et al. 2000; Brandt et al. 2005) und
l16st iliber einen Ca2*-Einstrom die Exozytose von bis zu 1000 transmittergefiillten
Vesikeln pro Sekunde in den synaptischen Spalt aus (Moser und Beutner 2000, Brandt et
al. 2003, Griesinger et al. 2005). Postsynaptisch aktiviert der Transmitter Gluatamat die
AMPA-Rezeptoren der Axone der peripheren Spiralganglien (Glowatzki und Fuchs
2002) und fithrt zur Bildung eines exzitatorischen Aktionspotenzials. Typ-I-
Spiralganglienneurone (SGN), welche 90-95% der SGN ausmachen, innervieren die IHZ.
Eine Haarzelle steht in Kontakt mit 5-30 Nervenfasern von SGN, jedoch bildet jede
Nervenfaser der SGN nur eine Synapse mit einer IHZ. Typ-II-Fasern stehen in
Verbindung mit den AHZ.

Die tber L-Typ-Cavl.3 Kandle einstromenden Ca?*-lonen aktivieren einen K+*-Kanal
(KCNMA) mit hoher Leitfahigkeit vom Typ BK (big conductance), welcher so eine
schnelle Repolarisation der Haarzellbasis garantiert (Kros et al. 1998). An der Basis der
AHZ und IHZ wird der K*-Kanal KCNQ4 exprimiert, welcher vermutlich ebenfalls durch
einen K*-Ausstrom an der Zellrepolarisation beteiligt ist (Kubisch et al. 1999,
Kharkovets et al. 2000). Aus der Perilymphe wird das K* von Fibrozyten des
Ligamentum spirale aufgenommen. Aufrechterhalten wird dieser Kreislauf durch Gap
junctions und aktiven lonentransport in der Stria vaskularis, ein mehrschichtiges
sekretorisches Epithel an der Auflenwand der Scala media. Aktive Pumpen
(Kir4.1 Kanal) (Marcus et al. 2002), Na-K-Cl Co-Transporter (NKCC1) und Na-K-ATPasen
transportieren das K* durch die Zellen der Stria vascularis. Uber den K*-Kanal

KCNQ1/KCNE1 (Shen et al. 1997) wird das K* aus den Marginalzellen der Stria vascularis
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in die Endolymphe resezerniert, und so wird diese ungewohliche lonenkonzentration

aufrechterhalten.

1.3.Bassoon

Bassoon ist ein 420 kDa grofles Protein (tom Dieck et al. 1998), welches am
Strukturaufbau der aktiven Zone beteiligt ist. Es ist an der basalen Seite der
synaptischen Bdnder lokalisiert. Die primdre Rolle von Bassoon besteht in der
Verankerung des synaptischen Bandes an der prasynaptischen aktiven Zone (Khimich
etal. 2005). Neben der Lokalisation in sensorischen IHZ der Kochlea (Khimich et al.
2005) und Photozellen der Retina (Dick et al. 2003), ist Bassoon in verschiedenen
Regionen des Gehirns nachgewiesen. Bassoon kommt sowohl an exzitatorischen und
inhibitorischen glutamatergen Synapsen des Kortex und Hippokampus vor (tom Dieck
et al. 1998; Richter et al. 1999). Neuroendokrine Pinealozyten verfiigen ebenfalls tiber
Bassoon verankerte synaptische Bander (Spiwoks-Becker et al. 2009).

Genetische Deletion der Exone 4 und 5 des Bassoon-Gens auf Chromosom 9F fiihrt zu
Bassoon-Mutanten, welche ein defektes und verkiirztes Bassoon-Protein (180 kDa)
exprimieren. Elekronenmikroskopisch sind deformierte und frei im Zytosol
schwimmende Bander erkennbar (Khimich et al. 2005). Die Verankerung des
synaptischen Bandes an der prasynaptischen Membran fehlt. Der RRP ist reduziert und
fiihrt zu einer synchronen, abgeschwachtenTransmitterfreisetzung. Die Folge ist eine
erschwerte Ubertragung der mechanischen Schwingung in ein neuronales Signal.
Audiologisch lasst sich eine verkleinerte Jewett-Welle I mit einer verlangerten Latenz
darstellen (Khimich et al. 2005). Dieser Pathomechanismus der Bassoon Mutante steht
fir das Krankheitsbild der auditorischen Synaptopathie mit vorhandenen OAEs und
pathologischen Hirnstammpotenzialen (Strenzke et al. 2008).

Die Deletion von funktionellem Bassoon fiihrt im Hippokampus zu einer reduzierten
exzitatorischen Aktivitat und einer erh6hten Anzahl von funktionell stillen Synapsen.
Stukturell unterscheiden sie sich jedoch nicht von den aktiven Synapsen
(Altrock et al. 2003). Dennoch leiden Bassoon Mutanten phanoptypisch an einer
exzitatorischen Hyperaktivitdt im Sinne von spontanen epileptischen Anfallen, was eine
hohe Mortalitit der Bassoon-Mutanten erkldrt (Altrock etal. 2003). Im MRT wurden
vergroferte Hippokampi und Kortex Regionen sowie metabolische Verdnderungen

nachgewiesen (Angenstein et al. 2008). Zusammen spricht dies flir ein Ungleichgewicht
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zwischen exzitatorischer und inhibitorischer neuronaler Regulation, so dass Bassoon
auch als Modell zur Erforschung der Epilepsie dient (Ghiglieri et al. 2009).

In der Retina fiihrt ein Verlust von Bassoon zu einer fehlenden Verankerung des
synaptischen Bandes in der Photorezeptorzelle und zu einer Einschriankung der
visuellen Funktion (Dick et al. 2003).

Das humane Bassoon-Gen ist auf Chromosom 3p21 lokalisiert (Winter et al. 1999),
jedoch ist kein entsprechender Gendefekt bekannt, welcher eine auditorische

Synaptopathie hervorruft.

Stereozilien

o © synaptisches Band
O

O © ©
O
Nucleus OO O O
BK h 3 Vesikel
i KCNQ4
o+ *,’ i -
: synaptisches Band S
2o ¢ ~ Bassoon Bassoon N
L-Typ Ca 3\ Afferenz
Kanal
ane b ' Laterale
Afferenz Efferenz
Typ vlv

Abb. 2: Aufbau der IHZ und des synaptischen Bandes

(A) Schematische Darstellung einer IHZ. Das synaptische Band liegt an der basalen
Zellseite der prdsynaptischen aktiven Zone und formt eine Synapse mit Typ-I-Afferenzen
der Spiralganglienzellen. (Darstellung nach Nouvian 2005) (B) vergrofSerte Darstellung
eines synaptischen Bandes mit angedockten (RRP), angehefteten und umgebenen freien

Vesikeln. Bassoon als Ankerprotein ist griin dargestellt (eigene Darstellung).

1.4.KCNQ,

[onengradienten und -strome TUber die Zellmembran sind essentiell zur

Aufrechterhaltung und Steuerung von physiologischen Zellfunktionen. Mittels
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[onenpumpen oder [onenkanalen werden Ionenkonzentrationsgradienten
aufrechterhalten und zu Signalprozessen genutzt. KCNQ ist ein spannungsgesteuerter
Kaliumkanal der KCNQ-Familie. Depolarisation tiber der Membran fiihrt zu einer
Konformationsanderung und lasst die Pore des Kanals 6ffnen. Aktuell sind fiinf KCNQ-
Subtypen bekannt, vier von ihnen sind in verschiedenartigen Erbkrankheiten verdandert
(Jentsch et al 2000).

Das humane KCNQ4-Gen ist auf dem Chromosom 1p34 lokalisiert (Kubisch et al. 1999).
Hier liegt der Lokus fiir DFNA2 (Coucke et al. 1994), einer Form der hereditaren non-
syndromalen Schwerhorigkeit. Mutationen des KCNQ4-Gens fiithren zu DFNA2, (Kubisch
et al. 1999). Aktuell sind 13 Mutationen des KCNQs-Gens bekannt (Nie etal. 2008;
Hildebrand et al. 2008).

KCNQs4+ bildet homomere Kandle, die bei Depolarisation aktiviert werden
(Kubisch et al. 1999). Moglicherweise kann KCNQs auch heteromere K*-Kdnale mit
KCNQ3 formen. Der KCNQs-Kanal scheint funktionsgleich mit dem fiir AHZ
charakteristischen K*-Strom Ixn zu sein, der eine hohe Leitfihigkeit in der Nahe des
Ruhemenbranpotenzials aufweist (Marcotti und Kros 1999) und durch muskarinerge
M1-Azetylcholinrezeptoren inhibiert wird (Selyanko et al. 2000). Pharmakologisch
lassen sich sowohl KCNQ4 als auch Ixn durch Linopirdin blockieren (Oliver et al. 2003).
Eine Deletion von KCNQq resultiert in einem Verlust von Ik, der AHZ (Kharkovets et al.
2006).

Im Innenohr wird KCNQ4 an der basalen Seite der AHZ exprimiert. Funktionell wird
moglicherweise der K*-Ausstrom an der basalen Zellseite durch KCNQs vermittelt
(Kubisch et al. 1999, Kharkovets et al. 2000). Entlang der Kochlea nimmt die KCNQ4
Dichte von basal nach apikal ab. Weiterhin ist es in Typ-I- und Typ-II-Vestibularzellen
(Kubisch et al. 1999, Kharkovets et al. 2000, Rocha-Sanchez etal. 2007) sowie im
Nucleus cochlearis, Lemniscus lateralis und im Colliculus inferior entlang der zentralen
Horbahn beschrieben (Kharkovets et al. 2000, Oliver et al. 2003). Beisel et al. (2000)
zeigten auch eine Expression von KCNQ4 an den [HZ.

Die Klinik der KCNQ4-Mutation zeigt sich ab der zweiten bis dritten Lebensdekade. Es
kommt, beginnend bei hohen Frequenzen, zu einem progressiven Horverlust. Innerhalb
von 10 Jahren nimmt die Ertaubung etwa um 60 dB zu (Coucke et al. 1994, De Leenheer
et al. 2002). Die langsame Progression der Erkrankung hat zu der Hypothese gefiihrt,

dass KCNQs fiir den aktiven Horprozess nicht essentiell ist, sondern dass eine
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chronische = K+*-Uberladung zur Zelldegeneration fithrt  (Jentsch 2000,
Kharkovets et al. 2006). Die Auspragung der Schwerhorigkeit der DFNA2 lasst sich nicht
allein durch den Untergang der AHZ erkliren, da bekannt ist, dass der selektive Verlust
der AHZ zu einem Hérverlust von etwa 40-50 dB fiihrt (Ryan und Dallos 1975).
Moglicherweise spielen additive Effekte einer Altersschwerhorigkeit eine Rolle. Zudem
treten bei DFNA2 Patienten keine vestibularen Manifestationen auf (Coucke et al. 1999).
Im Mausmodell fiihrt eine Deletion der Exone 6-8 zu KCNQ4 defizienten KO Tieren mit
normaler vestibularer Funktion. Die IHZ zeigen keine synaptischen Defekte. Ab der
zweiten Lebenswoche kommt es zu einem zunehmend signifikanten Horverlust in der

Klick-BERA (Kharkovets et al. 2006).

1.5. Akustisch evozierte Potenziale - AEP

1.5.1. Grundlagen der AEP

Unter akustischer Reizung des Horsystems entstehen physiologische sinnesspezifische
Potenzialschwankungen, @ welche tiiber die Kopfhaut in Form eines
Elektroenzephalogramms (EEG) ableitbar sind und unter dem Begriff der akustisch
evozierten Potenziale (AEP) beschrieben werden. Sie stellen eine Antwort auf den
akustischen Stimulus und dessen Verarbeitung entlang der Hérbahn zum auditorischen
Kortex dar. Als grundlegende Eigenschaft tritt das Antwortsignal, im Gegensatz zu der
sonstigen elektrischen Aktivitat, im zeitlichen Zusammenhang zum Stimulus auf. Ein
Mitteln der Messabschnitte hebt die Antwort aus der Hintergrundaktivitat hervor.

Es werden stationdre von transienten Potenzialen unterschieden. Transiente Potenziale
entstehen durch zeitlich begrenzte kurze Stimuli, welche eine ebenfalls zeitlich
begrenzte Antwort erzeugen. Durch stimulusgetriggerte Aufzeichnung fiir einen
definierten Zeitabschnitt und bei einer geeigneten Verstiarkung, werden die Potenziale
sichtbar. Durch Mittelwertbildung stellt sich die gewlinschte Antwort mit steigender
Anzahl der Zeitabschnitte immer deutlicher heraus, da die nicht stimulussynchronen
Potenziale rausgemittelt werden. Zu den transienten Potenzialen werden die frithen
AEP (FAEP) gezdhlt, welche mit der Hirnstammaudiometrie (Brainstem evoked
response audiometry- BERA), als ein Verfahren der Elekrischen Reaktionsaudiometrie,
detektiert werden. Transiente Potenziale werden visuell-subjektiv im Zeitfenster

detektiert und nach ihrer Latenz und Amplitudengréfie beschreiben.
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Stationdre Potenziale treten auf, wenn ein Stimulus mit ausreichend hoher
Wiederholungsrate dazu fiihrt, dass eine Antwort iberlappend auf die vorherige auftritt.
Im Unterschied zu den transienten Potenzialen entsteht auf der Basilarmembran ein
eingeschwungener Dauerzustand wahrend der Reizapplikation. So sind stationare
Potenziale definiert als evozierte Potenziale, deren eigenstdndige Frequenzkomponente
in Amplitude und Phase iiber einen unendlichen Zeitraum erhalten bleiben (Regan
1989). Wahrend des akustischen Reizes sind sie dauerhaft nachweisbar und folgen der
zeitlichen Struktur ihres Reizes, im engeren Sinn folgen sie jedoch der Modulationsrate
(Hoke und Hoke 1997). Picton et al. (2003) beschrieben die ASSR-Stimuli auch als
Stimuli, die durch periodische Reizdarbietung die elektrische Aktivitit des Gehirns
lenken.

Weiter lassen sich die Steady-State Potenziale nach Amplitudengrofie und Phasenbezug
beurteilen. Eine statistische Detektion (Dobie und Wilson 1996, Stiirzebecher et al.
1996, Aoyagi et al. 1999) ermoglicht so eine objektive Analyse.

Von Regan (1966) wurden erstmals stationdre Potenziale durch amplitudenmoduliertes
Licht beschrieben und als Steady-State Evoked Potential (SSEP) benannt. 1981 wurden
die ASSR erstmalig beim Menschen als auditorisches 40 Hz Potenzial von Galambos et al.
beschrieben. Bekannt geworden sind die ASSR in den 80er Jahren als neuronale
Potenziale, welche der Einhiillenden des Signals folgen, der Envelope Following
Response (EFR) (Kuwada et al. 1986). Spater wurden sie in der Literatur auch als
Frequency Following Response (FFR) (Batra et al. 1986, Glaser et al. 1976) oder als
Amplitude Modulation Following Response (AMFR) benannt (Griffiths und
Chambers 1991, Aoyagi et al. 1994, Kuwada et al. 2002).
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Abb. 3: Darstellung der AEP nach ihrer Latenz (Picton et al. 1974, Seite 181)

1.5.2. Brainstem Evoked Response Audiometry- BERA

Die AEP lassen sich nach ihrer Latenz in sehr frithe (SFAEP), friithe (FAEP, 2-10 ms
Latenz), mittlere (MAEP, 10- 50 ms Latenz) und spite Potenziale (SAEP, 50 ms- 1 s
Latenz) einteilen (Picton et al. 1974). Die in der heutigen Form bekannten FAEP wurden
erstmals 1970 durch Jewett und Williston beschrieben, nach Jewett erfolgt die
Bezeichnung der Potenziale Jewett I-V (Abb.3).

Die FAEP werden mit der Hirnstammaudiometrie (BERA- Brainstem Evoked Response
Audiometry) registriert und treten mit einer Latenz von 2-10 ms auf. Anhand der
Horschwelle, der Amplitudengréofle und der Latenz lassen sich die Potenziale
topographisch den reizverarbeitenden Strukturen im Hirnstamm zuordnen und
erlauben so eine Aussage tiber die Integritit der Horbahn. Ein Potenzial spiegelt die
synchrone Entladung einer groflen Zahl von Einzelneuronen wieder. Mit Studien
detaillierter intrakranieller und oberflachlicher EEG-Ableitungen wurde versucht, den
einzelnen Potenzialen ndahere Hirnstammgebiete zuzuordnen. Anhand gezielt gesetzter
chirurgischer Lasionen oder Injektionen neurotoxischer Medikamente im Tierversuch
(Fullerton et al. 1990, Melcher und Kiang 1996, Melcher et al. 1996a-b) sowie durch
Ableitungen bei Patienten mit lokalisierbaren pathologischen Verdnderungen des
Hirnstamms wie Apoplex, Tumore oder Multiple Sklerose (Levine et al. 1993) erfolgten

Lokalisationsanalysen.
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Eine topographische Zuordnung der Potenziale wurde in mehreren Studien zur
Quellenlokalisation im Tierexperiment oder anhand ausfiihrlicher EEG-Untersuchungen
dargestellt. Intrakranielle Ableitungen konnten erstmals den Ursprung der Welle I
distalen Anteilen des VIII. Hirnnervs und somit noch dem peripheren Nervensystem
zugeordnen (Moller et al. 1981, Buchwald und Huang 1975, Scherg und von Cramon
1985a, Scherg und von Cramon 1985b). Starr und Zooroor (1990) ordneten ]JII
proximalen Anteilen des VIII. Hirnnervs, wenn der Nerv in den Hirnstamm eintritt, als
auch dem Nucleus cochlearis zu. 1996 zeigten Melcher et al. in einer Schliisselarbeit
anhand von detaillierten Lasionen durch Kainsdureinjektionen in den Nucleus
cochlearis und in den oberen Olivenkomplex der Katze, dass JI als frithestes Potenzial
aus Zellen des Spiralganglions stammt und JII aus Zellen des Nucleus cochlearis. Bereits
1983 konnten Starr et al. zeigen, dass chirurgische Lasionen des kontralateralen oberen
Olivenkomplexes zu einer Supression von JIII filhren. Spater wurde JIII Zellen des
Nucleus cochlearis und Zellen der kontralateralen Nuclei des Corpus trapezoideum
zugeordnet, JIV Zellen dem ipsi- und kontralateralen Nucleus olivaris superior.
JV stammt aus Zellen des lateralen Lemniscus lateralis und/ oder des Colliculus inferior
(Melcher und Kiang 1996, Melcher et al. 1996 a, Melcher et al. 1996 b).

Zur Auslosung der Jewett-Potenziale [-V werden Klicks und Tonburst-Impulse
verwendet. Tonburst-Impulse sind Sinusschwingungen, die mit einer Cosinusquadrat
An- und Abstiegsflanke beginnen und enden. Der mittlere Plateauanteil enthilt die
maximalen Amplituden der Schwingung (Abb. 6A). Die Einhiillende des Sinustons kann
weiterhin als Tonpip oder Gaufdreiz variiert werden (Picton et al. 1979, Klieny 1981).
Daneben gibt es noch andere Stimuli wie z.B. Chirps (Dau et al. 2000). Im Spektrum
konzentriert sich die Energie des Tonbursts um seine Frequenz und ist umgeben von
Seitenbandern (Abb. 5C). In dieser Studie verwendeten wir vorwiegend rechteckige
Klickimpluse mit einer Frequenz von 30-100/ Sekunde als Stimulus. Klicks erméglichen
durch eine hohe Flankensteilheit und ein breites Frequenzspektrum (Finneran et al.
2007) eine synchrone Erregung einer Vielzahl von Haarzellen auf der Basilarmembran
(Stapells und Oats 1997). In der klinischen Anwendung liegt der Hauptfrequenzgehalt
des verwendeten Klicks im Bereich von 2-4 kHz. Allgemein gilt: je kiirzer die
Anstiegszeit der Hiillkurve eines Stimulus, desto grofier ist die Potenzialamplitude, aber

desto geringer die Frequenzspezifitit (Sininger et al. 1997).
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In der klinischen Praxis stellt die BERA den diagnostischen Goldstandard zur objektiven
Horschwellenbestimmung sowie zur Erfassung kochledrer und retrokochledrer
Horstorungen bei Mensch und Tier dar. Uber die Bestimmung der Peaklatenzen werden
Weiterleitungsstorungen wie Multiple Sklerose oder Akustikusneurinome diagnostiziert
(Japaridze et al. 2002). Fachfremd finden sich Einsadtze der BERA in der Andsthesiologie

zum Monitoring der Narkosetiefe (Schmidt et al. 2008).

1.5.3. Auditory Steady-State Responses - ASSR

Die stationdren Auditory Steady-State Responses (ASSR) sind Potenziale, welche sich in
ihren Eigenschaften grundlegend von den transient-evozierten Hirnstammpotenzialen
unterscheiden. Die ASSR sind gekennzeichnet durch einen sehr frequenzspezifischen
Stimulus und der Maoglichkeit einer objektiven, statistischen Erkennung des
Antwortpotenzials sowie einer multifrequenten Stimulation (MASTER Technik)
(Herdman et al. 2002, Picton et al. 2003), welche einen reduzierten Zeitbedarf
gegeniiber den FAEP erfordert.

Der Reizton der ASSR ist ein sinusoidal amplitudenmodulierter (SAM) Ton. Im
Unterschied zu den transienten und kurzen Tonburst Stimuli der BERA besteht der
SAM-Ton aus einem kontinuierlichen Sinuston einer Tragerfrequenz (TF) [kHz]. Die
Amplitude des Sinus wird mit einer Modulationsfrequenz (MF) [Hz] sinusférmig
moduliert (Abb. 5B). Die zu priifende Frequenz entspricht der Tragerfrequenz. Die
Modulationstiefe (MT) [%] beschreibt das Verhaltnis von maximaler zu minimaler
Amplitude (Picton et al. 2003). Darstellbar werden die ASSR nach Verstirkung der
abgeleiteten Spannungsdifferenz zwischen Vertex und Mastoid, Filterung und
Registrierung von aufeinander folgenden EEG-Abschnitten. Beruhend auf der Annahme,
dass das EEG aus einer Vielzahl von Einzelfrequenzen besteht, wird ein EEG-Abschnitt
mit der schnellen Fourrier Transformation (Fast Fourrier Transformation- FFT) im
Frequenzspektrum dargestellt. Mit verschiedenen statistischen Tests kann eine
objektive Entscheidungsbasis zur Definition eines vorhandenen Antwortsignals
festgelegt werden. In der FFT wird hierzu die Grofde des Antwortsignals mit den
Amplituden der benachbarten Frequenzen verglichen. Oft verwendet werden der F-Test
und der T? Test (Dobie und Wilson, 1996). Weiterhin kdnnen Amplitude und Phase im

Polardiagramm dargestellt werden. Nach Picton et al. (2001) wird die Phasenkohdrenz
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berechnet, basierend auf der Annahme, dass die Phase uber einen konstanten Zeitraum
unverdndert bleibt (Regan 1989).

Nicht nur im zeitlichen Verlauf, sondern auch in der Spektralanalyse lassen sich ASSR-
und BERA-Stimuli voneinander unterscheiden. Transiente Tonburst-Stimuli (ohne
zusatzliche  Maskierungen) zeigen in der Spektralanalyse ein breiteres
Frequenzspektrum (Abb. 5C). Der SAM-Ton zeigt in der Spektralanalyse ein sehr
schmales Energiespektrum in Form von drei Spektrallinien. Das zentrale Hauptband
stellt die TF dar, umgeben von je zwei Nebenbiandern, welche je um die
Modulationsfrequenz erhoht oder erniedrigt liegen (Abb. 5D). In der Kochlea wird nur
ein selektives Areal der Membran an der Frequenz der TF * die MF angeregt. Hieraus
resultiert die fiir die Horschwellenbestimmung wichtige Frequenzspezifitat der ASSR.
Ebenso konnen die ASSR durch frequenzmodulierte SAM-Toéne (John et al. 2001),
Kombinationen aus amplituden- und frequenzmodulierten Tonen
(Dimitrijevic et al. 2001) oder durch multifrequente SAM-Toéne erzeugt werden (Lins
and Picton 1995, John et al. 1998, Herdman et al. 2002). Eine Ubersicht iiber die
verschiedenen Stimuli gibt Picton 2003. Des Weiteren ist die ASSR-Erzeugung auch
durch Klicks (Galambos et al. 1981) oder gaussférmigen Tonbursts (Pantev et al. 1986,
Glaser et al. 1976) moglich.

Die multifrequente Stimulation stellt eine besonders zeitsparende Methode der
objektiven Horschwellenbestimmung dar (Herdman et al. 2002). Die simultane
Prasentation mehrerer Tragerfrequenzen setzt voraus, dass jede Frequenz mit einer
individuellen ~Modulationsfrequenz moduliert wird. Ahnlich wie bei der
monofrequenten Stimulation sind die applizierten Modulationsfrequenzen im
Frequenzspektrum wiederzufinden (John et al. 1998). Um eine gegenseitige
Beeinflussung der ASSR-Amplituden zu vermeiden, sollten die Tragerfrequenzen mehr
als eine halbe Oktave auseinander liegen. Eine zunehmende Testdauer erhoht die
Messgenauigkeit (Luts et al. 2004). Die monaurale oder binaurale simultane
Prasentation von mono- sowie multifrequenten Stimuli hat keinen Einfluss auf die
Horschwellenbestimmung (Herdman et al. 2001).

Ein sicherer Nachweis der ASSR hidngt entscheidend von der Wahl der
Modulationsfrequenz ab. Fiir die Horschwellenbestimmung beim Mensch werden
sowohl bei Normalhorenden als auch bei Horgeschadigten Modulationsfrequenzen im

Bereich von 40 Hz (Galambos et al. 1981, Kuwada et al. 1986, Stapells et al. 1987) und
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80 Hz (Levi at al. 1993, Aoyagi et al. 1994, , Lins 1995) verwendet. Die schnelleren 80-
110 Hz Potenziale sind weniger storanfallig durch Schlaf und Narkotika (Cohen et al.
1991, Dobie et al. 1998), zeigen aber eine grofiere Variabilitat (Lins und Picton 1995).
ASSR mit niedrigen MF (40 Hz) werden im Schlaf deutlich kleiner (Galambos et al. 1981,
Jerger er al. 1986, Cohenetal. 1991) und sind vom zerebralen Reifegrad abhangig
(Aoyagi et al. 1993). Daher erscheinen die 80-110 Hz Potenziale zuverlassiger fiir die
Anwendung bei Kindern (Herdman und Stapells 2001). Weiterhin sind die ASSR-
Amplituden modulationsfrequenzabhidngig. Beim Menschen werden fiir 40 Hz ASSR
kleine  Antworten bei  ansteigenden @ Modulationsfrequenzen  beschrieben
(Galambos et al. 1981, Picton et al. 1987 ). Modulationsfrequenzen um 80 Hz generieren
grofdere ASSR (John et al. 2001).

Als neuere Methode zur objektiven Horschwellenbestimmung eignen sich die ASSR
daher insbesondere bei unkooperativen Patienten wie Neugeborenen und Kindern,
wenn keine aktive Mitarbeit wie beim Tonaudiogramm moglich ist. Eine Reihe von
Studien weisen auf eine sichere Darstellung bei normalhérenden und schwerhérigen
Kindern, als auch bei Erwachsenen hin (Lins et al. 1996, Cone-Wesson et al. 2002,
Herdman und Stapells 2003, Luts und Wouters 2004, Vander Werff und Brown 2006,
Scherf et al. 2006, van der Reijden et al. 2006). Ebenso ist eine gute Korrelation zur
BERA als auch zum Tonaudiogramm (Dimitijevic et al. 2002, Canale et al. 2006,
Swanepoel et al. 2007) beschrieben. Im Speziellen ist der Einsatz der ASSR zur
Diagnostik des Verlaufs der frequenzspezifischen Horschwelle bei Kindern, z.B. zur
Horgerateanpassung oder praoperativ vor Anlage eines Kochleaimplantats interessant
(Yang et al. 2008).

Im tierexperimentellen Bereich sind die ASSR bei Katzen (Makela et al. 1990, Kiren et al.
1994), mongolischen Wiistenrennmdusen (Dolphin und Mountain 1992, Behrend et al.
2002), Chinchillas (Arnold und Burkhard 2002, Szalda und Burkard 2005),
Meerschweinchen (Jeng et al. 2008) und Delfinen (Finneran et al. 2007) beschrieben.
Jedoch wurden sie nicht in erster Linie als audiologische Methode zur
Horschwellenmessung verwendet, sondern zur Erforschung der ASSR-Generatoren mit
Hilfe artifiziell gesetzter intrazerebraler Lasionen.

Anhand von Phasenmessungen [Grad] kann die berechnete ,apparent latency” indirekt
einen Riickschluss tber die Latenz der Potenziale geben (Regan 1966, Picton etal.

2003). Diese wird iiber die lineare Regression der Phasenantwort als Funktion der MF in
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Frequenzbereichen = mit  stetiger = Wachstumsfunktion iber die  Formel
Latenz = (APhase/ AMF)/ 360° berechnet. Die ,apparent latency” variiert entscheidend
mit der Modulations- und Tragerfrequenz (Rickards und Clark 1984). Es konnte gezeigt
werden, dass Modulationsfrequenzen um 40 Hz eine Antwort nach 31-37 Millisekunden
erzeugen (Kuwada et al. 1986). Die schnelleren Potenziale um 80 Hz zeigen Latenzen
um 19-25 Sekunden (Lins et al. 1995, John und Picton 2000, John et al. 2001).

Bisher sind keine genauen Urspungsorte der ASSR bekannt. Diskutiert werden sowohl
der Kortex als auch der Hirnstamm. Aufgrund der Latenzbestimmungen werden die
schnelleren 80 Hz Potenziale dem Hirnstamm zugeordnet und die 40 Hz Potenziale dem
Kortex. Nuklearmedizinische PET-Analysen (Reyes et al. 2005) und MRT-Studien
(Schoonhoven et al. 2001) sind experimentelle Moglichkeiten zur Quellenanalyse.
Magnetoenzephalographisch konnte eine starke kortikale Aktivitit Applikation der
40 Hz Potenziale gezeigt werden (Ross et al. 2003). Ein Abschwachung der 40 Hz
Potenziale unter Narkose (Plourde et al. 2008, Szalda und Burkard 2005) spricht
weiterhin flir iiberwiegende Quellen im Kortex und Subkortex. Die meisten Autoren
gehen heute von einem Zusammenspiel von kortikalen und im Hirnstamm liegenden
Generatoren aus (Maurer und Doring 1999, Herdman et al. 2002, Schoonhoven et al.
2001, Kuwada et al. 2002, Reyes et al. 2005, Plourde et al. 2008).

Bei Hunden (Markessis et al. 2006) und Affen (Burton et al. 1992) wurden die ASSR
bereits als Methode zur Hoérschwellenbestimmung beschrieben. Hier wurden
Modulationsfrequenzen bis 310 Hz verwendet. Bei der Maus wurden die ASSR bisher
nicht beschrieben, waren aber zur frequenzspezifischen Untersuchung der Horfunktion

genetisch verdnderter Mause in der audiologischen Forschung wertvoll.
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Abb. 4: Vergleich der transienten und stationdren AEP-Stimuli

(A) BERA-Stimulus: 10 kHz Tonburst, 80 dB SPL (10 ms Plateau, cos? An- und Abstieg) (B)
ASSR-Stimulus: Ausschnitt eines 80 dB SPL, 10 kHz SAM-Tons (moduliert mit 600 Hz und
100% Modulationstiefe). Die Signale wurden mit einem Sennheiser MKE-2-P-Mikrofon im
Freifeld gemessen. (C) FFT des Tonbursts (D) FFT des ASSR-Stimulus (E) zwei
Mittelwertkurven (jeweils 1000 Sweeps) als Antwort auf den Stimulus (A) einer 8 Wochen
alten C57BL/6 Maus. F (1) Antwort auf einen ASSR-Stimulus (10 kHz, MF 869 Hz,
80 dB SPL) einer reprdsentativen 8 Wochen alten C57BL/6 Maus. Der Pfeil markiert die
Haupthintergrundaktivitit des EEGs. F(2) zeigt im Hintergrund eine Leermessung ohne

Stimulus beim gleichen Tier.
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1.5.4. Otoakustische Emissionen - OAEs

Otoakustische Emissionen entstehen als spontane, oder durch akustische Beschallung,
evozierte Schallreflexionen wahrend des physiologischen Horvorganges im Innenohr.
Sie wurden bereits 1978 durch Kemp et al. als auf der Basilarmembran gebildete
Schwingungen beschrieben, die als Schallabstrahlungen im duf3eren Gehérgang messbar
werden.

Die passive Ubertragung der Schallwellen iiber die Gehérknéchelchenkette fithrt zur
Ausbildung einer Wanderwelle entlang der Basilarmembran mit freqenzspezifischen
Schwingungsmaxima (von Békésy 1960). Die auf der Basilarmembran sitzenden AHZ
werden durch die passive Auslenkung der Basilarmembran zu einer eigenen
Schwingung angeregt. Diese Verstarkerfunktion ist nichtlinear ausgebildet (starke
Verstarkung schwacher Intensitdten und zunehmend schwiachere Verstarkung héherer
Intensitdten) und bildet die Grundlage fiir die Entstehung der OAEs. Somit spiegeln die
OAEs in erster Linie die Funktion der kochledren Verstarkerfunktion der dufderen
Haarzellen wieder.

Evozierte OAEs werden durch breitfrequente Klickreize (transitorische OAEs) oder zwei
Sinusténe erzeugt. Die Stimulation der AHZ mit zwei Sinustéonen fi und f; der
Intensitdten L1 und L; fiihrt zur Ausbildung zweier passiver Wanderwellen, welche dicht
aneinander liegende Maxima besitzen. Es entsteht ein iiberlappender Bereich (UB), in
welchem Haarzellen von beiden Wellen angeregt werden. Bedingt durch die nichtlineare
Verstarkereigenschaft der Basilarmembran werden durch den kochledren
Verstarkermechanismus weitere Schwingungen an verschiedenen Frequenzen (2fi-f2
oder f,-f;) als Antwort gebildet. Diese im Uberlappungsbereich entstehenden
Schwingungen erzeugen eine in Richtung Schneckenspitze laufende Wanderwelle. Am
Ort ihrer maximalen Wellenbildung werden sie iiber die IHZ wahrgenommen. Uber
seine retrograde Schallaussendung sind diese zusatzlich entstandenen Toéne durch
empfindliche Mikrofone im Gehorgang messbar und durch eine FFT im
Frequenzspektrum darstellbar. Neben f; und f; ist an der Frequenz 2fi-f> das
Distortionsprodukt (DPOAE), auch das Verzerrungsprodukt genannt, der
Otoakustischen Emissionen sichtbar (Abb. 6). Klinische Anwendung findet nur die
Messung der DPOAEs der Frequenz 2f;-f3.

Die Amplitudengrofde der DPOAEs ist abhdngig vom Frequenzverhiltnis und dem

Pegelunterschied der Primartone. Zur Erzeugung moglichst grofRer Emissionen sind als
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Richtwert Frequenzverhdltnisse von 2fi-fz und Intensitdtsverhdltnisse von

Li- Lz =10 dB tiblich (Janssen 2001).
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Abb. 5: Gedankenmodell zur Entstehung der DPOAEs
UB: Uberlappender Bereich (Quelle: Lehnhardt und Laszig, 2001. Seite 83)

1.6. Entstehung und Ziel der Arbeit
Wahrend die ASSR eine schon oft beschriebene Methode zur objektiven
frequenzspezifischen Horschwellenbestimmung beim Mensch ist, werden in dieser
Arbeit neue Erkenntnisse liber die Potenziale bei der Maus gewonnen. Ein erstes Ziel
war die Etablierung und Charakterisierung der notigen ASSR-Stimulusparameter fiir das
hochfrequente Horspektrum der Maus, da bis heute noch keine Erkenntnisse tiber diese
Potenziale bei der Maus vorliegen. Nachfolgend wurden ASSR- und BERA-Hoérschwellen
bei gesunden und schwerhoérigen Mdusen anhand von zwei definierten Mausmodellen
einer sensorineuralen Schwerhorigkeit (Bassoon und KCNQ4) verglichen. Durch die
Anwendung der ASSR, BERA und DPOAEs gelang es, ein audiologisches Profil der

sensorineuralen Schwerhorigkeit zu erstellen.
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2. Material und Methoden

2.1.Versuchstiere

19 C57/BL6, 6 Bassoon-Mutanten, 6 KCNQs+ Knockout (KO)-Tiere und ihre gesunden
Wurfgeschwister (7 Bassoon-WT und 7 KCNQ4-WT) im Alter von 6-8 Wochen wurden in
der Arbeit untersucht. 10 der C57BL/6 Tiere wurden fiir Vorversuche verwendet. Die
Bassoon Mause stammten aus dem Max-Planck-Institut fiir Hirnforschung in Frankfurt
am Main sowie aus der Zentralen Tierexperimentellen Einrichtung (ZTE) der
Universitatsmedizin Gottingen. Es bestanden Defekte der Exone 4 und 5 der Bassoon
DNA (Altrock et al. 2003). Die Mause fiir das KCNQ4-Modell stammten aus dem Zentrum
fir Molekulare Neurobiologie Hamburg. Eine Deletion der Exone 6-8 auf dem
Chromosom 1p34 fiihrt zu KCNQ4 defizienten Mause (Kharkovets et al. 2005). Die
C57/BL6 Mause stammten aus der ZTE der Universitiatsmedizin Gottingen und wurden

zur Bildung einer gesunden Vergleichsgruppe verwendet.

Die Tiere wurden intraperitoneal mit einer Mischung aus Ketamin (125 mg/kg) (Inresa
Arzneimittel GmbH Freiburg) und Xylazin (2,5 mg/kg) (Bayer Vital GmbH) andsthesiert.
Die Narkose wurde kontinuierlich iiber eine intraperitoneal liegende 24 G (Gauge)
Butterfly Kaniile (Braun) aufrechterhalten (0,5- 1,25 ml/h). Subkutane Elektroden zur
Ableitung des EEGs wurden am Vertex, beidseitig am Mastoid und in Schwanznahe
(Erdelektrode) positioniert, bevor die Maus auf einen speziell angefertigten
Untersuchungstisch gelegt wurde. Zur Steuerung der Narkose erfolgte eine
Videoiiberwachung sowie ein fortlaufendes Monitoring der Herzfrequenz im EEG per
Oszilloskop (HM 208, HAMEG, Frankfurt am Main). Die Kérperkerntemperatur wurde
mit einer Rektalsonde gemessen und iliber eine temperaturregulierende Heizmatte
(Hugo Sachs Elektronik, Harvard Apparatus GmbH, March-Hugstetten, Deutschland)
konstant auf 37 °C gehalten (Abb.6). Am Ende der Versuche wurden die Tiere durch
intrapulmonale Injektion von 0,5 ml Embutramid (T61, Intervet GesmbH, Osterreich)
getotet. Der Genotyp der Tiere wurde post mortem durch PCR Analysen verifiziert.

Eine experimentelle Schallleitungsschwerhorigkeit wurde durch beidseitiges Versiegeln
des dufleren Gehorgangs mit einem selbst hergestellten Gemisch aus Elektrodengel

(NuPrep, EEG Skin Gel) und Wasser induziert.
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Alle tierexperimentellen Untersuchungen erfiillten die Nationalen
Tierversuchsrichtlinien und wurden durch die Tierschutzkommission des Landes

Niedersachsen genehmigt.

2.1.1. Technischer Aufbau

Zur  Stimulusgeneration,  Datenaufnahme und -speicherung wurde die
computergestiitzte Messstation Tucker-Davis-Technologies (TDT, Ft. Lauderdale, FL,
USA) System-IIl (fir BERA- und ASSR-Messungen) und System-II (fiir DPOAE-
Messungen) verwendet. Steuerbar war das System tiber eine Software (BioSig32, TDT)
des Hardwareanbieters fiir die BERA-Messungen sowie liber eine eigens fiir die Arbeit
programmierte MATLAB (The Mathworks Inc., Natick, MA, USA Version, 7.0.1) Routine
fir die ASSR-Messungen. DPOAE-Messungen wurden mit der Software Sound Forge
(Sony Creative Software Inc., Version 7.0) durchgefiihrt.

Auf der Homepage der Abteilung liegen die MATLAB Dateien zur ASSR-Erzeugung unter
http://www.innerearlab.uni-goettingen.de/materials/materials.htm bereit.

Das TDT-III-System ist ein Messsystem zur Echtzeit Stimulusgeneration und
Messdatenerfassung. Es bestand aus einer modularen Plattform, das Kernstiick waren
drei digitale System Prozessoren (Zwei RP2.1 Real-Time Prozessore und eine RA16BA
Medusa Base Station), welche von weiteren Modulen umgeben waren. Die RP2.1
Prozessoren generierten und wandelten die digitalen Stimuli mit einem 24-Bit D/A
Wandler (sampling Rate 24,41 kHz) in analoge Signale um. Nach der Generation
wurden die Signale zu einem programmierbaren Abschwicher (programmable
attenuator, PA5, TDT) geleitet, welcher anhand eines Testtons kontrolliert die
Amplitude auf den gewiinschten Schalldruckpegel abschwachte. Die Abschwachleistung
reichte von 0- 120 dB in 0,1 dB Schritten, welche durch MATLAB angesteuert und
automatisch eingestellt wurde. Uber ein Leistungsverstiarkersystem (HeadBuffer System
(power amplifier) HB6, TDT) wurden die Stimuli nachfolgend zum Lautsprecher
(JBL GmbH & Co., Neuhofen, Deutschland) geleitet.

Die abgeleiteten Potenziale wurden mit einem Headstage Vorverstirker verstarkt
(RA4LI, Medusa Low impedance headstage Verstiarker, TDT) und digitalisiert
(RA4PA Medusa PreAmplifier, TDT). AnschliefRend wurden sie {iber einen
Lichtwellenleiter zur Medusa Base Station (RA16BA) geleitet und gefiltert (Hochpass

Filter zur Eliminierung der 50 Hz Storfrequenz). Im letzten Schritt wurde die Antwort
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storsicher liber ein Verbindungsmodul (Fiber-Link Modul), welches die jeweiligen
Bestandteile des Messsystems ansteuert, sowie per Lichtwellenleiter zum PC
zurlickgeleitet und in BioSig oder MATLAB dargestellt. Multifrequente Stimuli
entstanden durch analoges Aufmischen von je vier SAM-Tonen mit einem weighted
summer (SM3, TDT).

Die Schalldruckpegel L sind in Dezibel (dB) SPL (Sound Pressure Level) RMS (Root Mean
Square) fiir tonale Stimuli oder in Dezibel SPL “peak dquivalent” (PE) fiir Klicks
angegeben. Der Schalldruckpegel (dB SPL) stellt als logarithmisches Maf3 das Verhaltnis
zwischen dem gemessenen Schalldruckpegel (px) und dem Bezugsschalldruck
(po=2-10-> Pascal) dar und wird nach der Formel L [dB SPL]= 20 - log10 (px/po)
berechnet. Die Kalibration erfolgte mit einem %4“ Briiel & Kjaer Mikrophon (D 4039,
Briiel & Kjaer GmbH, Bremen, Deutschland).

Tonburst und ASSR-Stimuli zur Darstellung im Frequenzspektrum (Abb. 4C und D)
wurden durch Messung bei 80 dB SPL Intensitidt iiber ein Sennheiser Mikrophon
(MKE 2 P-C) aufgenommen.

ASSR- und BERA-Stimuli wurden den Tieren monaural in 7 cm Abstand zum ipsilateral
positionierten Lautsprecher (JBL GmbH & Co., Neuhofen, Deutschland) im Freifeld
prasentiert. Die Impedanzdifferenz zwischen den Elektroden wurde um 1kQ gehalten
und vor jeder Messung an einen eingebauten Impedanztester des RA4Li Headstager
Moduls (TDT) getestet.

ASSR- und BERA-Messungen wurden in einer schallisolierten Untersuchungsbox
(1,2mx 1,0 m x 1,2 m Soundblocker; Desone GmbH, Berlin, Deutschland) durchgefiihrt.
Alle Messungen erfolgten nach dem gleichen Versuchsaufbau im Innenohrlabor der

Abteilung fiir Hals-Nasen-Ohrenheilkunde der Georg-August Universitat Gottingen.

2.1.1.1. ASSR-Messungen

Sinusférmig amplitudenmodulierte (SAM) Tone (Abb. 4B) wurden durch das TDT-III-
System generiert. Es wurden Frequenzen von 4 kHz, 7 kHz, 8 kHz, 10 kHz, 12 kHz und
16 kHz erzeugt, welche mit einer Frequenz von 100-1400 Hz amplitudenmoduliert

wurden. Die Modulationstiefe betrug in allen Versuchen 100%.

Das abgeleitete EEG-Potenzial wurde in der schallisolierten Untersuchungsbox verstarkt

(20fach, RA4Li, Low impedance, Headstage Verstiarker, TDT), digitalisiert (RA4PA,
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Medusa PreAmplifier, 16-Bit, sampling Rate 24,41 Hz), iiber einen Lichtwellenleiter zur
Medusa Base Station geleitet und gefiltert (50 Hz Kerbfilter und 60 Hz Hochpassfilter fiir
alle Versuche zur Reduktion der initialen niedrigfrequenten Peaks). Es wurden
Zeitabschnitte (Sweeps) von je 4 Sekunden gespeichert. Durch schnelle Fourier-
Transformation (engl.: fast Fourier-Transformation, FFT) erfolgte die Umwandlung der
ASSR aus dem Zeitfenster in das Frequenzspektrum mit einer Auflésung von 0,016 Hz.
Es wurde kein Artefaktverwurf verwendet. Einen Uberblick zum Versuchsaufbau geben
Abb. 6 und 7.

Vor jeder Messreihe wurden Testmessungen mit Modulationsfrequenzen beginnend bei
100 Hz, aufsteigend in 29 Hz Schritten bis 1400 Hz durchgefiihrt. Es wurde
tiberschwellig stimuliert (80 dB SPL bei WT-Tieren, 90 dB SPL bei KO-Tieren) und die
Messdauer betrug 16 Sekunden pro MF. Die Amplituden der ASSR und des
Hintergrundes jeder Einzelmessung wurden automatisch durch MATLAB als Funktion
aufgetragen und in Form einer Modulation Transfer Function (MTF) dargestellt
(Abb. 11A). Dies ermoglichte die Darstellung von individuellen
Modulationsfrequenzbereichen zur optimalen ASSR-Erzeugung. Wahrend der MTF war
eine FFT des EEGs, eine online-MTF und ein online-EEG sichtbar.

In  Anschluss wurden die Horschwellen bei individuell ermittelten
Modulationsfrequenzen gemessen und sowohl visuell als auch statistisch mit 10 dB SPL
Genauigkeit ausgewertet. Gemessen wurde abwarts, begonnen bei 80 dB SPL bei WT-
Tieren und bei 90 dB SPL bei Mutanten. Die Messdauer betrug eine Minute pro
Intensitdt. Wahrend der ASSR-Messung war die FFT des EEGs, ein vergrofderter
Ausschnitt (+ 10 Hz) der ASSR in der FFT sowie ein online EEG sichtbar.

Als Horschwelle wurde die niedrigste Intensitdt festgelegt, bei der eine statistisch
signifikante ASSR-Amplitude vorhanden war. Dies war als ein Peak definiert, welcher an
der applizierten MF mindestens um die zweifache Standardabweichung groéfier war, als
die mittlere Hintergrundaktivitit der benachbarten # 10 Hz um den Peak herum. Die
Amplitudengréflen wurden in der Arbeit als hintergrundkorrigierte Amplituden
dargestellt, sofern nicht anders angegeben. Hierzu wurde die mittlere
Hintergrundaktivitit (+ 10 Hz um den Peak) von der absoluten ASSR-Amplitude
abgezogen.

Die visuell bestimmten Horschwellen wurden subjektiv in der FFT der ASSR bestimmt.
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2.1.1.2. BERA-Messungen

BERA-Stimuli wurden durch die Software SigGen in einer Konfigurationsdatei generiert,
durch BioSig wurden die Potenziale aufgezeichnet und ausgewertet. Die technische
Generation und Datenspeicherung erfolgte ebenfalls durch das TDT-III-System. Der
akustische Stimulus fiir die Tb-BERA war ein 12 ms langer Impuls (cos? Anstiegs- und
Abfallzeit je 1 ms; 10 ms Plateau) (Abb. 4A), welcher mit einer Reizwiederholungsrate
von 20 Hz und bei Frequenzen von 4 kHz, 7 kHz, 8 kHz, 10 kHz, 12 kHz und 16 kHz
prasentiert wurde.

Die gemessene Potenzialdifferenz wurde in der schallisolierten Untersuchungsbox
vorverstarkt (20fach, RA4Li, Low impedance, Headstage Verstarker, TDT), digitalisiert
(RA4PA, Medusa PreAmplifier, 16-Bit, sampling Rate 24,41 Hz), lber einen
Lichtwellenleiter zur Medusa Base Station (TDT) geleitet und gefiltert (0,4 kHz
Hochpass und 4 kHz Tiefpass). Anschliefend wurde die Antwort stimulusgetriggert
aufgezeichnet und iiber 2000 Sweeps (Zeiteinheiten) gemittelt als eine Spur dargestellt.
Es wurden zwei Spuren (a 2000 Sweeps) pro Intensitdt aufgezeichnet, was die visuelle
Auswertung vereinfacht und optimiert (Abb. 4E). Die Stimulusantwort wurde fiir eine
Dauer von 20 ms nach Stimulusinput aufgezeichnet.

Rechteckige Klick-Impulse (0,03 ms Dauer) als Stimuli fiir die Klick-BERA wurden mit
einer Reizwiederholungsrate von 20 Hz appliziert und nach den gleichen Verfahren
verstarkt, gefiltert, gemittelt und aufgezeichnet.

Zeitabschnitte mit vielen Artefakten (Muskelartefakte, EKG-Potenziale) wurden durch
einen automatischen Artefaktverwurf von BioSig32 von der Mittelung ausgeschlossen.
Als Horschwelle wurde die niedrigste Intensitat festgelegt, welche noch reproduzierbare
Potenzialantworten in beiden Spuren sowie im Vergleich zur nachsthoheren Intensitat
erkennen lief3. Es wurden die Jewett-Wellen I-V aufgesucht, insbesondere wurden die
Jewett-Wellen III und V zur Hoérschwellenbestimmung herangezogen, da diese von der
Morphologie am konstantesten zu erkennen waren. Die Amplituden wurden von der
Amplitudenspitze zum Amplitudental im pV ausgemessen. Es wurde darauf geachtet,
dass der Artefaktanteil nicht iiber 10 % lag. Gemessen wurde in 10 dB Schritten
abwarts. Begonnen wurde bei 80 dB SPL und bei 90 dB SPL in den Gruppen der KO-
Tiere. Bei liberschwelliger Stimulation und klar erkennbaren Jewett-Wellen wurde
bereits benutzerdefiniert nach mindestens 2 gemittelten Spuren a 1000 Sweeps

abgebrochen.
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Abb. 6: ASSR- und BERA-Messplatz

(1) RA4Li, Medusa Low impedance headstage Verstirker, TDT; (2) RA4PA, Medusa

PreAmplifier, TDT; (3) USB Kamera; (4) Lichtquelle; (5) Elektrodenhalterung;
(6) Heizmatte; (7) Lautsprecher

-27 -



2. Material und Methoden

BERA

15
05
05
Oszillaskaop 1.5 4

0 2 4 6 8 10
o Zeit {ms)

Lichtwellen- 4 T
leiter g H |
AD 5 | |—|'F—L4': +«— SigGen/BioSig
‘KE" - < PC +—» MATLAB
RAA4LI @ RP.21 RP.21
w DiA DiA l
>
§ SM3 | £
Bl 2 F FFT

0 400 300 1200

Fregquenz (Hz
W MNarkose . Fz)

* ASSR

Rektalsonde

= 3 | Heizsteuerung

Abb. 7: Schaltbild zu ASSR- und BERA-Messungen
Der PC ist liber ein F-L (Fiber-Link) Verbindungsmodul mit den jeweiligen

nachgeschalteten Systemmodulen verbunden und steuert tiber MATLAB zwei RP.2.1
(digitale Systemprozessoren mit 24-Bit D/A Wandler), den PAS5 (programmable
attenuator TDT), sowie die Medusa Base Station an. HB6 (Head Buffer System, TDT); SM3
(weighted summer, TDT; zur Generation mulitfrequenter Téne). RA4LI: Low impedance
headstage Verstdrker, TDT; RA4PA: Medusa 16-Bit A/D Wandler, RA16BA: Medusa Base
Station, TDT. Uber SigGen werden die BERA-Stimuli generiert, iiber BioSig werden die

digitalen Systemprozessoren angesteuert sowie die Antworten dargestellt und analysiert.
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2.1.1.3. DPOAE-Messungen

Zur Erzeugung der DPOAEs wurden zwei Sinustone (fi und f2) im Verhaltnis von
f2/f1=1,2 (mit f;= 10 kHz und f,= 12 kHz) tber einen programmierbaren Abschwacher
(PA4, TDT) generiert und mit und einem ED1/ EC1 Lautsprechersystem (Tucker-Davis
Technologies, System-II) prasentiert. Die Intensititen von L; und L2 bei fi und f2
betrugen je 60 dB SPL. Uber eine Sonde (Eigenbau) wurden die Priméirtone in den
Ohrkanal méglichst nah an das Trommelfell geleitet. Uber ein an der Spitze des
Sondensystems liegendes MKE-2-P Mikrofon (Sennheiser, Hannover, Deutschland)
wurden die empfangenen OAE Signale aufgenommen. Anschliefiend wurden die OAEs
liber einen Dual Microphone Preamplifier (DMP3, MIDIMAN) verstarkt, mit einer 24-Bit
Soundkarte (Firma Terratec, DMX, 96 kHz) aufgenommen und anhand von Sound Forge
(Version 7.0) ausgewertet. Hier erfolgte durch eine FFT die Umwandlung in das
Frequenzspektrum. Die Auswertung auf das Vorhandensein von den charakteristischen
Peaks wurde mit der Software IgorPro durchgefiihrt. Die DPOAE-Messungen erfolgten in

einem schallisolierten Untersuchungsraum.

aullerer DMP3
Gehdrgang  Mikrofon MIDIMAN

PC | € SoundForge

fq —|
PA4 |y on

PA4 — 1T,

Trommelfell FFT
f.‘ f2
o 17 |
Schallisolierter Untersuchungsraum 10
as &
101,
10" \,-=.L_—_-_ﬂ_:___:_:__‘_,____ .

10 2:] 3;3 4IIJ
Frequenz (Hz)
* DPOAE
Abb. 8: Schaltbild zu DPOAE-Messungen
Die Soundkarte des PCs gibt iiber einen CD-Player die beiden Primdrténe f1 und f2 zu je
zwei PA4: programmable attenuator, TDT; ED: electronic speaker device, TDT;

DMP3 MIDIMAN: Verstdrker, TDT.
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2.2, Datenanalyse und statistische Auswertung

Offline Analysen der ASSR-Daten erfolgten mit MATLAB (Version 7.0.1; The Mathworks,
Natick, MA, USA), Microsoft Excel, Microsoft Access und Igor Pro (Wavemetrics, Eugene,
OR, USA).

Die Analyse der BERA-Daten erfolgte mit BioSig32, Microsoft Excel und IgorPro. Die
Analyse der OAE Daten wurde MATLAB und IgorPro durchgefiithrt. Die Box-Plots
wurden mit Statistica 8 dargestellt.

Die Horschwellen sind im Box-Plot mit dem arithmetischen Mittelwert, dem
Standardfehler (+ SE) und der Standardabweichung (+ SD) dargestellt. Dabei stellt der
zentrale Punkt den Mittelwert dar und die obere bzw. untere Grenze der Rahmen
markiert den Standardfehler. Die von hier ausgehenden Linien zeigen die
Standardabweichung an. Im Text ist, wenn nicht anders angegeben, der Standardfehler
angegeben.

Der Spearman’s Rangkorrelationskoeffizient rs (fiir nichtparametrische Daten), als Maf3
fiir die Auspragung des linearen Zusammenhangs, wurde zur Priifung der Korrelation
verwendet. Je ndher rs an 1 liegt, desto enger verteilen sich die Messwerte um die
eingezeichnete Regressionsgrade.

Fiir den Vergleich der Mittelwerte zweier Gruppen wurde der Student’s t-Test
verwendet. Der gepaarte t-Test wurde verwendet, wenn Ergebnisse innerhalb der
gleichen Maus verglichen wurden. Der Wilcoxon-Rangsummmentest fiir verbundene
Stichproben wurde zum Testen von ordinalskalierten, nichtparametrischen Merkmalen,

basierend auf einer Rangbildung, verwendet.
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3. Ergebnisse
3.1.Normalhorende Tiere

3.1.1. Modulation Transfer Function (MTF) und optimale Messdauer

Im Frequenzspektrum des EEGs der Maus in Narkose ohne akustische Stimulation war
ein grofder niedrigfrequenter Peak bei Frequenzen unter 200 Hz zu erkennen
(Abb. 4F (2)). Dies lief wahrend der Vorversuche eine eingeschrankte Verwendung der
sehr niedrigen Modulationsfrequenzen vermuten. ASSR konnten mit 40 Hz und 80 Hz
Modulationsfrequenz erzeugt werden, jedoch waren die Hintergrundamplituden
verhaltnismafdig grofd (Abb. 10A). Daher wurde zundchst nach geeigneten
Modulationsfrequenzen fiir ASSR Messungen bei der Maus gesucht. Hierzu wurden die
absoluten ASSR- und Hintergrundamplituden aller getesteten Modulationsfrequenzen
(100-1400 Hz) als Modulation Transfer Function (MTF) aufgetragen (Abb. 10B).
Weiterhin stellte sich die Frage nach der optimalen Messdauer fiir MTF- und ASSR-
Messungen, weil ASSR Amplituden und Horschwellen von der Messdauer abhéngig sind
(Luts et al. 2004, Picton et al. 2005).

ASSR Messungen mit 1,875-60 Sekunden Messdauer zeigten, dass unter 15 Sekunden
Messdauer die Amplitudengrofle abnahm (Abb. 9B). Bei einer Messdauer von
60 Sekunden waren die Horschwellen niedriger (Abb. 9A), es zeigte sich aber kein
signifikanter Unterschied im Vergleich zu 30 Sekunden Messdauer (p= 0,72). Als
Messdauer fiir jede Intensitat zur Horschwellenbestimmung wurde 1 Minute definiert.
Fiir jede Frequenz in der MTF wurde 16 Sekunden (4 Sweeps) Messdauer definiert.

Die MTF zeigte, dass sowohl die Hintergrundamplituden, als auch die ASSR-Amplituden
von der Modulationsfrequenz abhdngig waren (Abb. 10B). Es waren drei Maxima
sichtbar (Abb. 10C). Nach einem Maximum bei 180 Hz erfolgte ein Abfall der
Amplituden auf ein Minimum um 430 Hz. AnschlieRend folgte ein weiterer
Amplitudenanstieg bis Frequenzen um 600 Hz. Oft war noch ein weiteres Maximum um
900 Hz erkennbar. Trotz kleiner Amplituden waren ASSR statistisch bis
Modulationsfrequenzen von 1400 Hz nachweisbar. Basierend auf diesen Ergebnissen
wurden fiir die folgenden Untersuchungen niedrig- (< 200 Hz), mittel- (200-600 Hz) und
hochfrequente (> 600 Hz) MF-Gruppen gebildet und ndher untersucht.
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3. Ergebnisse

Der Verlauf der MTF war von der TF abhdngig (Abb. 10D). Bei 4 kHz zeigte sich eine
gering ausgepragte MTF Kurve ohne deutliche Maxima. Nach ausgepragten ASSR-
Amplituden im niedrigfrequenten Bereich war bei allen Tragerfrequenzen ein
Amplitudenminimum um 430 Hz vorhanden. Bei Frequenzen von 7 kHz, 10 kHz und
15 kHz war ein weiterer Anstieg der Amplitudengréfien bei Modulationsfrequenzen um
630 Hz zu verzeichnen. Wiederholungen der MTF am gleichen Tier zeigten eine zeitliche
Verschiebung der ASSR-Maxima mit zunehmender Untersuchungsdauer in niedrigere
MF-Bereiche (Abb.10E). Nach der ersten Untersuchungsstunde kam es zu einer
mittleren Verschiebung des ASSR-Amplitudenminimums um -103,6 + 25,6 Hz (n=3
C57/BL6 Tiere). Hieraus wurde die Konsequenz gezogen, fiir jede ASSR-Messung
Modulationsfrequenzen zu verwenden, welche aus einer maximal 45 Minuten alten MTF
stammten.

Es wurde Kkein Unterschied zwischen ASSR-Amplituden mit 80% und 100%
Modulationstiefe gefunden (Abb.11). Fiir alle folgenden Messungen wurde eine

Modulationstiefe von 100 % verwendet.
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AbDb.9: Einfluss der Messdauer auf ASSR-Horschwelle und ASSR-Amplitude
(A) n= 14 Ohren von 7 C57/BL6 Tieren (B) n= 20 Ohren von 10 C57/BL6 Tieren
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Abb. 10: Modulation Transfer Function (MTF)

(A) Vergleich der absoluten ASSR- und Hintergrundamplituden bei 40 Hz, 80 Hz, 100 Hz,
170 Hz und 200 Hz MF (n = 6 C57/BL6 Tiere). (B) 10 kHz MTF einer reprdsentierbaren
8 Wochen alten C57BL/6 Maus bei 80 dB SPL Intensitdt. (C) Mittlere MTF aller WT-Tiere
(= 20 Tiere, 32 Ohren insgesamt, davon 7 C57BL/6, 13 Bsn */* und 13 KCNQ4 */*). (D)
Mittlere MTF bei 4 kHz, 7 kHz, 10 kHz und 15 kHz (n = 4 C57/BL6 Tiere). (E) Zeitliche
Verschiebung der ASSR-Maxima bei einer reprdsentativen 8 Wochen alten C57/BL6 Maus.

MTF (2): 60 min nach MTF (1), MTF (3): 130 min nach MTF (1), MTF (4): 243 min nach
MTF (1).
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Abb. 11: Vergleich der Modulationstiefe
MTF bei 80 dB SPL Intensitdt und je 80% (grau) und 100 % (schwarz) Modulationstiefe
(n =8 C57/BL6 Tiere)

3.1.2. ASSR-Amplitudenwachstum bei normalhérenden Tieren

Das Amplitudenwachstum der ASSR wurde als Funktion der Stimulationsintensitat
aufgetragen und bei unterschiedlichen Modulations- und Tragerfrequenzen untersucht
(Abb. 12).

Wie aus der MTF zu vermuten (Abb. 10C), waren in der Amplituden-Wachstumsfunktion
die ASSR-Amplituden in der niedrigfrequenten MF-Gruppe (< 200 Hz) am grofdten
(Abb. 12B). Bei liberschwelliger Stimulation waren die Amplituden signifikant grofier
als die Amplituden der mittelfrequenten MF-Gruppe (80 dB SPL: p= 0,02; 70 dB SPL:
p=0,05). Ab 60 dB SPL Stimulation abwarts konnten keine signifikanten Unterschiede
zwischen den Amplituden der drei Gruppen gezeigt werden. Im Horschwellenbereich
naherten sich die Kurven sehr stark an.

Die Grofde der ASSR-Amplituden war abhdngig von der TF (Abb. 12C). Ab einer
Intensitdt iber 40 dB SPL waren die 4 kHz Amplituden signifikant kleiner als die
Amplituden der hoheren TF (p < 0,05 im jeweiligen Vergleich). Die Amplituden der
Frequenzen 8 kHz - 16 kHz (Abb. 12C; MF > 200 Hz) unterschieden sich statistisch nicht

voneinander.
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Abb. 12: ASSR-Amplituden-Wachstumsfunktion

(A) Reprdsentative Darstellung einer 10 kHz ASSR-Amplituden-Wachstumsfunktion
(hintergrundkorrigiert) eines 6 Wochen alten C57/BL6 Tieres. (B) 10 kHz ASSR-
Amplituden-Wachstumsfunktion (hintergrundkorrigiert) aller WT-Tiere. Flir jedes Tier
wurden ASSR Hérschwellen in allen MF Bereichen gemessen (n= 16 Tiere, 29 Ohren:
3C57BL/6, 14 Bsn */* und 12 KCNQ4 */* Ohren). (C) Vergleich der 4-16 kHz ASSR-
Amplituden-Wachstumsfunktionen (hintergrundkorrigiert) (n= 5 C57BL/6 Tiere). Die MF
wurde individuell in einem Bereich zwischen 200 und 900 Hz gewdhlt. (D) Vergleich der
ASSR-AmplitudengréfSen in Abhdngigkeit von der TF bei 80 dB SPL Stimulation der
gleichen Tiere aus (C).

3.1.3. Horschwellenbestimmung mittels ASSR und BERA

Nach Bestimmung der optimalen Modulationsfrequenzen aus der MTF wurde mit
mindestens zwei Modulationsfrequenzen die 10 kHz ASSR-Horschwelle bestimmt.
Anschliefend wurden diese mit den 10 kHz Tb-BERA- und Klick-Hérschwellen
verglichen (Abb. 13).
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ASSR-Hoérschwellen, gemessen mit der mittleren (200-600 Hz) und der hohen MF-
Gruppe (200- 600 Hz), unterschieden sich (p= 0,38) nicht voneinander.
Tb-BERA-Horschwellen (34,1 dB SPL # 1,8 dB SPL) unterschieden sich statistisch nicht
(p = 0,28) von den Horschwellen der mittelfrequenten MF-Gruppe (31,3 dB SPL
+ 1,8 dB SPL). Die hohe MF-Gruppe (29,1 dB SPL + 2,1 dB SPL) erzeugte signifikant
niedrigere Horschwellen als die Th-BERA (p= 0,02). Die Klick-Hoérschwelle (30,1 dB SPL
+1,9dB SPL) war statistisch nicht von der mittleren- und hohen MF-Gruppe zu
unterscheiden (MF 200-600 Hz: p= 0,45; MF > 600 Hz p= 0,59).

ASSR-Hoérschwellen der niedrigen MF-Gruppe unter 200 Hz (52,2 dB SPL # 3,8 dB SPL)
waren signifikant héher als die Horschwellen der anderen MF-Gruppen als auch der Tb-
BERA- und Klick-Horschwellen (alle p< 0,01). Zwischen Tb-BERA und Klick-BERA
Horschwelle bestand ein signifikanter Unterschied (p= 0,007).
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Abb. 13: Box-Plots der ASSR- und Th-BERA-Horschwellen der WT-Tiere

10 kHz ASSR (MF < 200 Hz, MF 200-600 Hz, MF > 600 Hz) und BERA-Hérschwellen (10 kHz
Tonburst und Klick) aller WT-Tiere (n= 23 Tiere, 36 Ohren, davon: 10 C57BL/6 14 Bsn */*,
12 KCNQ4 */* Ohren).

3.1.4. Statistische und visuelle ASSR Auswertung

Die statistische Auswertung der FFT mit MATLAB und Microsoft Excel wurde mit der

visuell-subjektiven Auswertung des Untersuchers verglichen (Abb.14A).
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Die visuell und statistisch bestimmten ASSR-Horschwellen bei horgesunden Tieren der
MF-Gruppe unter 200 Hz unterschieden sich nicht signifikant voneinander (p = 0,08).

In den mittel- und hochfrequenten MF-Gruppen waren die statistisch bestimmten
Horschwellen signifikant niedriger als die visuellen Horschwellen (MF 200-600 Hz: p =
0,001; MF > 600 Hz: p = 0,002). Die statistischen Horschwellen der WT-Tiere lagen im
Mittel 4,3 dB niedriger als die visuellen Schwellen. Die visuellen ASSR-Hoérschwellen der
MF-Gruppe unter 200 Hz waren, wie in Teil 3.1.3, signifikant hoher als die Hérschwellen
der Gruppen der mittel- (p= 0,004) wund hochfrequenten (p= 0,003)
Modulationsfrequenzen. Innerhalb der mittel- und hochfrequenten MF-Gruppen
unterschieden sich die visuellen Hérschwellen nicht signifikant voneinander (p = 0,32).
Die statistisch und visuell bestimmten ASSR-Horschwellen der hoérgesunden und
schwerhorigen Tiere korrelierten sehr gut (Abb. 14D: Spearman’s rs = 0,93).

Zusatzlich zur bisher durchgefiihrten Héorschwellenmessung und -auswertung in 10 dB
Schritten wurden Messungen in 3 dB Schritten durchgefiihrt (Abb. 14B und C). Ab der
ersten Intensitdt, welche nach der Berechnung mit MATLAB nicht vom Hintergrund zu
unterscheiden war, wurden automatisch die nachsthoheren Intensititen in 3 dB
Schritten gepriift, bis MATLAB einen Unterschied zum Hintergrund nachweisen konnte.
Die ASSR-Horschwellen, ermittelt in 10 dB und 3 dB Messschritten, unterschieden sich
weder bei den hérgesunden (MF 200-600 Hz: p = 0,12; MF > 600 Hz: p = 0,23), noch bei
den schwerhoérigen Tieren (MF 200-600 Hz: p = 0,73; MF > 600 Hz: p = 0,09) signifikant

voneinander und korrelierten sehr gut (Abb. 14E: Spearman’s rs= 0,91).
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Abb. 14: Box-Plots und Korrelationsdiagramme der statistischen und visuellen ASSR-

Horschwellen

(A) visuell und statistisch 10 kHz ASSR-Hérschwellen bei hérgesunden Tieren (n= 18 Tiere
und 27 Ohren, davon 9 Tiere und 9 Ohren C57BL/6, 3 Tiere und 6 Ohren Bsn */* und 6
Tiere und 12 Ohren KCNQ4 */*). (B) 10 kHz ASSR-Hérschwellen der WT-Tiere. Bestimmung
in 3 dB und 10 dB Schritten (n= 16 Tiere und 25 Ohren, davon 5 KCNQ4*/*, 7 Bsn */* Tiere
und 4 C57/BL6 Tiere). (C) 10 kHz Horschwellen der KO Tiere (n= 11 Tiere und 22 Ohren,
davon 6 Tiere Bsn /- und 5 Tiere KCNQ4 /). (D) (n= 49 Ohren von 4 C57/BL6, 7 Bsn */*, 6
Bsn /-, 6 KCNQ4 */* und 6 KCNQ4 /- Tieren). (E) Daten aus (B) und (C)
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3.1.5. ASSR bei experimenteller Schallleitungsschwerhorigkeit

ASSR-Hoérschwellen wurden bei fiinf C57BL/6 Tieren im Alter von acht Wochen fiir
ausgewahlte Tragerfrequenzen (4 kHz, 8 kHz, 10 kHz, 12 kHz und 16 kHz) bei einer
zuvor optimal gewdhlten MF (200-600 Hz) bestimmt. Es wurden nur
Modulationsfrequenzen tiber 200 Hz verwendet. Anschliefend wurden diese mit ihren
Tb-BERA-Horschwellen verglichen. Nachfolgend wurde bei den gleichen Tieren im
Anschluss eine experimentelle Schallleitungsschwerhorigkeit (SLS) durch beidseitiges
Versiegeln des duf3eren Horkanals simuliert (Abb. 15).

Tb-BERA-Horschwellen waren nach der experimentellen SLS bei Frequenzen von 8-
16 kHz im Mittel um 37,5 dB SPL erhoht (8 kHz: + 29 dB SPL, 10 kHz: + 37 dB SPL,
12 kHz: + 46,5 dB SPL, 16 kHz: + 38,5 dB SPL). ASSR-Horschwellen waren im Mittel um
35,6 dB SPL (8 kHz: + 27,5 dB SPL, 10 kHz: + 33 dB SPL, 12 kHz: + 33,5 dB SPL, 16 kHz:
+35,5dB SPL) erhoht (Abb. 15A). Bei 4 kHz waren die Horschwellen nicht erhoht
(ASSR: + 0,25 dB SPL, BERA: + 12 dB SPL nach experimenteller SLS). In der

Regressionsanalyse errechnete sich ein Spearman’s rs von 0,73.
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Abb. 15: Experimentelle Schallleitungsstérung (SLS)
(A) ASSR (MF 200- 600Hz)- und Tb- BERA-Audiogramme von 5 C57BL/6 Tieren vor und
nach experimenteller SLS. (B) Korrelationsdiagramm aller Messungen aus (A) (n=90

Einzelmessungen).
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3.2. ASSR am Mausmodell der SNSH

Nach den Untersuchungen an normalhérenden Tieren wurden ASSR an zwei Gruppen
von Mausmutanten mit bekannter sensorineuraler Schwerhorigkeit (SNSH) gemessen.
Analog zum ersten Teil erfolgte eine Gegeniiberstellung zu den transienten
Hirnstammpotenzialen sowie im Anschluss ein Vergleich zu den gewonnenen
Erkenntnissen der normalhdrenden Tiere.

KCNQ4 KO-Tiere leiden an einem Funktionsverlust der AHZ und stellen ein Modell einer
SNSH mit einem Defekt des Verstarkersystems dar (Khartkovets et al. 2006). Bassoon
Mutanten tragen einen Defekt an den IHZ und leiden an einer fehlerhaften
Reizweiterleitung der afferenten Haarzellsynapsen (,auditorische Synaptopathie®,

Khimich et al. 2005).

3.2.1. Modulation Transfer Function bei SNSH

Die MTF der KCNQs4 WT-Tiere (Abb. 16A: 90 dB SPL Stimulation bei KO-Tieren,
80 dB SPL Stimulation bei WT-Tieren) zeigte ebenfalls einen zweigipfligen Verlauf mit
zwei bis drei Amplitudenmaxima. Nach sehr grofden ASSR-Amplituden bei niedrigen
Modulationsfrequenzen unter 200 Hz trat ein Amplitudenminimum bei 180 Hz auf, es
folgte nach einem Minimum bei 430 Hz ein Anstieg auf ein erstes Maxima bei 605 Hz,
sowie ein Zweites bei 985 Hz. Der MTF Verlauf der KO-Tiere folgte dem der WT-Tiere,
jedoch waren die Amplituden des ersten ASSR Maximums im Mittel zu 57,3 % kleiner.
Unter der verwendeten MF von 373 Hz waren die KO Amplitudengrofden signifikant. Bei
sehr hohen Modulationsfrequenzen tiber 1000 Hz waren die Amplituden der WT- und
KO-Tiere nicht voneinander zu unterscheiden.

Bei der Bassoon-Mutante konnten keine ausgepragten ASSR-Amplituden erzeugt
werden (Abb. 16B). Die ASSR trat nur minimal aus dem Hintergrund hervor. Die WT-
Tiere zeigten ebenfalls ein deutliches Amplitudenminimum (518 Hz), aber kein zweites

Maximum.
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Abb. 16: Modulation Transfer Function (MTF) der KO-Tiere
(A) MTF der KCNQ4 */* (grau, n=6 Tiere, 12 Ohren) und KCNQ. /- Tiere (schwarz;
n =5 Tiere, 10 Ohren). (B) MTF der Bsn */* (grau, n = 7 Tiere, 12 Ohren) und Bsn /- Tiere

(schwarz, n =7 Tiere, 10 Ohren).

3.2.2. Amplitudenwachstum bei SNSH

Die Bassoon-Mutanten zeigten ein sehr schwaches Amplitudenwachstum (Abb. 17A).
Niedrige Modulationsfrequenzen unter 200 Hz erzeugten groflere ASSR-Amplituden
und stiarkeres Amplitudenwachstum im {iiberschwelligen Bereich als hohere MF-
Gruppen. Modulationsfrequenzen der niedrigfrequenten MF-Gruppe bildeten im Mittel
31% grofdere Amplituden als die Modulationsfrequenzen der mittelfrequenten MF-
Gruppe (90 dB SPL Stimulation). Die ASSR-Amplituden der Bassoon-Mutanten waren
das Zehnfache kleiner als die ASSR-Amplituden der gesunden Tiere (MF 200-600 Hz)
(Abb. 17C). Zwischen der mittleren MF-Gruppe und der hohen MF-Gruppe bestand bei
keiner Stimulationsintensitat ein signifikanter Unterschied in der Amplitudengrofie.

KCNQ4 KO-Tiere zeigten keinen Unterschied im Amplitudenwachstum zwischen den MF-
Gruppen (Abb. 17B). Die Amplituden der mittelfrequenten MF-Gruppe waren im
Vergleich zu den gesunden Tieren 58 % kleiner (80 dB SPL Stimulation) (Abb. 17D). Im
Vergleich zu den WT-Tieren trat bei den KCNQ4 KO-Tieren ab dem Horschwellenbereich
(~ 70 dB SPL) eine Rechtsverschiebung der Kurve auf. Es zeigte sich ein starkes
Amplitudenwachstum im Sinne eines audiologischen Recruitmentphdnomens

(Abb. 17D).
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Abb. 17: ASSR-Amplituden-Wachstumsfunktion der SNSH-Tiere

10 kHz ASSR-Amplituden-Wachstumsfunktion (hintergrundkorrigiert) der (A) Bsn /-
(n =7 Tiere, 13 Ohren) und (B) KCNQ4 /- Tiere (n= 6 Tiere, 11 Ohren). Flir jedes Tier
wurden ASSR-Hérschwellen in allen drei MF-Gruppen gemessen. (C) und (D): ASSR
Amplitudenwachstum (MF 200-600 Hz) der WT- und KO-Tiere im Vergleich. (C) Bsn +/+
(n =7 Tiere 14 Ohren), Bsn /- (gleiche Daten wie aus 19A) (D) KCNQ+ */* (n =6 Tiere,
11 Ohren), KCNQ4 /- (gleiche Daten wie aus 18B).

3.2.3. Horschwellenvergleich mit ASSR und BERA bei SNSH

Die gesunden WT-Tiere zeigten keinen statistischen Unterschied zwischen den
Horschwellen der mittel- und hochfrequenten MF-Gruppen (Bsn */+: p = 0,26; KCNQ4*/+:
p= 0,69). Bei den schwerhorigen SNSH-Tieren bestand ebenfalls kein Unterschied
zwischen diesen MF-Gruppen (Bsn /- : p= 0,15; KCNQ4 /- : p= 0,48). Sowohl die
niedrigfrequenten  (rs=0,85) (Abb. 18C), als auch die hochfrequenten
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Modulationsfrequenzen (rs = 0,82) (Abb. 18D) zeigten gute Korrelationen der ASSR- und
Tb- BERA-Horschwelle.

Die ASSR-Horschwellen der SNSH-Tiere der niedrigfrequenten MF-Gruppe waren im
Vergleich zu der mittelfrequenten MF-Gruppe signifikant hoher (Bsn /- : p= 0,04,
KCNQ4+ /- : p= 0,04). Dieser Unterschied bestand nicht im Vergleich zu den
hochfrequenten ASSR-Horschwellen (Bsn /- : p= 0,07, KCNQ4 /- p=0,06). Bsn-KO
Horschwellen der niedrigfrequenten MF-Gruppe waren weiterhin signifikant grofer als
die Tb-BERA- (p = 0,04) und Klick-BERA- (p = 0,04) Horschwellen. Die niedrigsten Bsn-
Horschwellen wurden mit der Klick-BERA ermittelt (57,5 dB SPL), welche signifikant
niedriger war als alle anderen Messreihen.

KCNQ4 KO-Tiere zeigten keinen signifikanten Unterschied zwischen niedrigfrequenten
ASSR-, Tb-BERA- (p = 0,14) und Klick-BERA-Hoérschwellen (p = 0,36) (Abb. 18B). SNSH-
Tiere zeigten geringere Horschwellenunterschiede, gemessen mit
Modulationsfrequenzen unter und iiber 200 Hz, als die gesunden Vergleichstiere.

Flir weitere Vergleiche wurden die ASSR-Hoérschwellen der mittel- und hochfrequenten
MF-Gruppen gemittelt und als MF-Gruppe iiber 200 Hz dargestellt.

Der Horverlust der schwerhorigen Tiere, gemessenen mit ASSR und Tb-BERA, war
vergleichbar (im Mittel iiber alle Methoden 41,4 dB SPL). Die ASSR-Horschwelle der
gemittelten MF-Gruppe (MF > 200 Hz) der Bsn KO-Tiere (74,3 dB SPL) lag 5,5 dB SPL
iiber der mittleren Tb-BERA (65,8 dB SPL) Horschwelle. Im Vergleich zu den Bsn WT-
Tieren lag in der Bsn KO-Gruppe die ASSR-Horschwelle um 40,9 dB SPL erhoht und die
BERA-Horschwelle um 31,6 dB SPL erhoht.

Bei den KCNQs4 KO-Tieren lag die ASSR-Horschwelle der gemittelten MF-Gruppe
(74,5 dB SPL) 3,0 dB SPL unter der mittleren Tb-BERA Horschwelle (77,5 dB SPL). Die
ASSR-Horschwellen lagen im Vergleich zu den KCNQ4 WT-Tieren um 44 dB SPL erhoht.
Die Tonburst- BERA-Horschwelle war um 49,2 dB SPL erhoht.
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Abb. 18: Box-Plots und Korrelationsdiagramme der ASSR- und BERA-Hérschwellen der
SNSH-Tiere

(A) Box-Plots der Bsn */* (n = 7 Tiere, 12 Ohren) und Bsn /- Tiere (n = 7 Tiere, 10 Ohren).
(B) Box-Plots der KCNQ4 */*(n = 6 Tiere, 12 Ohren) und KCNQ+ /--Tiere (n =5 Tiere, 10
Ohren). (C) und (D): Korrelationsdiagramme der ASSR- und Tb-BERA-Horschwellen der
Messungen aus (A) und (B). (C) MF von 200- 600 Hz und (D) MF iiber 600 Hz.
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3.3. ASSR, Th-BERA und DPOAEs zur Differentialdiagnose der SNSH

Abbildung 19 stellt anhand von ASSR-, Tb-BERA- und DPOAE-Messungen der zwei
Mausmodelle ein audiologisches Profil einer SNSH dar. Bei KCNQ4 KO-Tieren waren
DPOAEs trotz hoher Stimulationsintensitat nicht nachweisbar. Bei Bassoon Mutanten
waren die DPOAEs weiterhin regelrecht nachweisbar.

Die tiberschwelligen Tb-BERA- und ASSR-Messungen unterschieden sich trotz dhnlicher
Horschwellen grundlegend voneinander. In der Amplituden-Wachstumsfunktion der
KCNQ4 KO-Tiere der ASSR und der Tb-BERA war ein steiler Anstieg der Amplitude
zwischen 70 dB SPL und 90 dB SPL zu sehen. Teils ndherten sich ASSR- und Tb-BERA-
Amplituden der KCNQ4 KO-Tiere sogar den Amplitudengrofien der C57BL/6 Tiere an.
Die ASSR-Amplituden der C57/BL6 Tiere waren ein Vielfaches kleiner als die Tb-BERA-
Amplituden. Selbst im Horschwellenbereich (20-40 dB SPL) waren die Tb-BERA-
Amplituden noch im Mittel um das 3,5fache grofier. Die KO-Tiere zeigten weniger
ausgepragte Unterschiede. Im Gegensatz zum Amplitudenwachstum der ASSR war ein
schwaches Tb-BERA-Amplitudenwachstum der Bsn KO-Tiere vorhanden. Die ASSR-
Amplituden der Bassoon-Mutanten waren bei allen Intensitaten sehr klein und zeigten
kein Wachstum. Im Gegensatz konnte bei den KCNQs4+ KO-Tieren kein Unterschied
zwischen den ASSR- und Tb-BERA-Amplitudengrofien gezeigt werden. Die
Reizantworten der Tbh-BERA zeigten keine klaren Jewett-Potenziale, vielmehr fanden

sich hier verzogerte und verbreiterte und Potenzialgipfel. Eine Welle I fehlte.
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Abb. 19: Profil der sensorineuralen Schwerhdérigkeit (SNSH)
(A) DPOAEs als Antwort auf simultane iiberschwellige Stimulation mit 2 Sinusténen (f1
und f2, 60 dB SPL) bei reprdsentativen Tieren. Man beachte die fehlenden DPOAEs beim
KCNQ4 /- Tier. (B) Reprdsentative 10 kHz ASSR bei tiberschwelliger Stimulation: C57/BL6
(MF 608 Hz), Bsn /- (MF 580 Hz) und KCNQ4 /- (MF 752 Hz). (C) Tb-BERA-Messungen
(10 kHz, Mittelungen von je 1000 Zeitabschnitten) der gleichen Tiere wie in (B). (D) ASSR
(gemittelte Amplituden der MF 200-600 Hz und MF > 600Hz) und Tb-BERA (Amplituden
der Welle I1I) Wachstumsfunktionen (C57BL/6 n = 3 Tiere, 3 Ohren; Bsn -/- n = 7 Tiere,
13 Ohren; KCNQ+ /- n = 6 Tiere, 11 Ohren).
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3. Ergebnisse

3.4. Multifrequente ASSR

Bisher wurden ASSR als Antwort auf individuelle SAM-T6ne mit je einer zugeordneten
Modulationsfrequenz beschrieben. Im nachfolgenden Schritt wurden ASSR mit einer
multifrequenten Stimulation zur schnelleren frequenzspezifischen Hoérschwellen-
bestimmung erzeugt (John et al. 1998). Zunachst wurden MTFs mit Tragerfrequenzen
von 4 kHz, 7 kHz, 10 kHz und 15 kHz dargestellt und es wurde nach geeigneten
Modulationsfrequenzen in Frequenzbereichen zwischen 200- 400 Hz und 400- 800 Hz
gesucht. Es wurde ein Stimulus generiert, der vier Tragerfrequenzen der gleichen
Intensitdt enthielt, aber mit je vier unterschiedlichen Frequenzen moduliert wurde. Die
gewahlten Modulationsfrequenzen stammten aus dem gleichen Maximum einer MTF
und lagen mindestens 30 Hz auseinander (Abb. 20A und B).

Im Horschwellenvergleich stimmten die multifrequent erzeugten Horschwellen gut mit
ihren zugehodrigen monofrequent erzeugten Horschwellen iiberein (Abb. 20C
multifrequent: 4 kHz: 50 + 11 dB SPL; 7 kHz: 35 + 4 dB SPL; 10 kHz: 38 + 7 dB SPL;
15 kHz: 50 + 8 dB SPL). Im Mittel lagen die multifrequenten Horschwellen 3,25 dB SPL
iiber den  monofrequenten  Hoérschwellen. Im  Bereich der  hoéheren
Modulationsfrequenzen iiber 400 Hz lagen die multifrequenten Horschwelle im Mittel
1,5 dB unter den monofrequenten Horschwellen (Abb. 21D multifrequent: 4 kHz: 38 + 4
dB SPL; 7 kHz: 20 + 0 dB SPL; 10 kHz: 18 + 5,4 dB SPL; 15 kHz: 25 * 4,1 dB SPL). Die
hohere MF-Gruppe zeigte im Mittel 18 * 3,3 dB SPL niedrigere Hérschwellen.

Auch bei multifrequenter Stimulation war die Amplitudengréfie abhangig von der
Tragerfrequenz (Abb. 21). Die kleinsten Amplituden wurden bei 4 kHz erzeugt, mit
zunehmender Frequenz nahm die Amplitude zu (vgl. Abb. 12C).

Eine tberschwellige multifrequente Stimulation (80 dB SPL) erzeugte kleinere ASSR-
Amplituden als eine monofrequente Stimulation (Abb.21). Im Hérschwellenbereich war
kein Unterschied festzustellen. Bei keiner Frequenz war bei {iberschwelliger
(80 dB SPL), multifrequenter Stimulation ein signifikanter Unterschied zwischen ASSR-
Amplituden, gemessen mit Modulationsfrequenzen unter 400 Hz und iiber 400 Hz

vorhanden.
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Abb. 20: Multifrequente ASSR
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(A) und (B): reprdsentatives EEG Spektrum (nach 60 Sekunden Messdauer) einer C57/BL6
Maus bei multifrequenter 60 dB SPL Stimulation (A: MF 200-400 Hz; B: MF 400- 800 Hz).
Markiert sind die jeweils vier simultanen ASSR. (C) und (D) zeigen die Audiogramme von
4 C57/BL6 Tieren bei mono- und multifrequenter Stimulation. (C: MF 200-400 Hz; B: MF
400-800 Hz).
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Abb. 21: Amplitudenwachstum bei multifrequenter ASSR

(A) multifrequent, MF < 400 Hz (B) multifrequent, MF > 400 Hz (C) monofrequent,
MF < 400 Hz (D) monofrequent, MF > 400 Hz (n = 5 C56/BL6 Tiere).
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4. Diskussion
4.1. Nutzen der ASSR zur audiologischen Untersuchung der Maus

In dieser Arbeit wurden die frequenzspezifischen ASSR bei der Maus erstmalig
charakterisiert und mit der BERA vergleichen. Die Maus spielt eine zentrale Rolle in der
Grundlagenforschung der Saugetiere. Bedingt durch eine rasant fortschreitende
Erforschung der Genetik der Maus, einer genetischen Standardisierung, giinstigen
Lebenshaltungskosten und einer kurzen Lebenszeitspanne ist die Maus nicht nur in der
Horforschung, eines der am weitesten verbreiteten Tiermodelle geworden (Steel und
Kros 2001, Gao et al. 2004, Ohlemiller 2006). Laufend werden neue Mausmodelle der
menschlichen Schwerhorigkeit mit spezifischen Gendefekten zum Verstindnis ihrer
komplexen Pathologie generiert. Aktuell existieren allein 38 Mausmodelle einer non-
syndromalen Schwerhorigkeit (http://hearingimpairment.jax.org/models.html). Von
zunehmendem Interesse ist daher eine Plattform fiir eine standardisierte auditorische
Phanotypisierung von Mausen, um schrittweise bei gezielten Mutanten die auditorische
Funktion zu untersuchen und zu klassifizieren (Brown et al. 2006, Vrijens et al. 2008).
Fiir die Untersuchung der Mauslinien wird daher eine rasche, systematische und
objektive Untersuchung der Horfunktion bendétigt. Erste audiologische Typisierungen
einer groféen Anzahl von Mdusen anhand von BERA (Zheng et al. 1999) und DPOAEs
(Martin et al. 2007) zeigen den Bedarf zum effektiven Screenen von Mausen.

Insbesondere von Nutzen ist die simultane Registrierung mehrerer Frequenzen fiir ein
schnelles Screenen (Herdman et al. 2002). Im Gegensatz zur BERA besteht ein weiterer
deutlicher Zeitvorteil durch die automatische statistische Auswertung der ASSR.
Zusatzlich kann die weitere Gesamtuntersuchungsdauer mehrerer Tiere durch ein
zeitgleiches Handling und Vorbereiten von Tieren, z.B. wahrend der
Narkosevorbereitung, reduziert werden. Eine naheliegende Weiterentwicklung der
MATLAB Routine waren vollautomatisierte Messreihen, welche z.B. optimale

Modulationsfrequenzen aus der MTF auswéahlen und anwenden.
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4.2. Etablierung der ASSR-Messungen mit dem TDT-llI-System

Die Erzeugung von mono- und multifrequenten ASSR Stimuli zur Untersuchung der
Maus konnte mit dem Tucker-Davis Technologies-System-III gut realisiert werden. Als
Grundlage zur effizienten ASSR-Messung wurde zundchst eine MTF zur Ermittlung von
geeigneten Modulationsfrequenzen dargestellt. Die MTF zeigte bei normal- und
schwerhorigen Tieren MF-Bereiche, welche bei iiberschwelliger Stimulation signifikant
grofdere Amplituden erzeugten. Ab einer MF von 800 Hz fiel die Amplitudengrofie
kontinuierlich ab, blieb jedoch auch bei sehr hohen Modulationsfrequenzen (1400 Hz)
nachweisbar. Eine MTF konnte auch in Studien an anderen Tieren gezeigt werden
(Kaninchen: Kuwada et al. 2002, Katze: Synder und Schreiner 1987). Eine Studie am
Delfin beschrieb ebenfalls einen zweigipfligen Verlauf der MTF (Finneran et al. 2007)
bei hohen Modulationsfrequenzen (100-2000 Hz) und den Nutzen der MTF zur Wahl
der Modulationsfrequenz vor Horschwellenbestimmung. Dobie et al. (1998) zeigten
beim Menschen eine MTF mit einem dhnlichen zweigipfligen Verlauf der Amplitude bei
sich stetig erh6hender Modulationsfrequenz. Ebenso stellte Picton (2003) in einer
retrospektiven Arbeit basierend auf Publikationen von 1984-2003 einen zweigipfligen
Verlauf der MTF mit Maxima bei Modulationsfrequenzen um 40 Hz und 80-90 Hz dar.
Ein allgemeiner Erkldrungsansatz hierfiir ware, dass hohere Modulationsfrequenzen
kleinere Amplituden verursachen, weil diese durch anatomisch tieferliegende Quellen
generiert werden (Mauer und Déring 1999, Herdman et al. 2002). Die Entstehung der
Minima in der MTF konnte durch ein vermindertes oder verdndertes Ansprechen der
ASSR Generatoren auf verschiedene Modulationsfrequenzen erklart werden. Vor allem
Interferenzen kénnen zur Potenzialabschwachung fiihren, wenn Potenziale tiberlappend
von verschiedenden Generatoren entstehen.

Bei Hunden wurden optimale Modulationsfrequenzen von 101 Hz und 151 Hz
beschrieben (Markessis et al. 2006). Dabei wurden in der Studie nur festgelegte
Modulationsfrequenzen von 20-200 Hz mit einem kommerziellen Gerat getestet. Bei
Affen wurden optimale Modulationsfrequenzen zwischen 165 und 230 Hz empfohlen
(Burton et al. 1992), jedoch wurden in dieser Arbeit keine Frequenzen tiber 250 Hz
untersucht. Herdman et al. (2002) beschrieben bis zu fiinffach grof3ere Amplituden bei
einer Modulationsfrequenz von 39 Hz als bei 88 Hz. Picton (2003) zeigte, dass
Modulationsfrequenzen um 40 Hz doppelt so grofle Amplituden hervorrufen als

Modulationsfrequenzen um 80 Hz. Einen dhnlich grofden Unterschied konnten wir fiir
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niedrige Modulationsfrequenzen unter 200 Hz in der mittel- bis hochfrequenten MF-
Gruppe zeigen. In der fiir die Horschwellenbestimmmung geeigneten MF-Gruppen
waren die Amplitudengrofien sehr dhnlich.

Wiederholte  MTF-Messungen am  gleichen Tier konnten zu spdteren
Untersuchungszeitpunkten Verschiebungen der ASSR-Maxima in niedrigfrequente
Bereiche belegen. Eine Verdnderung der Narkosetiefe, im Sinne einer flachen Narkose,
konnte die Verschiebungen der Minima und Maxima erkldaren. Beim Mensch ist bekannt,
dass die ASSR-Amplitude wahrend tiefer Narkose und im Schlaf (Cohen et al. 1991)
abnimmt sowie in Aufwachphasen zunimmt. Verdnderungen der Vitalparameter der
Maus (Herzfrequenz, Kérpertemperatur) wurden nicht beobachtet, jedoch wurde dieses
Phianomen nicht systematisch erfasst. Dies ware Gegenstand fiir weitere Studien.
Modulationsfrequenzen unter 100 Hz konnten zwar ASSR erzeugen, jedoch
liberlagerten niedrigfrequente Frequenzkomponenten des Spontan-Rauschens die ASSR
und fiihrten so zu ungiinstigen Signal-Rausch Verhdltnissen. Vermutlich stellen diese
Frequenzanteile Muskelpotenziale, wie z.B. Herzaktionen und physiologische EEG-
Anteile, dar. Beim Mensch liegt der Hauptfrequenzgehalt des EEGs bei 10 Hz.
Picton (2003) ordnet diesen Peak den a- Wellen (8-13 Hz) des EEGs zu. Da die
Horschwellen der niedrigfrequenten MF-Gruppe unter 200 Hz signifikant hohere
Horschwellen erzeugten, erachten wir die liblicherweise beim Menschen verwendeten
Modulationsfrequenzen von 40 Hz und 80 Hz (Galambos et al. 1981, Stapells et al. 1987,
Ayoagi 1994) als ungeeignet bei der Maus. Auch beim Menschen ist bekannt, dass
niedrige Modulationsfrequenzen grofdere Amplituden erzeugen (Rickards und Clark
1984, Herdman et al. 2002, Picton et al. 2003). Fiir sehr niedrige Modulationsfrequenzen
ist kein Effekt auf die Hoérschwellen beschrieben.

Die statistische Auswertung korrelierte zu der visuellen Auswertung sehr gut, was die
Nutzbarkeit der statistischen Auswertung der ASSR bestatigt. Neben der verwendeten
Methode existieren weitere Verfahren der statistischen Analyse. Hauptsachlich werden
Phasenanalysen und vergleichende Verfahren von ASSR und Hintergrund verwendet
(Picton et al. 2001). Ein Goldstandard ist jedoch nicht vorhanden, jede Arbeitsgruppe
verfligt iiber individuelle Kriterien. Fiir die BERA sind ebenfalls automatisierte
Auswertungen der Jewett-Wellen beschrieben. Meist werden vergleichende Verfahren
der Antworten, z.B. auch durch MATLAB (Bradley et al. 2005), angewendet. In erster

Linie dienen sie als Unterstiitzung flir den Kliniker, ersetzen aber nicht eine zusatzliche
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Auswertung, daher hat sich keine der Methoden durchgesetzt. Eine subjektive
Bestimmung  der Horschwelle der Maus ist Uber konditionierende,
verhaltenspsychologische Testverfahren moéglich, jedoch sehr aufwendig. Aus diesem
Grund blieb ein Vergleich mit einer Reaktionsaudiometrie aus.

Die Horschwellenbestimmung der ASSR in 3 dB Schritten zeigte keinen signifikanten
Unterschied zu der Detektion in 10 dB Schritten, benétigte aber zusatzliche Zeit fiir
diese Messungen. Jedoch konnte eine gute Wiederholbarkeit der zuvor bestimmten
Horschwellen in 10 dB Schritten gezeigt werden. Auch andere Autoren erachten 10 dB
Schritte als ausreichend (Luts et al. 2004).

In dieser Arbeit wurde die Messdauer von 60 Sekunden fiir jede untersuchte ASSR-
Intensitat eingesetzt. Eine ldngere Messdauer reduziert die Hintergrundamplituden des
EEGs auf Kosten der Kklinischen Praktikabilitdt. Fiir die Untersuchung des Menschen
erachten andere Autoren erst eine Messdauer von iiber 90 Sekunden als ausreichend
(Picton et al. 2005, Luts etal. 2004). Ein Konsensus besteht auch hier nicht. Jedoch
scheint ein festes Messprotokoll eine entscheidende Rolle zur Vermeidung von

signifikanten Fehlerraten zu spielen (Luts et al. 2008).

4.3. Vergleich der Horschwellenmessungen der Maus mit dem TDT-IlI-System

Die Mausmodelle Bassoon und KCNQs ermdglichen einen selektiven Blick auf die
funktionellen Schritte kochledrer Funktionen. ASSR-Horschwellen waren nicht von
ihren Tb-BERA Horschwellen zu unterscheiden, vorausgesetzt, adaquate
Modulationsfrequenzen wurden verwendet. Dies betraf horgesunde Tiere und SNSH-
Tiere, wenn ASSR mit Modulationsfrequenzen iiber 200 Hz gemessen wurden. Die
Anwendung der ASSR zur Horschwellenbestimmung mit monofrequenter Stimulation
ist sowohl beim Mensch (Aoyagi et al. 1999) als auch bei anderen Spezies
(Markessis et al. 2006) beschrieben. Bei den SNSH-Tieren war die Differenz der ASSR-
Horschwellen zwischen den verschiedenen MF-Gruppen geringer als bei den
normalhorenden Tieren. Signifikant niedrigere Klick-Horschwellen der Bassoon
Mutanten konnen durch die breitbandige Eigenschaft des Stimulus erklart werden.
Audiologisch zeigten sich um 40 dB erhohte Horschwellen in der Tb-BERA, sowie
vorhandene OAEs, was DPOAEs, was auch Khimich et al. (2005) zeigen konnten.
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Mono- und multifrequent bestimmte ASSR-Horschwellen waren nicht voneinander zu
unterscheiden. Modulationsfrequenzen unter 400 Hz zeigten jedoch hohere
Horschwellen als Modulationsfrequenzen tiber 400 Hz. John et al (1998) fanden heraus,
dass niedrige Modulationsfrequenzen beim Mensch ineffizienter zur multifrequenten
Horschwellenbestimmung sind, da bei niedrigen Frequenzen stiarkere Interaktionen
zwischen einzelnen Frequenzen auftreten. Dies spiegelt sich unter anderem in der
Amplitudengréfie wieder.

Nach experimenteller Schallleitungsschwerhorigkeit konnte fiir Frequezen ab 8 kHz
kein signifikanter Unterschied zwischen ASSR- und Tb-BERA-Horschwellen gezeigt
werde. Diese exemplarische Darstellung konnte zeigen, dass Modulationsfrequenzen
tiber 200 Hz auch zur frequenzspezifischen Horschwellenbestimmung bei einer

experimentellen SLS geeignet sind.

4.4. ASSR zur Differentialdiagnose einer SNSH

Die Reizantworten der transienten (BERA) und lang anhaltenden (ASSR) Stimuli waren
trotz unterschiedlicher Schwerhoérigkeitsmechanismen in dhnlicher Art und Weise
betroffen. In der Gruppe der SNSH-Tiere wurden die kleinsten ASSR-Amplituden bei
Bassoon KO Tieren beobachtet. In der Amplituden-Wachstumsfunktion war anndahernd
kein Wachstum bei zunehmender Intensitat zu beobachten. ASSR Potenziale als Antwort
auf SAM-To6ne entsprechen wahrscheinlich einem synchronisierten
(phasengekoppelten) Feuern von Neuronen des auditorischen Hirnstamms und des
Kortex oder eines synchronisiertem Netzwerks von Aktivitit des Hirnstamms,
Mittelhirns und Kortex. Die synaptische Uberleitung im ZNS von Bassoon Miusen ist
durch eine erhohte Anzahl stiller Synapsen gekennzeichnet, wahrend die aktive Synapse
wenige, wenn Uberhaupt vorhandene, Verdnderungen zeigt (Altrock et al. 2003). Die
geringen Amplituden koénnen zum einen durch die eingeschrankte synaptische
Transmission an den banderlosen Synapsen der IHZ bei den Bassoon Mutanten
erklarbar sein (Khimich et al. 2005). Ebenso konnte auch eine gestorte synaptische
Transmission im auditorischen Hirnstamm vorhanden sein. Neben des sehr schwachen
ASSR-Amplitudenwachstums  fiel  ebenfalls eine  pathologische @ Tb-BERA
Wachstumsfunktion der Jewett-Welle III auf. Das Fehlen von Bassoon spiegelte sich

weiterhin durch verzogerte und verbreiterte Jewett-Wellen wieder. Nicht nur eine
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fehlende Welle I, sondern auch veranderte und verzogerte Jewett-Wellen I1-V sprechen
fiir ein Vorkommen von Bassoon entlang der Hérbahn (Khimich et al. 2005).

Tiere mit einer SNSH aufgrund einer fehlenden Verstarkungsfunktion der
Basiliarmembranschwingungen als Funktion der AHZ (KCNQ4) waren anhand ihrer
Horschwellen nicht von Bassoon Tieren zu unterschieden. Bei {iberschwelliger
Stimulation zeigten die KCNQ4 KO-Tiere ab der Horschwelle ein sehr steiles Wachstum
der ASSR- und BERA-Amplituden. Dieses elektrophysiologische Phinomen des
Recruitments ist auch bei Patienten mit einer SNSH bekannt. Vermutlich stellt das
Recruitment einen schnell ansteigenden synaptischen Input durch ausreichend intense
Stimuli mit folgender Aktivierung weiterer Spiralganglienneurone dar. Wurden die
Haarzellen mit iiberschwelliger Intensitat stimuliert, waren die Amplituden der KCNQ4
KO-Tiere dhnlich grofd wie die der normalhérenden Tiere. Dimitrijevic et al. (2002)
berichteten sogar liber grofiere ASSR-Amplituden bei Patienten mit sensorineuralen
Horstorungen als bei Normalhorenden. Die Tb-BERA-Horschwelle der KCNQ4 KO-Tiere
war um 49 dB, die ASSR-Horschwelle um 44 dB SPL gegeniiber der gesunden
Vergleichsgruppe erhoht. Kharkovets et al. (2000) zeigten bei 4 Wochen alten Tieren
eine Erhohung der Klick-BERA-Horschwelle um 55 dB SPL. Kharkovets et al. (2006)
konnten bei 3 Wochen alten KCNQs4 KO-Tieren noch vorhandene, aber reduzierte
DPOAEs nachweisen. In dieser Arbeit waren bei 6-8 Wochen alten Tieren keine DPOAEs
mehr darstellbar, was fiir den Verlust der Funktionsfihigkeit der AHZ spricht.

Gesunde Tiere und Bassoon KO-Tiere zeigten signifikant grofdere Tb-BERA als ASSR-
Amplituden. ASSR-Stimuli erregen durch ihre frequenzspezifische Eigenschaft die
Kochlea schmalbandiger, andererseits ist eine Vergleichbarkeit schwierig, da die
Potenziale unterschiedlich generiert und registriert werden. Aufgrund des Recriutment
Phanomens war bei den KCNQ4 KO Tieren keine Differenz zwischen ASSR und BERA
beziiglich der Amplitudengroéfie vorhanden. Die Analyse der liberschwelligen ASSR- und
BERA-Potenzialantworten kann somit auch zur Differenzierung der Pathomechanismen
eines an SNSH erkrankten Tieres beitragen. Oft werden die ASSR lediglich als Methode
zur Horschwellenbestimmung genutzt mit der Begriindung, dass sie keine Hinweise auf
den Entstehungsort der Horstorung zulassen. Bei speziellen Pathomechanismen jedoch
konnen die Tb-BERA und die ASSR, zusammen mit den DPOAEs helfen, die vorliegenden
Mechanismen einer SNSH voneinander abzugrenzen. So ist nicht nur die Horschwelle

entscheidend, vielmehr kann das Gesamtprofil diagnostische Hinweise tiber die Form
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der hereditiren Schwerhorigkeit geben. Ein dhnlicher Ansatz wurde bereits mit Tb-

BERA und DP-Gramm anhand der Bronx-Waltzer Maus verfolgt (Inagaki et al. 2006).

4.5. Ausblick

Fiir die Zukunft bleibt abzuwarten, wie sich die ASSR im Bereich der experimentellen
Audiologie bei der Maus etabliert. Nach den Erfahrungen mit der individuell
konfigurierbaren psychoakustischen Messstation Tucker-Davis Technologies-III mit
detaillierter Einsicht in Aufbau und Funktionsweise, ergab sich die Moglichkeit an jedem
Schritt der Stimulusgeneration, - prasentation und -aufzeichnung Einfluss zu nehmen.
Aufgrund des sehr aufwendigen Verfahrens wird die Anwendung von frei
konfigurierbaren und flexiblen Messplattformen in der Zukunft eine zunehmende Rolle
spielen (Van Dun et al. 2008). Ein vereinfachter Messaufbau, basierend auf Soundkarten
(Mtihler et al, 2005) zum Screenen von Maidusen wire anwenderfreundlicher,
kostengiinstiger und ausreichend. Die Ergebnisse der Arbeit zeigten, dass zum Screenen
ASSR-Messungen  ohne  vorherige @ MTF-Messungen bei fest definierten
Modulationsfrequenzen akzeptabel waren (z.B. 600 Hz). Die exakte Hohe der
Modulationsfrequenz (mittel- oder hochfrequent) spielt fiir diese Fragestellung eine
untergeordnete Rolle, da sich im Hoérschwellenbereich die ASSR-Amplitudengréfien
nicht signifikant unterscheiden.

Systematische Untersuchungen zu den Ursachen der Variabilitit der MTF konnten
weiterhin Einfliisse der ASSR-Generatoren auf die Potenziale aufdecken. Denkbar sind
Faktoren wie Korpertemperatur oder Narkosetiefe, da beim Mensch bekannt ist, dass
40 Hz Potenziale durch die Narkosetiefe beeinflusst werden (Plourde et al. 2008).

Eine simultane Registrierung von ASSR und DPOAEs mit einem amplitudenmodulierten
Primarton f; (Oswald et al. 2006, Purcell et al. 2003) ware eine technische Erweiterung
zum SAM-Ton und wiirde eine weitere Zeitersparnis bedeuten. Fiir visuell evozierte
Potenziale der Elektroretinographie ware ein dhnliches Prinzip mit einem SAM-Lichtreiz

denkbar
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Die vorliegende Arbeit widmet sich dem Vergleich zweier objektiver Hortests an
gesunden und schwerhorigen Mausen zur Differenzierung der ursdchlichen
Pathomechanismen einer sensorineuralen Schwerhorigkeit (SNSH). Einer SNSH liegen
sowohl Pathologien im Innenohr als auch am Hornerv zugrunde. Eine klare Zuordnung
der phanotypischen Ausbildung der Horstérung zu einem spezifischen Defekt ist heute
noch nicht realisiert. Anhand zweier definierter SNSH-Mausmodelle (Bassoon und
KCNQ4) wurde der Nutzen der Auditory Steady-State Responses (ASSR) evaluiert.
Zunachst wurden die ASSR-Messungen erstmalig bei normalhdérenden Tieren etabliert
und beschrieben. ASSR bei der Maus waren innerhalb von drei
Modulationsfrequenzbereichen (unter 200 Hz, von 200- 600 Hz und iiber 600 Hz) stabil
zu erzeugen. Die ASSR-Horschwellen wurden mit den Hoérschwellen der Brainstem
Evoked Response Audiometry (BERA) verglichen. Sowohl die subjektiv-visuellen als
auch die statistisch-objektiven ASSR-Horschwellen waren nicht von ihren zugehoérigen
BERA-Ho6rschwellen zu unterscheiden.

Im folgenden Teil der Arbeit wurden ASSR- und BERA-Messungen am Mausmodell der
SNSH durchgefiihrt. Tiere mit einem Defekt des Verstdrkersystems der &dufderen
Haarzellen (KCNQ4 KO) und Tiere mit einem Defekt der synaptischen Schallkodierung
der inneren Haarzellen (Bassoon KO) wurden untersucht. Die ASSR-Horschwellen
beider Gruppen waren mit den BERA-Horschwellen vergleichbar. Beide Mutanten
zeigten einen Anstieg der ASSR- und BERA-Horschwellen um etwa 40 dB SPL im
Vergleich zu den horgesunden Tieren gleichen Alters. Tiere, welche an einem Defekt des
Verstarkersystems litten, zeigten einen steilen Anstieg der ASSR- und BERA-Amplituden
ab dem Horschwellenbereich. Dieses Recruitmentphdnomen stellt vermutlich eine
starke Aktivierung synchroner, neuronaler Aktivitiat tiber die Horschwelle hinaus dar.
Im Gegensatz zeigte die Gruppe der Tiere mit defekter synaptischer Ubertragung ein
fehlendes Amplitudenwachstum bei zunehmender Stimulationsintensitit, was flir eine
gestorte Transmitteriibertragung an den banderlosen Synapsen spricht.
Zusammenfassend lief} sich feststellen, dass die ASSR als bekannte
elektrophysiologische Methode eine schnelle, frequenzspezifische und objektive
Methode zur Horschwellenbestimmung der Maus darstellt. Zusammen mit der BERA

und den Otoakustischen Emissionen gelang es, ein audiologisches Profil der
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sensorineuralen Schwerhorigkeit zu erstellen, welches zur Differentialdiagnose einer

SNSH beitragen kann.
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