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Einleitung 1

1 Einleitung

Tinnitus aurium ist eine Horempfindung, die nicht von einem akustischen Signal herriihrt,
sondern innerhalb des Horsystems entsteht und vom Betroffenen als reales, oft storendes
Gerdusch empfunden wird. Trotz mangelnder Untersuchungsergebnisse wird als Ursache
hiufig eine pathologische Aktivierung von Haarsinneszellen im Innenohr angenommen.
Am Tiermodell erhobene Befunde legen jedoch nahe, dass nicht die Aktivierung, sondern
die Unterdriickung der Haarzellaktivitdt der Ausloser fiir Tinnitus ist. Die dem Tinnitus
entsprechende neuronale Aktivitdt entsteht erst im zentralen Horsystem und konnte
prinzipiell in jedem Kerngebiet der Horbahn generiert werden. Da ein Tinnitus ab einem
bestimmten Zeitpunkt nicht mehr reversibel ist, nimmt man an, dass anhaltende molekulare
Verinderungen in den Neuronen des zentralen Nervensystems zu einer Stabilisierung der
Tinnitusaktivitit fithren. Die Aufkldarung dieser molekularen Mechanismen bildet die
Grundlage fiir die Entwicklung neuer Behandlungsstrategien in der Tinnitustherapie.
Anhaltende, plastische Verdnderungen von Nervenzellen gehen mit der Bildung
bestimmter plastizitdtsrelevanter Proteine einher. In der vorliegenden Arbeit untersuchte
ich daher die Bildung solcher Proteine nach experimenteller Tinnitusauslosung im
zentralen Nervensystem von Mongolischen Wiistenrennméusen (Meriones unguiculatus).
Dabei konzentrierte ich mich auf Strukturen des auditorischen und limbischen Systems, da
in fritheren Untersuchungen gezeigt wurde, dass vor allem diese Strukturen an der

Entstehung von Tinnitus beteiligt sind.

1.1 Das zentrale auditorische System

Das zentrale auditorische System besteht aus zahlreichen Kerngebieten, die meist bilateral
symmetrisch angeordnet sind. In Abbildung 1.1 sind die Verbindungen der verschiedenen
Kerngebiete schematisch dargestellt. Vom Innenohr gelangen die Informationen {iber die
primdren Hornervenfasern in den im Hirnstamm gelegenen Nucleus cochlearis (CN).
Neben dem CN gehdren zu den auditorischen Hirnstammkernen auch die Olivenkerne
(Oliva superior; SO) und der Nucleus lemniscus lateralis (NLL). Der CN untergliedert sich

in den dorsalen (DCN), den vorderen (anterior) ventralen (AVCN) und den hinteren
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(posterior) ventralen CN (PVCN). Der CN ist liber verschiedene Bahnen mit dem
contralateralen Colliculus inferior (IC) verbunden. Direkte Projektionen ziehen aus dem
DCN und PVCN in den contralateralen IC. Andere Projektionen fiihren aus dem DCN und
dem PVCN in den contralateralen NLL und von dort in den IC. Aus dem AVCN gibt es
Verbindungen in die SO und von dort in den NLL und den IC. Aus dem IC, der im
Mittelhirn liegt, wird die Information an das Corpus geniculatum mediale (MGB, medialer
Kniekorper) im Thalamus weitergegeben. Die letzte Station der zentralen auditorischen
Hoérbahn bildet der auditorische Cortex (AC). Ein allgemeines Organisationsprinzip der
auditorischen Kerngebiete ist die Organotopie, d.h. das periphere Sinnesepithel ist in den
Kernregionen topographisch abgebildet. Fiir die auditorischen Gebiete bedeutet dies, dass
die Basilarmembran der Cochlea in ihrer Lénge représentiert ist (Cochleotopie) und da es
sich um eine Frequenzanalyse handelt, werden bestimmte Frequenzen an bestimmten
Orten repréisentiert (Tonotopie). Jedes Kerngebiet der zentralen Horbahn besteht aus
mehreren Unterkernen, wobei mindestens einer dieser Kerne tonotop organsiert ist. Die
Horbahn, die die tonotopen Unterkerne miteinander verbindet, wird hdufig auch als
lemniscale oder tonotope Horbahn bezeichnet. Nicht tonotop organisierte Unterkerne sind
oft polysensorisch und bekommen neben den auditorischen auch andere z.B.
somatosensorische Eingénge. Man bezeichnet die Verbindungen zwischen diesen Gebieten
héufig auch als extralemniscale oder polysensorische Horbahn (Ehret und Romand, 1997).

Im Horsystem existieren neben der aufsteigenden zentralen Horbahn eine Reihe von
Riickprojektionen (Efferenzen). Uber diese Riickprojektionen, sowohl zu den tonotop
organisierten, als auch zu den polysensorischen Kernen, werden auditorische Hirnregionen
meist reziprok miteinander verbunden. Man nimmt an, dass der sensorische Eingang in das
auditorische System schon auf frithen Verarbeitungsstufen {iber solche
Riickkopplungsschleifen reguliert wird. So gibt es z.B. Riickkopplungsschleifen zwischen
den Olivenkernen und dem CN, zwischen IC und CN, zwischen IC und den Olivenkernen
und zwischen IC und NLL (Ehret und Romand, 1997). Der IC interagiert mit dem
thalamocorticalen System, welches selbst eine Riickkopplungsschleife zwischen Thalamus
und Cortex darstellt. Zudem sind Riickprojektionen aus dem AC in den externen und
dorsalen Cortex des IC und direkt in den DCN beschrieben worden (Budinger et al.,
2000b; Weedmann und Ryugo, 1996). Im Folgenden werden die auditorischen Kerngebiete

nédher beschrieben, die fiir die Entstehung von Tinnitus eine entscheidende Rolle spielen.
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Abb.1.1 Vereinfachte Darstellung des zentralen Horsystems

Das Horsystem ist bilateral symmetrisch angelegt. Die eingehende Schallinformation wird im
Innenohr, der Cochlea, in Nervenimpulse umgesetzt und iiber mehrere serielle und parallele
Verarbeitungsstufen aufwérts (afferent, orange) zum Cortex geleitet. Die absteigenden,
efferenten Verbindungen (rotbraun) sind fiir die Regelung der Empfindlichkeit in einzelnen
Kerngebieten des Horsystems und auch in der Cochlea wichtig. Wie im Schema fiir den NC
gezeigt, lassen sich alle Gebiete der Horbahn in Untergebiete unterteilen (Wallhdusser-Franke
und Langner, 2001).
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1.1.1 Auditorischer Cortex

Der auditorische Cortex (AC) ist der Teil des Neocortex, der an der primdren Verarbeitung
auditorischer Stimuli beteiligt ist. Fiir alle bisher untersuchten Tiere wurden mehrere
corticale Reprédsentationen der Cochlea und damit mehrere tonotop organisierte
auditorische Felder gefunden. Dariiber hinaus wurden auch nicht tonotop organisierte
auditorische Felder beschrieben. Neben der Tonotopie zeigt der primédre AC auch eine
geordnete rdumliche Anordnung der Neurone, die auf bestimmte zeitlich Muster
antworten. Man spricht hier von Periodotopie. Die Periodotopie ist laut Langner et al.
(1997) orthogonal zur Tonotopie angeordnet.

Die funktionelle Spezifizierung der einzelnen Felder kann iiber die Eingidnge bestimmt
werden, die von den thalamischen Kernen des Corpus geniculatum mediale (MGB) und
anderen thalamischen und extrathalamischen Kernen kommen. Zum Beispiel werden
Felder, die Eingénge aus dem ventralen, tonotopen Teil des MGB (vMGB) bekommen, zu
den primir sensorischen Feldern gezdhlt (Ehret und Romand, 1997). Die Einteilung kann
aber auch aufgrund funktioneller Kriterien erfolgen. Fiir die Wiistenrennmaus (Meriones
unguiculatus) wurden elektrophysiologisch (Thomas et al., 1993) und mit Hilfe der 2-
Deoxyglucose-Methode (2-DG; Scheich et al., 1993) mehrere funktionelle auditorische
Felder bestimmt, die sich durch das Antwortverhalten ihrer Neurone und ihre Tonotopie
unterscheiden.

Das grofite der Felder im AC ist das primédre Feld Al, mit einer Flidche von 2 mm?, in dem
Neurone auf akustische Stimulation mit eng abgestimmten starken ON-Antworten und
kurzen Latenzen antworten. Hohe Frequenzen sind rostral, tiefe caudal représentiert. Der
Frequenzbereich von 0,1- 10 kHz belegt etwa 75% der Fliche von Al Dies entspricht auch
dem sensitivsten Horbereich der Wiistenrennmaus (Ryan, 1976). Rostral zu Al liegt das
anteriore auditorische Feld AAF, welches ebenfalls als primédres Feld angesehen wird und
eine zu Al spiegelbildliche Tonotopie besitzt. Al und AAF besitzen dementsprechend eine
gemeinsame hochfrequente Grenze (sieche auch Abb. 1.2). Caudal zu Al liegt das
posteriore Feld P, welches sich in einen dorsalen (DP) und eine ventralen Teil (VP)
untergliedert. DP weist eine konzentrische Tonotopie auf, mit hohen Frequenzen in der
Mitte. VP ist wiederum spiegelbildlich zu Al organisiert und hat daher eine gemeinsame
tieffrequente Grenze mit AIl. AuBler diesen vier tonotop organisierten Feldern gibt es noch

drei weitere nicht tonotope Felder D, V und AV.
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Abb.1.2 Elektrophysiologische Karte des auditorischen Cortex (AC) der
Wiistenrennmaus

In der Fotografie rechts oben ist die Lage des AC durch die eingezeichnete Ellipse angedeutet.
In der Mitte liegt Feld AI mit hohen Frequenzen rostral und tiefen Frequenzen caudal. Rostral
von Al liegt das Feld AAF. AAF weist eine zu Al spiegelbildliche Tonotopie auf. An der
Grenze zwischen Al und AAF finden sich Neurone, die breit abgestimmt sind (Sterne), d.h. auf
viele Frequenzen gleich gut antworten. DP und VP liegen caudal zu Al und haben eine
gemeinsame tieffrequente Grenze mit Al. Dorsal zu Al und DP liegt das Feld D, dessen
Neurone generell eine breite ,,Abstimmung* aufweisen. Ventral zu Al und AAF liegen die
Felder AV und V iiber deren Organisation nicht sehr viel bekannt ist (Thomas et al., 1993)

Der auditorische Cortex wird, wie die meisten anderen corticalen Gebiete, liber die Grof3e
und Dichte der Neurone in sechs Schichten unterteilt. Diese Schichten werden von der
Cortexoberflache nach medial als Schicht I-VI bezeichnet. Die aufsteigenden Afferenzen
aus dem Thalamus terminieren in den Schichten IV und III. In Schicht I enden
Projektionen aus dem medialen, nicht tonotopen Teil des MGB (mMGB). Die inneren
Schichten V und VI formen die absteigenden, oder auch corticofugalen Projektionen in den
IC und den MGB. Cortico-corticale Verbindungen entspringen den Schichten III und V,
wihrend die Schichten II und III massive intrinsische Verkniipfungen ausweisen (Ehret
und Romand, 1997).

Wenn man im rechten Winkel zur Cortexoberfldche entlang der corticalen Schichten das
Antwortverhalten der Neurone im AC elektrophysiologisch untersucht, zeigt sich, dass alle

Neurone die gleichen Bestfrequenzen aufweisen (Sugimoto et al., 1997). Diese
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,Kolumnen* gleicher Bestfrequenzen werden auch als Isofrequenz-Banden bezeichnet. Fiir
die vorliegende Arbeit wurden ausschlieBlich Horizontalschnitte verwendet, da in dieser
Schnittrichtung die Tonotopie am besten zu erkennen ist (siche auch Abb. 2.3).

Eine deutlich erhdhte synaptische Aktivitit wurde nach experimenteller Tinnitusauslosung
im Vergleich zu Kontrolltieren in den priméren Feldern Al und AAF des AC beobachtet
(Wallhédusser-Franke et al., 1996 und 2003). Man nimmt an, dass eine corticale
Aktivierung mit der Wahrnehmung von Gerduschen einhergeht. Dementsprechend fiihrt
die experimentelle Tinnitusausldsung zu einer Wahrnehmung von Geréduschen, selbst wenn
keine externe Schallquelle vorhanden ist. In der vorliegenden Arbeit wurde die durch

Aktivierung ausgeldste Bildung plastizitétsrelevanter Proteine in AI und AAF untersucht.

1.1.2 Corpus geniculatum mediale

Der mediale Kniekorper (MBG) wurde in der vorliegenden Arbeit nicht im Detail
untersucht. Dennoch ist die Aktivierung des thalamocorticalen Systems ein entscheidender
Bestandteil des Modells zur zentralen Entstehung von Tinnitus (1.3.3.) und soll daher
ndher erldutert werden. Der MGB kann aufgrund seiner Zytoarchitektur in drei
Untereinheiten aufgeteilt werden, den ventralen (vMGB), den medialen (mMGB) und den
dorsalen MGB (dMGB). Der vMBG erhilt Projektionen aus dem tonotopen Bereich des
IC, dem ICC und sendet Afferenzen in die priméren auditorischen Felder Al und AAF des
AC. Er ist tonotop organisiert und bildet die Hauptumschaltstelle zwischen dem
auditorischen Mittelhirn und dem Cortex. Der dMGB ist nicht tonotop organisiert und
erhilt Eingang aus den nicht tonotopen Gebieten des IC. Der mMBG bekommt neben den
auditorischen Eingéngen aus dem ICC und dem ECIC auch somatosensorische, visuelle
und vestibuldre Eingdnge, er ist somit ein polysensorischer Kern (Ehret und Romand,

1997).

1.1.3 Colliculus inferior

Der Colliculus inferior (IC) ist das wichtigste auditorische Gebiet des Mittelhirns. Er gilt

als die Hauptumschaltstelle zwischen dem auditorischen Hirnstamm und dem Thalamus.

Die Einteilung der Unterkerne des IC ist nicht ganz einheitlich. Laut Budinger et al.
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(2000b) besteht der IC der Wiistenrennmaus aus einem zentralen Bereich (ICC), einem
dorsalen Teil (dorsaler Cortex des IC; DCIC) und einem lateral gelegenen Bereich, der als
externer Cortex (ECIC) bezeichnet wird. Der dorsale Cortex wird hdufig auch als
perizentraler IC (ICP) bezeichnet (Ehret und Romand, 1997). In der vorliegenden Arbeit
verwende ich die Einteilung nach Budinger (2000b). Zudem besteht eine Diskrepanz
zwischen anatomischen und elektrophysiologischen Daten. Wéhrend elektrophysiologische
Untersuchungen auf einen grof8en ICC und kleinere externe Gebieten hindeuten (Herbert et
al., 1991), zeigen anatomische Untersuchungen grofere externe Strukturen und einen
kleineren ICC (Budinger et al., 2000b). Der ICC ist tonotop organisiert und erhilt
hauptsdchlich Eingangsinformationen aus den auditorischen Hirnstammkernen. Von dort
wird die Information an die nicht tonotop organisierten Bereiche ECIC und DCIC
weitergegeben, die zusétzlich iiber corticofugale Riickprojektionen aus dem Thalamus und
Cortex und durch somatosensorische Eingédnge innerviert werden. Die Isofrequenz-Banden
im ICC verlaufen von dorso-medial nach ventro-lateral, dabei sind tiefe Frequenzen weiter
dorsal und hohe Frequenzen weiter ventral lokalisiert (Friauf, 1992; Ehret und Romand,
1997; Schreiner und Langner,1997). Dementsprechend ist die Tonotopie im ICC am besten
in Transversalschnitten zu sehen. Neben der Frequenzanalyse findet im IC auch eine
Analyse zeitlicher Strukturen eines Schallreizes statt, die so genannte Periodizititsanalyse
(Langner, 1992).

Fiir den IC wurden nach experimenteller Tinnitusauslosung unterschiedliche Ergebnisse
gefunden. Wiahrend in unserer Arbeitsgruppe in diesen Gebieten nach experimenteller
Tinnitusausldsung eine reduzierte Aktivitit beobachtet wurde (Wallhdusser-Franke et al.,
1996 und 2003), zeigten andere Autoren im IC eine erhdhte Spontanaktivitit und c-Fos-
Bildung (Chen und Jastreboff, 1996; Manabe et al., 1997; Wu et al., 2003, Zhang et al.,
2003). Die Diskrepanzen konnen jedoch iiber die unterschiedlichen Zeitpunkte und

Gebiete erklért werden, die fiir die Untersuchung gewidhlt wurden (siche 4.2.2.1).

1.1.4 Nucleus cochlearis

Der Nucleus cochlearis (CN) ist Teil des Hirnstamms und wird dorsal vom Cerebellum
iiberdacht. Er wird aufgrund seiner heterogenen Zellstruktur in drei Unterkerne gegliedert,
den dorsalen CN (DCN), den posterior ventralen CN (PVCN) und den anterior ventralen
CN (AVCN). Der Hornerv tritt an der Grenze zwischen AVCN und PVCN in den CN ein.
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Die Axone des Hornervs teilen sich auf. Ein Teil innerviert den AVCN, der andere zieht in
den PVCN und verzweigt sich dort in zwei Kollaterale, die den PVCN und den DCN
innervieren. Fiir alle Gebiete des CN wurde eine tonotope Anordnung der Frequenzen mit
einem Gradienten von hohen zu tiefen Frequenzen in dorso-ventraler Ausdehnung
beschrieben, welche am besten in Transversalschnitten zu sehen ist (Friauf, 1992; Saint-
Marie et al., 1999). Wihrend im VCN nach experimenteller Tinnitusauslésung generell
kein Unterschied zu Kontrollbehandlungen gefunden wird (Wallhdusser-Franke et al.,
1997; 2003), kommt es im DCN nach einem Schalltrauma zu einer erhdhten
Spontanaktivitit (Zhang und Kaltenbach, 1998; Kaltenbach und Afman, 2000; Brozoski et
al., 2002) und zu einer erhohten Bildung des neuronalen Markerproteins c-Fos (Mahlke,

1999).

1.2 Das limbische System

James Papez behauptete 1937, dass das corticale Substrat fiir Gefiihle ein Ring
phylogenetisch primitiver Rinde um den Hirnstamm sei, eine Region die Paul Broca den
limbischen Lobus (lateinisch /limbus fiir ,,Saum®) nannte. Das limbische System umfasst
den Gyrus parahippocampalis, der die vordere und untere Fortsetzung des Gyrus cinguli
darstellt sowie die darunter liegende Rinde der Hippocampusformation. Zur
Hippocampusformation gehoren der eigentliche Hippocampus, der Gyrus dentatus und das
Subiculum (Kandel et al., 1995). In der vorliegenden Arbeit wurden zwei Regionen des
limbischen Systems niher untersucht, die Amygdala und der Gyrus cinguli.

Die Amygdala (Mandelkern) ist der im Zusammenhang mit Emotionen wichtigste Teil des
limbischen Systems. Sie liegt im rostro-medialen Teil des Temporallappens und besteht
aus mindestens zehn Kernen, die miteinander iiber topographisch organisierte Wege
verbunden sind (Pitkdnen und Amaral, 1998). Cytoarchitektonisch und funktionell kann
man sie in drei Hauptkerne unterteilen, die laterale, die mediale und die zentrale
Amygdala. Die Amygdala unterhdlt massive Verbindungen zum Neocortex. Sie erhélt
Eingang aus dem auditorischen, dem visuellen, dem olfaktorischen und dem
somatosensorischen System. Dariiber hinaus steht sie funktionell in enger Beziehung zum

Hippocampus (Sah et al., 2003; Amaral, 1986).
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Abb.1.3 Ubersicht iiber das limbische System, nach Kandel et al., 1995

Die Amygdala scheint die Aufgabe der Integration von emotionalem und autonomem
Verhalten zu haben. Elektrische Stimulation der Amygdala in wachen Katzen fiihrt zu
, Verteidigungsreaktionen®, wie einem Ausfahren der Krallen oder einer Erh6hung der
Atmungsrate (Adelmann, 1987). Eine bilaterale Lision der Amygdala fithrt zum so
genannten Kliiver-Bucy-Syndrom, welches sich durch den Verlust der
Beurteilungsfahigkeit emotionaler Aspekte sensorischer Stimuli auszeichnet. Zum Beispiel
zeigen Katzen mit bilateraler Amygdalaldsion in gefdhrlichen Situationen kein
Angstverhalten (Adelmann, 1987) und Menschen konnen nicht beurteilen, ob die Stimme
einer anderen Person wiitend oder dngstlich klingt (Scott et al., 1997). Demnach ist die
Amygdala wichtig fiir die Detektion emotionaler Ereignisse und die Produktion
angemessener Antworten auf solche Ereignisse (Pitkdnen et al., 1997). Dariiber hinaus
spielt sie eine wichtige Rolle bei der Ausbildung von Gedichtnisinhalten, wenn diese
emotional relevant sind (LeDoux, 1995; McGaugh et al., 1996; LeDoux, 2003). Uber ihre
Projektionen in das basale Vorderhirn ist sie auBerdem an der Regulation des
Wachheitsgrades und der Aufmerksamkeit beteiligt (Gallagher und Holland, 1994; Holland
und Gallagher, 1999).

Die zweite Struktur des limbischen Systems, die in der vorliegenden Arbeit néher
untersucht wurde, ist der Gyrus cinguli (CG), der zum préfrontalen Cortex (PFC) gehort.

Die Nomenklatur fiir den préfrontalen Cortex des Nagers ist nicht ganz einheitlich. Nach
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Zilles und Wree (1995) bilden die cinguldren Gebiete zusammen mit den orbitalen und den
agranuldren insuldren Gebieten den prafrontalen Cortex. Die cinguldren Gebiete (CG 1-3)
bilden dabei den medialen prédfrontalen Cortex (mPFC). Swanson et al. (1992)
identifizierten zwei anteriore cinguldre Gebiete (dorsal und ventral) und ein prialimbisches
Gebiet, die den Gebieten CG1-3 entsprechen.

Die anterioren cinguldren Gebiete sind ein wichtiger Bestandteil eines Netzwerkes, das an
der Regulation der Aufmerksamkeit (Goldman-Rakic, 1988; Mesulam; 1990; Posner und
Peterson; 1990; Colby, 1991) und an der Verarbeitung emotional relevanter Stimuli
beteiligt ist (Vogt, 1992; Devinsky, 1995). Lisionen in dieser Region fiihren beim
Menschen zu einer Reihe von Symptomen, wie z.B. Apathie, Unaufmerksamkeit;
Fehlregulation der autonomen Funktionen und emotionelle Instabilitit (Tow und Whitty,
1953; Corkin, 1979). Zudem spielt der PFC eine wichtige Rolle fiir das so genannte
Arbeitsgeddchtnis (working memory), da er die Fédhigkeit besitzt, kurzzeitige
Gedéchtnisspuren auf der Basis von Informationen aus der Umwelt zu bewahren
(Goldman-Rakic 1990, 1995). Dariiber hinaus nimmt man an, dass die Kontrolle, die der
PFC auf das Verhalten ausiibt von lang anhaltenden Gedéichtnisspuren abhingt, die in
anderen Teilen des Gehirns gespeichert werden. Uber die Verbindungen zwischen dem
PFC und dem Temporallappen konnten diese Gedéachtnisspuren abgerufen werden. Man
bezeichnet diesen Vorgang auch als das ,,Arbeiten mit dem Gedachtnis* (working with
memory).

Sowohl im CG als auch in der Amygdala wurde in fritheren Untersuchungen nach
tinnitusauslosenden Behandlungen eine erhdhte Menge an c-Fos bildenden Neuronen

gefunden (Wallhdusser-Franke et al., 2003).
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1.3 Tinnitus aurium

1.3.1 Definition

Als Tinnitus aurium (tinnitus= klingeln, Geklingel, auris= das Ohr), kurz Tinnitus, werden
anhaltende Ohrgerdusche bezeichnet, die entweder auf einem oder auf beiden Ohren oder
zentral im Kopf wahrgenommen werden konnen. Meist berichten Betroffene von einem
Pfeifen, Rauschen, Summen, Zischen oder Brummen. Grundséatzlich unterscheidet man
zwischen einem seltenen objektiven und einem subjektiven Tinnitus. Ein Tinnitus wird als
objektiv bezeichnet, wenn echte physikalische Schwingungen vorhanden sind, die vom
Beobachter mit technischen Hilfsmitteln registriert werden konnen. Meist werden sie durch
abnorme Stromungen in BlutgefdBen oder durch Muskelkontraktionen verursacht.
Subjektive Ohrgerdusche, die Gegenstand der vorliegenden Untersuchung sind, sind
dadurch gekennzeichnet, dass sie vom externen Beobachter nicht wahrgenommen und
keine entsprechenden Schallereignisse registriert werden konnen. Diesen Ohrgerduschen
liegt demnach keine physikalische Schallquelle zu Grunde. Ein Tinnitus gilt als
kompensiert, wenn der Betroffene durch die Ohrgerdusche in seinem normalen Alltag nicht
beeintriachtigt wird. Bei einem dekompensierten Tinnitus, kommen zu den Ohrgerduschen
negative Begleiterscheinungen wie Schlafstorungen, Depressionen, Konzentrations-
storungen und Angstzustinde hinzu. Den Ohrgerduschen wird in diesem Fall besonders
viel Aufmerksamkeit gewidmet, was sich in den meisten Fillen verstirkend auf die
Ohrgerdusche auswirkt. Bis zu einer Dauer von drei Monaten spricht man von einem
akuten Tinnitus. Bleiben diese Gerduschwahrnehmungen fiir mehrere Monate bestehen, ist
der Tinnitus meist nicht mehr reversibel. Auch die momentan erfolgreichsten Therapien
fiihren nicht zu einem Verschwinden der Ohrgerdusche, sondern helfen Betroffenen, besser
mit ihrem Tinnitus zu leben. Bleibt ein Tinnitus fiir mehr als ein Jahr bestehen, so spricht
man von einem chronischen Tinnitus (Feldmann, 1998). Allein in Deutschland leiden fast
drei Millionen Menschen an Tinnitus, darunter ungefahr 800.000 so ausgeprigt, dass sie
intensiver artzlicher Hilfe bediirfen (Zahlen sind der Homepage der deutschen Tinnitus-
Liga entnommen; www.tinnitus-liga.de). In mehr als zwei Dritteln der Fille geht der
Tinnitus mit einer Lairmschwerhdrigkeit, einem Knalltrauma, einem Horsturz oder Morbus
Meniere einher. Weniger hiufig werden degenerative Schwerhorigkeit und Otosklerose als
Ursache angefiihrt. In einigen Féllen ist die Ursache génzlich unbekannt. Demnach geht

der Tinnitus in den meisten Fillen mit einer Horstorung im Innenohr einher, die zu 60,7 %
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den Hochtonbereich betrifft und wird hiufig zum erstenmal in oder nach einer

Stesssituation bemerkt (Feldmann, 1998).

1.3.2 Tinnitus im Tiermodell

An Tinnituspatienten konnen mit Hilfe bildgebender Verfahren Aktivitdtsmuster
verschiedener Hirnareale untersucht werden. Diese Untersuchungen beziehen sich auf
einen bereits bestehenden Tinnitus und geben keinen Aufschluss iiber die Mechanismen
der Entstehung. Zur Klidrung der physiologischen und molekularen Grundlagen der
Tinnitusentstehung benétigt man daher ein Tiermodell.

In Verhaltensexperimenten wurde gezeigt, dass hohe Dosen Salicylsdure (im folgenden als
Salicylat bezeichnet) oder ein Schalltrauma bei Nagern zur Wahrnehmung von Gerduschen
fiihren kann (Jastreboff et al., 1988; Jastreboff und Brennan, 1994; Bauer et al., 1999;
Bauer und Brozoski et al., 2001; Heffner und Harrington, 2002; Guitton et al., 2003;
Riittiger et al., 2003). Salicylat ist der Wirkstoff des Aspirins. Da es die
Prostaglandinsynthese blockiert, lassen sich viele damit zusammenhédngende Prozesse
beeinflussen. Zum Beispiel werden Schmerzen und Entziindungsreaktionen iiber eine
erhohte Prostaglandinausschiittung stimuliert. Pyrogene, die zu Fieber fiihren, passieren die
Bluthirnschranke und sorgen in verschiedenen Gebieten des Gehirns, z.B. in der Area
praeoptica des Hypothalmus fiir die Freisetzung von Prostaglandinen (Flower et al., 1980).
Dass Salicylat Ohrgerdusche auslosen kann, wurde erstmalig nach Anwendung von
Aspirin bei rheumatischer Arthritis beobachtet. Dabei fiihrte eine tdgliche Dosis von 4-8 g
zu einem bilateralen Horverlust von 10-40 dB SPL, der meist von einem Tinnitus begleitet
wurde. Nach dem Absetzen des Salicylats erholte sich das auditorische System innerhalb
von 24-72 Stunden (McFadden und Plattsmier, 1983; McFadden et al., 1984). Jastreboff
zeigte 1988 erstmalig, dass Salicylat auch bei Ratten zur Wahrnehmung von Gerduschen
fiihrt. Er konditionierte Ratten auf Stille, indem er ihnen dauerhaft ein weilles Rauschen
vorspielte, welches von kurzen Phasen absoluter Stille unterbrochen wurde. Wann immer
die Stille einsetzte, bekamen die Ratten einen leichten FuBlschock. Nach wenigen
Sitzungen zeigten sie ein antrainiertes Angstverhalten, welches sich in der Unterdriickung
der Trinkrate an einem Wasserspender in den Stillephasen ausdriickte. In darauf folgenden
Sitzungen, in denen die Stille nicht mehr mit einem Fuflschock kombiniert wurde, testete

man, wie lange die Tiere brauchten, bis die antrainierte Angst vergessen wurde. Es zeigte
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sich, dass Tiere, denen man Salicylat nach der Trainingsphase injizierte, fast
augenblicklich kein Angstverhalten mehr zeigten. Man interpretierte diesen Befund damit,
dass die Tiere auch in der Stillephase Gerdusche wahrnahmen, also einen Tinnitus horten.
Diese ersten Experimente wurden in mehr oder weniger abgewandelter Form in einer
Reihe von weiteren Studien wiederholt (z.B. Brennan und Jastreboff, 1991; Jastreboff und
Brennan, 1994; Bauer et al., 1999; Guitton et al., 2003; Riittiger et al., 2003).

Auch ein Schalltrauma kann bei Nagern zur Wahrnehmung von Ohrgerduschen fiihren
(Bauer und Brozoski et al., 2001; Heffner und Harrington, 2002). Ein Schalltrauma kann
durch eine anhaltende akustische Stimulation mit iiber 90 dB ausgelost werden. Kurze
impulsartige Schallereignisse dagegen erzeugen ein so genanntes Knall- oder
Explosionstrauma (Klinke und Silbernagel, 1996). Im Folgenden wird fiir beide Traumata
der Begriff Schalltrauma verwendet. Ein Schalltrauma geht je nach Intensitét und Dauer
der Beschallung mit einer voriibergehenden (temporary threshold shift) oder einer
dauerhaften (permanent threshold shift) Anhebung der Horschwelle einher.

Die Gabe von Salicylat und das Auslosen eines Schalltraumas fithren zu einer
Verminderung des Horvermogens. Salicylat interagiert mit dem Motorprotein Prestin der
duBeren Haarsinneszellen, wodurch ihre Motilitdt reduziert wird (Zheng et al., 2000; Oliver
et al,. 2001; Zhang et al., 2001). In Ubereinstimmung damit wurde gezeigt, dass es nach
Salicylatgabe zu einer Abschwichung der DPOAEs (distortion product otoacoustic
emissions) kommt (McFadden und Plattsmier, 1984; Long und Tubis, 1988; Guitton et al.,
2003). DPOAEs beruhen auf der Féhigkeit der duBeren Haarsinneszellen, aktiv
Schwingungen zu erzeugen, die iiber das Mittelohrsystem in den duBleren Ohrkanal
gelangen und dort mit einem Mirkofon gemessen werden kdnnen. Man bezeichnet diese
Schwingungen als otoakustische Emissionen. Sie konnen iiber kurze akustische Stimuli
hervorgerufen werden und dienen der Uberpriifung des Hérvermdgens (Moulin et al.,
1994; Ocken et al., 1998). Gleichzeitig zeigten elektrophysiologische Messungen an
einzelnen Hornervenfasern von Wiistenrennmiusen, dass die systemische Gabe von
Salicylat zu einer Erh6hung der Schwelle der Summenaktionspotentiale fithrt (Miiller et
al., 2003).

Obwohl die Gabe von Salicylat und ein Schalltrauma mit einer Reduktion des
Horvermdgens einhergehen, wurde in verschiedenen zentralen Strukturen des
auditorischen Systems eine erhdhte Aktivitét festgestellt. So wurde berichtet, dass es bei
Nagern nach kiinstlicher Tinnitusinduktion im Tiermodell zu einer erhéhten

Spontanaktivitdt im DCN (Kaltenbach und McCaslin, 1996; Zhang und Kaltenbach, 1998;
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Brozoski et al., 2002) und im IC (Chen und Jastreboff, 1995; Manabe et al., 1997) kam.
Zudem wurde postuliert, dass die Gabe von Salicylat und ein Schalltrauma bei Katzen zu
einer erhohten Spontanaktivtit im AC fiihrte (Eggermont und Kenmochi, 1998; Norefia
und Eggermont, 2003). Mit Hilfe der 2-Deoxyglukose-Methode (2-DG) kann man iiber die
Akkumulation radioaktiv markierter Glukose in aktivierten Neuronen die synaptische
Aktivitdt in allen Hirnregionen gleichzeitig iiberpriifen. Untersucht man mit dieser
Methode die Aktivitdtsmuster nach Tinnitusauslosung durch Salicylat oder Schalltrauma,
so findet man im Vergleich zu kontrollbehandelten Tieren eine Reduktion der Aktivitit in
den zentralen auditorischen Strukturen bis hin zum IC, wihrend die Aktivitdt im AC der
selben Tiere erhoht ist (Wallhdusser-Franke et al., 1996). Auch die Untersuchung des
aktivitatsinduzierten Gens c-fos nach beiden tinnitusauslosenden Behandlungen fiihrte zu
vergleichbaren Aktivierungsmustern. Zusitzlich wurde bei diesen Experimenten nach
Tinnitusinduktion eine erhdhte Menge c-Fos bildender Neurone in Strukturen des
limbischen Systems gefunden (Wallhdusser-Franke et al., 2003). Diese Resultate fiihrten
zu einem Modell der zentralen Entstehung von Tinnitus, welches in Kapitel 1.3.3 im Detail
erklart wird. Aufgrund der einfacheren Versuchsdurchfithrung und der verlésslicheren
Tinnitusauslosung wurde in der vorliegenden Arbeit Salicylat benutzt, um bei der

Wiistenrennmaus Tinnitus auszuldsen.

1.3.3 Modelle zur Entstehung von Tinnitus

Urspriinglich nahm man an, dass Tinnitus peripher in der Cochlea entsteht (Tonndorf,
1980; Kemp, 1981; Zenner und Ernst, 1993). Ein peripherer Tinnitus wiirde zu einer
pathologischen Erregung des Hornervs fiihren. Tonndorf (1980) schlug als Erklérung vor,
dass es bei Tinnitus zur Ablosung der Zilien der inneren Haarsinneszellen von der
Tektorialmembran kommt. Dies wiirde in einer Offnung der Transduktionskanile und
einer Erregung der inneren Haarsinneszellen resultieren. Weiterhin wurde angenommen,
dass in den Randbereichen einer cochledren Schidigung degenerierte dullere
Haarsinneszellen neben intakten inneren Haarsinneszellen liegen. Die fehlenden
Stereozilien der duBleren Haarsinneszellen konnten so zu einer Absenkung der
Tektorialmembran und damit zu einer pathologischen Erregung der inneren Haarzellen
flihren (Preyer und Bootz, 1993). Kemp (1981) sowie Zenner und Ernst (1993)

postulierten, dass eine Ubersteuerung der duBeren Haarzellen die Tektorialmembran in
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Schwingungen versetzt, wodurch eine pathologische Erregung der inneren Haarzellen
ausgelost werden konnte.

Die vorgestellten Hypothesen kénnen jedoch nicht erkldren, warum der Tinnitus in vielen
Féllen nach Durchtrennung des Hornerven persistiert (Wazen et al., 1997, Ryu et al.,
1997). Jastreboff (1999) potuliert, dass an der Entstehung von Tinnitus alle auditorischen
Verarbeitungsstationen von der Cochlea bis zum Cortex beteiligt seien. Eine Schidigung
der Cochlea wiirde nach seiner Meinung in einer erhdhten Sensitivitit der Neurone
innerhalb der auditorischen Horbahn und damit in der Verstarkung auditorischer Signale
resultieren. Die vorhandene Spontanaktivitit, die normalerweise nicht detektiert werden
kann, konnte dann als Tinnitus wahrgenommen werden. Geht diese Wahrnehmung mit
einer negativen Verstirkung durch starke Emotionen oder traumatische Erlebnisse einher,
so wird das limbische und das autonome Nervensystem aktiviert. Die Aktivierung dieser
beiden Systeme soll dann zu einer Verstdarkung des Tinnitussignals fithren und zudem fiir
die quidlenden Empfindungen verantwortlich sein, die mit einem nicht kompensierten
Tinnitus einhergehen. Diesen Annahmen liegen jedoch auBler dem Befund, dass es nach
Salicylatgabe zu einer erh6hten Spontanaktivtitit im IC kommt (Chen und Jastreboff,
1995) keine Daten zu Grunde. Zudem wird keine Aussage dariiber gemacht, wie es zu der
erhohten Sensitivitdt und der postulierten Verstiarkung des Signals kommen kdnnte.

Nach experimenteller Tinnitusauslosung im Tiermodell, findet man in Untersuchungen mit
der 2-DG-Methode eine reduzierte Eingangsaktivitdt bis hin zum IC (Wallhdusser-Franke
et al., 1996; Miiller et al., 2003; Wallhdusser-Franke et al., 2003, siche auch 1.3.2). Die 2-
DG-Methode zeigt vornehmlich die prasynaptische Aktivierung an. Man konnte daher
annehmen, dass die Tinnitusaktivitit entweder innerhalb des IC, oder in héher liegenden
auditorischen Strukturen generiert wird. Gerken (1996) postuliert, dass es durch den
verminderten Eingang aus der Cochlea zu einem Wegfall der lateralen Inhibition innerhalb
des ICs kommt und damit zu einer Erregung am Rand des durch den Horschaden
unterdriickten Frequenzbereichs. Weiterfithrend wurde von Langner und Wallhdusser-
Franke (1999; siehe auch Wallhdusser-Franke und Langner, 2001) ein Modell zur zentralen
Tinnitusentstehung entwickelt, welches ebenfalls laterale Inhibition und den Einfluss des
limbischen Systems beriicksichtigt. Dariiber hinaus impliziert dieses Modell, dass nicht-
lineare Riickkopplungsschleifen innerhalb des thalamocorticalen Systems zu einer
Verstarkung des Signals und der, in Tierexperimenten beobachteten, corticalen
Aktivierung filihren. Diese Riickkopplungsschleifen stehen unter dem Einfluss

aufmerksamkeits- und emotionssteuernder Hirnregionen, wie dem limbischen System und
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dem Locus coeruleus. Ein UbermaB an Aufmerksamkeit oder Emotion (z.B. bei Stress)
wiirde damit zu einer Verstirkung des Signals und zur Stabilisierung der Tinnitusaktivitét

fiihren (sieche auch Abb. 1.4).
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Abb.1.4 Modell zur zentralen Entstehung von Tinnitus

Oben sind die an der Tinnitusentstehung beteiligten Hirnstrukturen schematisch dargestellt.
Die Graphen unten zeigen die hypothetische Aktivierung einzelner Frequenzen in den
verschiedenen Verarbeitungsstationen. Nach dem Modell stehen die im Horsystem (Mitte,
gelb-rot) bis zum Cortex aufsteigenden neuronalen Signale unter der Kontrolle
aufmerksamkeits- und emotionssteuernder Hirngebiete (oben; limbisches System, Locus
coruleus). Nach der Modellannahme versucht das zentrale auditorische System, eine
Horstorung im Innenohr iiber nichtlineare Riickkopplungsschleifen auszugleichen. Bei einem
UbermaB an Emotion und Aufmerksamkeit (z.B. bei Stress) kann es zu einer
Uberkompensation in den weniger stark geschidigten Randfrequenzen des Hérschadens
kommen, die in einer corticalen Aktivierung und der Wahrnehmung eines Tinnitus resultiert
(Langner und Wallhdusser-Franke, 1999; Wallhdusser-Franke und Langner, 2001).
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Die Stichhaltigkeit dieses Modells wurde anhand einer Computersimulation tiberpriift
(Abb.1.5). Fiir die Simulation wurden vier Verarbeitungsschichten des Horsystems mit
jeweils 100 ,,Neuronen* implementiert. Die Eingangsschicht bestand aus einer einlagigen,
tonotop angeordneten Schicht, die eine einfache Reprisentation des Hornerven darstellte.
Es wurde berticksichtigt, dass die Haarzellen des Innenohrs auch bei Stille spontan aktiv
sind. Diese Spontanaktivitit war im Bereich des ,,eingebauten Horschadens teilweise
unterdriickt. Drei sich anschlieBende Schichten stellten Kerngebiete des Horsystems dar.
Die Funktion der zweiten Ebene, die dem IC entspricht, beschriankt sich auf eine
Verschirfung der Frequenzabstimmung durch laterale Inhibition. Zwischen der corticalen
vierten Ebene und der dritten Ebene wurde eine nichtlineare positive Riickkopplung
eingebaut, deren Stirke variiert werden konnte. Nach dem Modell wird die Starke dieser
Riickkopplung durch das limbische System und den Locus coeruleus kontrolliert. In der
Simulation fiihrt der Wegfall lateraler Inhibition auf den unteren Ebenen nur zu einer
leichten Aktivitdtsanhebung an den Kanten des Horschadens, wéhrend die corticale
Riickkopplung die Flanken und Spitzen im Bereich des Horschadens deutlich verstérkt.

Das Modell impliziert, dass plastische Verdnderungen innerhalb der
Riickkopplungsschleifen zu einer Etablierung der Tinnitusaktivtitdt fithren konnen, die
dann unabhingig von auditorischen Eingéngen oder peripherer Spontanaktivitit bestehen
bleiben kann. In der vorliegenden Arbeit interessierte ich mich daher fiir die Frage, ob
neuronale Plastizitdt bei der Entstehung von Tinnitus eine Rolle spielt, und welche
Strukturen des zentralen Nervensystems davon betroffen sind. Da das gesamte zentrale
Nervensystem simultan betrachtet werden sollte, untersuchte ich die Bildung bestimmter

Marker-Proteine fiir plastische Verdnderungen.
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Tinnitus im Computer

Tinnitus

JIIIIIIIID QIII®III
'Cortex' + T + Riickkopplung
= -«
Hemmung Hemmung
SENFEFFREEEET 1 T FEEE vaw—vw/\\rvwww\r\/\
. .— <
'Hirnstamm’ Hemmung Hemmung
D9I99090000000000000 "\‘”\Ww’\[\/\W/V’WJ'\
—_—>
Frequenz T \

Hérschaden ——» \—/

Abb.1.5 Computersimulation zur zentralen Entstehung von Tinnitus

Die Abbildung zeigt die der Computersimulation zugrunde liegende Idee. Ein peripherer
Horschaden wird als Aktivitdtsreduktion in das zentrale Horsystem iibertragen. Die Kurven auf
der rechten Seite stellen die relativen Aktivierungen auf den einzelnen Ebenen des Modells dar.
Die unterste (griine) Kurve zeigt den auf wenige Frequenzen begrenzten Horeinbruch, an
dessen tieffrequenter Flanke im Horcortex der Tinnitus entsteht. Die weiteren Kurven
entstehen durch die aufgrund des Horschadens verinderte Ubertragung entlang einer
hypothetischen Frequenzachse unter dem Einfluss von lateraler Inhibition und nicht-linearer
Riickkopplung. In der obersten, roten Kurve ist deutlich ein Maximum, entsprechend einem
Tinnitus mit tonalem Charakter zu erkennen (Wallhdusser-Franke und Langner, 2001).

Relative Aktivierung
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1.4 Marker-Proteine fiir die Untersuchung neuronaler Plastizit:it

Plastische Verdnderungen von Nervenzellen konnen kurzfristig und voriibergehend oder
lang anhaltend die Effizienz der synaptischen Ubertragung verindern. Kurzfristige
Anderungen konnen iiber eine Verinderung in der Transmitterausschiittung oder die
Phosporylierung von Rezeptoren erreicht werden. Zu den ldnger anhaltenden
Verdnderungen gehoren die Ausbildung neuer synaptischer Verkniipfungen, die
Umorganisation bestehender Synapsen oder die Umstrukturierung ganzer Dendritenbdume.
Plastische Verdnderungen von Nervenzellen werden als zellulire Grundlage fiir
Lernvorginge und Gedéichtnisbildung angesehen. Als physiologisches Korrelat fiir
plastische Verdnderungen wird die so genannte Langzeitpotenzierung (LTP, long-term
potentiation) von Neuronen diskutiert. Reizt man ein Neuron mit elektrischen Impulsen, so
kommt es je nach Frequenz dieser Impulse bei einer erneuten Stimulation zu einem
verstirkten exzitatorischen postsynaptischen Potential (EPSP). Halten diese
Verdnderungen iiber einen lingeren Zeitraum an, so spricht man von LTM (long-term
memory; Kandel et al., 1995).

Lang anhaltende Veriinderungen der synaptischen Effizienz gehen mit einer Anderung der
Expression bestimmter Gene einher (z.B. Stork und Welzel, 1999; Tischmeyer und
Grimm, 1999). Prinzipiell werden dabei zwei Gruppen von Genen unterschieden. Die
einen werden sehr schnell (innerhalb von Minuten) aktiviert und ihre Transkription kann
nicht durch Inhibitoren der Proteinsynthese blockiert werden. Man nennt diese Gene
deshalb auch ,,immediate-early genes“ (IEG) (Sheng und Greenberg, 1990; Hughes und
Dragunow, 1995; Herdegen und Leah, 1998). Viele dieser IEGs sind
Transkriptionsfaktoren und regulieren die Expression einer Gruppe von Genen, die erst
spater transkribiert und deshalb auch als ,,delayed-response genes‘ oder ,target genes "
bezeichnet werden.

Die Expression der IEGs und die Induktion von LTP wird iiber die Aktivierung des N-
methyl-D-aspartat-Rezeptors (NMDA-Rezeptor) stimuliert (z.B. Worley et al., 1990;
Hisanaga et al., 1992; Sharp et al., 1993; Hughes und Dragunow, 1995; Platenik, 2000).
Der NMDA-Rezeptor gehdrt neben dem amino-3-hydroxy-5-methyl-isoxazolepropionic
acid- (AMPA) und dem Kainat-Rezeptor zu den ionotropen Glutamat-Rezeptoren im
zentralen Nervensystem. Die glutamatgesteuerten lonenkandle AMPA und Kainat 6ffnen
sich schnell nach der Bindung eines Agonisten und erlauben meist den Einstrom von

Natrium nicht aber von Calcium (Collingridge und Lester, 1989; Hollmann und
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Heinemann, 1994; McBain und Mayer, 1994; Ozawa et al., 1998; Michaelis, 1998;
Vallano, 1998). Die Aktivierungs- und Deaktivierungs-Kinetik der NMDA-Rezeptoren
dagegen ist langsam und es konnen sowohl Natrium- als auch Calcium-Ionen aus dem
Extrazellularraum eintreten. Dariiber hinaus fungiert der NMDA-Rezeptor als ein so
genannter Koinzidenzdetektor. Bei normalem Membranpotential wird er durch
Magnesium-Kationen blockiert. Erst wenn die Bindung von Neurotransmittern mit einer
Depolarisation der postsynaptischen Membran einhergeht, kommt es zur Offnung des
Kanals und zum Einstrom von Calcium. Calcium ist ein bekannter sekundérer Botenstoff
(second messenger), der viele intrazelluldre Signalkaskaden aktivieren kann und
bekanntermallen einen entscheidenden Einfluss auf die Genexpression im Zellkern hat
(Ghosh und Greenberg, 1995; Clapham, 1995; Santella et al., 1997; Finkbeiner und
Greenberg, 1998).

In der vorliegenden Arbeit wurden zwei verschiedene IEGs untersucht, c-fos und arg3.1.
Im Folgenden wird c-fos und arg3./ klein und kursiv geschrieben, wenn das Gen
angesprochen ist, wihrend fiir das Protein die jeweiligen Anfangsbuchstaben grof3
geschrieben werden (Arg3.1, c-Fos). C-Fos gehdrt zu den induzierbaren
Transkriptionsfaktoren, d.h. c-Fos wird sehr schnell nach Aktivierung einer Nervenzelle
gebildet und nach seiner Translation wieder in den Zellkern transportiert, wo es als
Transkriptionsfaktor die Expression nachgeschalteter Zielgene (target genes) reguliert
(siche Abb. 1.5). Die Gruppe der induzierbaren Transkriptionsfaktoren umfasst 3
Proteinfamilien: Fos, Jun und Krox (Herdegen und Leah, 1998). Fos- und Jun-Proteine
dimerisieren liber leucine zipper Motive, um den eigentlichen Transkriptionsfaktor AP1
(activator protein 1) zu bilden. Man nimmt an, dass induzierbare Transkriptionsfaktoren
wie c-Fos, ein Bindeglied zwischen kurzzeitiger neuronaler Aktivierung und anhaltenden
Verdnderungen darstellen. C-Fos wird héufig eingesetzt, um Aktivitditsmuster auf
zelluldrer Ebene zu untersuchen (Sagar et al., 1988; Dragunow und Faull, 1989). Zudem
wurde postuliert, dass es an der Regulation der Gedédchtnisbildung beteiligt ist (Kleim et
al., 1996; Tischmeyer und Grimm, 1999). Dass c-Fos nicht nur ein neuronaler
Aktivitdtsmarker ist, zeigt sich auch darin, dass eine anhaltende Erregung der Neurone
iiber NMDA-Rezeptoren notig ist, um die Expression von c-fos zu stimulieren (z.B.

Worley et al., 1990; Hisanaga et al., 1992; Sharp et al., 1993; Platenik et al., 2000).
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Abb.1.5 Vereinfachte Darstellung des Signalwegs von c-Fos

Uber die Aktivierung des NMDA-Rezeptors erhoht sich die Menge der sekundiren Botenstoffe
(second-messenger) cAMP und Ca®’, iiber die es zur Phosphorylierung der Proteinkinase A
(PKA) bzw. der Ca’"/Calmodulin-abhingigen Kinase (CaMK) IV kommt. Beide Kinasen
konnen das ,,cAMP-response-element-binding “ Protein (CREB) phosphorylieren, welches
dann an die korrespondierende DNA-Konsensussequenz CRE (cAMP-response element) bindet
und damit die Tanskription von c-fos stimuliert. Nach der Translation wird das c-Fos-Protein
wieder in den Zellkern transportiert, wo es mit c-Jun dimerisiert und somit zum eigentlichen
Transkriptionsfaktor AP1 wird, der an die TRE-Sequenz bindet und dariiber die Regulation der
Zielgene iibernimmt (Platenik, 2000).

Fleischmann et al. (2003) konnten dariiber hinaus zeigen, dass in c-fos ,knock-out*
Miusen die Ubertragung von Informationen ins Langzeitgedichtnis und die NMDA-
Rezeptor abhéngige synaptische Plastizitit unterdriickt ist. Vergleicht man in einem Tier
die c-Fos-Bildung mit der 2-Deoxyglucose-Methode (2-DQ), so findet man c-Fos-Neurone
nur in einem begrenzten Bereich der 2-DG Markierung (Reimer et al., 1993; Zuschratter et
al., 1995). Dennoch wird c-Fos in vielen Neuronen schon nach einer einfachen und
kurzfristigen Stimulation gebildet (z.B. Hunt et al., 1987; Ehret und Fischer, 1991; Friauf,
1992, Zuschratter et al. 1995). Daher kam die Frage auf, ob c-Fos wirklich ein Marker fiir
plastische Verdnderungen oder doch eher ein Aktivitdtsmarker auf zelluldrer Ebene ist.

Obwohl die Rolle des c-Fos-Proteins an langanhaltenden Verdanderungen von Nervenzellen

bisher nicht vollstindig geklért ist, gab es verschiedene Griinde, dieses Protein in der
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vorliegenden Arbeit zu untersuchen. Zum einen wurde die Verteilung des c-Fos-Proteins
nach kiinstlicher Tinnitusinduktion in unserem Labor bereits im Detail untersucht (Oliva,
1997; Wallhdusser-Franke et al., 1997; Weller, 1998; Mahlke, 1999; Scheel, 2003;
Wallhdusser-Franke et al., 2003), und die Bildung des c-Fos-Proteins konnte daher als
interne Kontrolle fiir die Salicylatwirkung genutzt werden. Zum anderen diente die c-Fos-
Bildung in den subcorticalen auditorischen Gebieten zur Uberpriifung der
Eingangsaktivitét aus der Cochlea, da c-Fos nach akustischer Stimulation im CN und im IC
in Ubereinstimmung mit den tonotopen Gradienten gebildet wird (Ehret und Fischer, 1991;
Friauf, 1992; Brown und Liu, 1995).

Da der Einfluss von c-Fos auf plastische Verdnderungen von Nervenzellen eher indirekt
ist, interessierte ich mich in dieser Arbeit fiir eine neue Gruppe von IEGs, die so genannten
Effektorgene, denen ein direkter Einfluss auf anhaltende Verdnderungen von Nervenzellen
zugesprochen wird (Lanahan und Worley, 1998; Kuhl, 2000). Das am besten
charakterisierte Proteinprodukt dieser Gruppe ist Arg3.1, oder auch Arc (activity regulated
cytoskeleton-associated protein). Arg3.I-mRNA und Arg3.1-Protein werden nach
synaptischer Aktivierung iiber einen NMDA-Rezeptor abhidngigen Prozess hochreguliert
(Link et al., 1995; Lyford et al., 1995; Steward und Worley, 2001a). Ein Teil der arg3.1-
mRNA wird direkt in die Dendriten transportiert und akkumuliert in der Ndhe von
aktivierten Synapsen (Link et al., 1995; Steward und Worley, 2001b). Dieser Prozess ist
NMDA-Rezeptor abhidngig und kann iiber die Zugabe von NMDA-Rezeptor Antagonisten
blockiert werden (Steward und Worley, 2001a). Plath et al. (2003) konnten zeigen, dass
Arg3.1 an die postsynaptische Membran, und dort an den NMDA-Rezeptor Komplex
assoziiert ist. Eine Reihe von Untersuchungen weisen darauf hin, dass dendritische
mRNAs auch in den Dendriten translatiert werden. Zum Beispiel werden Ribosomen iiber
den ganzen dendritischen Baum verteilt gefunden und Polysomen sind an der Basis von
dendritischen Fortsédtzen (Spines) lokalisiert (Chicurel und Harris, 1992; Steward et al.,
1996). Dass Arg3.1 eine wichtige Rolle bei anhaltenden Verdnderungen von Nervenzellen
spielt, wird auch durch Verhaltensversuche gezeigt, in denen verhaltensrelevante
Erfahrungen zu einer massiven arg3.I-Expression im Vorderhirn von Ratten fiihrt (Pinaud
et al., 2001). Fiir diese Untersuchungen wurden Nager mit einer komplexen, neuen
Umgebung konfrontiert, ein Paradigma, welches urspriinglich von Hebb (1949) etabliert
wurde und héufig eingesetzt wird, um den Einfluss von Erfahrung auf die Funktion und
synaptische Organisation des Gehirns zu demonstrieren (z.B. Greenough und Volkmar,

1973; Comery et al.,, 1995). Die stdrksten und am héufigsten reproduzierten
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morphologischen Verdnderungen wurden in diesem Zusammenhang an der Postsynapse
(postsynaptic density, PSD) beobachtet und resultierten in einer erhdhten Anzahl an
perforierten PSDs (Greenough et al., 1978; Calverley und Jones, 1990). Perforierte PSDs
werden als Vorstufe zur Teilung der PSDs und damit zur Bildung neuer Synapsen
angesehen (Muller et al., 2000). Neben der Ausbildung neuer Synapsen kann es auch an
bestehenden Synapsen zu strukturellen Verdanderungen kommen. So wird zum Beispiel
angenommen, dass die Erregbarkeit der postsynaptische Membran unter anderem {iber den
Ein- und Ausbau von AMPA-Rezeptoren reguliert werden kann (z.B. Turrigiano et al.,

2000; Lu et al., 2001).

A0
> #*  synapsen-
spezifische
Meodifikation

nicht
stimulierte
Synapse

stimulierte
Synapse

Abb.1.6 Model der synapsenspezifischen Modifikation nach aktivititsinduzierter arg3.1-
Expression

Die Phosphorylierung der konstitutionellen Transkriptionsfaktoren (TFc) fiihrt zur induzierten
Transkription der arg3./-mRNA. Die neu synthetisierten arg3./-Transkripte werden
undifferenziert in alle dendritischen Spines transportiert. Eine verstirkte Translation des
Arg3.1-Proteins findet nur in synaptischen Bereichen statt, die vorher aktiviert wurden (Kuhl,
2000).
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Rial Verde et al. (2003) zeigten kiirzlich, dass Arg3.1 am Recycling von AMPA-
Rezeptoren beteiligt ist. Dariiber hinaus unterstiitzen Ergebnisse aus Lernexperimenten mit
Ratten die Hypothese, dass Arg3.1 fiir lang anhaltende Verdnderungen bendtigt wird. In
diesen Versuchen wurde die Arg3.1-Bildung iiber die Zugabe von Oligonukleotiden
unterdriickt. Dies fiihrte zu einer verminderten rdumlichen Erinnerungsfdhigkeit in
Verhaltensversuchen und verhinderte die Erhaltung der Langzeitpotenzierung (Guzowski
et al., 2000). Ubereinstimmend demonstrierten Plath et al. (2003) in einer Reihe von
Verhaltensexperimenten mit arg3.[l ,knock-out” Maiusen, dass Arg3.1 eine
Schliisselposition in der Ubertragung von Informationen in das Langzeitgedichtnis
einnimmt.

Obwohl die funktionelle Rolle des Arg3.1-Proteins noch nicht vollstindig geklart ist,
weisen doch alle Befunde auf eine Lokalisation in den Dendriten, eine Assoziation mit
dem Zytoskelett und damit auf einen direkten Einfluss von Arg3.1 auf strukturelle
Verdnderungen der postsynaptischen Membran als Antwort auf eine anhaltende
Aktivierung eines Neurons hin. Solche strukturellen Verdanderungen bilden die Grundlage

anhaltender synaptischer Veranderungen und der Ausbildung des Langzeitgedéchtnisses.
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1.5 Fragestellung

In der vorliegenden Arbeit interessierte ich mich fiir die Frage, ob neuronale Plastizitdt an
der Entstehung von Tinnitus beteiligt ist und welche Hirnstrukturen von solchen
Veranderungen betroffen sind. Da es nicht moglich ist, plastische Verdnderungen von
Nervenzellen in vielen verschiedenen Hirnregionen gleichzeitig zu untersuchen, nutzte ich
eine indirekte Methode fiir den Nachweis der neuronalen Plastizitit. Es ist bekannt, dass
anhaltende, plastische Verdnderungen von Nervenzellen mit der Bildung bestimmter
plastizititsrelevanter Proteine einhergehen (siehe 1.4). Daher untersuchte ich die Bildung
zweier solcher Plastizitdtsmarker, Arg3.1 und c-Fos, nach experimenteller
Tinnitusausléosung im auditorischen und limbischen System Mongolischer
Wiistenrennméiuse (Meriones unguiculatus). Die Bildung des c-Fos-Proteins nach
Tinnitusauslésung wurde bereits in fritheren Experimenten untersucht und diente hier
vornehmlich der internen Kontrolle. Zudem konnte iiber die c-Fos-Bildung die
Eingangsaktivitit im Nucleus cochlearis (CN) und Colliculus inferior (IC) iiberpriift
werden (siehe 1.4). In allen Untersuchungen wurde Tinnitus iiber eine einmalige
intraperitoneale Injektion einer Natriumsalicylatlosung ausgeldst. Dafiir wurde eine
Konzentration gewéhlt, die bei Ratten erwiesenermallen zu einem Tinnitus fiihrt (siehe

1.3.2)

Die folgenden Fragen wurden im Detail untersucht:

1. In welchen Gehirnstrukturen wird Arg3.1 nach experimenteller Tinnitusauslosung,
im Vergleich zu einer akustischen Stimulation und einer Kontrollbehandlung mit
einer Kochsalzlosung, gebildet?

2. Stimmt die Verteilung der Arg3.1-bildenden Neurone mit der Verteilung c-Fos
bildender Neurone {iberein?

3. Kann die Bildung von Arg3.1 und c-Fos nach Salicylatinjektion iiber die simultane
Gabe des muscarinergen Acetylcholinrezeptor-Antagonisten Scopolamin moduliert
werden?

4. Kommt es nach Salicylatinjektion zu einer Kolokalisation der arg3./-mRNA und
des Arg3.1-Proteins?

5. In welcher Klasse von Neuronen wird Arg3.1 nach Salicylatinjektion gebildet?
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2 Material und Methoden

2.1 Versuchstiere

Fiir alle Versuche wurden Mongolische Wiistenrennméuse (Meriones unguiculatus)

verwendet. Sie werden wie folgt in die Systematik eingeordnet:

Klasse Mammalia,

Ordnung Rodentia,

Familie Cricetidae,

Unterfamilie Gerbilinae (Rennmaéuse),

Gattung Meriones (Sand- oder Wiistenrennmause).

hadanl g

Abb. 2.1 Mongolische Wiistenrennmaus (Meriones unguiculatus)

Mongolische Wiistenrennmiuse sind in den sandigen Steppen der Zentral-, Siid- und
Nordost-Mongolei und im Norden und Nordosten Chinas sowie in einem kleinen Teil
Stidrusslands beheimatet. Sie sind einfach zu halten und zu ziichten. Das Horvermdgen
Mongolischer Wiistenrennméuse ist im tieffrequenten Bereich mit dem des Menschen
vergleichbar (Abb. 2.2). Sie eignen sich daher besonders gut fiir Untersuchungen des
auditorischen Systems. Die biologische Bedeutung der Tieffrequenzwahrnehmung der

Wiistenrennméuse ist nicht genau bekannt, doch weil man, dass diese Tiere sich durch
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Klopfen mit den Hinterbeinen untereinander verstdndigen und diese Klopfgerdusche eher

tieffrequentere Bereiche betreffen (Moller und Gerecht, 1979).

Wiistenrennmaus
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Abb. 2.2 Horschwellenkurven der Mongolische Wiistenrennmaus (Ryan et al., 1976) und des
Menschen (Owren et al., 1988)

Im Bereich zwischen 0,25 und 8 kHz zeigen beide Horkurven einen dhnlichen Verlauf (rote
Pfeile). Die Horschwelle des Menschen steigt {iber 8 kHz stark an. Bei der Wiistenrennmaus
kommt es erst ab ca. 20 kHz zu einer Verschlechterung des Hérvermdgens. dB - dezibel; SPL =-
sound pressure level, kHz - Kilohertz
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Fiir die vorliegende Arbeit wurden drei bis sechs Monate alte, weibliche und ménnliche
Wiistenrennméuse mit einem mittleren Gewicht von 60-80 g aus der institutseigenen Zucht
verwendet. Alle Tiere wurden in Gruppen in einem kiinstlichen 12 Stunden hell/dunkel
Rhythmus gehalten. Wasser und Futter (Heu und Pellets) stand ihnen jederzeit zur
Verfiigung. Insgesamt wurden 50 Tiere in vier verschiedenen Versuchsreihen behandelt
(siche Tab. 2.1). In Versuchsreihe 1 wurden die Proteine der ,,immediate-early genes*
(IEG) arg3.1 und c-fos nach Salicylatinjektion untersucht und mit der Bildung der Proteine
nach akustischer Stimulation oder Injektion mit einer physiologischen Kochsalzlosung
(Saline) verglichen. In Versuchsreihe 2 wurde untersucht, inwieweit die Bildung des
Arg3.1 und c-Fos-Proteins nach Salicylatinjektion durch die gleichzeitige Gabe des
Acteylcholinrezeptor-Antagonisten Scopolamin beeinflusst wird. Die Lokalisation der
arg3.1-mRNA nach Salicylatgabe wurde in Versuchsreihe 3 mittels in sitzu-Hybridisierung
untersucht. In Versuchsreihe 4 erfolgte eine ndhere Charakterisierung der Arg3.1-

bildenden Neurone iiber Fluoreszenz-Doppelfarbungen.

Alle Experimente wurden unter Einhaltung der europdischen und deutschen Richtlinien fiir
die Versorgung und Behandlung von Laborttieren durchgefiihrt. Die Versuchsprotokolle

wurden vom Regierungsprasidium Darmstadt genehmigt.
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Versuchs- | Tier Versuchs- | Zuchtlinie | Geschlecht |Behandlung
reihe gruppe
1 CM 26 2 L131 ménnlich Salicylat 350 mg/kg
CM 27 3 L131 ménnlich Saline
CM 28 1 L131 mannlich Stimulation; NBW- 8 kHz
CM 29 2 LII ménnlich Salicylat 350 mg/kg
CM 30 3 LII ménnlich Saline
CM 31 1 LI mannlich Stimulation; NBW- 8 kHz
CM 32 2 L9 weiblich Salicylat 350 mg/kg
CM 33 3 L9 weiblich Saline
CM 34 1 L9 weiblich Stimulation, NBW- 8 kHz
CM 35 2 L7 ménnlich Salicylat 350 mg/kg
CM 36 3 L7 ménnlich Saline
CM 37 1 L7 maénnlich Stimulation, NBW- 1 kHz
CM 38 2 L7 weiblich Salicylat 350 mg/kg
CM 39 3 L7 weiblich Saline
CM 40 1 L7 weiblich Stimulation, NBW- 1 kHz
CM 41 2 L7 weiblich Salicylat 350 mg/kg
CM 42 3 L7 weiblich Saline
CM 43 1 L7 weiblich Stimulation, NBW- 1 kHz
CM 44 5 Fl141 weiblich Saline
CM 46 4 Fl14V weiblich Salicylate 350 mg/kg
CM 47 5 Fl14V weiblich Saline
CM 53 4 F 141V weiblich Salicylat 350 mg/kg
CM 54 5 F 141V weiblich Saline
CM 55 4 F141 ménnlich Salicylat 350 mg/kg
2 CM 84 6 F15V weiblich Salicylat 350 mg/kg
CM 85 7 F15V weiblich Salicylat 350 mg /kg +
Scopolamin 5 mg/kg
CM 86 6 F15V weiblich Salicylat 350 mg/kg
CM 87 7 F15V weiblich Salicylat 350 mg /kg +
Scopolamin 5 mg/kg
CM 88 6 CRV ménnlich Salicylat 350 mg/kg
CM 89 7 CRV ménnlich Salicylat 350 mg /kg +
Scopolamin 3 mg/kg
CM 90 6 CRV ménnlich Salicylat 350 mg/kg
CM 91 7 CRV ménnlich Salicylat 350 mg /kg +
Scopolamin 3 mg/kg
3 CM 74 8 F151V weiblich Salicylat 350 mg/kg
CM 75 9 F151V weiblich Saline
CM 76 8 F151V weiblich Salicylat 350 mg/kg
CM 77 8 CR1I ménnlich Salicylat 350 mg/kg
CM 78 8 CR1I ménnlich Salicylat 350 mg/kg
CM 79 9 CR1I ménnlich Saline
4 CM 57 10 F151V ménnlich Salicylat 350 mg/kg
CM 61 10 F1511 ménnlich Salicylat 350 mg/kg
CM 68 10 F15V weiblich Salicylat 350 mg/kg
CM 80 10 CR VI weiblich Salicylat 350 mg/kg
CM 81 10 CR VI weiblich Salicylat 350 mg/kg
CM 82 10 CR VI weiblich Salicylat 350 mg/kg
CM 83 10 CR VI weiblich Salicylat 350 mg/kg
CM 84 10 F15V weiblich Salicylat 350 mg/kg
CM 86 10 F15V weiblich Salicylat 350 mg/kg
CM 88 10 CRV ménnlich Salicylat 350 mg/kg
CM 90 10 CRV ménnlich Salicylat 350 mg/kg

Tab. 2.1 Auflistung aller in der vorliegenden Arbeit eingesetzten Versuchstiere
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2.2 Versuchsreihe 1: Immunhistochemischer Nachweis des Arg3.1- und
c-Fos-Proteins nach akustischer Stimulation, Salicylat- und

Salineinjektion

2.2.1 Behandlung der Versuchstiere

Fiir Versuchsreihe 1 wurden 24 Tiere in fiinf Gruppen behandelt.

Gruppe 1:  akustische Stimulation; n= 6

Gruppe 2:  Salicylatinjektion (+ laute Umgebungsgerdusche); n= 6
Gruppe 3:  Salineinjektion (+ laute Umgebungsgerdusche); n= 6
Gruppe 4:  Salicylatinjektion (+ normale Umgebungsgerdusche); n= 3

Gruppe 5:  Salineinjektion (+ normale Umgebungsgerdusche); n= 3

Tiere der Gruppe 1 wurden am Tag vor dem Experiment einzeln in einem Haltungskafig in
eine schallgeddmpfte Kammer iiberfithrt. Am néichsten Tag wurde ihnen ein
schmalbandiges weilles Rauschen (NBW, narrow band white noise; Mittenfrequenz +/-
1/3 Oktave) zentriert um 8§ kHz (NBW-8 kHz; n=3) oder 1 kHz (NBW-1 kHz; n=3)
préasentiert. Die akustischen Stimuli wurden digital erzeugt und verarbeitet (Tucker Davis
Technologies, Gainesville, Florida). Die Prisentation der Stimuli erfolgte in 200-ms-
Pulsen mit einer Rampe von 5 ms, gefolgt von einer 800 ms langen Pause. Insgesamt
wurde der Stimulus 600-mal in 10 min, mittels einem iiber dem Kéfig angebrachten
Lautsprecher (2445J; James B. Lansing Sound Inc., California) angeboten. Der
Schalldruckpegel betrug 80 +/- 5 dB SPL und wurde vor den Experimenten in jeder Ecke
und in der Mitte des Kéfigs tiberpriift (Bruel & Kjaer Microphone 4133). Zusétzlich wurde
die Stimulusprésentation visuell liber einen Frequenzanalysator (Bruel & Kjaer 2033) und
ein Oszilloskop (Hewlett Packard 54601B 100 MHz) iiberwacht. Nach der Stimulation
blieben die Tiere bis zur Perfusion in der schallgeddmpften Kammer.

Tiere der Gruppe 2 und 3 wurden am Tag vor den Experimenten einzeln in Kéfige gesetzt,
blieben aber wihrend der Experimente in ihrer gewohnten Umgebung. Durch dieses
Vorgehen sollte zusitzlicher Stress durch eine neue Umgebung vermieden werden. Tiere

der Gruppe 2 (n=6) erhielten eine einmalige intraperitoneale Injektion mit Natriumsalicylat
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(Sigma, im folgenden als Salicylat bezeichnet) gelost in physiologischer Kochsalzlosung
(Braun, Melsungen). Die Dosis betrug 350 mg/kg Korpergewicht und die Losung wurde so
angesetzt, dass eine 100 g schwere Wiistenrennmaus ein Volumen von 0,5 ml gespritzt
bekam. Alle Tiere wurden direkt vor der Injektion gewogen und bekamen ein ihrem
Korpergewicht entsprechendes Volumen der Salicylatlosung injiziert. Tiere der Gruppe 3
(n=6) wurden identisch behandelt und bekamen ein entsprechendes Volumen an
physiologischer Kochsalzlosung (Saline) injiziert. Alle Tiere der Gruppen 2 und 3 blieben
bis zur Perfusion im Tierstall. An sechs aufeinander folgenden Tagen wurden pro Tag
jeweils drei Geschwistertiere gleichen Geschlechts behandelt (Tab. 1), eines pro Versuchs-
gruppe. Insgesamt wurden neun weibliche und neun ménnliche Tiere untersucht. Um
Einfliisse durch tageszeitliche Schwankungen auszuschlieBen, wurden die Experimente an
jedem Tag zur selben Zeit durchgefiihrt.

Im Vergleich zu fritheren Untersuchungen (Wallhdusser-Franke et al., 2003) zeigten die
Tiere der Gruppe 3 (Saline) eine unerwartet hohe Menge an c-Fos bildenden Neuronen im
auditorischen Cortex. Da die Tiere aus Gruppe 2 und 3 wihrend der Experimente im
Tierstall verblieben und in der Ndhe des Stalls zu dieser Zeit Bauarbeiten durchgefiihrt
wurden, kann angenommen werden, dass die ungewdhnlich lauten Umgebungsgerdusche
zu einer unspezifischen akustischen Stimulation gefiihrt hatten. Um diese Annahme zu
iiberpriifen wurden sechs weitere Tiere einige Zeit nach Beendigung der Bauarbeiten mit

Salicylat (Gruppe 4; n=3) oder Saline (Gruppe 5; n=3) behandelt.

2.2.2 Perfusion

Der Zeitpunkt fiir die Perfusionen wurde so gewihlt, dass die Bildung des Arg3.1 und c-
Fos-Proteins maximal war. Ab zwei Stunden nach Salicylatinjektion erreicht der
Horschaden ein fiir einige Stunden stabiles Maximum (Miiller et al., 2003). Die c-Fos
Produktion ist drei bis vier Stunden nach Salicylatinjektion maximal (Wallhdusser-Franke
et al., 1997; Wallhdusser-Franke et al., 2003). Fiir Arg3.1 wurde gezeigt, dass die Bildung
des Porteins drei bis vier Stunden nach kiinstlich ausgeldsten epileptischen Anféllen am
hochsten war. Dementsprechend wurde der Zeitraum zwischen Salicylatinjektion und
Perfusion auf fiinf Stunden verlédngert, zwei Stunden bis zur vollen Entfaltung der
Salicylatwirkung plus drei Stunden fiir die Proteinbildung. Die akustisch stimulierten Tiere

wurden entsprechend exakt drei Stunden nach der Stimulation perfundiert.
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Fiir die Perfusion wurden die Tiere tief betdubt (Ketavet, Pharmacia/ Rompun, Bayer). Erst
wenn kein Schmerzreflex mehr vorhanden war, wurde der Brustraum gedffnet. Um
Blutgerinnungsprozessen vorzubeugen, wurde 0,1 ml Liquemin (N 25 000, Roche) in die
linke Herzammer injiziert. Danach wurde eine Kaniile in die linke Herzkammer
eingebracht und das Blut mit einer 0,1 M Phosphat gepufferten Kochsalzlosung (KPBS,
pH 7,4) aus dem Kreislaufsystem ausgewaschen. Damit das Blut abflieBen konnte, wurde
der rechte Vorhof angeschnitten. Anschlieend wurde das Gewebe iiber den Blutkreislauf
mit einer 4%igen Paraformaldehydlésung (in KPBS 0,1 M, pH 7,4 + 0.025 % Glutardi-
aldehyd und 10 Tropfen gesittigte Pikrinsdure pro 500 ml) fixiert. Die Gehirne wurden
herauspréipariert und fiir drei Stunden bei Raumtemperatur in oben genanntem Fixativ
nachfixiert. Danach wurden sie in Puffer (KPBS 0,1 M) iiberfiihrt und im Kiihlschrank bei

4 °C bis zur weiteren Verarbeitung gelagert.

2.2.3 Immunhistochemie

Mit einem Vibratom wurden von allen Gehirnen 50 pm dicke Horizontalschnitte
angefertigt. Um Abweichungen in der Anzahl der markierten Neurone durch
unterschiedliche Losungen zu vermeiden, wurde das Gewebe der 18 Tiere in zwei Chargen
behandelt. Jede Charge enthielt Gewebe von neun Tieren, jeweils drei aus den Gruppen 1-
3, die zeitgleich und mit den gleichen Losungen behandelt wurden. Um die jeweiligen
Proteine zu detektieren, wurde ein klassisches immunhistochemisches Verfahren
verwendet. Aufeinander folgende Schnitte wurden mit einem polyklonalen anti-c-Fos-
bzw. einem polyklonalen anti-Arg3.1-Antikérper (Primérantikorper) inkubiert.
AnschlieBend folgte eine Inkubation mit dem jeweiligen biotinylierten 2. Antikdrper
(Sekundirantikérper). Uber ein Streptavidin-Peroxidase System wurde dann das
Chromogen Diaminobenzidin (DAB) oxidiert und somit die Lokalisation der Proteine
sichtbar gemacht (siehe Versuchsprotokoll). Die Spezifitit der Antikorperbindung wurde
durch Auslassen der primédren Antikorper, bzw. einer Vorinkubation des primiren anti-
Arg3.1-Antikorpers mit dem dazugehorigen Blockingpeptid (Arc P sc-6381, Santa Cruz)
iiberpriift. Die Behandlung des Gewebes der Tiere aus den Gruppen 4 und 5 wurde zu
einem spiteren Zeitpunkt, unter Verwendung der gleichen Antikérper und des gleichen

Versuchsprotokolls, durchgefiihrt.
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Versuchsprotokoll:

3x waschen in KPBS 0,1 M (pH 7,4)

Inkubation mit den Primédrantikorpern fiir 64 h bei 4°C

anti-Arg3.1 (sc-6381, Lot# F140, 1:500, Santa Cruz), 1 :500;
anti-c-Fos (sc-52, Lot# J278 , 1:1000; Santa Cruz), 1 :1000;

3x waschen in KPBS 0,1 M (pH 7,4)

Inkubation mit dem biotinylierten Sekundérantikdrper fiir 2 h bei
Raumtemperatur (RT);

fiir anti-Arg3.1 aus der Ziege: anti-Ziege (B-7014, Sigma-Aldrich),
1:100

fiir anti-c-Fos aus dem Hasen: anti-Hase (B-7389, Sigma-Aldrich),
1:100

drei mal waschen in KPBS 0,1 M (pH 7.,4)

Inkubation mit Peroxidase-gekoppeltem Streptavidin fiir 1 h bei RT
fiir Arg3.1: Vectastain Elite ABC Kit (PK- 6100, Vector Laboratories)
fiir c-Fos: Vectastain ABC Kit (PK- 4000, Vector Laboratories)

3x waschen in KPBS 0,1 M (pH 7,4)

Inkubation mit DAB (SK- 4100; Vector Laboratories) fiir 2-5 min bei
RT

2x waschen in KPBS 0,1 M (pH 7,4)

Ix waschen in Leitungswasser

Aufziehen der Schnitte auf gelatinierte Objekttriger

Entwissern der Schnitte in einer aufsteigenden Alkoholreihe
Eindeckeln der Schnitte mit Eukitt (O. Kindler)

Verwendete Losungen :

Kaliumphosphatpuffer: KPBS 0,1M pH 7,4

Stammlosung 1M:.

KCL
KH, POg4
NacCl
Na,HPO,

2g

2g

80g

11,5¢ ad 1 Liter H,0 bidest

Fiir den Gebrauch wurde die Losung 1:10 verdiinnt
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2.2.4 Auswertung

Fiir alle Tiere der Gruppen 1-3 wurden die Arg3.1 immunreaktiven Neurone, im folgenden
Arg3.1-Neurone genannt, in den tonotop organisierten Feldern Al (priméres auditorisches
Feld) und AAF (anteriores auditorisches Feld) des auditorischen Cortex (AC), dem Gyrus
cinguli (CG) und der Amygdala quantifiziert. Fiir jede Region wurden pro Tier sechs
Schnitte ausgewertet und die Anzahl an Arg3.1-Neuronen separat in beiden Hemisphéren
bestimmt. In denselben Gehirnen wurden c-Fos-Neurone im ventralen Nucleus cochlearis
(VCN), im Colliculus inferior (IC) und in der Amygdala gezdhlt. Die c-Fos
Immunreaktivitit im AC wurde in der vorliegenden Arbeit nur qualitativ bewertet. In
Tieren der 2. Versuchsreihe wurden die Arg3.1-Neurone im AC und der Amygdala, die c-
Fos-Neurone im VCN, im AC und in der Amygdala qualitativ untersucht. Auf eine
systematische Untersuchung des DCN und MGB musste in der vorliegenden Arbeit
verzichtet werden, da die gleichzeitige immunhistochemische Behandlung des Gewebes

von jeweils neuen Tieren nur eine begrenzte Anzahl an Schnitten zulieB3.
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2.2.4.1 Bestimmung der ausgewerteten Gebiete

Die Lokalisation und Organisation des AC der Mongolische Wiistenrennmaus ist im Detail
bekannt (Scheich et al., 1993; Thomas et al., 1993; Budinger et al., 2000a) und erleichterte
die Auswahl der richtigen Schnitte fiir die Quantifizierung der Arg3.1-Neurone in Al und
AAF. Alle Schnitte wurden aus einem Bereich zwischen 500 und 1500 um ventral zum
dorsalen Beginn des Putamen caudatum (CPu) genommen. In Abb. 2.2 ist ein
Beispielschnitt aus diesem Bereich dargestellt. Die beiden primiren auditorischen Felder
Al und AAF sind in dieser Region vorhanden und zeigen eine nahezu spiegelbildliche

Organisation der Tonotopie.

Abb. 2.3 Ubersicht der ausgewerteten Gebiete aus dem Bereich AC und CG

Der dargestellte Nissl-gefdrbte Horizontalschnitt zeigt einen Bereich zwischen 500 und 1500
pm ventral zum dorsalen Beginn des Putamen caudatum (CPu). In diesem Bereich ist die
Tonotopie in Al und AAF nahezu spiegelbildlich. Al und AAF besitzen eine gemeinsame
hochfrequente Grenze. Rechts ist eine AusschnittsvergroBerung des rechten AC dargestellt.
Die Felder Al und AAF besitzen in der corticalen Schicht IV eine hohe Neuronendichte. Das
caudale Ende von Al und das rostrale Ende von AAF sind durch Pfeile angezeigt. Im CG
(linkes Bild) sind die Neurone deutlich in Schichten angeordnet. AAF - anteriores
auditorisches Feld, Al - priméres auditorisches Feld, CG - Gyrus cinguli, IC - Colliculus
inferior, HP - Hippocampus, HRL - Hippocampus-Referenzlinie, PC - Parietalcortex, Str -
Striatum
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Als zusitzlich Orientierung diente die Hippocampus-Referenzlinie (HRL) und eine
Einbuchtung in der Gehirnoberfldche ca. 0,5 mm rostral von AAF. Die HRL liegt auf der
Hohe des rostralen Pols des Hippocampus und stimmt laut Scheich et al. (1993) ungefahr
mit der 1 kHz Isofrquenz-Bande iiberein. Um die HRL zu konstruieren, wurden in der
vorliegenden Arbeit die beiden rostralen Pole des Hippokampus miteinander verbunden
und diese Linie iiber den Cortexrand hinaus verlidngert. Die Felder Al und AAF zeichnen
sich dariiber hinaus durch eine besonders hohe Dichte an Neuronen in Schicht IV, der
Eingangsschicht der thalamischen Afferenzen, in Nissl-Praparaten aus (siche 2.4.3 und
Abb.2.3).

In denselben Schnitten wurden markierte Neurone im CG untersucht. Nach Zilles und
Wree (1995) umfasst der priafrontale Cortex die so genannten orbitalen, agranuldr insuléren
und die cinguldren Gebiete (CG1-3). Laut Budinger und Scheich (2003) zeigen die Gebiete
CG 1-3 eine lamindre Anordnung, die von CG2 iiber CG3 zu CG1 immer deutlicher wird.
Der Vergleich mit Nissl-gefarbten Schnitten aus dieser Region zeigte, dass es sich bei den
von mir ausgewerteten Bereichen um die Gebiete CG2 und CG3 handelte (Budinger, pers.
Mitteilung).

Fiir die Auswertung des IC wurden die Schnitte so gewihlt, dass c-Fos-Neurone in
vergleichbaren Bereichen des IC gezdhlt wurden. Diese Bereiche lagen immer 400 pum
dorsal bis 600 um ventral zum dorsalen Beginn des CP. Da man die Grenzen zwischen
dorsalem und zentralem IC in Horizontalschnitten schlecht erkennen kann, wurden c-Fos-
Neurone aus beiden Bereichen zusammengefasst.

Der VCN konnte klar in den anterioren (AVCN) und den posterioren VCN (PVCN)
unterteilt werden. Die c-Fos-Neurone wurden fiir beide Bereiche separat bestimmt. Die
Untereinheiten der Amygdala wurden mit Hilfe des Rattenatlas (Paxinos und Watson,
1986) und dem Vergleich zu Nissl-gefdrbten Schnitten identifiziert (Abb.2.3).

C-Fos- und Arg3.1-Neurone wurden in der zentralen (CeA), der medialen (MeA) und der
lateralen Amygdala (LA) untersucht. Da die Grenzen zwischen der lateralen und der
basolateralen Amygdala in den Horizontalschnitten schwer zu bestimmen waren, wurden

auch hier beide Bereiche zusammen ausgezéhlt.
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Abb.2.4 Ubersicht der ausgewerteten Unterkerne der Amygdala

A+C: Ausschnittsvergrolerungen von Horizontalschnitten der Ratte im Bereich der Amygdala
(Rattenatlas von Paxinos und Watson, 1986). Der in A gezeigte Bereich liegt ca. 300 um
weiter ventral, als der in C gezeigte. Man erkennt deutlich, dass sich CeA in ventrodorsaler
Ausdehnung von rostral nach caudal bewegt. B+D: Nissl-gefarbte Horizontalschnitte aus den
in A+C reprédsentierten Bereichen. Die Lage und die Abgrenzungen zwischen den
Hirnregionen ist in Ratten- und Wiistenrennméusen vergleichbar. Allerdings ist der IN, der auf
den Schnitten aus dem Rattenatlas nicht eingezeichnet ist, bei der Wiistenrennmaus deutlicher
ausgeprégt als bei der Ratte. Die laterale Untereinheit der zentralen Amygdala befindet sich
medial des IN. CeA - zentrale Amygdala, CeL - laterale Untereinheit der zentralen Amygdala,
BLA - basolaterale Amygdala, BL - basale laterale Amygdala, dEn - dorsaler entorhinaler
Cortex, IN - interkalierender Nucleus der Amygdala, LA - laterale Amygdala, MeAD -
anteriorer dorsaler Teil der medialen Amygdala, MePD posteriorer - dorsaler Teil der medialen
Amygdala, PRh - perirhinaler Cortex, SI - Substantia innominata
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2.2.4.2 Quantitative und qualitative Auswertung

Fiir die quantitative Auswertung wurden alle Schnitte codiert. So wurde gewéhrleistet, dass
ein Schnitt bei der Auswertung weder einem bestimmten Tier, noch einer
Behandlungsgruppe zugeordnet werden konnte. Die Auswertung erfolgte mit Hilfe eines
computergesteuerten Mikroskops mit Motortisch (Leitz, Orthoplan), wodurch eine genaue
anatomische Lokalisation der markierten Neurone gewdihrleistet wurde.
Computerzeichnungen der Horizontalschnitte wurden aus den aufgezeichneten Daten mit
Hilfe des Programms Scan Space, Version 4.0 (Norbert Tonder) erstellt und mit dem
Programm IDL 5.0 in tiff- Dateien umgewandelt.

In den so erstellten Zeichnungen einzelner Hirnschnitte traten lokale Anhdufungen der
Arg3.1-Neurone entlang der rostro-caudalen Ausdehnung des AC auf. Um die genaue
Postion dieser lokalen Maxima zu bestimmen, wurden die Computerzeichnungen von
jeweils sechs Schnitten mit Hilfe des Programms Photoshop (6.0) iibereinander projiziert
(Abb. 3.3). In den resultierenden Bildern wurden die Pixel entlang der medio-lateralen
Ausbreitung des gesamten AC mit Hilfe eines auf Matlab (6.5) basierenden
Auswerteprogramms gezédhlt. Dabei entsprach ein Pixel einem markierten Neuron. Die
ermittelte Zellzahl wurde gegen die rostro-caudale Ausbreitung in Abhdngigkeit zur HRL
aufgetragen (Abb. 3.3). Um eine bessere Bestimmung der Maxima zu gewéhrleisten,
wurden die resultierenden Kurven iiber fiinf Datenpunkte gemittelt. Abbildung 3.4 gibt
einen Uberblick iiber die Verteilung der lokalen Maxima in den verschiedenen
Versuchsgruppen. Die Maxima wurden in Abhidngigkeit zur HRL fiir vier akustisch
stimulierte und fiinf mit Salicylat behandelte Tiere aufgetragen. Dabei wurden nur Maxima
beriicksichtigt, die zwischen dem Maximum und den benachbarten Minima Differenzen
von mindestens fliinf Pixeln, entsprechend fiinf Neuronen, aufwiesen.

Fiir die statistische Auswertung wurde die mittlere Anzahl an markierten Neuronen pro
Schnitt aus jeweils sechs Schnitten pro Gebiet ermittelt. Da es keine signifikanten
Unterschiede zwischen den Hemisphdren gab, wurde ein Mittelwert aus beiden
Hemisphéren gebildet. Die Anzahl der markierten Neurone aus Gruppe 2 (Salicylat) wurde
mit dem Mann-Whitney U-Test gegen die Anzahl der markierten Neurone aus den
Gruppen 1 (akustische Stimulation), bzw. Gruppe 3 (Saline+ laute Umgebungsgerdusche)
getestet.

Da nach Salicylatinjektion auffallig viele Arg3.1-Neurone an der Grenze zwischen Al und

AAF vorlagen, wurden die Anzahl der Neurone in diesem Bereich separat bestimmt und
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durch die Gesamtzahl der Arg3.1-Neurone im AC geteilt. Die so ermittelte Haufigkeit, mit
der Arg3.1-Neurone nach Salicylatinjektion im hochfrequenten Bereich vorlagen, wurde
mit dem Mann-Whitney U-Test gegen die Hiufigkeit getestet, mit der die Arg3.1-Neurone
nach den anderen beiden Behandlungen in diesem Bereich vorkamen. Der Bereich wurde
so gewdhlt, dass alle Neurone gezéhlt wurden, die sich in einem Abstand von 0,5 mm bis

1,5 mm rostral der HRL befanden. Die Auswertgrenzen verliefen dabei parallel zur HRL.

2.2.4.3 Mann-Whitney U-Test

Um Unterschiede zwischen den Gruppen zu testen, wurde der Mann-Whitney U-Test
angewandt. Mit dem Test von Mann-Whitney (1947) wird gepriift, ob zwei unabhingige
Stichproben der gleichen Grundgesamtheit entstammen. Er ist verteilungsunabhéngig,
empfindlich gegeniiber Medianunterschieden und empfindlich fiir Varianzunterschiede.

Der U-Test ist ein Rangtest. Es wird vorausgesetzt, dass die Werte der Stichproben nach
ihrer GroBe geordnet sind, d.h. die Beobachtungen aus beiden Stichproben (N;,N,) werden
zu einer Stichprobe zusammengefasst und der Grofe nach geordnet. Jedem
Stichprobenwert wird eine Rangzahl zugeordnet und dazu vermerkt, aus welcher der
beiden Stichproben der Wert stammt. Die Summe der Rangzahlen aus Stichprobe 1 heift
R;, die Summe der Rangzahlen aus Stichprobe 2 heiit R,. Die Priifgroen U; und U,

errechnen sich dann folgendermaf3en:

U N, o D

Rl
U +U,=NN,

R, (aus Sachs, 2002)

Die gesuchte Priifgrof3e ist die kleinere der beiden GréBen U; und U, Die Nullhypothese
wird verworfen, wenn der berechnete U-Wert kleiner oder gleich dem kritischen U-Wert

U(N,N,) ist, den man in einer entsprechenden Tabelle nachschlagen kann.
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2.3 Versuchsreihe 2: Einfluss des Acetylcholinrezeptor-Antagonisten
Scopolamin auf die Arg3.1- und c-Fos-Produktion nach

Salicylatinjektion

Scopolamin zdhlt, wie Atropin, zu den natiirlichen Alkaloiden der Nachtschattengewéchse
(Solanaceen). Beide Alkaloide blockieren selektiv die muscarinergen
Acetylcholinrezeptoren und passieren gut die Blut-Hirnschranke. Scopolamin zeigt jedoch,
im Gegensatz zu Atropin, geringere periphere Nebenwirkungen (Liillmann et al., 1996).
Fiir diesen Versuch wurden acht Tiere, vier mdnnliche und vier weibliche (Tab. 2.1), in
zwei Gruppen behandelt. Tiere der Gruppe 6 wurden mit Salicylat (350 mg/kg, siehe auch
2.2.1; n=4), Tiere der Gruppe 7 mit Salicylat und Scopolaminhydrobromid (S1875, Sigma;
n=4) behandelt. Fiir die Behandlung wurden 10 ml Salicylatlosung angesetzt (70mg/ml
physiologische Kochsalzlosung). In 5 ml dieser Lésung wurden 3 (n=2) bzw. 5 mg (n=2)
Scopolaminhydrobromid gelost.

Alle Tiere wurden am Tag vor dem Experiment einzeln in Kéifige gesetzt und blieben nach
der Behandlung im Tierstall bis zur Perfusion, die jeweils genau fiinf Stunden spéter
erfolgte. Die Tiere wurden immer in Paaren behandelt, jeweils eins aus jeder Gruppe.
Dementsprechend wurde auch das Gewebe dieser Tiere mit denselben Losungen inkubiert.
Perfusion und immunhistochemischer Nachweis des Arg3.1 und c-Fos-Proteins folgten den
unter 2.2.1, 2.2.2 und 2.2.3 beschriebenen Protokollen. Fiir diese Experimente wurden
Primérantikorper anderer Chargen benutzt; fiir Arg3.1 ein Antikorper der Charge C292
(1:500) und fiir c-Fos der Charge K 188 (1:2000). Anzahl und Verteilung der Arg3.1 und
c-Fos bildenden Neurone wurde qualitativ in den Feldern Al und AAF, in CG und in der

Amygdala untersucht. Die Auswahl der Schnitte erfolgte wie unter 2.2.4.1 beschrieben.
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2.4 Versuchsreihe 3: Nachweis der arg3.1-mRNA nach Salicylat-

injektion durch eine radioaktive in situ-Hybridisierung

2.4.1 Behandlung der Versuchstiere

Tiere der Versuchsreihe 3 wurden entweder mit Salicylat (350 mg/kg; Gruppe 8; n=4),
oder mit einem entsprechenden Volumen einer physiologischen Kochsalzlosung (Saline;
Gruppe 9; n=2) behandelt (siche auch Tab.1). Alle Tiere wurden am Tag vor der
Behandlung einzeln in Kifige gesetzt. Drei Tiere (2x Salicylat, 1x Saline) wurden jeweils
am gleichen Tag behandelt. Zwei Stunden nach der Behandlung wurden die Tiere tief
betdubt (Ketavet/ Rompun) und dekapitiert. Alle Gehirne wurden sofort nach der
Préaparation mittels fliissigen Stickstoffs eingefroren. Um eine direkte Beriihrung des
Gewebes mit dem fliissigen Stickstoff zu vermeiden, wurde das Gehirn auf einen
metallenen Deckel gelegt, der auf dem fliissigen Stickstoff schwamm. Nach dem
Einfrieren wurden die Gehirne sofort in eine Tiefkiihltruhe iiberfiihrt und dort bei —80°C

bis zur weiteren Verarbeitung gelagert.

2.4.2 In situ-Hybridisierung

Mit Hilfe der in situ-Hybridisierung kann die mRNA eines bestimmten Gens im Gewebe
lokalisiert werden. Die Methode beruht auf der Reassoziationskinetik doppelstrangiger
Nucleinsduremolekiile. Fiir die Herstellung der RNA-Sonden wird ein Plasmid mit einem
einklonierten Zielgen verwendet. Das Plasmid wird linearisiert und die anti-sense, bzw.
sense Sonde liber eine in-vitro Transkription hergestellt. Im Gewebe bindet anti-sense
Sonde an die zu lokalisierende mRNA, wihrend die sense-Sonde der Kontrolle
unspezifischer RNA-RNA Bindungen dient. Gewebeschnitte werden mit den jeweiligen
Sonden inkubiert, wobei es zur Hybridisierung und somit zur Bindung der anti-sense
Sonde an die gewiinschte mRNA kommt. Da die Sonde meist im Uberschuss zugegeben
wird, erfolgen im Anschluss einige Waschschritte, um die nicht gebundenen RNA-Stringe
von den Schnitten zu entfernen. Die Sonden wurden in der vorliegenden Arbeit radioaktiv

markiert und der Nachweis der arg3./-mRNA erfolgte iiber Auflegen eines Rontgenfilms
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auf die behandelten Schnitte. Details {iber die Sonden und die Versuchsdurchfithrung sind
im Folgenden beschrieben.

Um einem Abbau der arg3./-mRNA durch RNasen vorzubeugen, wurden alle
verwendeten Glaswaren, Geréte und Arbeitsflichen vor der Benutzung entweder mind. 2h
bei 180 °C gebacken, oder mit ,,RNase away* (MolecularBioProducts) behandelt. Des
weiteren wurden alle Losungen bis zur Hybridisierung in DEPC (Diethylpyrocarbonat)
behandeltem Wasser angesetzt. Fiir alle weiteren Losungen wurde Millipore gefiltertes
Wasser benutzt. Die Gehirne wurden mit einem Kryostaten horizontal geschnitten.
Alternierende, 20 pm dicke Schnitte wurden direkt vom Schnittmesser auf
Superfrostobjekttriger (in situ- Hybridisierung), oder gelatinierte Objekttriger (Nissl-
Farbung; siehe 2.4.3.) aufgenommen. Auf jeden Objekttriger wurden Schnitte 3
verschiedener Gehirne (2x Salicylat; 1 x Saline) iibertragen. Die Schnitte fiir die in situ-
Hybridisierung wurden bis zur weiteren Verarbeitung bei -80°C gelagert. Insgesamt
wurden 34 Objekttrager behandelt, davon 16 (10x anti-sense; 6x sense) der Tiere CM 74,
75, 76 und 18 (10x anti-sense; 8 x sense) der Tiere CM 77, 78, 79. Das linearisierte
Plasmid fiir die Herstellung der radioaktiv markierten Sonden wurde mir freundlicherweise
von Professor Dr. Kuhl (FU Berlin) zur Verfiigung gestellt. Die Uridin 5°-
[a[**S]thio]triphosphat-markierte arg3.I-anti-sense Sonde wurde vom SP6 Promotor des
mit Sal I linearisierten Plasmids (pSPORT-1) transkribiert. Das einklonierte Segment
betrug 3.1 kb der arg3.1-cDNA. Eine identisch lange Uridin 5’-[a[>’S]thio]triphosphat-
markierte sense-Sonde wurde vom T7 Promotor des mit Not I linearisierten Plasmids

transkribiert (siehe auch Link et al., 1995).

Versuchsprotokoll:

Linearisierung des Plasmids (wurde von Mitarbeitern der AG Kuhl durchgefiihrt):
- fiir die Restriktion wurden 10 pg Plasmid eingesetzt.

- x ul DNA
5 ul 10 x Puffer
5 ul Enzym (10U/ul); Sal I bzw. Not I
x ul H,O
Y =50 ul, 37 °C, tiber Nacht

- Auffiillen auf 100 pl mit H,O
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-+ 100 pl Phenol-Chloroform-Isoamylalkohol (25:24:1)
- 30 sec. vortexen, dann bei maximaler Spinzahl (spin max.) 1 min
zentrifugieren
- Uberstand + 100u1 Phenol-Chloroform-Isoamylalcohol
- 30 sec. vortexen; spin max. 1 min
- Uberstand + 1 Vol. Chloroform-Isoamylalcohol (24:1)
- 30 sec vortexen; spin max. 1 min
- Uberstand
+ 10 pl Natriumacetat 3 M, pH 5,2
+ 5 pl 10 mg/ml Glykogen
+ 250 pl 100% EtOH
- 5 min bei RT stehen lassen
- 5 min bei 12000 x g zentrifugieren
- Uberstand absaugen
- Pellet waschen mit 70 % EtOH
- 5 min bei 12000 x g zentrifugieren
- Pellet kurz trocknen lassen und in TE-Puffer pH 8 aufnehmen
- Lagerung des linearisierten Plasmids bei —20 °C bis zur weiteren
Verwendung

Herstellung der Sonde durch in vitro-Transkription:

- Die in vitro-Transkription wurde nach dem Novagen sure-site Protokoll
mit einem SP6/T7 RNA Polymerase Kombinationssystem von Promega
(P1460) durchgefiihrt

- fiir die sense- bzw. anti-sense Sonde wurde jeweils 1 Transkriptionsmix
hergestellt:

4 pl 5x Transkriptionspuffer

2 ul 100 mM Dithiotreithol (DTT)

je 1 ul 10 x NTP (ATP,GTP,CTP, je 10 mM)

8 ul a[>’S] UTP 0,16 mCi (Hartmann Analytic)

2 pl Polymerase (Sp6 fiir anti-sense; T7 fiir sense)

320 pul, 1h, 37 °C

- Vorbereitung der Reinigungssédule (,,mini quick spin DNA columns®;
Roche); 1,5 min bei 3000 x g zentrifugieren

- Reinigungssdule in neues Eppendorfgefdl mit
10 ul 1 M DTT
20 pl 3 M Na-Actetat pH 5.2
10 pul t-RNA (aus Hefe 10 mg/ml)

- Transkriptionsmix mit 100 mM DTT auf 100 pl auffiillen
und auf die Reinigungssdule geben, 5 min bei 3000 x g zentrifugieren

- 2 Volumen 100 % EtOH zugeben und 10 sec auf Eis stellen

- 15 min spin max.

- EtOH abnehmen, 1 min bei maximaler Umdrehung zentrifugieren, restl.
EtOH abnehmen und bei 37 °C fiir 20 min trocknen
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- +40 pul 1 M DTT, 20 min bei RT auf Schiittler

- 1400 pl Hybridisierungslosung

- 1 pl der Sonde im Szintilationszihler messen
(hier: sense-Sonde: 15.196,20 CPM (counts per minute); anti-sense-
Sonde: 4.653,02 CPM)

- Ermitteln des Verdiinnungsfaktors, iiber die Menge an eingebautem,
radioaktiv markiertem Uracil. Fiir die vorliegende Arbeit wurde die
Sonde 1:10 verdiinnt:

1 ml Hybridisierungsldsung
+10ul 1 M DTT
+ 100 pl Sonde
- fertigen Hybridisierungsmix bei 55 °C vorwédrmen

Vorbereitung der Schnitte:

- Auftauen und Trocknen der Schnitte

- Fixierung in einer 4%igen Paraformaldehydlésung (PFA in 0,1M PBS,
pH 7,4) fiir 15 min

- 3 x Waschen in PBS

- Acetylierung der Schnitte:
3 min bei RT in Triethanolamin, pH 8
10 min bei RT in Triethanolamin, pH 8 + 350 pl Essigsdureanhydrid

- Entwissern der Schnitte iiber eine aufsteigende Alkoholreihe

- Schnitte trocknen lassen

Hybridisierung:

- pro Objekttrager 100 pl Hybridisierungsmix zugeben
- Deckglischen aufbringen und mit DPX (Fulka) abdichten
- Inkubation bei 55 °C fiir 18 h

Waschen der Schnitte:

- DPX von Deckglédschen entfernen

- 20 min in 4 x SSC (Salzpuffer) auf Schiittler

- Deckgldschen entfernen

- 2x 10 min in 4x SSC auf Schiittler

- 30 min in RNase- Puffer bei 37 °C

- 15 min 2 x SSC bei RT

- 15 min 1 x SSC bei RT

- 15 min 0,5x SSC bei RT

- 30 min 0,1x SSC bei 55 °C

- 10 min 0,1x SSC bei RT

- Entwéssern in aufsteigender Alkoholreihe

- Schnitte trocknen und dann einen Rontgenfilm (Biomax MR) fiir
1-3 Tage auflegen

- Entwickeln des Rontgenfilms

- ggf. Rontgenfilm fiir einen ldngeren Zeitraum auflegen
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Verwendete Losungen :

Phosphatgepufferte Kochsalzlosung: PBS 0,1 M, pH 7,4

Stammldsung 1M:

80g NacCl

2g KCL

14,4g Na2P04

24¢ KH,PO4 ad 1 Liter H,O bidest.

Fiir den Gebrauch wurde die Losung 1:10 verdiinnt

20 x SSC, pH 7,0
3M NacCl
03M Na- Citrat

Hybridisierungslosung

4x SSC

50% Formamid

Ix Denhardts-Reagenz

5% Dextransulfat 0,5mg/ ml

0,5mg/ ml  ss DNA (Heringssperma)
0,25 mg/ml  Hefe t-RNA

Denhardts Reagenz 100x

2g Ficoll (Type 400)
2g Polyvinylpyrrolidone (PVP-40)
2g RSA ( Fraction V')

ad 1 Liter H,O bidest.

RNase -Puffer

M NaCl
IM Tris (pH 8)
0,5M EDTA (pH 8)

kurz vor Gebrauch 10 mg/ml RNase (Bohringer) zugeben

Bis auf den SSC-Puffer wurden alle Losungen und Puffer in DEPC (Diethylpyrocarbonat)

behandeltem Wasser angesetzt.



Material und Methoden 46

2.4.3 Nissl-Firbung

Wie unter 2.4.2. beschrieben, wurde jeder zweite Schnitt der Gehirne CM 74-76 und CM
77-79 auf gelatinierte Objekttrager aufgezogen und fiir die Nissl-Féarbung verwendet. Mit
der Nissl-Farbung werden Ribonukleoproteine angefdrbt und somit Bestandteile des
Zellkerns und des endoplasmatischen Retikulums sichtbar gemacht. Das Prinzip der
Firbung beruht auf einer Uberfirbung eines alkoholfixierten Schnittes mit einem basischen
Thiazinfarbstoff. AnschlieBend wird der Farbstoffiiberschuss mit Alkohol ausgewaschen.
Die Nissl-Substanz wird dabei intensiv blau oder violett, wihrend Kernmembran,
Nukleolen, Zytoplasma der Ganglienzellen und Gliazellen blassblau gefdrbt werden und
Zellfortsitze ungefirbt bleiben. Uber die Morphologie und Dichte der Nervenzellen
konnen Gehirngebiete definiert und gegeneinander abgegrenzt werden. In der vorliegenden
Arbeit diente diese Farbung zur Bestimmung der Gehirngebiete in denen in benachbarten

Schnitten arg3./-mRNA detektiert wurde.

Versuchsprotokoll:

- Entfetten der Schnitte in 70% Ethanol fiir mindestens 2 h

- Spiilen in H,O dest. fiir 10 min

- 10 min in 0,1 M Natriumacetat-Puffer

- 20 min in Kresylviolett, 0,25% in 0,1 M Na-Acetat-Puffer, pH 4,6,

- Kurz schwenken in 0,1 M Natriumacetat-Puffer

- 2x ca. 3 min in 70% Ethanol, die Entfarbung sollte unter dem Mikroskop
kontrolliert werden

-2 x 5 min in 96% Ethanol

- 2 x 15 min in Isopropylalkohol

-2 x 10 min in Xylol

- Eindeckeln der Schnitte mit Eukitt (O.Kindler)
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2.44 Auswertung

Von den Gehirnen CM 74-76 wurden jeweils 14 Schnitte behandelt und ausgewertet. Zehn
der Schnitte wurden so gewihlt, dass die primdren auditorischen Felder Al und AAF
erfasst wurden. Von diesen Schnitten wurden jeweils 6 mit der anti-sense Probe und 4 mit
der sense-Sonde behandelt. Vier Schnitte stammten aus dem Bereich der Amygdala (2x
anti-sense; 2x sense). Von den Gehirnen 77-79 wurden je 18 Schnitte behandelt, 10 aus
dem Bereich des AC (6x anti-sense; 4x sense) und 8 aus dem Bereich der Amygdala (4x
anti-sense; 4x sense). Die Auswahl der Schnitte erfolgte nach den unter 2.2.4.1 genannten
Kriterien. Alle Schnitte wurden qualitativ bewertet. Bereiche in denen arg3./-mRNA
vorlag, waren in den Rontgenfilmen besonders stark geschwirzt. Uber die benachbarten
Nissl-gefdarbten Schnitte konnten die markierten Bereiche der Amygdala den

verschiedenen Untereinheiten zugeordnet werden (siche Abb. 3.16).

2.5 Versuchsreihe 4: Charakterisierung der Arg3.1-bildenden Neurone

iiber Fluoreszenz-Doppelmarkierungen

2.5.1 Behandlung der Versuchstiere

Alle 11 Tiere dieser Versuchsreihe bekamen einmalig eine Natrium-Salicylatlosung in
einer Konzentration von 350 mg/kg injiziert (Gruppe 10). Behandlung und Perfusion

wurden wie unter 1.3.1 beschrieben durchgefiihrt.

2.5.2 Fluoreszenz-Doppelfirbung

Die Fluoreszenz-Doppelfdarbungen dienten der ndheren Bestimmung der Arg3.1-bildenden
Neurone. Es wurden drei verschiedene Doppelfarbungen durchgefiihrt: Arg3.1/c-Fos,
Arg3.1/GABA (y-Aminobuttersiure) und Arg3.1/Nissl. Uber die Arg3.1/c-Fos-
Doppelfiarbung wurde untersucht, ob Arg3.1 und c-Fos in denselben Neuronen gebildet
werden. Da GABA der einzige bekannte inhibitorische Transmitter im Cortex ist, konnte
iiber die Arg3.1/GABA Doppelfarbung untersucht werden, ob Arg3.1 in erregenden oder
in hemmenden Neuronen des auditorischen Cortex gebildet wird. AuBBerdem sollte iiber

eine Kombination aus Nissl-Fluoreszenzfiarbung und Arg3.1-Immunreaktion iiberpriift
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werden, ob Arg3.1 nur in neuronalen oder auch in Gliazellen gebildet wird und wie grof3
die Arg3.1-bildenden Neurone sind (siehe auch 2.4.3 und 2.5.3).

Von allen Gehirnen wurden mit einem Vibratom 40-50 pm dicke Horizontalschnitte
angefertigt. Die Behandlung der Schnitte erfolgte nach dem unten beschriebenen Protokoll.
Fiir die Arg3.1/c-Fos und die Arg3.1/GABA-Doppelfarbungen wurden die Schnitte jeweils
mit einem Cocktail aus priméren bzw. sekundiren Antikorpern (siehe Protokoll) behandelt.
Fiir Arg3.1/Nissl wurde zunédchst die Arg3.1-Fluoreszenzfiarbung und anschlieend die

Fluoreszenz-Nisslfarbung durchgefiihrt.

Protokoll fiir Arg3.1/c-Fos- bzw. Arg3.1/GABA-Fluoreszenz-Doppelfarbung:

- 3x waschen in TRIS-T; je 10 min
- Inkubation mit einem Cocktail aus Priméirantikdrpern
iiber Nacht bei RT
Arg3.1/c-Fos:  anti-Arg3.1; sc-6381 Lot# C292 (Santa Cruz); 1:20;
anti-c-Fos; sc-52 Lot# 188 (Santa Cruz); 1:80;
Arg3.1/GABA:  anti-Arg3.1; sc-6381 Lot# C292 (Santa Cruz); 1:20;
Anti-GABA; AB 2052 Lot# 101K4837 (Sigma)1:500
in TRIS-T-ENS
- 3x waschen in TRIS; je 10 min
- Inkubation mit einem Cocktail aus sekundéren Antikdrpern
fiir 2 h bei RT
fiir anti-Arg3.1 aus Ziege: anti-Ziege gekoppelt an
Cy 3 (Dianova); 1:100
fiir anti-c-Fos aus Hase: anti-Hase gekoppelt an
Cy 2 (Dianova); 1:100
in TRIS-RSA
- 3x waschen in TRIS; je 10 min
- Ix waschen in H,O dest.
- aufziehen, trocknen
- kurz in Methylsalicylat (Sigma) tauchen und
eindeckeln mit Fluoromount (Serva)
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Protokoll fiir Arg3.1/Nissl-Fluoreszenz-Doppelfiarbung:

- 3x waschen in TRIS-T; je 10 min

- Inkubation mit anti-Arg3.1 (aus Ziege); sc-6381 Lot# C292 (Santa
Cruz); 1:20 tiber Nacht bei RT

- 3x waschen in TRIS; je 10 min

- Inkubation mit anti-Ziege gekoppelt an Cy 3 (Dianova); 1:100 in TRIS
fiir 2 h bei RT

- 2x waschen in TRIS, je 10 min

- 1x waschen; 10 min in KPBS

- 1x waschen; 10 min in KPBS -T

- 2x waschen ; 5 min in KPBS

- Inkubation mit Fluoreszenz-Nisslsubstanz (N-21480, Molecular Probes);
1:20 in KPBS fiir 1 h bei RT auf Schiittler

- einmal waschen; 10 min in KPBS-T

- 2x waschen 5 min in KPBS

- 2 hbei RT in KPBS oder iiber Nacht bei 4°C

- aufziehen, trocknen und eindeckeln mit Fluoromount (siche oben)

Verwendete Losungen:

Kaliumphosphatpuffer: KPBS 0,1 M pH 7,4

Stammlosung 1M:

KCL 2g
KH2 PO4 2g
NaCl 80g
Na,HPO, 11,5g ad 1L H,O bidest.

Fiir den Gebrauch wurde die Losung 1:10 verdiinnt
KPBS-T: KPBS + 0,1% Triton
TRIS-Puffer: TRIS 0,05 M pH 7,4

Stammldsung 0,5M:

NaCl 116,9¢

TRIS 60,6g ad 1L H»O bidest.

Fiir den Gebrauch wurde die Losung 1:10 verdiinnt
TRIS-T: TRIS+ 0,3% Triton

TRIS-T-ENS: TRIS-T + 5 % Eselnormalserum (ENS, Dianova)

TRIS- RSA: TRIS + 2 % Rinderserumalbumin
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2.5.3 Auswertung

Fiir die Arg3.1/c-Fos-Doppelfarbung wurden insgesamt 81 Schnitte von 11 Tieren, fiir
Arg3.1/GABA 41 Schnitte von 5 Tieren und fiir Arg3.1/Nissl 34 Schnitte von 7 Tieren
ausgewertet (siche auch Tab. 2.2). Die Auswertung erfolgte an einem Fluoreszenz-
mikroskop (Aristoplan, Leitz) mit den entsprechenden zwei Filterblocken. Fiir den
Nachweis von Arg3.1 wurde der Fluoreszenzfarbstoff Cy3 (Indocarbocyanin; Max.
Anregung bei 552 nm; max. Emission bei 570 nm) und der Filter N.2.1 (513687, Leitz;
Anregung 515-560 nm; Sperrfilter 580 LP), fiir c-Fos der Farbstoff Cy2 (Carbocyanin;
max. Anregung bei 489 nm; max. Emission bei 505 nm) und der Filter 13 (Leitz 513687,
Anregung 450-490 nm; Sperrfilter 515 LP) eingesetzt. Der Fluoreszenzfarbstoff fiir die
Anfarbung der Nissl-Substanz hat laut Herstellerangaben (Molecular Probes) ein
Anregungsmaximun bei 500 nm und eine maximal Emission bei 525 nm. Fiir die Detektion
wurde ebenfalls der Filter I3 verwendet. Alle Schnitte wurden zunichst qualitativ bewertet.
Bei allen Arg3.1-positiven Neuronen wurde durch Wechseln des Filters iiberpriift, ob diese
auch positiv fiir c-Fos bzw. GABA waren. Die Nissl-gefarbten Schnitte dienten zur
Uberpriifung der GroBe und der Lokalisation der Arg3.1-Neurone. Uber eine
Digitalkamera (Basler, Vision Technologies) wurde ein digitales Bild des jeweiligen
Schnittbereichs aufgenommen und die Durchmesser der Arg3.1-Neurone mit Hilfe des
Programms Lucia Image (MV-1500, Version 4.61) vermessen. Dabei wurde darauf
geachtet, dass bei oval erscheinenden Neuronen immer die ldngere Distanz gemessen
wurde.

Die in den Abbildungen 3.18 3.19, 3.20 und 3.21 prisentierten Bilder wurde mit Hilfe
eines Konfokalmikroskops (CLSM; confocal laser scanning microscop; TCS SCP I, Leica
Microsystems, Heidelberg) aufgenommen. Dabei wurde fiir alle Bilder ein 40x Ol-
Immersions-Objektiv (HCX PLAN APO, N.A. 1.25) verwendet. Cy2 wurde mit der 488
nm Linie eines Ar-Lasers angeregt und bei 505-540 nm detektiert. Cy3 wurde mit der 543
Linie eines HeNe-Lasers angeregt. Da Cy2 noch bis ca. 570 nm detektiert werden kann
wurde Cy3 bei 580-700 nm nachgewiesen. So konnte vermieden werden, dass bei der Cy3-
Detektion auch Cy2 detektiert wurde. Alle Scans wurden 3x akkumuliert und die
Bildstapel mit einem Abstand von 407 nm in der z-Achse aufgenommen. Die
Offnungsweite des pinholes betrug 1 Airy. Alle Bilder wurden mit der Leica Confocal
Software (LCS, Leica Microsystems, Heidelberg) und dem Programm ImagJ
(http://rsb.info.nih.gov/ij) bearbeitet.
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3 Ergebnisse

3.1 Ergebnisse aus Versuchsreihe 1: Immunhistochemischer Nachweis
des Arg3.1- und c-Fos-Proteins nach akustischer Stimulation,

Salicylat- und Salineinjektion

3.1.1 Allgemeine Beobachtungen

Die Markierung des Arg3.1-Proteins fiihrte zu einer schwarz-violetten Fiarbung des
Zellkerns, des Somas und der proximalen Dendriten (Pfeil in Abb. 3.1). In manchen
Schnitten konnte auch eine Fiarbung der apikalen Dendriten beobachtet werden, jedoch
zeigten sich in der Dendritenfarbung keine deutlichen Muster oder Gruppenunterschiede.
Die Arg3.1-Proteinbildung war, mit Ausnahme von einem Tier (siche 3.1.2), auf das
Vorderhirn beschriankt. Neben dem auditorischen und dem limbischen System wurden
Arg3.1-bildende Neurone, kurz Arg3.1-Neurone, auch im Striatum und im Parietalcortex

gefunden.

Abb. 3.1 Beispiel fiir den Nachweis des Arg3.1- und c-Fos-Proteins

Arg3.1- (linkes Bild) und c-Fos-Neurone (rechtes Bild) im rechten auditorischen Cortex der
Wiistenrennmaus. Die Bilder wurden mit Hilfe eines Durchlichtmikroskops und einer
digitalen Kamera aufgenommen. Beide Proteine wurden mittels eines klassischen
immunhistochemischen Verfahrens mit DAB als Chromogen nachgewiesen. Es zeigt sich,
dass Arg3.1 im Soma und in den proximalen Dendriten lokalisiert ist (Pfeil), wahrend c-Fos
nur im Zellkern vorliegt. Der MaBstab gilt fiir beide Aufnahmen. m - medial, r - rostral
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Die Markierung des c-Fos-Proteins fiihrte zu einer Anfiarbung des Zellkerns. Geférbte
Neurone hatten eine ovale Form und waren im ganzen Gehirn zu finden. Die Verteilung
der c-Fos bildenden Neurone, kurz c-Fos-Neurone, entsprach den Ergebnissen aus fritheren
Studien (Wallhdusser-Franke et al,. 2003; siehe auch 1.4). Dementsprechend wurden c-
Fos-Neurone neben dem auditorischen Cortex (AC) und dem limbischen System auch in
den intralamindren thalamischen Kernen, im préifrontalen Cortex, im Striatum, im Locus
coeruleus und in verschiedenen Hypothalamus- und Hirnstammregionen gefunden. Das
Weglassen der Primédrantikorper und die Vorinkubation des anti-Arg3.1-Primérantikorpers

mit dem entsprechenden Blockingpeptid verhinderten die Férbung.

3.1.2 Lokalisation des Arg3.1-Proteins im auditorischen System

Mit Ausnahme von wenigen Arg3.1-Neurone im Colliculus inferior (IC) eines Tieres,
konnten keine Arg3.1-Neurone in subcorticalen auditorischen Gebieten gefunden werden.
Dieses Tier war mit einem schmalbandigen Rauschen zentriert um 8 kHz (NBW-8 kHz)
stimuliert worden. Die Anzahl an c-Fos-Neuronen im IC dieses Tieres war ungefihr
doppelt so hoch, wie die Anzahl in den ICs der anderen akustisch stimulierten Tiere. Der
mediale Kniekorper (MGB) wurde hier wegen der begrenzten Schnittzahl (siehe 2.2.4)
nicht systematisch untersucht. In den vorhandenen Schnitten konnten jedoch keine

Unterschiede zwischen den Behandlungsgruppen entdeckt werden.

Auditorischer Cortex: Die Anzahl und Verteilung der Arg3.1-bildenden Neurone wurde in
den zwei primdren auditorischen Feldern Al und AAF des auditorischen Cortex (AC)
untersucht. In der Wiistenrennmaus sind diese beiden Felder tonotop organisiert und
besitzen eine gemeinsame hochfrequente Grenze. Neurone, die am besten auf niedrige
Frequenzen antworten, findet man caudal in Al und rostral in AAF, wéhrend Neurone, die
am besten auf hohe Frequenzen antworten, rostral in Al und caudal in AAF lokalisiert sind
(siche auch 1.1.2). Wenn man in den dorsalen und mittleren Teilen von Al im
Horizontalschnitt eine vertikale Linie durch die rostralen Pole der Hippocampi beider
Hemisphiren zieht, stimmt diese Linie ungefdhr mit der 1 kHz Isofrequenz-Bande in Al
iiberein (Scheich et al., 1993; Budinger et al., 2000a). Diese Linie wird im Folgenden auch
als Hippocampus-Referenzlinie (HRL) bezeichnet (siehe auch 2.2.3.1). In Abbildung 3.2

sind Bilder représentativer Schnitte aus den Gruppen 1, 2, 3 und 5 dargestellt. Die meisten
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Arg3.1-Neurone wurden im AC nach Stimulation mit einem schmalbandigen Rauschen
(NBW; Gruppel) und nach Salicylatinjektion (Gruppe 2+4) gefunden. Nach
Salineinjektionen unterschied sich die Anzahl an Arg3.1-Neuronen zwischen den Gruppen
3 und 5. Alle Tiere der Gruppe 3, die lauten Hintergrundgerduschen ausgesetzt waren,
zeigten schwach gefiarbte Neurone im AC. Im Gegensatz dazu fanden sich keine Arg3.1-
Neurone im AC von Tieren, die diesen unkontrollierten Storgerduschen nicht ausgesetzt
waren (Gruppe 5).

Da die Arg3.1-Neurone nach akustischer Stimulation und Salicylatinjektion lokale Maxima
zeigten, wurde die Verteilung der Neurone genauer untersucht. Es wurden
Computerzeichnungen von je sechs Horizontalschnitten iibereinander projiziert und die
Anzahl der Neurone gegen die rostro-caudale Ausdehnung aufgetragen (2.2.4.2). Beispiele
fiir die so gewonnenen Bilder und Graphen sind in Abbildung 3.3 gezeigt. Es zeigte sich,
dass die akustische Stimulation mit NBW zentriert um 1 kHz (NBW-1 kHz) und 8 kHz
(NBW-8 kHz) in vier von sechs Tieren zu einer intensiven Arg3.1-Markierung in den
Feldern Al und AAF fiihrte. Wie in Abbildung 3.3 dargestellt, waren die markierten
Neurone iiber alle corticalen Schichten verteilt, zeigten jedoch nach NBW-8 kHz eine
lokale Hiufung in Schicht IV. Um einen Uberblick iiber die Lage der lokalen Maxima in
rostro-caudaler Ausdehnung zu erhalten, wurden alle ermittelten Maxima in Beziehung zur
HRL aufgetragen. Abbildung 3.4 zeigt die Lage der lokalen Maxima. NBW-1 kHz fiihrte
in jeder Hemisphére zu zwei deutlichen Maxima, eines lokalisiert in Al und eines in AAF.
Der Abstand zwischen den Maxima einer Hemisphére variierte zwischen 1,9 und 2,2 mm.
Dies steht in Einklang mit den von Scheich et al. (1993) und Thomas et al. (1993)
beschriebenen tonotopen Gradienten in Al und AAF, die einen entsprechenden Abstand
zwischen den 1 kHz Isofrequenz-Linien beschrieben haben. Zwischen den Hemisphéren
variierten die Maxima nach Stimulation mit NBW-1 kHz bis zu 0,8 mm in rostro-caudaler
Ausbreitung. In einem der Tiere waren die Maxima in der linken, in einem anderen in der
rechten Hemisphire weiter caudal lokalisiert (Abb. 3.4). Nach NBW-8 kHz wurden mehr
Arg3.1-Neurone gefunden, als nach NBW-1 kHz. Die Positionen der Maxima waren hier
nur 1,3 bis 1,7 mm weit auseinander und variierten zwischen den Hemisphdren um bis zu
0,7 mm in rostro-caudaler Ausdehnung. Nach Stimulation mit NBW-8 kHz lagen die
Maxima beider Tiere in der linken Hemisphire weiter caudal. In zwei Tieren dieser
Gruppe (1x NBW-1 kHz, 1x NBW-8 kHz) wurden nur sehr wenige Arg3.1-Neurone
gefunden und es konnten daher keine Orte maximaler Immunoreaktivitdt bestimmt werden.

In diesen Tieren war auch die Anzahl an c-Fos-Neuronen geringer (siche 3.1.3).
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Fiinf Stunden nach einer Salicylatinjektion kam es zu einer deutlichen Markierung der
Arg3.1-Neurone im AC. In Abbildung 3.3 ist ein repridsentativer Fall fiir ein Salicylat
behandeltes Tier der Gruppe 2 dargestellt. Die markierten Neurone waren iiber alle
Schichten verteilt und hduften sich an bestimmten Orten entlang der rostro-caudalen
Ausdehnung, d.h. entlang des tonotopen Gradienten. Im Gegensatz zu den mit NBW-8 kHz
stimulierten Tieren gab es hier keine Hiaufung der Neurone in Schicht IV des AC. Arg3.1-
Neurone in sechs Gehirnen der Tiere aus Gruppe 2 wurden ausgezihlt, wiahrend Arg3.1-
Neurone in Tieren der Gruppe 4 nur qualitativ bewertet wurden. Sieben von insgesamt
neun Tieren (4x Gruppe 2; 3x Gruppe 4) zeigten ein lokales Maximum an Arg3.1-
Neuronen im hochfrequenten Bereich des AC. In Tieren der Gruppe 2 wurden die meisten
Neurone an der Grenze zwischen Al und AAF gefunden (Abb. 3.3 und 3.4). In einem
dieser Tiere schienen die hochfrequenten Maxima beider Hemisphéren in AAF zu liegen,
wiahrend in drei weiteren das Maximum in der linken Hemisphére in AAF, das in der
rechten aber in Al oder direkt auf der Grenze zwischen Al und AAF lag (Abb. 3.4). Zwei
Tiere zeigten eine zusitzliche unilaterale Markierung in tieffrequenten Bereichen der
rechten Hemisphire. In einem Tier lag dieses Maximum in der Ndhe der HRL, in dem
anderen an der caudalen Grenze von Al. Ein anderes Tier der Gruppe 2 zeigte kein
Maximum an der Grenze zwischen Al und AAF, sondern ein bilaterales Maximum in der
Néhe der HRL und ein zusétzliches unilaterales Maximum rostral in AAF der rechten
Hemisphire. In Salicylat behandelten Tieren der Gruppe 4 schienen die Maxima im
hochfrequenten Bereich etwas weiter caudal und damit in Al zu liegen. Ein Tier dieser
Gruppe zeigte drei bilaterale Maxima in Al, eines im hochfrequenten Bereich, eines in der
Néhe der HRL und eines caudal im tieffrequenten Bereich von Al. Ein Tier der Gruppe 2
zeigte eine stark abweichende Verteilung der Arg3.1-Neurone. Wihrend die Anzahl an
Neuronen im AC so niedrig war, dass man keine lokalen Anhdufungen bestimmen konnte,

wurden sehr viele Arg3.1-Neurone rostral zu AAF im Parietalcortex gefunden (nicht

gezeigt).
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Abb. 3.2 Arg3.1-Neurone im hochfrequenten Bereich des AC

In A,C,E,G cingerahmte Bereiche sind in B,D,F,H vergroBert dargestellt. A+B: Nach
akustischer Stimulation mit NBW-8 kHz (Gruppe 1) wurden Arg3.1-Neurone vermehrt in
Schicht IV des AC gefunden. C+D: Salicylatinjektionen (Gruppe 2+4) fiihrten zu einer
vermehrten Arg3.1-Bildung im hochfrequenten Bereich des AC. Lokale Anhdufungen in
Schicht IV wurden in diesen Tieren nicht beobachtet. E+F: Nach Salineinjektionen gepaart
mit lauten Umgebungsgerduschen (Gruppe 3) kam es zu einer schwachen Markierung des
Arg3.1-Proteins in einigen Neuronen des AC. G+H: In leiser akustischer Umgebung
(Tierstall) fiihrten Salineinjektionen nicht zur Bildung des Arg3.1-Proteins (Gruppe 5).
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Injektionen mit physiologischer Kochsalzlosung (Saline) fiihrten zu einer Arg3.1
Markierung in Al und AAF in Tieren der Gruppe 3, wéhrend in Tieren der Gruppe 5 keine
Arg3.1-Neurone gefunden wurden. Allerdings zeigten auch Tiere der Gruppe 3 keine
deutlichen Muster in der Immunoreaktivitit, weshalb auch keine lokalen Maxima bestimmt
wurden. Verglichen mit den akustisch stimulierten und salicylatbehandelten Tieren waren
die Arg3.1 markierten Neurone nur sehr schwach gefiarbt (Abb. 3.2). In drei der sechs
salinebehandelten Tieren der Gruppe 3 konnte eine leichte Erh6hung der Arg3.1-Neurone
in Schicht IV beobachtet werden, wéhrend in den anderen drei Gehirnen dieser Gruppe

keine spezifische Verteilung der Neurone gefunden wurde.
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Abb. 3.3 Verteilung der Arg3.1-Neurone im AC

Gezeigt ist je ein Beispiel fiir ein akustisch stimuliertes (NBW- 8 kHz; Gruppe 1), ein salicylat-
(Gruppe 2) und ein salinebehandeltes Tier (Gruppe 3). Fiir die oberen Bildern wurden je 6
Computerzeichnungen iibereinander projiziert. Jeder schwarze Punkt entspricht einem Arg3.1-
Neuron. Nach akustischer Stimulation und Salicylatinjektion kam es zu lokalen Anhdufungen der
Arg3.1-Neurone in rostro-caudaler Ausdehnung (Pfeile). Um den Abstand dieser Maxima in
Relation zur Hippocampus-Referenzlinie (HRL) zu bestimmen, wurde die Anzahl der Neurone im
AC von lateral nach medial gezdhlt und im Abstand zur HRL aufgetragen. Die HRL entspricht im
mittleren und dorsalen Bereich des AC der 1 kHz Isofrequenz-Bande (Scheich et al. 1993). Fiir die
Konstruktion der HRL wurden die rostralen Pole der Hippocampi beider Hemisphiren verbunden
und diese Linie iiber den Cortex hinaus verldngert. Die unten dargestellten Graphen zeigen
beispielhaft die Verteilung der Arg3.1-Neurone in Relation zur HRL in der jeweiligen rechten
Hemisphére der dariiber dargestellten Computerzeichnungen. Die rostro-caudalen Grenzen der
Zahlung sind durch Klammern angezeigt. 0 auf der x-Achse in den Graphen entspricht der HRL. Es
zeigt sich, dass es nach Stimulation mit NBW-8 kHz zu deutlichen Anhdufungen im AC kommt,
wobei ein Maximum jeweils in Al, das andere in AAF lokalisiert war (Pfeile). Zusétzlich fanden
sich Arg3.1-Neurone rostral zu AAF im Parietalcortex. Salicylatinjektionen fiihrten zu einer
maximalen Immunoreaktivitdt an der Grenze zwischen Al und AAF und damit im hochfrequenten
Bereich des AC (Pfeil). Fiir Arg3.1-Neurone, die nach Salineinjektionen in Tieren gefunden wurden,
die lauten Umgebungsgerduschen ausgesetzt waren (Gruppe 3), konnte keine einheitliche Verteilung
festgestellt werden. In CG lagen nach allen Behandlungen Arg3.1-Neurone vor, wobei die Anzahl
der markierten Neurone nach Salicylatinjektion und NBW-8 kHz hoéher war als nach
Salinebehandlung. AAF - anteriores auditorisches Feld, AC - auditorischer Cortex, Al - priméres
auditorisches Feld, ¢ - caudal, CG - Gyrus cinguli, HP - Hippocampus, HRL — Hippocampus-
Referenzlinie, r - rostral, Str - Striatum
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Abb. 3.4 Maximale Arg3.1-Immunoreaktivitit in Relation zur HRL

Gezeigt sind die lokalen Maxima der Arg3.1-Neurone fiir vier akustisch stimulierte (Gruppe 1;
Kreise und Dreiecke) und fiinf salicylatbehandelte Tiere (Gruppe 2; Rauten). Fiir die
Bestimmung der Maxima im AC wurden die Neurone in den Horizontalschnitten von lateral
nach medial gezdhlt und gegen die rostro-caudale Ausdehnung aufgetragen (siehe auch Abb.
3.3). Alle so gewonnenen Maxima sind hier im Abstand zur HRL (vertikale Linie) aufgetragen.
Maxima zwischen zwei horizontalen Linien entstammen immer einem Tier; dunklere Symbole
reprasentieren die rechte, hellere die linke Hemisphére. Die gestrichelte vertikale Linie deutet
die Grenze von Al und AAF an. Nach akustischer Stimulation (NBW-1 kHz und NBW-8 kHz)
wurden jeweils zwei Maxima pro Hemisphére gefunden, eines in Al und eines in AAF.
Obwohl die Lage dieser Maxima zwischen den Hemisphdren variierte, blieb ihr Abstand
zwischen den Maxima in einer Hemisphére anndhernd konstant. Der Abstand zwischen den
Maxima war nach Stimulation mit NBW-1 kHz generell groer (1,9-2,2 mm; Kreise), als nach
Stimulation mit NBW-8 kHz (1,3-1,7 mm; Dreiecke). Salicylatinjektionen fiihrten zu lokalen
Maxima (Rauten), die am hdufigsten im hochfrequenten Bereich an der Grenze zwischen Al
und AAF gefunden wurden. In manchen Tieren gab es zusétzliche Maxima caudal in Al und
rostral in AAF. Al - priméres auditorisches Feld; AAF - anteriores auditorisches Feld; HF -
hochfrequent; TF - tieffrequent
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3.1.3 Lokalisation des c-Fos-Proteins im auditorischen System

NBW- 8kHz Salicylat Saline

c-Fos Arg3.1 c-Fos

AAF

Abb. 3.5 Vergleich der Arg3.1- und c-Fos-Neurone im AC

Dargestellt sind Computerzeichnungen aufeinander folgender Horizontalschnitte fiir typische
Félle eines akustisch stimulierten (Gruppe 1; NBW-8 kHz), eines mit Salicylat (Gruppe 2) und
eines mit Saline behandelten Tieres (Gruppe 3). Jeder schwarze Punkt entspricht einem
markierten Neuron. Alle Behandlungen fiihrten zu einer wesentlich hoheren Anzahl und einer
breiteren Verteilung der c-Fos-Neurone, verglichen mit der Anzahl und der Verteilung der
Arg3.1-Neurone. Nach NBW-8 kHz und Salinebehandlung schienen die Arg3.1 und c-Fos-
Neurone vermehrt in Schicht III und IV vorzuliegen. Im Gegensatz dazu wurde nach
Salicylatinjektion nur c-Fos vermehrt in Schicht IV gefunden, wéhrend Arg3.1-Neurone
gleichmédBig iiber alle Schichten verteilt vorlagen. Al - primires auditorisches Feld, AAF -
anteriores auditorisches Feld, ¢ - caudal, CG — Gyrus cinguli, HP - Hippocampus; r - rostral

Auditorischer Cortex: C-Fos-Neurone waren immer zahlreicher und zeigten eine breitere
Verteilung als Arg3.1-Neurone (Abb.3.5). Unabhdngig von der Stimulationsfrequenz
(Gruppe 1) waren c-Fos-Neurone iiber einen weiten Bereich von Al und AAF verteilt und
zeigten keine deutliche Maxima in den zugehdrigen tonotopen Frequenzbereichen.
Allerdings wurde eine erhdhte Anzahl an c-Fos-Neuronen in den Schichten III und IV des
AC gefunden. In den Gehirnen von zwei Tieren, in denen nach der akustischen Stimulation
kaum Arg3.1-Neurone vorhanden waren, wurden nur wenige c-Fos-Neurone gefunden.
Diese waren im Gegensatz zu den anderen Tieren aus Gruppe 1 hauptsdchlich in Bereichen
lokalisiert, die den Frequenzgehalt des Stimulus reprédsentieren. Die Salicylatinjektionen
(Gruppe 2+4) fiihrten ebenfalls zu einer breit verteilten c-Fos-Expression in Al und AAF.
Auch hier waren insgesamt viel mehr c-Fos-Neurone als Arg3.1-Neurone vorhanden und
die Anzahl der c-Fos-Neurone war in den Schichten III und IV des AC erhoht. Nach

Salineinjektionen kam es in den Gruppen 3 und 5 zu unterschiedlichen Ergebnissen.
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Wihrend die Anzahl an c-Fos-Neuronen in den Tieren der Gruppe 3, die einem erh6hten
Umgebungsgerduschpegel ausgesetzt waren, sehr hoch war, ein Maximum in den
Schichten III und IV zeigten und iiber einen weiten Bereich von Al und AAF verteilt
vorlagen, konnten in den Tieren der Gruppe 5 (geringe Umgebungsgerdusche) nur wenig
c-Fos-Neurone gefunden werden. In Gehirnen von sechs Tieren (3x Gruppe 1, 3x Gruppe
2) waren Arg3.1-Neurone deutlich in Bereichen lokalisiert, in denen in benachbarten

Schnitten besonders viele c-Fos-Neurone gefunden wurden.

Colliculus inferior: NBW-1 kHz und NBW-8 kHz (Gruppe 1) fiihrte zu einer vermehrten
c-Fos-Bildung in den medialen und zentralen Bereichen des Colliculus inferior (IC),
wihrend c-Fos-Neurone nach Salicylatinjektionen (Gruppe 2) in eher peripheren Bereichen
gefunden wurden (Abb.3.6). Auch im IC ist die Tonotopie am besten in
Transversalschnitten zu schen, somit konnten die markierten Neurone im IC nicht
verlésslich bestimmten Frequenzbereichen zugeordnet werden. Dennoch schienen c-Fos-
Neurone nach NBW Stimulation in dorso-ventraler Ausbreitung von medial nach lateral zu
wandern, eine Verteilung die mit den Isofrequenz-Banden im IC in Einklang steht (Ehret
und Fischer, 1991; Friauf, 1992; Adams, 1995). Interessanterweise war die Anzahl an c-
Fos-Neuronen im IC der Tiere aus Gruppe 1, bei denen nach akustischer Stimulation keine
Arg3.1-Neurone im AC gefunden wurden, vergleichbar mit der Menge an c-Fos-Neuronen
im IC der anderen Tiere aus Gruppe 1. In Tieren der Gruppe 3 (Salineinjektion+ laute
Umgebungsgeriusche) variierte die Verteilung der c-Fos-Neuronen stark zwischen den
Individuen. Dabei zeigten Tiere mit vielen c-Fos-Neuronen in Schicht III und IV des AC
im IC eine Verteilung der Neurone, die vergleichbar war mit der akustisch stimulierter
Tiere. Hier wurden die meisten c-Fos-Neurone in den medialen und zentralen Bereichen

des IC gefunden (Abb. 3.6).
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Abb. 3.6 Verteilung der c-Fos-Neurone im IC

Dargestellt sind Computerzeichnungen reprisentativer Horizontalschnitte eines akustisch
stimulierten (Gruppe 1; NBW-8 kHz), eines mit Salicylat (Gruppe 2) und eines mit Saline
behandelten Tieres (Gruppe 3). Jeder schwarze Punkt représentiert ein c-Fos-Neuron. Nach NBW-
8 kHz wurden deutliche Anhdufungen von c-Fos-Neuronen in zentralen Breichen des IC gefunden,
wihrend c-Fos-Neurone nach Salicylatinjektion eher in peripheren Bereichen des IC lokalisiert
waren. Nach Salineinjektionen variierte die Verteilung der c-Fos-Neurone stark zwischen den
Individuen. IC - Colliculcus inferior, PAG - periaqueductales Grau

Nucleus cochlearis: C-Fos bildende Neurone wurden im ventralen Nucleus cochlearis
(VCN) nach akustischer Stimulation und in salinebehandelten Tieren der Gruppe 3
gefunden. Keine c-Fos-Neurone wurden nach Salicylatinjektionen (Gruppe2+4) und nach
Salineinjektionen der Gruppe 5 gefunden. Der Unterschied in der c-Fos-Bildung nach
Salinebehandlung (Gruppe 3+5) wurde auf die unterschiedlich hohen
Umgebungsgerdusche wihrend der Versuche zuriickgefiihrt (sieche 2.2.1 und 3.1.2). Fast
alle c-Fos-Neurone, die nach spezifischer (Gruppe 1) und unspezifischer akustischer
Stimulation (Gruppe 3) gefunden wurden, befanden sich im posterioren Teil des VCN
(PVCN). Im VCN gibt es eine tonotope Anordnung der Frequenzen mit einem Gradienten
von hohen zu tiefen Frequenzen in dorso-ventraler Ausdehnung, welche am besten in
Transversalschnitten zu sehen ist. Fiir die vorliegenden Untersuchungen wurden
Horizontalschnitte verwendet, da die Tonotopie im AC in dieser Schnittrichtung am besten
zu sehen ist. Die markierten Neurone im PVCN konnten somit in der vorliegenden Arbeit
keinen bestimmten Frequenzbereichen zugeordnet werden. Der DCN konnte wegen der
reduzierten Schnittzahl, die durch die gleichzeitige Behandlung des Gewebes von jeweils
neun Tieren zustande kam, nicht systematisch untersucht werden. In den wenigen

vorhandenen Schnitten zeigten sich jedoch keine c-Fos-Neurone im DCN.

-
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Abb. 3.7 Verteilung der c-Fos-Neurone im CN

Dargestellt sind Computerzeichnungen reprisentativer Horizontalschnitte eines akustisch
stimulierten (Gruppe 1; NBW- 8 kHz), eines mit Salicylat behandelten (Gruppe 2) und
eines mit Saline behandelten Tieres (Gruppe 3). Jeder schwarze Punkt entspricht einem c-
Fos-Neurone. Nur die akustischen Stimulationen (spezifisch - Gruppe 1; unspezifisch -
Gruppe 3) fiihrten zur Bildung des c-Fos-Proteins im posterioren Teil des CN (PVCN). Im
PVCN von salicylatbehandelten Tieren wurden dagegen kaum c-Fos-Neurone
nachgewiesen. m - medial, r - rostral
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3.1.4 Lokalisation des Arg3.1-Proteins im limbischen System

Unabhéngig von der Behandlung zeigten alle Tiere Arg3.1-Neurone in verschiedenen
Teilen des limbischen Systems, wie im Subiculum und Gyrus dentatus des Hippocampus,
im Nucleus Accumbens und im perirhinalen und entorhinalen Cortex. Die Neurone waren
in salinebehandelten Tieren weniger stark geférbt, als in salicylatbehandelten oder

akustisch stimulierten Tieren.
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Abb. 3.8 Verteilung der Arg3.1- und c-Fos-Neurone in der Amygdala

Dargestellt sind Computerzeichnungen charakteristischer Horizontalschnitte eines akustisch
stimulierten (Gruppe 1; NBW- 8 kHz), eines mit Salicylat (Gruppe 2) und eines mit Saline
behandelten Tieres (Gruppe 3). Die gezeigten Schnitte fiir Arg3.1 (obere Reihe) und c-Fos
(untere Reihe) entstammen jeweils dem gleichen Tier. Es zeigt sich, dass nur nach
Salicylatinjektion im zentralen Teil der Amygdala (CeA) Arg3.1 und c-Fos-Neurone
vorhanden waren. Dabei war die Anzahl der c-Fos-Neurone immer hoher als die der Arg3.1-
Neurone. Zudem wurden Arg3.1-Neurone vornehmlich in der lateralen Untereinheit von CeA
gefunden. Die Fotografien rechts auflen wurden mit Hilfe eines Durchlichtmikroskops
aufgenommen und zeigen eine AusschnittsvergroBerung der Arg3.1 und c-Fos bildenden
Neurone in CeA des salicylatbehandelten Tieres. In der lateralen Amygdala (LA) waren nach
allen Behandlungen Arg3.1 und c-Fos-Neurone vorhanden, die Anzahl war jedoch in den mit
Salicylat behandelten Tieren am hochsten. m- medial, r - rostral

Amygdala: Die Bildung des Arg3.1-Porteins wurde in der medialen (MeA), zentralen
(CeA) und lateralen (LA) Amygdala untersucht. Diese Teile der Amygdala bestehen aus
weiteren Untereinheiten, die in der vorliegenden Studie nicht getrennt betrachtet wurden.
Die einzige Ausnahme bildet die laterale Untereinheit der zentralen Amygdala (CeL), die

in dorsalen Schnitten der Amygdala gut zu erkennen ist und sich medial an den
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interkalierenden Nucleus anschlieBt (siche auch Abb. 2.4). Der laterale und anteriore Teil
der basolateralen Amygdala wurden als laterale Amygdala zusammengefasst. In Abb. 3.8
sind représentative Schnitte im Bereich der Amygdala fiir alle Behandlungen dargestellt.
Nach akustischer Stimulation (Gruppe 1) wurde eine deutliche Arg3.1-Markierung in LA
gefunden, wihrend die Anzahl an Arg3.1-Neuronen in CeA vernachldssigbar gering war.
In den zwei Tieren, die nach akustischer Stimulation keine Arg3.1-Neurone in AC zeigten,
war die Anzahl an Arg3.1-Neuronen in LA ca. 2-5 mal geringer als in den anderen Tieren
dieser Gruppe (sieche auch Tab. 3.1). Salicylatinjektionen (Gruppe 2+4) fithrten zu einer
starken Arg3.1-Bildung in LA und CeA. In CeA wurden die markierten Neurone
hauptsdchlich in CeL gefunden. Salineinjektionen fiihrten zur Arg3.1-Bildung in LA in
Tieren der Gruppe 3, die Anzahl war jedoch geringer als in den akustisch stimulierten
Tieren der Gruppe 1 (Tab. 3.1). In Tieren der Gruppe 5 wurden dagegen nur sehr wenige
Arg3.1-Neurone in LA gefunden. Die Anzahl der Arg3.1-Neurone war vernachléssigbar in
CeA aller mit Saline behandelten Tieren. In MeA waren nach keiner der Behandlungen

Arg3.1-Neurone vorhanden (siehe auch Abb. 3.11).

Gyrus cinguli: Im Gyrus cinguli (CG) wurden in allen untersuchten Tieren Arg3.1-
Neurone gefunden. Nach Budinger und Scheich (2003) zeigen die Gebiete CG 1-3 eine
Laminierung der Neurone, die von CG 2 iiber CG 3 bis CG 1 immer deutlicher wird. In der
vorliegenden Arbeit wurden die Gebiete CG 2 und 3 untersucht. Markierte Neurone
wurden unabhingig von der Behandlungsgruppe in allen Schichten gefunden (Abb. 3.3).
Dabei erschien die Anzahl der Neurone in solchen Gehirnen zahlreicher, in denen sie auch
im AC héufiger vorkamen (Tab. 3.1). In drei der salicylatbehandelten Tiere wurden mehr
Neurone in der rechten Hemisphire gefunden, in den anderen drei Tieren war die Anzahl

in beiden Hemisphédren vergleichbar.
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3.1.5 Lokalisation des c-Fos-Proteins im limbischen System

Die c-Fos-Bildung im limbischen System nach Salicylatinjektion wurde bereits in fritheren
Studien im Detail beschrieben (Wallhdusser-Franke et al., 2003). C-Fos bildende Neurone
wurden nach Salicylatinjektion nicht nur in der Amygdala und im CG, sondern auch in
verschiedenen anderen limbischen Gebieten gefunden. Auch in den vorliegenden
Experimenten kam es zur c-Fos-Bildung im insuldren, perirhinalen, entorhinalen und
piriformen Cortex, im Bed nucleus oder interkalierten Nucleus der Stria terminalis, im
Nucleus accumbens, im lateralen Septum und im Hippocampus und dort vor allem im
Gyrus dentatus und Subiculum. Auch in den anderen Behandlungsgruppen (Saline und
akustische Stimulation) wurden in diesen limbischen Gebieten c-Fos-Neurone gefunden,
sie schienen jedoch schwicher markiert und wurden in der vorliegenden Arbeit nicht im

Detail untersucht.

Amygdala: In Gehirnen der akustisch stimulierten (Gruppe 1) und salinebehandelten Tiere
(Gruppe 3+5) wurde immer eine erhohte Anzahl an c-Fos-Neuro nen in LA gefunden,
wihrend in CeA nur wenige markierte Neurone vorhanden waren. Die Anzahl an c-Fos-
Neuronen in CeA war vergleichbar mit der Anzahl der Arg3.1-Neurone in CeA (siehe auch
Tab. 3.1, 3.2 und Abb. 3.11). Im Gegensatz dazu fiihrten die Salicylatinjektionen (Gruppe
2+4) im Vergleich zu Arg3.1 zu einer wesentlich hoheren Anzahl an c-Fos-Neuronen in
CeA und LA (Abb. 3.8, 3.11). In MeA waren in allen Behandlungsgruppen nur wenig c-

Fos positive Neurone vorhanden.

Gyrus cingulus: Tiere aller Behandlungsgruppen zeigten c-Fos-Neurone in CG 2 und CG
3. Die Anzahl der c-Fos-Neurone war immer sehr viel hoher, als die Anzahl der Arg3.1-
Neurone in dieser Region. Die Verteilung der markierten Neurone war fiir beide IEGs
vergleichbar, so zeigten die drei Tiere, in denen nach Salicylatinjektion mehr Arg3.1-
Neurone in der rechten Hemisphidre vorhanden waren (Kap.3.1.4), auch mehr c-Fos-
Neurone in dieser Hemisphére. Bei allen anderen Tieren war die Anzahl der Arg3.1- und

der c-Fos-Neuronen in beiden Hemisphéren vergleichbar.
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3.1.6 Quantitative Analyse

Arg3.1: Arg3.1-Neurone wurden in den Feldern Al und AAF des AC, in den Unterkernen
CeA, MeA und LA der Amygdala und im CG quantifiziert. In Tabelle 3.1 ist Mittelwert
an Arg3.1-Neuronen pro Schnitt fiir alle Behandlungsgruppen und alle untersuchten
Gebiete dargestellt. Da es in keinem der untersuchten Gebiete zu signifikanten
Unterschieden zwischen den Hemisphdren kam, gehen die Werte beider Hemisphéren
eines Tieres in den Mittelwert ein. Um die Unterschiede zwischen den
Behandlungsgruppen zu testen, wurde der einseitige Mann-Whitney U-Test eingesetzt
(siche 2.2.4.3).

Die Mittelwerte der Arg3.1-Neurone zeigten in den Feldern Al, AAF und im CG keinen
signifikanten Unterschied zwischen den Behandlungsgruppen (Abb. 3.9). Der niedrige
Mittelwert nach akustischer Stimulation erklért sich durch die zwei Tiere, die kaum
Arg3.1-Neurone im AC aufwiesen, wodurch auch der hohe Wert fiir den Standardfehler in

Abbildung 3.9 zu erkldren ist.
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Tag 1 Tag 2 Tag 3 Tag 4 Tag 5 Tag6 [MW/Tier

L13 m | LILm L9,w L7,m L7,w L7,w |+/-SEM

Salicylat 36 +-15| 58 +/-16] 106 +-45| 28 +-14| 14 +-10] 13 +-8| 43 +-14
Stimulation 8 45| 168 +-60 99 +-32| 2 +-3] 51 +-14] 60 +-32| 65 +-25

Saline 52 +-41| 50 +-27| 56 +-26| 83 +-56| 6 +-13| 25 +-18] 45 +-11

AAF |Salicylat 9 +-10| 28 +-16| 47 +-30] 9 +-10 2 +-4] 91 +-50[ 31 +-14
Stimulation 5 +-10] 66 +-16] 71 +-29| 1 +-01 69 +-23] 60 +-36] 46 +-13

Saline 2 w4 38 +-22| 21 +-12[ 54 +-321 9 +-11) 28 +-30[ 25 +-8

CeA [Salicylat 24 +-18| 38 425 18 +-10 30 +-12| 23 +-16[ 14 9 24 +-3
Stimulation 1 +0 2 3 3 +2 1 +3 3 +4 4 +3 2 +0

Saline 2 42 1 +-1 1 +-2 1 +-1 I w2 2 -2 1 +0

Salicylat 37 +-23] 54 +-27| 59 +-17| 48 +-21| 32 +-21| 47 +-20[ 46 +-4
Stimulation 10 +-6| 45 +-18] 28 +-17 10 +-20[ 24 +-10] 25 +-13] 24 +-5

Saline 21 +-151 19 +-8] 24 +-15| 13 +-11f 6 +-4) 18 +-13| 17 +-3

MeA [Salicylat 0O +0f 0 +0 0 +O0 0 +-1 0 +0f 0 +0 0 +-0
Stimulation o +0 0 +o0f 0 +0f 0 +O0f 0 +O0f 0 +0 0 +-0

Saline o +~0 0 +~0f 0 w0 0 +O0f 0 +O0f 1 -1 1 +0

Salicylat 18  +-9| 46 +-18] 30 +-19( 20 +-10 7 +-4| 52 +-51| 29 +-5
Stimulation 4  +3] 76 +-33| 31 +-17 1 +-3] 50 +-25| 27 +-17] 32 +/-8

Saline & -7 43 +-13[ 35 +-13| 35 +-18) 7 46 5 +-5| 22 -5

Tab. 3.1 Mittelwerte und Standardabweichungen der Arg3.1-Neurone pro Schnitt
Dargestellt sind die Werte aller quantifizierten Gebiete nach akustischer Stimulation (NBW-8
kHz und 1 kHz; Gruppe 1), Salicylat- (Gruppe 2) und Salinebehandlung (Gruppe 3). Die
Mittelwerte wurden fiir jedes Gebiet aus 12 Zdhlungen berechnet (6 x linke und 6 x rechte
Hemisphire). Dabei sind die Werte so aufgetragen, dass Geschwisterpaare die an einem Tag
behandelt wurden in einer Spalte zu finden sind. An Tag 1,2 und 4 wurden nur ménnliche an Tag
3,5 und 6 nur weibliche Tiere behandelt, dabei entstammten alle Tiere der Tage 4,5 und 6 der
Zuchtlinie L7, wdhrend an den drei anderen Tagen Tiere aus verschiedenen Zuchtlinien
eingesetzt wurden. Rechts aufen ist der Mittelwert pro Tier und der dazugehdrige Standardfehler
fiir jedes Gebiet und jede Behandlung aufgetragen. Neben den Unterschieden zwischen den
Behandlungsgruppen, scheint die Immunoreaktivitit tendenziell am stiarksten zwischen Tieren
verschiedener Abstammung zu schwanken. AAF - anteriores auditorisches Feld; Al - priméres
auditorisches Feld, CeA - zentrale Amygdala, CG - Gyrus cinguli, LA - laterale Amygdala, MeA
- mediale Amygdala
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Obwohl die Mittelwerte der Arg3.1-Neurone zwischen den getesteten
Behandlungsgruppen nicht stark variierte, zeigte sich eine deutliche,
behandlungsabhingige Verteilung der Arg3.1-Neurone im AC. Dementsprechend wurden
nach Salicylatinjektion aufféllig viele der Arg3.1-Neurone im hochfrequenten Bereich an
der Grenze zwischen Al und AAF gefunden (siche auch Abb.3.3 und 3.4). Aus diesem
Grund wurde die Héufigkeit bestimmt, mit der Arg3.1-Neurone im hochfrequenten Bereich
des AC vorkamen. Dafiir wurde die Anzahl der Neurone im hochfrequenten Bereich
separat ermittelt und durch die Gesamtanzahl der Arg3.1-Neurone im AC geteilt. Ein Tier
der Gruppe 2 zeigte eine vollig abweichende Verteilung der Neurone (siehe 3.1.2). Fiir
dieses Tier wurde der Anteil der Arg3.1-Neurone im hochfrequenten Bereich nicht
bestimmt. Es zeigte sich, dass Arg3.1-Neurone nach Salicylatinjektion mit 46% signifikant
héufiger im hochfrequenten Bereich des AC vorlagen als nach Salineinjektionen, in denen
Arg3.1-Neurone nur zu einem Anteil von 19% in diesem Bereich lokalisiert waren
(p<0,001, siche Abb. 3.10). Auch in den akustisch stimulierten Tieren kamen Arg3.1-
Neurone im Mittel hdufiger im hochfrequenten Bereich des AC vor (26%) und der
Unterschied zu der Salicylatgruppe war daher weniger stark ausgeprigt (p<0,01). Dieser
Befund entspricht der Erwartung, da zwei Tiere dieser Gruppe mit hochfrequenten

akustischen Reizen stimuliert worden waren (NBW-8 kHz).
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Abb. 3.9 Anzahl der Arg3.1-Neurone in AC und CG

Dargestellt sind die Mittelwerte der Arg3.1-Neurone und ihre Standardfehler nach akustischer
Stimulation (NBW; Gruppe 1), Salicylatbehandlung (Gruppe 2) und Salinebehandlung
(Gruppe 3) fiir den AC und den CG. Gruppenunterschiede wurden mit dem Mann-Whitney U-
Test getestet. Dabei wurden Werte aus der Salicylatgruppe separat gegen die Werte der
akustisch stimulierten oder der salinebehandelten Tiere getestet. In AC und CG wurden keine
signifikanten Unterschiede in der Anzahl der Arg3.1-Neurone zwischen den Gruppen
gefunden. AAF - anteriores Feld des auditorischer Cortex, AC - auditorischer Cortex, Al -
priméres Feld des auditorischen Cortex, CG - Gyrus cinguli
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Abb. 3.10 Anteil der Arg3.1-Neurone im hochfrequenten Bereich des AC

Dargestellt ist der mittlere prozentuale Anteil der der Arg3.1-Neurone und die zugehorigen
Standardfehler nach akustischer Stimulation (NBW; Gruppe 1), Salicylat- (Gruppe 2) und
Salinebehandlung (Gruppe 3). Gruppenunterschiede wurden mit dem Mann-Whitney U-Test
getestet. Dabei wurden Werte aus der Salicylatgruppe separat gegen die Werte der akustisch
stimulierten oder der salinebehandelten Tiere getestet. Es zeigt sich, dass der Anteil an Arg3.1-
Neuronen im hochfrequenten Breich des AC nach Salicylatinjektion gegeniiber den anderen
Behandlungsgruppen signifikant erhdht ist (*p<0,01; ***p<0,001).
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Abb. 3.11 Anzahl der Arg3.1 und c-Fos-Neurone in der Amygdala

Dargestellt sind die Mittelwerte der Arg3.1 und c-Fos-Neurone und ihr Standardfehler nach
akustischer Stimulation (NBW; Gruppe 1), Salicylat- (Gruppe 2) und Salinebehandlung
(Gruppe 3), fiir MeA, CeA und LA. Gruppenunterschiede wurden mit dem Mann-Whitney U-
Test getestet. Dabei wurden die Werte der Salicylatgruppe separat gegen die Werte der
akustisch stimulierten oder der salinebehandelten Tiere getestet. Die Anzahl an Arg3.1 und c-
Fos-Neurone in CeA und LA nach Salicylatinjektion war im Vergleich mit den anderen beiden
Gruppen signifikant erhoht. Die Anzahl an c-Fos-Neuronen in MeA war nach Salicylatgabe
verglichen mit den salinebehandelten Tieren ebenfalls signifikant erhoht (**p<0,005, ***
p<0,001). CeA - zentraler Kern der Amygdala, LA - lateralerer Kern der Amygdala, MeA -
medialer Kern der Amygdala

O MeA
OceA
| LA
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In der Amygdala kam es ebenfalls zu hoch signifikanten Unterschieden zwischen den
Behandlungsgruppen. Die Anzahl an Arg3.1-Neuronen in CeA war nach
Salicylatinjektionen, verglichen mit den anderen beiden Gruppen, signifikant erhoht
(p<0,001). Gleichzeitig war die Anzahl an Arg3.1-Neuronen in LA doppelt so hoch, wie in
den anderen beiden Gruppen (p<0,001). In MeA wurden in allen Gruppen kaum Arg3.1-

Neurone gefunden.

C-Fos: C-Fos-Neurone wurden in VCN, IC, MeA, CeA und LA quantifiziert. In Tabelle
3.2 sind die Mittelwerte der c-Fos-Neurone fiir alle Behandlungsgruppen und alle
untersuchten Gebiete dargestellt. Die Unterschiede zwischen den Gruppen wurden mit dem
einseitigen Mann-Whitney U-Test getestet. In VCN zeigten sich hoch signifikante
Unterschiede zwischen den Behandlungsgruppen (Abb. 3.12). In den mit Salicylat
behandelten Tieren wurden fast keine c-Fos-Neurone gefunden, wihrend markierte Zellen
nach akustischer Stimulation (p<0,005) und Salinebehandlung (p<0,001) deutlich erhdht
waren. Dementsprechend wurden auch im IC nach Salicylatbehandlung weniger c-Fos-
Neurone als in den anderen beiden Gruppen gefunden, die Unterschiede waren jedoch
nicht so deutlich (p<0,01; Abb. 3.13). In der Amygdala war die Anzahl an c-Fos-Neuronen
nach Salicylatgabe in CeA ungefihr zehn mal (p<0,001) und in LA ungefdhr drei so hoch
(p<0,001) wie die Anzahl der c-Fos-Neurone nach akustischer Stimulation und
Salinebehandlung. Ein Vergleich der Anzahl der c-Fos-Neurone und Arg3.1-Neurone in
der Amygdala nach Salicylatbehandlung zeigte, dass c-Fos-Neurone in CeA ungefihr vier
mal und in LA ungefdhr zwei mal so hdufig vorkommen wie Arg3.-Neurone. Im
Gegensatz dazu war die Anzahl an Arg3.1- und c-Fos-Neuronen nach akustischer
Stimulation und Salinebehandlung vergleichbar. Dies ist ungewdhnlich, da im Cortex
immer mehr c-Fos-Neurone als Arg3.1-Neurone gefunden wurden. In MeA war die Anzahl
an c-Fos-Neuronen in allen Gruppen niedrig, dennoch war die Anzahl in salicylat-
gegeniiber den salinebehandelten Tieren signifikant erh6ht (p<0,005). Zwischen den
akustisch stimulierten und den salicylatbehandelten Tieren gab es keine signifikanten

Unterschiede in MeA.
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c-Fos-Neurone Tag 1 Tag 2 Tag 3 Tag 4 Tag 5 Tag6 [MW/Tier
L13Im | LILLm L9,w L7,m L7,w L7,w |+/-SEM
CN Salicylat 0 +0 0 +0 0 +-1f 0 +-1f 2 +3 0 +0f 0 +-0
Stimulation 1 w1 37 +-150 19 +-11f 0 +-0| 13 +-8 15 +9 14 +-5
Saline 9 w10 5 3| 5 8 1 w1 14 +6] 4 +4 6 +-2
1C Salicylat 43 +-25| 81 +-65] 51 +-37| 93 +-49 31 +-18] 47 +-24| 58 +-10
Stimulation 58 +-47) 175 +-53| 99 +-38| 82 +-37| 92 +-52| 73 +-35| 97 +-17
Saline 91 +-44| 106 +-51| 125 +-49| 131 +-63| 85 +-41| 54 +-24] 99 +-12
CeA |Salicylat 83 +-29| 84 +-40[ 106 +-71| 107 +-72| 143 +-45] 51 +-17| 96 +-13
Stimulation 4 46| 11 +-6 S5 4 3 3] 15 w6 13 +-131 9 +2
Saline 8 +4 8 7 5 w4 10 w4 T 45 5 w2l 7T +-
LA Salicylat 105 +-35[ 115 +-81| 111 +-37| 58 +-14] 99 +-51| 62 +-23] 92 +-10
Stimulation 25 +-13| 70 +-33] 23 +-8| 13 47| 34 +-12| 21 +-11f 31 +-8
Saline 39 +-12| 35 +-18( 22 +-12( 15 -8 10 -6 7 -4 21 -5
MeA |Salicylat 3 w5 7 w9 4 w4 9 w7 6 w11 2 431 5 +-1
Stimulation 4 w4 4 w3 2 w2 2 w2 5 w50 2 w2 30 41
Saline 1 2 4 3 0 +O0f 3 +w1f 2 -3 I w2 2 +-1

Tab. 3.2 Mittelwerte und Standardabweichungen der c-Fos-Neurone pro Schnitt
Dargestellt sind die Werte aller quantifizierten Gebiete nach akustischer Stimulation (NBW- 8
kHz und 1 kHz; Gruppe 1), Salicylat- (Gruppe 2) und Salinebehandlung (Gruppe 3). Die
Mittelwerte wurden fiir jedes Gebiet aus 12 Zdhlungen berechnet (6 x linke und 6 x rechte
Hemisphire). Dabei sind die Werte so aufgetragen, dass Geschwisterpaare die an einem Tag
behandelt wurden in einer Spalte zu finden sind. An Tag 1,2 und 4 wurden nur ménnliche an Tag
3,5 und 6 nur weibliche Tiere behandelt, dabei entstammten alle Tiere der Tage 4,5 und 6 der
Zuchtlinie L7, wdhrend an den drei anderen Tagen Tiere aus verschiedenen Zuchtlinien
eingesetzt wurden. Rechts aufen ist der Mittelwert pro Tier und der dazugehdrige Standardfehler
fiir jedes Gebiet und jede Behandlung aufgetragen. Neben den Unterschieden zwischen den
Behandlungsgruppen, scheint die Immunoreaktivitit tendenziell am stiarksten zwischen Tieren
verschiedener Abstammung zu schwanken. CeA - zentrale Amygdala, CN - Nucleus cochlearis,
IC - Colliculus inferior, LA - laterale Amygdala, MeA - mediale Amygdala
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Abb. 3.12 Vergleich der Anzahl der c-Fos-Neurone im VCN und IC

Dargestellt sind die Mittelwerte der c-Fos-Neurone und ihr Standardfehler nach akustischer
Stimulation (NBW; Gruppe 1), Salicylat- (Gruppe 2) und Salinebehandlung (Gruppe 3) fiir den
CN und den IC. Gruppenunterschiede wurden mit dem Mann-Whitney U-Test getestet. Dabei
wurden die Werte der Salicylatgruppe separat gegen die Werte der akustisch stimulierten oder
der salinebehandelten Tiere getestet. In VCN und IC war die Anzahl an c-Fos-Neuronen nach
den Salicylatinjektion, verglichen mit den beiden anderen Gruppen, signifikant niedriger (* p<
0,01; ** p<0,005; *** p< 0,001). IC - Colliculus inferior, VCN - ventraler Nucleus Cochlearis,

3.2 Ergebnisse aus Versuchsreihe 2: Einfluss des Acetylcholinrezeptor-
Antagonisten Scopolamin auf die Arg3.1- und c-Fos-Produktion

nach Salicylatinjektion

Arg3.1-Neurone wurden in der zentralen Amygdala (CeA) nach Salicylatinjektion fast
ausschlieBlich in ihrer lateralen Untereinheit (CeL) gefunden. In der Ratte projizieren
Neurone aus CeL in den cholinergen Teil des basalen Vorderhirns (Jolkonnen et al., 2002).
Zudem ist bekannt, dass plastische Verdnderungen im Cortex durch Stimulation dieser
Region des basalen Vorderhirns oder durch die Gabe von Acetylcholinrezeptor-Agonisten
oder Antagonisten beeinflusst werden konnen (Metherate und Ashe, 1991; Bjordahl et al.,
1998; Kilgard und Merzenich, 1998; Weinberger und Bakin, 1998; Weinberger, 2003; Ma
und Suga, 2003; sieche auch 4.6). Die Experimente dieser Versuchsreihe dienten zur
Uberpriifung der Annahme, dass die Arg3.1- und c-Fos-Proteinbildung nach Salicylatgabe
durch eine Blockade der muscarinergen Acetylcholinrezeptoren im Cortex vermindert
werden kann. Es wurden insgesamt acht Tiere untersucht. Vier Tiere bekamen eine
einmalige Salicylatinjektion (Gruppe 6), bei vier anderen wurde der Salicylatlosung der

Acetylcholinrezeptor-Antagonist Scopolamin zugesetzt (Gruppe 7). Scopolamin blockiert
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unselektiv alle muscarinergen Acetylcholinrezeptoren. Es wurden immer zwei Tiere, je ein
Tier pro Versuchsgruppe, zeitgleich behandelt. Die Verteilung der Arg3.1 und c-Fos-
Neurone in Gehirnen der salicylatbehandelten Tiere (Gruppe 6) entsprach der in Kapitel
3.1 beschriebenen Verteilung dieser Neurone. Dementsprechend waren Arg3.1-Neurone
im AC meist an der Grenze zwischen Al und AAF lokalisiert und c-Fos-Neurone kamen
wesentlich hiufiger vor und zeigten eine breite Verteilung in rostro-caudaler Ausdehnung
und eine Haufung in den Schichten III und IV. Zudem war die Anzahl an Arg3.1 und c-
Fos-Neuronen in der Amygdala und dort vor allem in CeA stark erhoht. Interessanterweise
fiihrte die zusétzliche Gabe von Scopolamin in allen Tieren der Gruppe 7 zu einer
Reduktion der Arg3.1 und c-Fos bildenden Neurone im AC (Abb.3.13), wéhrend die
Anzahl an markierten Neuronen in CeA mit Tieren vergleichbar war, die nur Salicylat
injiziert bekommen hatten (Abb. 3.14). Dieser Effekt war unabhingig davon, ob

Scopolamin in einer Konzentration von 3 mg/kg oder 5 mg/kg verabreicht wurde.
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Abb. 3.13 Beeinflussung der Arg3.1- und c-Fos-Bildung im AC durch die Gabe von
Scopolamin

Dargestellt ist der Vergleich der Arg3.1 und c-Fos-Neurone nach reiner Salicylatgabe (Gruppe 6)
mit einer kombinierten Gabe von Salicylat und dem Acetylcholinrezeptor-Antagonisten Scopolamin
(Gruppe 7) im hochfrequenten Bereich des AC. Eingerahmte Bereiche A,C,E,G sind in B,D,F,H
vergroBert dargestellt. I-V reprisentieren die verschiedenen corticalen Schichten A+B: C-Fos-
Neurone nach Salicylatgabe (Gruppe 6). C+D: C-Fos-Neurone nach kombinierter Salicylat- und
Scopolamingabe (Gruppe 7). E+F: Arg3.1-Neurone nach Salicylatgabe (Gruppe 6). G+H: Arg3.1-
Neurone nach kombinierter Salicylat- und Scopolamingabe (Gruppe 7). Salicylatinjektionen (A,B
und E,F; Gruppe 6) fiihrten zu einer massiven c-Fos-Bildung und einer mit anderen
salicylatbehandelten Tieren vergleichbaren Arg3.1-Bildung im AC. Die zusdtzliche Gabe von
Scopolamin fiihrte zu einer Reduktion der c-Fos-Neurone und einer Unterdriickung der Arg3.1-
Bildung. AC - auditorischer Cortex, | - lateral, r - rostral
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Abb. 3.14 Beeinflussung der Arg3.1- und c-Fos-Bildung in CeA durch die Gabe von
Scopolamin

Dargestellt ist der Vergleich der Arg3.1- und c-Fos-Neurone nach reiner Salicylatgabe (Gruppe
6) mit einer kombinierten Gabe von Salicylat und dem Acetylcholinrezeptor-Antagonisten
Scopolamin (Gruppe 7). Nach Salicylatinjektion werden viele c-Fos-Neurone in CeA gefunden
(A, Gruppe 6). Die kombinierte Gabe von Salicylat und Scopolamin fiihrt zu einer
vergleichbaren Menge an c-Fos-Neuronen in CeA (B, Gruppe 7). Auch die Anzahl der Arg3.1-
Neurone unterscheidet sich nicht zwischen Salicylat (C) und Salicylat kombiniert mit
Scopolamin (D). CeA - zentraler Kern der Amygdala, 1 - lateral, r - rostral
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3.3 Ergebnisse aus Versuchsreihe 3: Lokalisation der arg3.]-mRNA

nach Salicylatinjektion durch in situ-Hybridisierung

3.3.1 Allgemeine Beobachtungen

Insgesamt wurden in dieser Versuchsreihe sechs Tiere untersucht, vier erhielten eine
einmalige Salicylatinjektion (350 mg/kg), zwei wurden mit einer physiologischen
Kochsalzldsung (Saline) behandelt. Dabei wurden immer zwei Salicylat- und ein Salinetier
gleichzeitig behandelt (CM 74 -76 und CM 77- 79, siehe auch Tab. 2.1). Die Schnitte von
drei Tieren wurden jeweils auf einen Objekttriger aufgezogen und daher simultan mit den
gleichen Losungen behandelt. Die Inkubation mit der sense und der anti-sense-Sonde
fithrte zu Schwirzungen in den aufgelegten Rontgenfilmen.

Die Inkubation mit der sense-Sonde fiihrte in salicylat- und salinebehandelten Tieren, mit
Ausnahme des Hippocampus, zu einer unspezifischen Markierung aller Hirnregionen. Im
Gegensatz dazu fiihrte die Inkubation mit der anti-sense-Sonde unabhdngig von der
Behandlung zu spezifischen Markierungen im Hippocampus, im Striatum, in der Formatio
reticularis, in verschiedenen limbischen Gebieten und in den Schichten II, III, IV und VI

des Cortex.

3.3.2 Lokalisation der arg3.7-mRNA im auditorischen Cortex

Insgesamt konnte im AC kein signifikanter Unterschied in der Lokalisation der arg3.1-
mRNA gefunden werden. In Abb. 3.15 sind reprédsentative Schnitte aus dem Bereich des
auditorischen Cortex gezeigt. Bei den Tieren CM 74-76 (Abb. 3.15, A,D,C) kam es nach
Salinebehandlung im Vergleich zur Salicylatbehandlung nach Inkubation mit der anti-
sense-Sonde zu einer schwicheren Markierung in den Schichten II, III, IV und VI des AC
und CG. Im Gegensatz wurden bei den Tieren CM 77-79 (Abb.3.15, B,E,F) zwischen den
salicylat- und dem salinebehandelten Tieren keine deutlichen Unterschiede in der Intensitét
der Markierung gefunden. Obwohl es nicht zu einheitlichen Unterschieden in der Menge
der arg3.l-mRNA kam, sah es so aus, als ob die arg3./-mRNA an unterschiedlichen
Positionen entlang der rostro-caudalen Ausdehnung maximal war. Nach Salicylatinjektion
wurden solche Maxima vermehrt im hochfrequenten Bereich des AC gefunden (Abb. 3.15,

A,B, Pfeile). Die Lokalisation der arg3./-mRNA war somit in Bereichen maximal, in
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denen auch Arg3.1-Proteinbildung maximal war (siche 3.1.2). Nach Salineinjektion
wurden ebenfalls lokale Maxima gefunden, diese waren aber meist an anderen Orten

entlang der rostro-caudalen Ausbreitung lokalisiert (Abb.3.15, D, E, Pfeile).

Abb. 3.15 Lokalisation der arg3.I-mRNA im AC

Dargestellt ist die Lokalisation der arg3./-mRNA nach Salicylat- (A,B,C) und
Salinebehandlung (D,E,F). Die arg3./-mRNA wurde mittels einer radioaktiven in situ-
Hybridisierung nachgewiesen. Gezeigt sind Fotografien von Rontgenfilmen, die auf die
hybridisierten Schnitte aufgelegt wurden. Eine Schwirzung im Rontgenfilm entspricht einer
starken Bindung der Sonde und damit einer erhéhten Menge an arg3./-mRNA. Die Schnitte
A,D,C und B,E,F wurden jeweils mit den gleichen Losungen behandelt und entstammen
Tieren, die am gleichen Tag behandelt wurden. Die Inkubation mit der anti-sense Sonde
(A,B,D,F) fiihrte zu einer spezifischen Markierung der Schichten II, III, IV und VI, wihrend
die Inkubation mit der sense-Sonde in einer schwachen unspezifischen Markierung des AC
resultierte (C,F). Zwischen den salicylat- (A,B) und salinebehandelten Tieren (D,E) konnte
kein einheitlicher Unterschied in der Intensitdt der Markierung gefunden werden. Allerdings
zeigten sich Unterschiede in der Lokalisation der lokalen Maxima der arg3./-mRNA entlang
der rostro-caudalen Ausdehnung. Nach Salicylatbehandlung lagen diese Maxima vermehrt im
hochfrequenten Bereich des AC.



Ergebnisse 78

3.3.3 Lokalisation der arg3./-mRNA in der Amygdala

Im Gegensatz zum AC wurden in der Amygdala deutliche Unterschiede in der Intensitét
der Markierung zwischen salicylat- und salinebehandelten Tieren festgestellt. Alle
salicylatbehandelten Tiere zeigten eine sehr intensive Schwirzung im Bereich der
zentralen Amygdala, wihrend die Amygdala der Kontrolltiere nur sehr schwach, bzw. gar
nicht markiert war (siche Abb. 3.16). Auch im Bereich der basolateralen Amygdala kam es
zu einer Schwirzung, die sich von den benachbarten Gebieten abhob. Dennoch konnten

keine deutlichen Unterschiede zwischen den Behandlungsgruppen gefunden werden.

Abb. 3.16 Lokalisation der arg3.7-mRNA in der Amygdala

Dargestellt ist die Lokalisation der arg3./-mRNA nach Salicylat- (A) und Salinebehandlung (B). Die
arg3.1-mRNA wurde mittels einer radioaktiven in situ-Hybridisierung nachgewiesen. Dafiir wurden
Schnitte entweder mit einer anti-sense Sonde (A,B) oder zur Kontrolle mit einer sense-Sonde (C) inkubiert.
Gezeigt sind Fotografien von Rontgenfilmen, die auf die hybridisierten Schnitte aufgelegt wurden. Eine
Schwirzung im Rontgenfilm entspricht einer starken Bindung der Sonde und damit einer erhéhten Menge
an arg3.1-mRNA. D: Ubersicht iiber die Unterkerne der Amygdala entnommen aus dem Rattenatlas von
Paxinos and Watson (1986). E: Nissl-Farbung eines zu A benachbarten Schnitts. In der Wiistenrennmaus
ist der IN wesentlich deutlicher ausgeprigt als in der Ratte und dient als Leitstruktur fiir die Lokalisation
der CeA. Nur die Inkubation mit der anti-sense Sonde fiihrte zu einer spezifischen Markierung in der
Amygdala (A,B). Nach Salicylatbehandlung kam es zu einer starken Markierung der CeA (A), wahrend
eine schwichere Markierung der BLA nach Salicylat- und Salinebehandlung zu beobachten war. BLA -
basolaterale der Amygdala, CeA - zentrale Amygdala, LA - laterale Amygdala, IN - interkalierender
Nucleus der Amygdala, MeAD - anteriorer dorsaler Teil der medialen Amygdala, MePD posteriorer -
dorsaler Teil der medialen Amygdala
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3.4 Ergebnisse aus Versuchsreihe 4: Charakterisierung der Arg3.1-

Neurone iiber Fluoreszenz-Doppelfarbungen

3.4.1 Allgemeine Beobachtungen

In allen Tieren dieser Versuchsreihe fiihrten die Salicylatinjektionen zu Arg3.1-
Proteinbildung in den unter 3.1. beschriebenen Gebieten. Die Auswahl der Schnitte
erfolgte nach den unter 2.2.4.1 beschriebenen Kriterien. Im auditorischen Cortex (AC)
wurden die Arg3.1 markierten Neurone meist im hochfrequenten Bereich von Al an der
Grenze zu AAF gefunden. Dort lagen sie in allen corticalen Schichten vor wurden aber am
héufigsten in den Schichten II/IIT und VI gefunden. Auch in der zentralen Amygdala (CeA)
kam es zu einer deutlichen Markierung der Arg3.1-Neurone. In vielen Tieren wurde neben
der Farbung der Neurone auch eine Markierung der apikalen Dendriten gefunden. Dennoch
war die Sensitivitit der Fluoreszenzfarbung geringer, als die des unter 2.2.3 beschriebenen
immunhistochemischen Verfahrens mit DAB als Chromogen. Die Anzahl der markierten
Neurone pro Schnitt war insgesamt geringer und es wurden nur die Zellkerne, nicht aber

die Somata der Neurone geférbt.

3.4.2 Arg3.1/Nissl-Fluoreszenz-Doppelfirbung

Die Arg3.1/Nissl-Doppelfirbung wurde an insgesamt 34 Schnitten aus sieben Tieren
durchgefiihrt. In 30 Schnitten wurde die GroBe von insgesamt 225 Arg3.1-Neurone
untersucht. 11 Schnitte entstammten dem Bereich der Amygdala und 23 dem Bereich des
AC und des CG. In Abbildung 3.18 sind charakteristische Beispiele aus dem Bereich des
AC gezeigt. Der verwendete Nissl-Fluoreszenzfarbstoff fithrte zu einer Farbung der
Zellkerne von Neuronen und Gliazellen. Uber die Untersuchung der Kolokalisation von
Arg3.1 und der Nissl-Substanz zeigte sich deutlich, dass Arg3.1 ausnahmslos in
neuronalen Zellen gebildet wurde. Um die Arg3.1-Neurone néher zu charakterisieren,
wurde der Durchmesser dieser Neurone bestimmt (siehe 2.5.2). Die Nissl-
Fluoreszenzfarbung resultierte nicht wie erwartet (2.4.3) in einer Markierung der
Zellkorper, sondern in einer Anfiarbung der Zellkerne. Da bei neuronalen Zellen der
Zellkern nahezu den gesamten Zellkorper ausfiillt (sieche Abb. 3.1), konnte von den

Ausmalen der Zellkerne der Arg3.1-Neurone auf ihre Somagréfe geschlossen werden. Es
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zeigte sich, dass der Durchmesser der Zellkerne der Arg3.1-Neurone zwischen 8 und 18
um schwankte, wobei Neurone mit einem Zellkerndurchmesser zwischen 11 und 13 pm

am héufigsten gefunden wurden (siche Abb.3.17)
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Abb. 3.17 Grofie der Arg3.1-Neurone in pm

Es zeigt sich, dass Arg3.1 am héufigsten in Neuronen mit einem Zellkerndurchmesser von
zwischen 11 und 13 pm gebildet wird. Da der Zellkern das gesamte Soma einnimmt, entspricht
dies recht genau der Somagrofe.
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3.43 Arg3.1/GABA-Fluoreszenz-Doppelfirbung

Es wurden alle Arg3.1-Neurone in 41 Schnitten aus insgesamt fiinf mit Salicylat
behandelten Tieren untersucht, dabei stammten 17 Schnitte aus dem Bereich der Amygdala
und 24 Schnitte aus dem Bereich des AC. Durch wechseln des Anregungsfilters (siche
2.5.2) wurde iiberpriift, ob Arg3.1-Neurone auch GABA positiv waren. In allen
untersuchten Schnitten konnten Arg3.1 und GABA positive Neurone gefunden werden.
Abbildung 3.19 zeigt einen repridsentativen Ausschnitt aus dem Bereich des AC. Die
GABA-Firbung resultierte in einer Markierung des Somas und der proximalen Dendriten,
wihrend die Arg3.1 nur im Zellkern angefarbt wurden. Die Intensitdt der GABA-Firbung
schien von den duBleren Cortexschichten (I-IV) bis hin zu den medialen Thalamuskernen
abzunehmen. Da GABA ein sehr kleines Molekiil ist, kann es beim Schneiden des Gehirns
leicht ausgewaschen werden. Dem konnte durch eine stirkere Fixierung, z.B. iiber eine
grofBere Menge Glutardialdehyd, vorgebeugt werden. Da eine stirkere Fixierung jedoch die
Bindung des anti-Arg3.1-Antikdrpers verhindert, konnte in der vorliegenden Arbeit keine
starkere Fixierung zum Einsatz gebracht werden und es kann daher keine Aussage tiber die
Kolokalisation von Arg3.1 und GABA in der Amygdala gemacht werden. Fiir den Cortex
entsprach die Menge an GABA gefirbten Neuronen dem beschriebenen Anteil an
inhibitorischen Neuronen im Neocortex (Braitenberg und Schuz, 1991) und es zeigt sich
deutlich, dass Arg3.1 und GABA nie in denselben Neuronen lokalisiert war. Vermutlich
wurde der Cortex etwas stirker fixiert, da die Gehirne nach der Perfusion im Fixativ fiir
drei Stunden nachfixiert wurden und das Fixativ dementsprechend vermehrt die peripher

gelegenen corticalen Areale erreichte.

3.44 Arg3.1/c-Fos-Fluoreszenz-Doppelfirbung

Insgesamt wurden 81 Schnitte von 11 Tieren untersucht. Dabei entstammten 27 Schnitte
dem Bereich der Amygdala und 64 dem Bereich des AC und CG. Wie unter 3.1
beschrieben, war die Anzahl an cFos bildenden Zellen immer wesentlich hoher als die der
Arg3.1-bildenden Neurone. Die Kolokalisation der Proteine wurde in allen Gebieten der
genannten Schnitte untersucht. In Abbildung 3.20 ist ein charakteristisches Beispiel fiir die
Kolokalisation von Arg3.1 und c-Fos im AC gezeigt und in Abbildung 3.21 fiir die
Amygdala. Es zeigte sich, dass unabhéngig von den untersuchten Gebieten alle Arg3.1-

Neurone auch c-Fos positiv waren.



Ergebnisse 82

Abb. 3.18 Fluoreszenz-Doppelfiarbung fiir Arg3.1 und die Nissl-Substanz im auditorischen Cortex

Die Bilder wurden mit Hilfe eines Konfokalmikroskops aufgenommen. Arg3.1 ist in rot dargestellt und
wurde liber Cy2 nachgewiesen. Cy2 wurde mit der 488 nm Linie eines Ar-Lasers angeregt und bei 505-540
nm detektiert. Die Nissl-Substanz ist in griin dargestellt und wurde mit der 543 Linie eines HeNe-Lasers
angeregt und bei 580-700 nm detektiert. In A sind Arg3.1-Neurone im priméren auditorischen Feld Al zu
sehen, in B die griin markierte Nissl-Substanz im gleichen Schnitt. GroBle Pfeile markieren Neurone, kleine
Pfeile Gliazellen. C zeigt die Projektion beider Fluoreszenzen. Man sieht, dass Arg3.1 nur in Neuronen
gebildet wird.

Abb. 3.19 Fluoreszenzdoppelfirbung fiir Arg3.1 und GABA im auditorischen Cortex

Die Bilder wurden mit Hilfe eines Konfokalmikroskops aufgenommen. Arg3.1 ist in rot dargestellt und
wurde liber Cy2 nachgewiesen. Cy2 wurde mit der 488 nm Linie eines Ar-Lasers angeregt und bei 505-540
nm detektiert. GABA ist in griin dargestellt und wurde {iber Cy3 nachgewiesen. Cy3 wurde mit der 543 Linie
eines HeNe-Lasers angeregt und bei 580-700 nm detektiert. In A sind Arg3.1-Neurone im priméren
auditorischen Feld Al zu sehen, in B die GABA-Markierung im gleichen Schnitt. C zeigt die Projektion
beider Fluoreszenzen. Es zeigt sich, dass die GABAergen Neurone kein Arg3.1 bilden.
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A

Abb. 3.20 Fluoreszenzdoppelfirbung fiir Arg3.1 und c-Fos im auditorischen Cortex

Gezeigt ist ein Ausschnitt aus dem priméren auditorischen Feld Al der rechten Hemisphére. Die Bilder
wurden mit Hilfe eines Konfokalmikroskops aufgenommen. Arg3.1 ist in rot dargestellt und wurde tiber Cy2
nachgewiesen. Cy2 wurde mit der 488 nm Linie eines Ar-Lasers angeregt und bei 505-540 nm detektiert. C-
fos ist in griin dargestellt und wurde tiber Cy3 nachgewiesen. Cy3 wurde mit der 543 Linie eines HeNe-
Lasers angeregt und bei 580-700 nm detektiert. In A sind Arg3.1 gefdrbte Neurone zu sehen, in B die c-Fos-
Markierung im gleichen Schnitt. C zeigt die Projektion beider Fluoreszenzen. Man sieht, dass alle Arg3.1-
Neurone auch c-Fos-positiv sind. Doppelt markierte Neurone erscheinen gelb und sind durch weille Pfeile
angezeigt.

Abb. 3.21 Fluoreszenzdoppelfirbung fiir Arg3.1 und c-Fos in der zentralen Amygdala (CeA)

Die Bilder wurden mit Hilfe eines Konfokalmikroskops aufgenommen. Arg3.1 ist in rot dargestellt und
wurde iiber Cy2 nachgewiesen. Cy2 wurde mit der 488 nm Linie eines Ar-Lasers angeregt und bei 505-540
nm detektiert. C-Fos ist in griin dargestellt und wurde iiber Cy3 nachgewiesen. Cy3 wurde mit der 543
Linie eines HeNe-Lasers angeregt und bei 580-700 nm detektiert. In A sind Arg3.1-Neurone in CeA zu
sehen, in B die c-Fos-Markierung im gleichen Schnitt. C zeigt die Projektion beider Fluoreszenzen. Man
sieht, dass alle Arg3.1-Neurone auch c-Fos-positiv sind. Doppelt markierte Neurone erscheinen gelb und
sind durch weifle Pfeile angezeigt.
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3.5 Zusammenfassung der Ergebnisse

10.

. Arg3.1 wird nach akustischer Stimulation in Al und AAF vermehrt in Neuronen

gebildet, die den Frequenzgehalt des Stimulus représentieren. Innerhalb der
corticalen Schichten zeigen sie dabei ein Maximum in den Schichten III und IV.
Nach Salicylatinjektionen liegen Arg3.1-Neurone vermehrt im hochfrequenten
Bereich des AC vor und sind dort iiber alle Schichten gleichméafBig verteilt.

Nach akustischer Stimulation und Salicylatbehandlung kommen c-Fos-Neurone im
AC immer sehr viel hdufiger vor als Arg3.1-Neurone. Sie sind iiber breitere
Frequenzbereiche verteilt und zeigen nach allen Behandlungen ein Maximum in
den corticalen Schichten III und IV.

Die Verteilung des c-Fos-Proteins nach Salicylatgabe stimmt mit friiheren
Untersuchungen {iberein.

Die Salinebehandlung fiihrt je nach der Intensitdt der Umgebungsgerdusche zu
unterschiedlichen Ergebnissen. Dabei liegen nach lauten Umgebungsgerduschen
Arg3-1- und c-Fos-Neurone im AC vor, zeigen aber keine einheitliche Verteilung.
Nach Salinebehandlung in gewohnter akustischer Umgebung werden dagegen
keine Arg3.1- und nur wenig c-Fos-Neurone gefunden.

In subcorticalen auditorischen Gebieten (VCN, IC) ist die Anzahl an c-Fos-
Neuronen nach Salicylatinjektion signifikant niedriger als nach akustischer
Stimulation und Salinebehandlung.

In CeA und LA kommt es nur nach Salicylatinjektion zu einer erhdhten Bildung
des Arg3.1- und c-Fos-Proteins. Dabei ist die Anzahl der c-Fos-Neurone immer
wesentlich hoher als die der Arg3.1-Neurone

Auch die arg3.I-mRNA ist in CeA nur nach Salicylatinjektion stark erhoht.

Nach Salicylatgabe wird Arg3.1 in einer Untergruppe c-Fos bildender,
exzitatorischer Pyramidenzellen gefunden.

Die Gabe des muscarinergen Acetylcholinrezeptor-Antagonisten Scopolamin
zusammen mit Salicylat fithrt im Vergleich zu einer reinen Salicylatgabe im AC zu
einer Unterdriickung der Arg3.1- und einer Reduktion der c-Fos-Bildung, wéahrend
die Anzahl der markierten Neurone in CeA nach beiden Behandlungen vergleichbar

1st.
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4 Diskussion

4.1 Methodendiskussion

4.1.1 Wirkung des Salicylats

In der vorliegenden Arbeit wurde Natriumsalicylat (Salicylat) eingesetzt, um bei
Mongolischen Wiistenrennmdusen Tinnitus auszuldsen. Dass Salicylat zu einem
verminderten Horvermogen und zu Tinnitus fiihrt, wurde zunéchst an Patienten entdeckt,
die wegen einer rheumatischen Arthritis mit hohen Dosen Salicylat behandelt wurden
(McFadden und Plattsmier, 1983; McFadden et al., 1984). Verabreicht man Ratten
Salicylat, in einer mit der vorliegenden Arbeit vergleichbaren Konzentration (350 mg/kg),
dann nehmen sie in Abwesenheit externer Schallquellen Gerdausche wahr (Jastreboff et al.,
1988; Jastreboff und Brennan, 1994; siehe auch 1.3.2). Zudem wurde gezeigt, dass
Salicylat in Wiistenrennméusen zu einer Aktivierung des auditorischen Cortex (AC) fiihrt,
wihrend der auditorische Eingang bis zum Colliculus inferior (IC) reduziert ist
(Wallhdusser-Franke et al., 1996). Auch beim Tinnituspatienten wird eine erhohte
Aktivitdt im AC gefunden, die als Korrelat fiir Tinnitus angesehen wird (Arnold et al.,
1996; Lockwood et al., 1998; Andersson et al., 2000). Man kann daher davon ausgehen,
dass die in der vorliegenden Arbeit eingesetzte Salicylatdosis bei den untersuchten
Wiistenrennméusen Tinnitus ausgelost hat.

Neben den ototoxischen Effekten des Salicylats auf die Cochlea wurden verschiedene
direkte Einfliisse des Salicylats auf Neurone des zentralen Nervensystems diskutiert.
Kenmochi und Eggermont (1997) postulierten einen direkten Effekt des Salicylats auf
Neurone des zentralen Nervensystems, der sich in einer Erniedrigung der Spindle-
Frequenz im auditorischen Cortex von Katzen &uflern soll. Die dargestellten Effekte sind
jedoch zum einen sehr schwach, zum anderen wurden in dieser Studie keine direkten
Effekte des Salicylats auf einzelne Neurone untersucht, sondern die Verdnderung lokaler
Feldpotentiale im AC bestimmt. Daher konnen die beobachteten Effekte ebenso gut eine
Reaktion des zentralen auditorischen Systems auf den Horschaden sein, ein Effekt der in
Kapitel 4.4 im Detail diskutiert wird. Als weiterer direkter Einfluss des Salicylats auf
Neurone des zentralen Nervensystems kann die Hemmung der Cyclooxigenase diskutiert

werden (Vane, 1971; Vane und Botting, 1998). Dieses Enzym reguliert die Umsetzung von
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Arachidonsdure in Prostaglandine (Vane et al., 1998). Eine Hemmung dieses Enzyms
durch Salicylat fiihrt daher zu einer Akkumulation der Arachidonsiure (Liillmann et al.,
1996), die erwiesenermaflen NMDA-Rezeptorstrome potenzieren kann (Miller et al., 1992;
Horimoto et al., 1996; Casado und Ascher et al., 1998; Richards et al. 2003). Da die
Expression der IEGs arg3.1 und c-fos iiber die Aktivierung der NMDA-Rezeptoren
induziert wird, konnte Salicylat {iber die Akkumulation der Arachidonsdure einen direkten
Einfluss auf die Bildung des c-Fos und des Arg3.1-Proteins ausgeiibt haben. Gegen diese
Annahme spricht jedoch die Tatsache, dass Arg3.1- und c-Fos-Neurone in der
vorliegenden Arbeit nach Salicylatinjektion nicht gleichmidBig verteilt in allen
Hirnregionen gefunden werden, sondern eine sehr spezifische Verteilung vor allem im AC
und in der zentralen Amygdala aufweisen (sieche 4.2). Gleichzeitig stimmt die Verteilung
der c-Fos-Neurone nach Salicylatinjektion mit der Verteilung dieser Neurone nach einem
Schalltrauma iiberein (Wallhdusser-Franke et al., 2003).

Neben den bisher genannten Wirkungen des Salicylats ist weiterhin bekannt, dass Salicylat
bereits in therapeutischen Dosen zu einer Entkopplung der oxidativen Phosphorylierung
fiihrt, die in einem erhdhten O,-Verbrauch und dem Anstieg der CO,-Produktion resultiert.
Es kommt zu einer Erregung des Atemzentrums und CO;, wird vermehrt abgeatmet. Im
Bereich hoher Dosen stimulieren Salicylate das Atemzentrum vermehrt direkt (Forth et al.,
1992). Die erhohte Atmungsrate bedeutet physiologischen Stress fiir das Versuchstier und
beeinflusst eventuell die beobachtete Aktivierung der Amygdala (siehe 4.3 und 4.6).
Zusammenfassend kann man festhalten, dass Salicylat bei den Versuchtieren mit grofter
Wabhrscheinlichkeit zu einer Wahrnehmung von Tinnitus gefiihrt hat und dass die Arg3.1
und c-Fos-Bildung im auditorischen System auf die ototoxische Wirkung des Salicylats

und den damit einhergehenden Horschaden zuriickgefiihrt werden kann.
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4.1.2 Immunhistochemischer Nachweis der neuronalen Plastizititsmarker Arg3.1

und c-Fos

Arg3.1 und c-fos gehdren beide zur Gruppe der ,,immediate-early genes™ (IEG). Thre
Expression wird durch eine synaptische Aktivierung ausgelost und bendétigt keine
Expression anderer Gene. C-fos gehdrt zur Gruppe der Transkriptionsfaktoren und wird
nach seiner Synthese in den Zellkern transportiert, um dort die Expression anderer,
nachgeschalteter Gene zu regulieren. Arg3.1 gehort zur Gruppe der Effektorgene. Die
Proteinprodukte der Effektorgene sind direkt an strukturellen Verdnderungen von
Nervenzellen beteiligt (siche auch 1.4).

In der vorliegenden Arbeit gab es unabhédngig von der Behandlungsgruppe im Gyrus
cinguli (CG) und im AC wesentlich mehr c-Fos- als Arg3.1-Neurone. In der Amygdala
lagen nur nach Salicylatinjektion mehr c-Fos-Neurone vor. Die unterschiedliche Menge an
Arg3.1- und c-Fos-Neuronen kann nicht auf den gewéhlten Zeitpunkt fiir die Perfusion
zuriickgefiihrt werden. Es wurde gezeigt, dass die Arg3.1-Bildung drei bis vier Stunden
nach kiinstlich induzierten epileptischen Anféllen maximal ist (Lyford et al., 1995). Die
Wirkung des Salicylats hat sich nach zwei Stunden vollstindig entfaltet (Miiller et al.,
2003; Biens, 1999). Dementsprechend wurden die Tiere fiinf Stunden nach
Salicylatbehandlung und drei Stunden nach akustischer Stimulation perfundiert. Die c-Fos-
Bildung war drei bis vier Stunden nach Salicylatgabe maximal. Dieser Zeitpunkt wurde
demnach um eine Stunde iiberschritten. Dennoch fiihrte die Salicylatgabe zu einer mit
fritheren Experimenten iibereinstimmenden Verteilung der c-Fos-Neurone (Oliva, 1997;
Wallhdusser-Franke et al., 1997; Weller et al., 1998;Wallhdusser-Franke et al., 2003).

Die starke Expression von c-fos nach neuen sensorischen Reizen und die Tatsache, dass
eine Blockade der c-Fos Produktion die Geddchtnisbildung unterdriickt, haben zu der
Vorstellung gefiihrt, dass der Nachweis von c-Fos benutzt werden kann, um plastische
Verdnderungen als Antwort auf sensorische Reize zu untersuchen (Tischmeyer und
Grimm, 1999; Fleischmann et al., 2003). Im Moment ist jedoch nicht klar, welche Art der
plastischen Verdnderungen durch c-Fos beeinflusst werden. Als Transkriptionsfaktor steht
die Expression von c-fos am Anfang einer Kette von Ereignissen, die am Ende in
plastischen Verdnderungen resultieren konnen. Im Gegensatz zu c-fos gehort arg3.1 zur
Gruppe der Effektorgene (Lanahan und Worley, 1998; Kuhl, 2000). Ein Teil der arg3.1-
mRNA wird direkt in die Dendriten transportiert und akkumuliert in der Ndhe von

aktivierten Synapsen (Link et al., 1995; Steward und Worley, 2001b). Dieser Prozess ist
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NMDA-Rezeptor-abhéngig und kann iiber die Zugabe von NMDA-Rezeptor-Antagonisten
blockiert werden (Steward und Worley, 2001a). Eine lokale Akkumulation des Arg3.1-
Proteins in den Dendriten ist mit der Lokalisation der arg3./-mRNA assoziiert. Neben den
Dendriten wurde eine lokale Akkumulation des Arg3.1-Proteins auch in Zellkernen
aktivierter Neurone beobachtet (Steward and Worley, 2001b). Welche Rolle das Arg3.1-
Protein im Zellkern spielt ist jedoch bisher nicht geklirt. In der vorliegenden Arbeit wurde
das Arg3.1-Protein in einigen Tieren auch in den Dendriten nachgewiesen. Signifikante
Unterschiede zwischen den Behandlungsgruppen konnten jedoch nur fiir die Markierung
des Zellkerns gezeigt werden. Der zielgerichtete Transport der mRNA und die Bildung des
Arg3.1-Proteins in den Dendriten wird gewohnlich im Hippocampus untersucht, in dem
Zellkorper und Dendriten in verschiedenen, klar getrennten Schichten angeordnet sind
(Steward und Worley, 2002). Die Tatsache, dass im Neocortex und der Amygdala eine
solche Anordnung der Zellkérper und Dendriten in getrennten Schichten nicht vorhanden
ist, konnte dazu beigetragen haben, dass in der vorliegenden Arbeit fiir das Arg3.1-Protein
keine spezifischen Unterschiede in der Dendritenfarbung beobachtet werden konnten.

Die Expression von arg3.1 wurde bisher fast ausschlieBlich fiir Strukturen des Vorderhirns
beschrieben. In der vorliegenden Studie wurden wenige Arg3.1-Neurone im Colliculus
inferior (IC) eines akustisch stimulierten Tieres entdeckt. In diesem Tier wurde auch eine
besonders hohe Menge an c-Fos-Neuronen gefunden (siehe 4.2.2.1). Nach meiner Kenntnis
haben nur Holstege et al. (2003) bisher eine arg3./-Expression und Proteinbildung
auBlerhalb des Vorderhirns beobachtet. In ihrer Arbeit wurde eine erhdhte arg3.I-
Expression im Riickenmark von Tieren gefunden, die besonders starken schmerzhaften
Reizen ausgesetzt wurden, wihrend ein schwicherer Reiz keine arg3.1-Expression
ausloste. Holstege et al. (2003) und die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit legen die
Vermutung nahe, dass Neurone auflerhalb des Vorderhirns durchaus in der Lage sind
Arg3.1 zu bilden, dafiir aber eine besonders starke synaptische Aktivierung bendtigen.
Dass die Arg3.1-Bildung generell eine hohere Aktivierung bendtigt, bestdtigt sich auch
darin, dass in der vorliegenden Arbeit immer wesentlich mehr c-Fos als Arg3.1-Neurone
vorhanden waren und Arg3.1 nur in einer kleinen Untergruppe der c-Fos-Neurone gebildet
wird (siehe 3.1, 3.4.4). Auch die Experimente von Bajo et al. (2003) zeigen, dass die
Arg3.1-Bildung eine hohere Reizintensitit bendtigt. In diesen Untersuchungen préisentierte
man Wiistenrennméusen gepulste Sinustone mit einer Frequenz von 1 bzw. 16 kHz fiir
entweder 2, 10 oder 15 min in verschiedenen Intensititen (50 oder 70 dB SPL). Dabei

zeigte es sich, dass nur die langeren Stimulationen mit 70 dB zu einer Arg3.1-Bildung im
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AC fiihrten, wihrend c-Fos-Neurone immer vorhanden waren und ihre Anzahl direkt mit
der Intensitdt und der Stimulationsdauer korrelierten.

Der Befund, dass Arg3.1 nur in wenigen vermutlich besonders stark aktivierten Neuronen
gebildet wurde und die Tatsache, dass Arg3.1 direkt an strukturellen Verdnderungen der
postsynaptischen Membran als Antwort auf eine anhaltende Erregung beteiligt sein soll,
legen die Vermutung nahe, dass Arg3.1 der spezifischere Marker fiir plastische

Verdnderungen ist.

4.1.3 Lokalisation der arg3.I-mRNA iiber in situ-Hybridisierung

Im Gegensatz zur Immunhistochemie, mit der man Proteine nachweisen kann, zeigt die in
situ-Hybridisierung die Lokalisation der mRNA. In der vorliegenden Arbeit kann es bei
der Untersuchung der arg3./-mRNA im Vergleich zur Verteilung des Arg3.1-Proteins zu
einer wesentlich intensiveren Markierung. Dies erklért sich vermutlich iiber die grofere
Menge der mRNA im Vergleich zum Protein. In der vorliegenden Arbeit sollte iiberpriift
werden, ob die Lokalisation der arg3./-mRNA nach Salicylatinjektion, mit der
Lokalisation des Arg3.1-Proteins libereinstimmt. In Einklang mit der Literatur wurde nach
Salicylat- und Salinebehandlung eine lokale Akkumulation der arg3./-mRNA in den
Schichten II, III, IV und VI des Cortex gefunden (Link et al., 1995). Zudem zeigte die
Kontrollhybridisierung mit der sense-Sonde erwartungsgemill, mit Aulnahme des
Hippokampus, keine spezifische Markierung. Im Hippokampus wurde die spezifische
Markierung in den Schichten gefunden, in denen die Somata der Neurone lokalisiert sind.
Es ist bekannt, dass der Hippokampus an vielen gedédchtnisbildenden Verarbeitungs-
prozessen im Gehirn beteiligt ist und diese Prozesse mit der Expression vieler
verschiedener Gene einhergeht (z.B. Kandel, 2001; Silva, 2003). Dementsprechend bieten
sich fiir die sense-Sonde sehr viele unspezifische RNA-Bindungspartnern. Dieser Effekt
wird vermutlich {iber die hohe Konzentration an Somata in diesen Schichten noch
verstirkt.

Leider konnten fiir den AC in der vorliegenden Arbeit zwischen den salicylat- und
salinebehandelten Tieren keine iiberzeugenden Unterschiede in der Intensitét der
Markierung gefunden werden. Erwartungsgemal sollte die arg3./-Expression in Saline
behandelten Tieren niedriger sein als in salicyatbehandelten Tieren. Von insgesamt sechs

Tieren wurden jeweils drei Tiere gleichzeitig behandelt, zwei mit Salicylat und eines mit
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Saline. Die Ergebnisse variierten zwischen den beiden Dreiergruppen, in der ersten Gruppe
war die arg3.l-Markierung nach Salicylatbehandlung wesentlich intensiver, als nach
Salinebehandlung, in der zweiten Gruppe konnte zwischen den Behandlungen kein
Unterschied festgestellt werden. Dennoch zeichneten sich Tendenzen in der Lokalisation
der arg3.l-mRNA ab. Wihrend die arg3./-mRNA, wie auch das Arg3.1-Protein, nach
Salicylatinjektion vermehrt im hochfrequenten Bereich, an der Grenze zwischen Al und
AAF gefunden wurde, lag die arg3./-mRNA nach Salinebehandlung meist in anderen,
tieffrequenteren Bereichen vor (sieche Abb. 3.15). Die Lokalisation der arg3./-mRNA
wiirde somit der Lokalisation des Arg3.1-Proteins nach Salicylatinjektion entsprechen
(3.1.2). Die Tatsache, dass teilweise auch die salinebehandelten Tiere eine erhohte Menge
an arg3.l-mRNA aufwiesen kann vermutlich liber eine unspezifische akustische
Stimulation dieser Tiere zuriickgefithrt werden. Durch die hdhere Sensitivitdt der
radioaktiven in situ-Hybridisierung konnten somit bereits niedrige Reizintensititen zu
einer Markierung im AC fiihren, wihrend die Lokalisation des Arg3.1-Proteins im
Zellkern vermutlich eine hohere Reizintensitit benotigt.

Im Gegensatz zum AC waren die Unterschiede zwischen den Versuchsgruppen fiir die
zentrale Amygdala (CeA) sehr deutlich. Dementsprechend zeigten alle
salicylatbehandelten Tiere eine starke Expression von arg3./ in CeA, wihrend nach
Salinebehandlung in dieser Struktur keine erhohte arg3. I-Expression beobachtet wurde.
Die erhohte Lokalistation der arg3./-mRNA nach Salicylatinjektion, stimmt somit mit der
erhohten Menge an Arg3.1-Protein in CeA {iiberein und wurde vermutlich iber
stressrelevante Effekte ausgelost (siehe 4.5).

Da die in situ-Hybridisierung ausserhalb unseres Labors durchgefiihrt wurde, konnten die
Experimente bisher leider nicht wiederholt werden. Trotz der nicht ganz eindeutigen
Befunde zur arg3. I-Expression im AC zeigen die Ergebnisse, dass eine erhdhte Expression
von arg3.l mit einer erhohten Menge des Arg3.1-Proteins im Zellkern einhergeht (siehe
auch 4.1.2), ein Effekt der auch fiir den Hippocampus nach synaptischer Aktivierung
beschrieben wurde (Steward and Worley, 2001b).
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4.1.4 Charakterisierung der Arg3.1-Neurone iiber Fluoreszenz-Doppelfirbungen

Uber die Fluoreszenz-Doppelfirbungen erfolgte eine nihere Charakterisierung der Arg3.1-
Neurone. Fiir den Neocortex sind zwei Gruppen von Neuronen beschrieben, die
Pyramiden- und die Sternzellen. Pyramidenzellen bilden mit einem Anteil von ca. 75% die
weitaus groBere Gruppe. Sie zeichnen sich durch ihre ausgeprigten Apikal- und
Basaldendriten aus. Pyramidenzellen konnen lokal verschaltet sein, bilden aber haufig iiber
ihre langen Axone Projektionen in andere corticale sowie in subcorticale Gebiete.
Sternzellen sind kleinere Neurone (Durchmesser < 10 pm), die lokal verschaltet sind und
daher auch als Interneurone bezeichnet werden. Fiir die Arg3.1-Neurone wurde ein
Zellkerndurchmesser von 11-13 pm bestimmt. Man kann daher davon ausgehen, dass
Arg3.1 in Pyramidenzellen und nicht in Interneuronen gebildet wird. Da die Inhibition im
Neocortex hauptsichlich iiber GABAerge-Neurone (y-Amino-Buttersdure) vermittelt wird
(Krnjevic, 1997) und Arg3.1 nie mit GABA kolokalisiert war, kann man davon ausgehen,
das Arg3.1 im Cortex in exzitatorischen Pyramidenzellen gebildet wird. Ubereinstimmend
fanden Vazdarjanova et al. (2003) Arg3.1 nach verhaltensrelevanten Situationen nur in
erregenden hippokampalen und corticalen Neuronen. Leider kann in der vorliegenden
Arbeit keine Aussage iliber die Kolokalisation von Arg3.1 und GABA in der Amygdala
gemacht werden, da die GABA-Markierung in dieser Region aus den in Kapitel 3.4.3
genannten Griinden nicht funktioniert hat. Nach Salicylatinjektion zeigte sich, dass alle
Arg3.1-Neurone gleichzeitig auch c-Fos synthetisieren. Eine Kolokalisation von Arg3.1
und c-Fos in denselben Neuronen wurde auch von Holstege et al. (2003) beschrieben. Laut
Staiger et al. (2002) wird c-Fos im somatosensorischen Cortex von Ratten, die eine neue
Umgebung erkundet hatten, hauptséchlich in exzitatorischen Pyramidenzellen und nur zu
einem geringeren Anteil auch in inhibitorischen Neuronen gefunden.

Zusammenfassend kann man sagen, dass Arg3.1 im Cortex nach Salicylatinjektion in einer

Untergruppe c-Fos bildender exzitatorischer Pyramidenzellen synthetisiert wird.
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4.2 Arg3.1 und c-Fos im auditorischen System

4.2.1 Arg3.1 und c-Fos im auditorischen Cortex

Fiir die Mongolische Wiistenrennmaus wurden elektrophysiologisch (Thomas et al., 1993)
und mit Hilfe der 2-Deoxyglucose-Methode (2-DG; Scheich et al., 1993) im Cortex
mehrere auditorische Felder bestimmt. In der vorliegenden Arbeit wurde die Bildung des
Arg3.1 und des c-Fos-Proteins in den priméren auditorischen Feldern Al und AAF
untersucht, die beide eine tonotope Organisation besitzen. In Al sind tiefe Frequenzen
caudal und hohe Frequenzen rostral repriasentiert, wihrend die Tonotopie in AAF genau
spiegelbildlich zu Al ist. Gleichzeitig findet man im Cortex so genannte Isofrequenz-
Banden, die sich von lateral nach medial iiber alle corticalen Schichten erstrecken und in

denen Neurone mit gleicher Bestfrequenz lokalisiert sind (siehe auch 1.1.1).

4.2.1.1 Arg3.1 und c-Fos nach akustischer Stimulation

Nach akustischer Stimulation kam es zur Bildung des Arg3.1-Proteins in Neuronen des
auditorischen Cortex, wihrend in subcorticalen Gebieten abgesehen von einer Ausnahme
(siche 4.2.2) keine Arg3.1-Neurone gefunden wurden. Im AC waren Orte maximaler
Arg3.1-Immunoreaktivitét in den primdren Felder Al und AAF zu finden. Dabei lag eines
dieser Maxima immer in Al das andere in AAF. Obwohl die Lage der Maxima zwischen
den Hemisphéren auch innerhalb eines Gehirns variierte, war der Abstand zwischen den
Maxima in Al und AAF immer anndhernd gleich und entsprach den beschriebenen
tonotopen Gradienten in Al und AAF. Entsprechend war der Abstand zwischen den
Maxima grofler nach einer Stimulation mit einem schmallbandigen Rauschen zentriert um
1 kHz (NBW-1 kHz) und kleiner nach der Stimulation mit NBW-8 kHz. Die Variationen
in der Lage der Maxima zwischen den Hemisphdren konnte auf die individuellen
Unterschiede in der Mikrostruktur des AC der Wiistenrennmaus zuriickgefiihrt werden. In
Experimenten, in denen die Lokalisation der Isofrequenz-Banden nach akustischer
Stimulation mit Hilfe der 2-DG-Methode untersucht wurde, fanden Scheich et al. (1993)
dhnlich starke Abweichungen zwischen Individuen, aber auch zwischen den beiden
Hemisphdren eines Individuums. Die 2-DG-Methode zeigt liber die Akkumulation

radioaktiv markierter Glukose die synaptische Aktivitdt von Neuronen. Scheich et al.
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(1993) zeigten, dass die Isofrequenz-Banden in Al in dorso-ventraler Ausbreitung nach
caudal hin, bis zu einem Winkel von 45° abknicken. Der Beginn dieses ,,Knicks* kann
zwischen den Hemisphéren eines Individuums stark variieren. In AAF kommt es zu
zusdtzlichen Abweichungen, da AAF kleiner ist als Al und somit auch die rdumliche
Ausloésung der Frequenzen in diesem Feld schlechter ist. Dieser Effekt scheint besonders
ausgepragt, wenn man sich die Position der Isofrequenz-Banden in AAF in Relation zur
Hippocampus-Referenzlinie (HRL) in Al betrachtet (Scheich et al., 1993). Ein weiterer
Faktor, der zu den beobachteten symmetrischen Verschiebung der Maxima zwischen den
Hemisphéren gefiihrt haben konnte, ist die Konstruktion der HRL. In der vorliegenden
Arbeit wurden die beiden rostralen Pole des Hippocampus miteinander verbunden und
diese Linie iiber den Cortex hinaus verlédngert. Leichte Variationen in der rostro-caudalen
Lage der rostralen Pole der beiden Hippocampi konnten somit ebenfalls zu den
beobachteten Verschiebungen der Maxima in Relation zur HRL gefiihrt haben.

Im Gegensatz zu der fokussierten Arg3.1-Bildung kamen c-Fos bildende Neurone
wesentlich hdufiger vor und lagen iiber breitere Frequenzbereiche verteilt vor. In Einklang
mit diesem Befund fanden Zuschratter et al. (1995) eine hohe Anzahl und eine breite
Verteilung der c-Fos-Neurone, wenn sie einen in seiner Frequenz modulierten Ton (900-
1000 Hz) mehrfach prédsentierten, wéhrend eine kiirzere Pridsentation (3x) zu einer
fokussierten c-Fos-Bildung fiihrte. In zwei der akustisch stimulierten Tiere (1x NBW- 1
kHz; 1 x NBW-8 kHz) wurden keine Arg3.1-Neurone entdeckt, wihrend die c-Fos-
Neurone in Frequenzbereichen lokalisiert waren, die mit der Tonotopie in Al und AAF
iibereinstimmten. Die Anzahl der c-Fos-Neurone war in diesen Tieren wesentlich geringer
als bei den anderen NBW-stimulierten Tieren. Dies weist auf eine geringere Aktivierung
im AC dieser Tiere hin. Entsprechend wurden in diesen Tieren auch im VCN weniger c-
Fos-Neurone gefunden. Da die Stimuluspridsentation wéhrend der Versuche genau
iiberwacht wurde (siehe 2.2.1), kann davon ausgegangen werden, dass die geringere
Aktivierung des auditorischen Systems dieser Tiere nicht auf eine fehlerhafte
Stimuluspréisentation zuriickzufiihren ist. Die Horschwellen der Wiistenrennméause wurden
vor den Experimenten nicht bestimmt, da in der vorliegenden Arbeit unspezifische
Nebeneffekte durch die Narkose und die dann notwendig werdende zusitzliche
Behandlung vermieden werden sollten. Es kann daher nicht ausgeschlossen werden, dass
diese beiden Tiere von vornherein ein geringeres Horvermdgen hatten. Weiterhin kdnnten
Unterschiede im Erregtheitsgrad und damit in der Aufmerksamkeit der Tiere zu den

beobachteten Unterschieden gefiihrt haben.
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Zusammenfassend kann man sagen, dass akustische Stimulationen mit einer hohen
Intensitdt zu Arg3.1-abhingigen plastischen Verdnderungen im AC fithren konnen, und
dass diese Verdnderungen meist in Bereichen vorkommen, in denen Neurone lokalisiert
sind, die am besten auf die im Stimulus enthaltenen Frequenzen antworten. Die Arg3.1-
Proteinbildung erfolgt somit in Abhédngigkeit von der Stimulationsfrequenz und steht in

Einklang mit der Tonotopie im AC.

4.2.1.2 Arg3.1 und c-Fos nach Salicylatinjektion

Insgesamt wurden 24 Tiere (6x Gruppe 2; 3x Gruppe 4; 4x Gruppe 6; 11x Gruppe 10) auf
die Bildung des Arg3.1 und c-Fos-Proteins nach einer einmaligen Salicylatinjektion in
einer Konzentration von 350 mg/kg untersucht. 21 Tiere zeigten distinkte Maxima, die im
hochfrequenten Bereich an der Grenze zwischen Al und AAF lokalisiert waren. In
wenigen Tieren wurden zusitzliche Maxima im tieffrequenten Bereich von Al und noch
seltener rostral in AAF gefunden. Nur ein Tier zeigte eine vollig abweichende Verteilung
der Neurone (Gruppe 2). In den Tieren der Gruppen 1-3 wurde die Lokalisation des
Arg3.1-Proteins im Detail untersucht. Es zeigte sich, dass Arg3.1-Neurone im Vergleich
zur akustischen Stimulation und Salinebehandlung nach Salicylatinjektion signifikant
hiufiger an der Grenze zwischen Al und AAF vorlagen. Diese Ergebnisse stehen im
Einklang mit fritheren Untersuchungen, die mit Hilfe der 2-DG-Methode eine erhdhte
Aktivitdt in Al und AAF nach Salicylatinjektion zeigten (Wallhdusser-Franke et al., 1996).
In diesen Experimenten wurde immer eine erh6hte Aktivitét in zwei bis drei Isofrequenz-
Banden des Al gefunden. Diese Banden wurden an unterschiedlichen rostro-caudalen
Positionen gefunden und zeigten unterschiedliche dorso-ventrale Ausbreitungen. Eine
dieser Banden lag jedoch immer im hochfrequenten Bereich von Al In der vorliegenden
Arbeit kann nicht mit Sicherheit gesagt werden, ob die Maxima im hochfrequenten Bereich
in Al oder in AAF lokalisiert waren. salicylatbehandelte Tiere der Gruppe 2
(Versuchsreihe 1), in denen die Lage der Maxima ndher bestimmt wurde (Abb. 3.4),
zeigten dass diese zum Teil in Al und zum Teil in AAF lokalisiert waren. In Tieren der
Gruppe 4 traten die Maxima etwas weiter caudal auf und waren damit deutlich in Al
lokalisiert. Thomas et al. (1993) zeigten, dass am Ubergang von Al zu AAF gelegentlich
Neurone zu finden sind, die auf groBe Frequenzbereiche (4-5 Oktaven) gleich gut

antworten und eine kurze Latenz zeigen (10-15 ms). Eine breite Abstimmung der Neurone
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findet man hiufig in auditorischen Strukturen der extralemniscalen nicht tonotopen
Horbahn. Verschiedene Autoren haben iiber Verdnderungen in Strukturen der
extralemniscalen Horbahn nach tinnitusauslosenden Behandlungen berichtet. So wurden
z.B. Verdnderungen im externen Nucleus des IC (Chen und Jastreboff, 1995) und in
sekundér auditorischen Gebieten des Cortex (Eggermont und Kenmochi, 1998) beobachtet.
Es konnte somit sein, dass die ,,wide-band“-Neurone an der Grenze zwischen Al und AAF
nicht den primér auditorischen Gebieten zuzuordnen sind, sondern ein eigenes sekundir
auditorisches Feld bilden. Eine Untersuchung der Verbindungen dieser Neurone mit
anderen Gebieten konnte zeigen, ob , wide-band “-Neurone primdr, oder sekundir
auditorisch sind. Nach meiner Kenntnis sind solche Untersuchungen jedoch bisher nicht
durchgefiihrt worden.

Eine Reihe von Griinden legen nahe, dass Arg3.1 in Neuronen gebildet wird, die besonders
gut auf hohe Frequenzen antworten. Zum einen lagen die Maxima der Arg3.1-Neurone
nach Salicylatinjektion nicht immer an der Grenze zwischen Al und AAF, sondern wurden
in manchen Tieren auch in anderen Bereichen von Al und AAF gefunden (siehe Abb. 3.4).
Zum anderen sollte die stdrkste Aktivierung des AC nach dem bestehenden Modell zur
zentralen Entstehung von Tinnitus in Frequenzbereichen auftreten, in denen auch der
groBte Horschaden vorliegt (Langner und Wallhdusser-Franke et al., 1999; Wallhdusser-
Franke und Langner, 2001; siche auch 1.3.3 und 4.6). Miiller et al. (2003) zeigten, dass der
durch Salicylat verursachte Horschaden verstiarkt die hohen Frequenzen (8-32 kHz)
betrifft. Zudem ist bekannt, dass die Gabe von Salicylat in hohen Konzentrationen bei
Nagern (Brennan und Jastreboff, 1991) und bei Menschen (Cazals, 2000) zu einem
hochfrequenten Horeindruck fiihrt.

Vergleichbar mit den akustischen Stimulationen kamen c-Fos bildende Neurone in
salicylatbehandelten Tieren sehr viel hidufiger vor und waren {iber weite Frequenzbereiche
verteil. Im Gegensatz zu den Arg3.1-Neuronen, die in allen Schichten nahezu gleichmifig
verteilt vorlagen, zeigten die c-Fos-Neurone ein lokales Maximum in den Schichten IIT und
IV des AC, ein Befund der mit fritheren Untersuchungen in Einklang steht (Wallhdusser-
Franke et al., 2003). Die Tatsache, dass c-Fos-Neurone iiber breite Bereiche verteilt
vorkamen, zeigt dass nach Salicylatinjektion viele Neurone im AC aktiviert werden.
Zudem weist die starke c-Fos-Bildung in Schicht III und IV auf eine Aktivierung der
corticalen Neurone iiber die aufsteigende Bahnen aus dem auditorischen Thalamus hin
(siche 4.4). Im Gegensatz dazu finden Arg3.1-abhéngige plastische Verdnderungen nur in

wenigen, meist im hochfrequenten Bereich des AC lokalisierten Neuronen statt und
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betreffen anscheinend alle corticalen Schichten. Es ist anzunehmen, dass die Arg3.1-
abhédngigen plastischen Verdnderungen im hochfrequenten Bereich des AC mit der
Wahrnehmung eines hochfrequenten Tinnitus einhergehen, und dass diese plastischen

Verdnderungen an der Stabilisierung eines hochfrequenten Tinnitussignals beteiligt sind.

4.2.1.3 Arg3.1 und c-Fos nach Salineinjektion

Nach Salineinjektionen kam es zu unterschiedlichen Resultaten in Tieren der Gruppen 3
und 5. Tiere der Gruppe 3 zeigten eine erh6hte Menge an Arg3.1 und c-Fos-Neuronen im
AC. Da dieser Befund fritheren Ergebnissen widersprach (Wallhdusser-Franke et al.,
2003), wurden die Versuche zu einem spiteren Zeitpunkt wiederholt (Gruppe 5). In Tieren
der Gruppe 5 wurden, in Einklang mit fritheren Ergebnissen, keine Arg3.1 und nur wenige
c-Fos-Neurone im AC gefunden. Diese Unterschiede konnen auf die relativ unkontrollierte
akustische Umgebung wihrend der Versuche zuriickgefiihrt werden. Um Stresseinfliisse
durch eine neue Umgebung zu vermeiden, blieben die Tiere zwischen Injektion und
Perfusion in ihrer gewohnten, akustisch unkontrollierten Umgebung. Die erhohte Arg3.1
und c-Fos-Bildung in Tieren der Gruppe 3 wurde daher durch die ungewdhnlich lauten
Umgebungsgerdusche, verursacht durch eine Baustelle in der Néhe des Tierstalls,
ausgelost. Dementsprechend wurden in diesen Tieren auch vermehrt c-Fos bildende
Neurone im VCN gefunden (siehe auch 4.2.2.2). Die Problematik der unkontrollierten
akustischen Umgebung sollte in zukiinftigen Experimenten unbedingt vermieden werden.
Dies ist jedoch nicht ganz einfach, da eine schallisolierte Umgebung erwiesenermal3en
auch in normalhdrenden Individuen zur Wahrnehmung eines Tinnitus und damit zu einer
Aktivierung des AC fiihren kann (Heller und Bergmann, 1953). Am sinnvollsten erscheint
daher eine kontinuierliche akustische Stimulation in einer ansonsten schallisolierten
Umgebung. Beispielsweise konnte man den Tieren ein alle Frequenzen umfassendes,
weilles Rauschen in einer niedrigen Intensitdt vorspielen. Da die Tiere diese Gerduschen
jedoch nicht als ,,neu* empfinden diirfen und ihnen keine Aufmerksamkeit widmen sollten,
ist eine Stimulation {iber ldngere Zeitrdume fiir die Gewdhnung der Tiere an die Gerdusche

unbedingt notwendig.
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4.2.2 Arg3.1 und c-Fos in subcorticalen auditorischen Gebieten

In Ubereinstimmung mit den Ergebnissen anderer Autoren (z.B. Link et al., 1995; Lyford
et al., 1995; Pinaud et al., 2001; Waltereit, 2001) war die Arg3.1-Bildung generell auf das
Vorderhirn beschrankt und wurde mit Ausnahme des IC eines akustisch stimulierten Tieres
nie in subcorticalen Gebieten gefunden. Im IC dieses Tieres war die Anzahl an c-Fos-
Neuronen ungefihr doppelt so hoch, wie in den anderen akustisch stimulierten Tieren. Wie
auch von Holstege et al. (2003) gezeigt, kann eine ungewdhnlich hohe postsynaptische
Aktivierung auch in subcorticalen Gebieten zu einer Bildung von Arg3.1 fiihren (siche

4.1.2).

4.2.2.1 Arg3.1 und c-Fos im Colliculus inferior

Der Colliculus inferior (IC) ist die Hauptumschaltstelle auditorischer Informationen im
Mittelhirn. Der IC der Wiistenrennmaus teilt sich funktionell und anatomisch in drei
Untereinheiten auf, den zentralen IC (ICC), den dorsalen Cortex des IC (DCIC) und den
externen Cortex des IC (ECIC) (Budinger et al., 2000b). Der ICC ist tonotop organisiert
und erhilt hauptsidchlich Eingangsinformationen aus den auditorischen Hirnstammkernen,
wihrend in den anderen beiden Bereichen verstirkt die corticofugalen Riickprojektionen
aus dem Thalamus und dem Cortex terminieren (Ehret und Romand, 1997; siche auch
1.1.4.). Da kein Konsens iiber die Grenzen zwischen diesen Unterkernen besteht (siche
1.1.3) und tiberdies die Grenzen in den hier verwendeten Horizontalschnitten schlecht zu
erkennen sind, wurden in der vorliegenden Arbeit markierte Neurone aus allen drei
Unterregionen zusammengenommen. Mit oben genannter Ausnahme wurden im IC keine
Arg3.1-Neurone gefunden. Die Anzahl an c-Fos-Neuronen nach Salicylatinjektion war im
Vergleich zu den akustisch stimulierten und salinebehandelten Tieren leicht erniedrigt und
weist daher auf einen verminderten auditorischen Eingang hin. Obwohl die Grenzen
zwischen den Unterkernen nicht klar erkennbar waren, wurden c-Fos-Neurone nach
akustischer Stimulation tendenziell weiter zentral gefunden, wéhrend sie nach
Salicylatinjektion eher in den peripheren Bereichen lokalisiert waren. Chen und Jastreboff
(1995) berichten tiber eine erhohte Spontanaktivitéit in den Neuronen des ECIC kurz nach
Injektion einer hohen Dosis an Salicylat (350mg/kg) und diskutieren diese als ein

mogliches Korrelat fiir Tinnitus. Da der ECIC vornehmlich iiber Riickprojektionen
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innerviert wird, widerspriche ein solcher Befund nicht der Hypothese, dass die
Tinnitusaktivitdt in den Strukturen des thalamocorticalen Systems entsteht. Danach wéren
die von Chen und Jastreboff (1995) beobachteten Effekte iiber die Aktivierung der
corticofugalen Riickprojektionen zu erkléren (siche auch 4.7).

Im Gegensatz zur vorliegenden Arbeit finden Wu et al. (2003) und Zhang et al. (2003) eine
erhohte Bildung des c-Fos-Proteins im ICC nach tinnitusausldsenden Behandlungen.
Aufgrund der methodischen Unterschiede ist jedoch kein direkter Vergleich der Ergebnisse
moglich. Zhang et al. (2003) untersuchte die Bildung des c-Fos-Proteins 23 bis 40 Tage
nach einem Schalltrauma und Wu et al. (2003) injizierten an fiinf aufeinander folgenden
Tagen eine mittlere Dosis an Salicylat (250 mg/kg) und untersuchten die c-Fos-Bildung 30
Stunden nach der letzten Injektion. Im Gegensatz dazu untersuchte ich die akuten Effekte
nach einer einzelnen Salicylatinjektion. Guitton et al. (2003) demonstrierten, dass das
Horvermdgen 24 Stunden nach der letzten von vier tdglichen Salicylatinjektionen
vollstindig wieder hergestellt ist. Aus diesem Grund konnten Effekte, die 30 Stunden nach
der letzten Injektion beobachtet werden auf ein wiederkehrendes Horvermogen und eine
erhohte Sensitivitdt des Horsystems verursacht durch den vorhergehenden Horschaden
zuriickgefiihrt werden. Die Experimente von Wu et al. (2003) wurden in unserem Labor
wiederholt (Scheel, 2003). Der einzige Unterschied zu den von Wu et al. (2003)
publizierten Experimenten war der Zeitpunkt der Perfusion nach der letzten
Salicylatinjektion, der in der Arbeit von Scheel (2003) nur 22 statt 30 Stunden betrug. In
dieser Arbeit konnten zwischen Saline- und Salicylatbehandlung keine deutlichen
Unterschiede in der Bildung von c-Fos im IC gefunden werden. Vermutlich kann die
Diskrepanz zu Wu et al. (2003) dariiber erklédrt werden, dass nach 22 Stunden immer noch
ein Horschaden vorlag, wihrend das Horvermdgen nach 30 Stunden bereits zuriickkehrt.
Generell erscheint es fragwiirdig fiir die Untersuchung chronischer Effekte nach
experimenteller Tinnitusauslosung die Expression eines ,.immediate-early genes“ (IEG) zu
wihlen, da IEGs bekanntermallen kurz nach der Prasentation eines neuen Stimulus gebildet
werden, ihre Expression aber nach anhaltender Aktivierung herunter geregelt wird (Kelly
und Deadwyler, 2002; Mello et al., 1995).

Weiterhin scheint die Aktivitdt im IC generell sehr variabel zu sein und ist relativ
unabhdngig von einer Aktivierung des AC (Wallhdusser-Franke et al., 1996; Wallhdusser-
Franke und Langner, 2001; Wallhdusser-Franke et al., 2003). Dementsprechend wurde

auch in der vorliegenden Arbeit in Tieren, die nach akustischer Stimulation keine Arg3.1-
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und nur wenig c-Fos-Neurone zeigten, eine mit den anderen Tieren dieser Gruppe

vergleichbare Menge an c-Fos-Neuronen im IC gefunden.

4.2.2.2 Arg3.1 und c-Fos im Nucleus Cochlearis

Der Nucleus cochlearis (CN) wird aufgrund seiner heterogenen Zellstruktur in einen
dorsalen (DCN) einen posterior ventralen CN (PVCN) und einen anterior ventralen CN
(AVCN) unterteilt. Alle drei Unterkerne sind tonotop organisiert und werden iiber den
Hornerven innerviert (Ehret und Romand, 1997). In der vorliegenden Arbeit wurde nur der
ventrale Kern des CN (VCN) untersucht. Dies lag zum einen an der begrenzten Anzahl an
Schnitten, die simultan behandelt werden konnten (siche 2.2.3), zum anderen wurde bereits
in fritheren Studien gezeigt, dass c-Fos im DCN nur nach einem Schalltrauma (Mabhlke,
1999; Wallhdusser-Franke et al. 2003), nicht aber nach Salicylatinjektionen gebildet wird
(Wallhdusser-Franke et al. 1997, 2003). Da die c-Fos-Bildung im VCN bekanntermallen
iiber akustischen Stimulationen ausgeldst werden kann (Ehret and Fischer, 1991; Friauf,
1992; Brown and Liu, 1995), diente die Untersuchung der c-Fos-Bildung im VCN in der
vorliegenden Arbeit der Uberpriifung der Eingangsaktivitit aus der Cochlea. Entsprechend
wurden c-Fos-Neurone im VCN in akustisch stimulierten und salinebehandelten Tieren der
Gruppe 3, nicht aber in salicylatbehandelten Tieren gefunden.

Da salinebehandelte Tiere der Gruppe 3 und salicylatbehandelte Tiere der Gruppe 2 zu
gleichen Zeiten behandelt wurden und nach der Behandlung in der gleichen akustischen
Umgebung verblieben, weist die fehlende c-Fos-Bildung im VCN nach Salicylatinjektion
auf das verminderte Horvermogen dieser Tiere hin (siehe auch 4.2.1.3). Die Tonotopie im
VCN ist nur in Transversalschnitten gut zu erkennen. Da fiir die vorliegende Arbeit jedoch
wegen der Tonotopie im AC ausschlieSlich Horizontalschnitte verwendet wurden, konnten
die c-Fos-Neurone im VCN nach akustischer Stimulation keinen bestimmten

Frequenzbereichen zugeordnet werden.
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4.3 Arg3.1 und c-Fos im limbischen System

In der vorliegenden Arbeit wurden zwei Gebiete des limbischen Systems néher untersucht,
der Gyrus cinguli und die Amygdala. Die Amygdala ist wichtig fiir die emotionale
Verarbeitung sensorischer Stimuli und fiir die Generierung angemessener Reaktionen auf
solche Stimuli. Sie ist an der Gedichtnisbildung emotional relevanter Informationen und
an der Regulation des Wachheitsgrades und der Aufmerksamkeit beteiligt (z.B. Holland
and Gallagher, 1999; Cardinal et al., 2002; McGaugh, 2002; Le Doux, 2003). Uber ihren
lateralen Kern (LA) gelangen sensorische Informationen aus dem Thalamus und dem
Cortex in die Amygdala, wdhrend der zentrale Teil der Amygdala (CeA) die
Hauptausgangstruktur bildet (McDonald, 1998; Jolkonnen und Pitkénen, 1998; Budinger et
al., 2000b; Woodson et al., 2000).

In der vorliegenden Arbeit fithrten nur Salicylatinjektionen zu einer stark erhdhten Anzahl
an Arg3.1- und c-Fos-Neuronen in CeA. Ubereinstimmend lag auch die arg3./-mRNA
vermehrt in CeA vor. Wie schon im AC war die Anzahl an c-Fos-Neuronen in CeA
wesentlich hoher, als die Anzahl der Arg3.1-Neurone. In fritheren Studien wurde gezeigt,
dass es nach Tinnitusauslosung durch ein Schalltrauma ebenfalls zu einer Aktivierung der
CeA kommt (Mahlke, 1999; Wallhdusser-Franke et al., 2003). Wir nechmen an, dass die
Aktivierung der CeA auf den akuten Stress der salicylatbehandelten Tiere zuriickzufiihren
ist. Als mogliche Stressoren kommen physiologische Verdnderungen, die durch hohe
Dosen an Salicylat hervorgerufen werden, der plotzliche Horverlust und die
Tinnitusaktivitidt selbst in Betracht (Wallhdusser-Franke et al., 2003). Neben den
Projektionen in den Hirnstamm und den Hypothalamus projiziert die CeA in Strukturen,
wie in das basale Vorderhirn, die die Verarbeitung sensorischer Reize im Thalamus und
Cortex modulieren (Kapp et al., 1994; Han et al., 1999; Cain et al., 2002). In der
vorliegenden Arbeit wurden Arg3.1-Neurone nach Salicylatinjektion vermehrt in der
lateralen Untereinheit von CeA (CeL) gefunden. Jolkonnen et al. (2002) zeigten fiir die
Ratte, dass CeL in den magnozelluldren Bereich des basalen Vorderhirns projiziert, von
dem aus cholinerge Projektionen in den Cortex ziehen. Stimuliert man die CeA elektrisch,
kommt es im frontalen Cortex von Hasen zu einer Unterdriickung der ,, delta-wave *“ (1-4
kHz) Aktivitdt, was auf einen Anstieg des Wachheitsgrads hindeutet. Dieser Effekt kann
durch cholinerge Antagonisten blockiert werden (Kapp et al., 1994). Es wurde daher
vorgeschlagen, dass CeA den Erregungszustand des Cortex iiber die cholinergen, aus dem

basalen Vorderhirn stammenden Afferenzen modulieren kann. Entsprechend interessierte
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mich die Frage, ob die Bildung von Arg3.1 und c-Fos im AC nach Salicylatinjektion {iber
die Gabe des cholinergen Antagonisten Scopolamin unterdriickt werden kann. Es zeigte
sich, dass im AC aller salicylatbehandelten Tiere, die zusdtzlich Scopolamin injiziert
bekommen hatten, keine Arg3.1 und vergleichsweise wenig c-Fos-Neurone vorhanden
waren. In CeA hingegen, war die Anzahl der markierten Neuronen vergleichbar mit
Tieren, die nur Salicylat injiziert bekommen hatten. Dies ist ein starker Hinweis darauf,
dass die Expression der aktivitdtsinduzierten Gene arg3.l und c-fos im AC nach
Salicylatgabe iiber cholinerge Projektionen aus dem basalen Vorderhirn moduliert wird
(sieche auch 4.6). Im Gegensatz dazu scheint die Bildung von Arg3.1 und c-Fos in CeA
unabhingig von einer cholinergen Modulation zu sein.

Auch in der lateralen Amygdala (LA) wurde nur nach Salicylatinjektionen eine deutlich
erhohte Anzahl an Arg3.1- und c-Fos-Neuronen gefunden. Dabei war die Menge an c-Fos-
Neuronen wie in CeA, AC und CG wesentlich hoher als die der Arg3.1-Neurone. Eine
Aktivierung der LA {iiber Projektionen aus dem auditorischen Thalamus (LeDoux et al.,
1990; LeDoux und Farb, 1991; Woodson et al., 2000) oder direkt aus Al und AAF
(Budinger et al., 2000a) kann ausgeschlossen werden, da in diesem Fall die erhohte
Aktivierung des AC in akustisch stimulierten Tieren auch zu einer erhdhten Proteinbildung
in LA gefiihrt haben miisste. Vermutlich hingt die Arg3.1- und c-Fos-Bildung in LA
ebenfalls von stressbedingten Mechanismen ab, wie z.B. der Aktivierung der HPA-Achse
(hypothalamus-pituitary adrenocortical). Es ist bekannt, dass die Aktivierung der CeA
durch emotional erregende Ereignisse zu einer Aktivierung der HPA-Achse fiihrt, die in
einer erhohten Menge an zirkulierendem Kortikosteron resultiert (Rooszendaal et al.,
1991). Rooszendaal und McGaugh (1996) zeigten, dass die Bindung von Kortikosteronen
an die in LA lokalisierten Glukokortikoid-Rezeptoren zu einer Verstiarkung der
Gedéchtnisbildung fithren kann. Im Gegensatz zu den Salicylatinjektionen wurden nach
akustischer Stimulation und Salineinjektion beide Proteine gleich hiufig gefunden. Die
Menge an c-Fos-Neuronen nach Salineinjektionen war mit fritheren Studien vergleichbar
(Wallhdusser-Franke et al., 2003). Dies legt nahe, dass die geringe Menge an Arg3.1- und
c-Fos-Neuronen in LA nach akustischer Stimulation und Salinebehandlung dem
Grundlevel der beiden IEGs in diesem Gebiet entsprechen konnte. Eine basale Expression
beider IEGs wurde von verschiedenen Autoren beschrieben (z.B. Dragunow und Faul,
1989; Lyford et al., 1995; Link et al., 1995).

Die zweite limbische Struktur, die in der vorliegenden Arbeit ndher untersucht wurde ist

der Gyrus cinguli (CG2/3). Es gibt zahlreiche Hinweise, dass der CG und die Amygdala
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Teile eines Netzwerkes sind, welches emotional relevante Informationen integriert
(Devinsky et al., 1995; Cardinal, 2002). Nach Posner und Rothbart (1998) ist der anteriore
CG aktiv, wenn es darum geht, die Aufmerksamkeit auf einen bestimmten Stimulus zu
fokussieren oder ablenkende Stimuli zu unterdriicken. In Einklang damit fanden Montag-
Sallaz et al. (1999) eine erhohte Menge an arg3./-mRNA im CG von Miusen, wenn diese
einen neuen Geschmacksreiz présentiert bekamen. In der vorliegenden Arbeit war die
Anzahl der Arg3.1-Neurone in CG (2/3) in allen Behandlungsgruppen erhéht und
korrelierte mit der Anzahl der Arg3.1-Neurone in AC. Es gab weder in der Anzahl noch in
der Verteilung der markierten Neurone signifikante Unterschiede zwischen den
Behandlungsgruppen. Die Anzahl an c-Fos-Neuronen war auch hier wesentlich hoher als
die Anzahl der Arg3.1-Neurone.

Die Ergebnisse fiir die Amygdala und den CG (2/3) zeigen deutliche Unterschiede. In CeA
und LA kam es nach Salicylatinjektion zu einer, gegeniiber den anderen
Behandlungsgruppen, erhohten Arg3.1- und c-Fos-Bildung. Im Gegensatz dazu hing die
Bildung von Arg3.1 und c-Fos im CG nicht von der Behandlung ab, sondern variierte in
Ubereinstimmung mit der Anzahl der markierten Neurone im AC.

Die Tatsache, dass CG (2/3) in der Wiistenrennmaus iiber direkte Projektionen aus Al und
AAF innerviert wird (Budinger et al., 2003) und die Anzahl der Neurone in beiden
Gebieten korreliert erschien, legt nahe, dass die Aktivierung im AC einen direkten Einfluss
auf die Aktivierung im CG hat. Dariiber hinaus sollte sowohl die akustische Stimulation,
als auch die Wahrnehmung des Tinnitus einen neuen unbekannten auditorischen Reiz
darstellen, der mit einer Aktivierung des CG einhergehen konnte. Die starke Aktivierung
der Amygdala nach Salicylatinjektion kann jedoch nicht ausschlielich iiber die
Aktivierung des AC erkldart werden. Vielmehr scheint die Amygdala {iber andere,

hochstwahrscheinlich stressbedingte Einfliisse stimuliert zu werden (siehe auch 4.7).
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4.4 Salicylatbedingte Aktivierung des thalamocorticalen Systems

Als physiologisches Korrelat fiir Tinnitus wird eine anhaltende corticale Aktivierung
angesehen, die nicht durch eine auditorische Stimulation verursacht wird (Arnold et al.,
1996; Lockwood et al., 1998; Langner und Wallhdusser-Franke, 1999; Andersson et al.,
2000; Wallhiusser-Franke und Langner, 2001). In Ubereinstimmung mit friiheren
Untersuchungen kam es in der vorliegenden Arbeit nach Salicylatgabe zu einer
Aktivierung und zur Expression plastizititsrelevanter Gene im auditorischen Cortex (AC)
der Wiistenrennmaus, wéihrend die Eingangsaktivitét bis hin zum Colliculus inferior (IC) in
denselben Tieren unterdriickt war (Wallhdusser-Franke et al., 1996; Wallhdusser-Franke et
al., 2003). Der verminderte Eingang bis zum IC ldsst darauf schlieBen, dass die frithen
Verdnderungen nach Tinnitusinduktion vornehmlich das thalamocorticale System
betreffen. Ausgepréigte thalamocorticale Verbindungen sind fiir alle Sinnesmodalitéten
bekannt und man nimmt an, dass die Frequenz der oszillierenden Aktivitit in diesem
System mit dem Wachheitsgrad und der Qualitit der Wahrnehmung eines Reizes in
Zusammenhang stehen (Steriade et al., 2000). Das auditorische thalamocorticale System
beinhaltet den auditorischen Thalamuskern MGB (medialer Kniekorper), den AC und den
caudalen Teil der Formatio reticularis (Rouiller und Welker, 1991). Cotillon et al. (2000)
haben gezeigt, dass es nach der Prédsentation akustischer Stimuli in diesen Strukturen zu
Oszillationen in einem Frequenzbereich zwischen 5-14 Hz kommt, wihrend das visuelle
System auf einen Reiz mit Oszillationen in einer wesentlich hoheren Frequenz antwortet
(25-90 Hz; y-Oszillationen). Interessanterweise flihrt eine Verminderung des sensorischen
Eingangs, wie es zum Beispiel fiir den Ubergang in die Tiefschlafphase der Fall ist, zu
einem rhythmischen Feuern (rhythmic burst firing) der Neurone des thalamocorticalen
Systems. Steriade (2000) schldgt vor, dass das Gehirn wihrend des Tiefschlafs komplett
von der AuBBenwelt abgekoppelt ist und nur intern generierte Aktivitdt stattfindet. Dabei
kommt es in den Neuronen des Neocortex in bestimmten Abstdnden zu Phasen verstérkter
Erregbarkeit. Anhaltende rhythmische Feuersalven in Neuronen des Cortex und Thalamus
fiihren zu kurzzeitigen plastischen Verdnderungen wihrend der Tiefschlafphase. Diese
Anderungen konnten dazu dienen, Erinnerungsspuren zu festigen, die in der Wachphase
angelegt wurden. Jeanmonod et al. (1996) konnten solche rhythmischen Entladungen im
Thalamus von Tinnituspatienten und Patienten mit chronischen Schmerzen nachweisen.

C-Fos-Neurone zeigten in der vorliegenden Arbeit immer ein lokales Maximum in Schicht

IIT und IV des auditorischen Cortex. Diese Schichten bilden die Haupteingangsschicht aus
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dem ventralen tonotopen Teil des MGB (vMGB). Von dort wird die Information an
Schicht II und III und dann an Neurone in Schicht V und VI weitergeleitet, die dann
zuriick in den vMGB projizieren (Ehret und Romand, 1997; siehe auch Abb 4.1). Die
ausgeprigte c-Fos-Markierung in den Schichten III und IV weist dementsprechend auf eine
starke Aktivierung aus dem auditorischen Thalamus hin. In Ubereinstimmung mit dieser
Annahme wurde auch in Experimenten mit der 2-DG-Methode, die verstirkt die
priasynaptische Aktivierung anzeigt, eine starke Markierung der corticalen Schichten III
und IV gefunden (Wallhédusser-Franke et al., 1996). Der vMGB wurde in der vorliegenden
Arbeit nicht gesondert betrachtet. In den vorhanden Schnitten und in fritheren
Untersuchungen (Wallhdusser-Franke et al., 2003) konnte jedoch im vMGB keine
deutliche c-Fos-Markierung gefunden werden. Allerdings wurden c-Fos-Neurone nach
tinnitusauslosender Behandlung in den ventral des MGB gelegenen thalamischen Kernen
PIL und PP gefunden (Wallhdusser-Franke et al., 2003). Diese Kerne projizieren in den
AC und beeinflussen dort vermutlich die oszillatorische Aktivitdt (Barth und MacDonald,
1996; Sukov und Barth, 2001). Die Tatsache, dass im vMGB keine c-Fos-Neurone
beobachtet wurden, konnte darauf hinweisen, dass die Neurone des vMGB auf erregende
Eingiinge generell weniger plastisch reagieren. Dementsprechend ist das Antwortverhalten
der Neurone des vMGB bei auditorischen Lernexperimenten sehr konstant (Gabriel et al.,
1975) und eine Blockade der Proteinsynthese in der Amygdala nicht aber im MGB kann
die Konsolidierung einer Pavlovschen Konditionierung unterdriicken. Es erscheint daher
sinnvoll die Aktivitit im vMGB in zukiinftigen Untersuchungen mit reinen
Aktivitatsmarkern, wie der 2-DG-Methode zu untersuchen.

Zusammenfassend kann man annehmen, dass der durch Salicylat verminderte auditorische
Eingang und die damit einhergehende funktionelle Deafferentierung zu einem
rhythmischen Feuern der Neurone des thalamocorticalen Systems fiihrt. Solch eine
Aktivierung konnte als Tinnitus wahrgenommen werden. Ein solcher Prozess wire sehr
schnell und wiirde zunéchst keine plastischen Verdnderungen benétigen. Dies steht in
Einklang mit den Ergebnissen von Touma (1992), der beim Menschen eine sehr schnelle
Entstehung von Tinnitus nach einem Schalltrauma beobachtete. Ist der auditorische
Eingang jedoch lidngerfristig vermindert, kommt es zu einer andauernden rhythmischen
Aktivitdt, die unter dem Einfluss modulierender Systeme des Hirnstamms und des basalen
Vorderhirns (Edeline, 2003; Weinberger, 2003) zu plastischen Verdnderungen im
thalamocorticalen System und damit zu einer Stabilisierung der Tinnitusaktivitdt fithren

konnte.
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4.5 Plastische Verinderungen im auditorischen Cortex nach

Salicylatinjektion und akustischer Stimulation

Arg3.1 und c-Fos sind beide an reizinduzierten plastischen Verdnderungen von
Nervenzellen beteiligt. Wahrend Arg3.1 vermutlich direkt an strukturellen Verdnderungen
der postsynaptischen Membran beteiligt ist, ist die Rolle von c-Fos nicht vollstindig
geklart (siehe 1.4 und 4.1.2). Generell wurden nach allen Behandlungen sehr viel mehr c-
Fos- als Arg3.1-Neurone gefunden. Zudem lagen c-Fos-Neurone in fast allen
Frequenzbereichen vor, wahrend Arg3.1-Neurone nur in definierten Bereichen des AC
gefunden wurden. Die Tatsache, dass c-Fos nach allen Behandlungen in sehr vielen
Neuronen gebildet wurde legt die Vermutung nahe, dass nicht alle c-Fos bildenden
Neurone sich anhaltend plastisch verdndern. Vielmehr konnten es sein, dass c-Fos zwar fiir
die Ausbildung plastischer Verdnderungen notwendig ist, sich aber nicht zwangslausfig
alle c-Fos-Neurone plastisch verdndern. Somit wire c-Fos als Aktivititsmarker auf
neuronaler Ebene anzusehen. Dementspechend kam es in der vorliegenden Arbeit zu einer
Aktivierung von sehr vielen Neuronen, wéihrend nur eine Untergruppe dieser Neurone sich
plastisch verdndern. Es ist nahe liegend anzunehmen, dass es sich bei dieser Untergruppe
um die Arg3.1-bildenden Neurone handelt, die vermutlich besonders stark aktiviert
wurden.

Arg3.1 und c-Fos-Neurone zeigten nach der akustischen Stimulation ein lokales Maximum
in den Schichten III und IV. Im Gegensatz dazu wurden nach Salicylatinjektion nur c-Fos-
Neurone vermehrt in diesen Schichten gefunden, wihrend Arg3.1-Neurone gleichmifig
iiber alle corticalen Schichten verteilt vorlagen. Die Schichten III und IV stellen die
Haupteingangsschichten aus dem auditorischen Thalamus (vVMGB) dar und eine erhdhte
Genexpression in diesen Schichten kann somit auf eine erhhte Eingangsaktivitit aus dem
vMGB zuriickgefiihrt werden. Im Fall der akustischen Stimulation kommt die erhdhte
Eingangsaktivitit tiber den intensiven akustischen Reiz zustande. Nach Salicylatinjektion
konnte die erhohte c-Fos-Bildung in den Schichten III und IV, wie in Kapitel 4.4.
diskutiert, iber die Aktivierung des thalamocorticalen Systems als Reaktion auf die
Deafferentierung erkliart werden. Die Bildung von Arg3.1, die nach Salicylatinjektion in
den Neuronen aller Schichten beobachtet wird, sollte jedoch tiber zusatzliche diffus in den

Cortex projizierende Systeme moduliert werden (sieche 4.6).
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Die akustischen Stimulationen fithrten im AC zu einer maximalen Arg3.1-Bildung in
Abhédngigkeit von der Stimulationsfrequenz. Demenstprechend kann ein starker
akustischer Reiz anscheinend zu plastischen Verdnderungen in den betroffenen
Frequenzbereichen des AC fiihren. Interessanterweise kommt es auch nach
Salicylatinjektionen zur Bildung von Arg3.1 in definierten Frequenzbereichen des AC,
obwohl der auditorische Eingang vermindert ist und kein akustischer Reiz zu Grunde liegt.
Es ist bekannt, dass hohe Dosen Salicylat bei Nagern (Brennan und Jastreboff, 1991) und
Menschen (Cazals, 2000) zur Wahrnehmung eines hochfrequenten Tinnitus fiihren. Zudem
wurde gezeigt, dass die Gabe von Salicylat zu einem Horschaden fiihrt, der verstarkt die
Frequenzen zwischen 8-32 kHz betrifft (Miiller et al., 2003). Der verminderte Eingang
fiihrt zu einer Aktivierung des thalamocorticalen Systems, die in den Bereichen des
groBten Horschadens, also in den hochfrequenten Bereichen am stérksten ausgeprigt sein
sollte (siche 4.4). Entsprechend wurden Arg3.1-Neurone nach Salicylatinjektion vermehrt
im hochfrequenten Bereich des AC gefunden. In diesem Bereich lagen die Arg3.1-
bildenden Neurone in allen corticalen Schichten vor. Solche ,,corticalen Kolumnen* sind
die funktionelle Einheit des Cortex (Mountcastle, 1997). Plastischen Verdnderungen
innerhalb solcher Kolumnen konnten dazu fithren, dass Neurone innerhalb einer oder
mehrerer Kolumnen sich wie bei einem epileptische Anfall immer wieder selbst erregen.
Da der AC verschiedene Arten der Stimulation nicht unterscheiden kann, konnte eine
solche immer wiederkehrende Selbsterregung als akustisches Perzept, also als Tinnitus,
wahrgenommen werden. Innerhalb einer Kolumne kommt es zu zahlreichen
Verschaltungen hemmender und erregender Neurone verschiedener Schichten. Potenziell
konnten von den plastischen Verdnderungen sowohl die inhibitorischen Interneurone, als
auch die erregenden Pyramiden- oder Sternzellen betroffen sein. Verschiedene Autoren
haben gezeigt, dass inhibitorische Interneurone entscheidend an der Ausbildung
synchroner und oszillierender Netzwerkaktivitidten im Cortex beteiligt sind (Buzsaki und
Chrobak, 1995; Somogyi et al., 1998, McBain und Fishan, 2001). Es wire daher denkbar,
dass plastische Verdnderungen dieser inhibitorischen Interneurone fiir die hypothetisierte
Selbsterregung der corticalen Kolumnen verantwortlich sind. Die vorliegenden Ergebnisse
aus den Fluoreszenz-Doppelfirbungen zeigen jedoch, dass Arg3.1 nach
Salicylatinjektionen im AC ausschlieBlich in exzitatorischen Pyramidenzellen gebildet
wird. Man kann daher annehmen, dass plastische Verdnderungen nach Tinnitusinduktion
vermehrt erregende Neurone betreffen und diese vermutlich iiber einen Wegfall von

Inhibition stimuliert werden. Ein Wegfall oder eine Verschlechterung der Inhibition wurde
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von verschiedenen Autoren nach einer sensorischen Deafferentierung beobachtet (Jung
und Shin, 2002; Levy et al., 2002) und im Zusammenhang mit plastischen Verdnderungen
als Antwort auf den verminderten sensorischen Eingang diskutiert (Rajan, 2001; Xiao und
Suga, 2002) .

Zusammenfassend kann man sagen, dass die Salicylatinjektionen plastische
Verdanderungen im hochfrequenten Bereich des AC hervorrufen und dass von diesen
Verdnderungen im Cortex nur die exzitatorischen Neurone innerhalb einer ,,corticalen
Kolumne* betroffen sind. Zudem weisen die Ergebnisse darauf hin, dass die Bildung von
Arg3.1 und die damit einhergehenden plastischen Verdnderungen im Cortex nicht alleine
iiber den Eingang aus dem Thalamus stimuliert werden konnen, sondern vermutlich

zusitzlich iiber diffus in den Cortex projizierende Systeme moduliert werden.

4.6 Modulation der plastischen Verinderungen im auditorischen Cortex

nach Salicylatinjektion

Fir die Modulation der Antworteigenschaften der corticalen Neurone kommen
verschiedene Transmittersysteme in Betracht. Dazu gehdren Acetylcholin, Noradrenalin,
Serotonin, Dopamin und Histamin. Diese modulatorischen Transmitter gelangen iiber
Projektionen aus subcorticalen Gebieten in den Cortex. Generell scheint die
modulatorische Wirkung auf einer BeeinfluBung der NMDA-Rezeptor-Antwort zu
beruhen. Eines der wichtigsten Systeme fiir die Modulation corticaler Plastizitit ist der
Nucleus basalis (NB), der im magnozelluldren Teil des basalen Vorderhirns lokalisiert ist
und dessen cholinergen Bahnen diffus in den Cortex projizieren (z.B. Gu, 2002; Edeline
2003; Weinberger, 2003). Die cholinergen Terminalien im Cortex zeigen eine deutliche
Schichtenspezifitit, die sich allerdings zwischen verschiedenen zytoarchitektonischen
Regionen und zwischen Spezies stark unterscheiden kann (Gu, 2002). Fiir den AC der
Wiistenrennmaus ist die Lokalisation der cholinergen Terminalien im AC nicht genauer
untersucht. Plastische Verdnderungen der Neurone im AC konnen iiber elektrische
Stimulation des NB oder die Applikation cholinerger Agonisten hervorgerufen werden
(Metherate und Ashe, 1991; Bjordahl et al., 1998; Kilgard und Merzenich, 1998;
Weinberger und Bakin, 1998; Weinberger, 2003; Ma und Suga, 2003). Zudem kommt es

zu einer Erhohung der spontanen Feuerrate, wenn man cholinerge Agonisten in-vitro
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appliziert (Cox, et al. 1994; Shulz et al., 1997). Die Wirkung des Acetylcholins im Cortex
wird hauptsichlich iiber die muscarinergen M;-Rezeptoren vermittelt, die vermutlich die
Leitfahigkeit fiir Kalium in corticalen Neuronen herabsetzen (McCormick und Prince,
1985). Dadurch kann es zu einer verstirkten Antwort auf erregende Eingénge und zu einer
Erh6éhung der NMDA-Rezeptor vermittelten Leitfahigkeit kommen (Brocher et al., 1992;
Kirkwood et al., 1999). Auch der Einfluss, den M;-Rezeptoren auf intrazellulire ,,second
messenger Systeme ausiiben, resultiert in einer Verstirkung der NMDA-Rezeptor
vermittelten synaptischen Plastizitdt (Markram und Segal, 1992).

Eine Quelle der Aktivierung des NB stellt in der vorliegenden Arbeit die Amygdala dar.
Arg3.1-Neurone wurden vermehrt in der lateralen Untereinheit der zentralen Amygdala
gefunden, von der aus Projektionen in den NB ziehen (Jolkonnen et al., 2002). Die
Amygdala spielt eine groe Rolle beim Lernen aversiver Reize (Adolphs et al., 1995;
LeDoux, 2003). Allerdings bestehen einige Unklarheiten beziiglich der Art ihrer
Beteiligung. Entweder ist sie eine Schliisselregion assoziativer Plastizitét oder sie ist nur
vorilibergehend an der Bildung von Gedéchtnisinhalten beteiligt (McGaugh et al., 1996;
McGaugh et al., 2002; Cahill und McGaugh, 1998; Fanselow und LeDoux, 1999). Die
erhohte Anzahl an Arg3.1- und c-Fos-Neuronen in LA und CeA nach Tinnitusauslosung
weist auf plastische Verdnderungen in diesen Strukturen hin. Diese Annahme stimmt mit
dem Befund von Quirk et al. (1997) iiberein, der zeigte, dass Neurone des AC ihr
verstirktes Antwortverhalten nach Konditionierung beibehielten, wéahrend in den
Neuronen der Amygdala eine baldige Extinktion des konditionierten Antwortverhaltens zu
beobachten war. Nach Poremba und Gabriel (1999) stellt die Amygdala ein intermedidres
Gedidchtnissystem dar, welches meist in stressvollen Situationen aktiviert wird. In Einklang
damit schlugen Kapp et al. (1992) vor, dass CeA optimal geeignet ist, um einen
unkonditionierten mit einem konditionierten Reiz zu assoziieren, da sie vornehmlich auf
unkonditionierte Stressoren reagiert und zusétzlich liber LA Informationen iiber
sensorische Reize erhilt. Da hohe Konzentrationen an Salicylat zu Anderungen in der
Atemfrequenz fithren (Forth et al., 1992) und eine erhdhten Anzahl c-Fos-Neurone in
Hirnstammregionen, die solche Anderungen regulieren, gefunden wurden (Wallhiusser-
Franke, 1997), kann man annehmen, dass die Aktivierung der CeA in der vorliegenden
Arbeit hauptséchlich auf stressrelevante Eingéinge zuriickzufiihren ist.

Dass die Bildung von Arg3.1 und c-Fos tatsdchlich iiber cholinerge Mechanismen
stimuliert wurde, zeigen die Experimente der vorliegenden Arbeit, in denen der

muscarinerge Acetylcholinrezeptor-Antagonist Scopolamin zusammen mit Salicylat
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verabreicht wurde (2.3 und 3.2). In diesen Tieren kam es im AC im Vergleich zu Tieren
die nur mit Salicylat behandelt worden, zu einer kompletten Unterdriickung der Arg3.1-
Bildung und einer Reduktion der c-Fos-Bildung. Interessanterweise zeigte sich in CeA
keine Anderung in der Anzahl der markierten Neurone. Die Befunde zeigen daher zum
einen, dass CeA und AC iiber getrennte Mechanismen aktiviert werden. Zum anderen
bestdtigen sie die Annahme, dass die Arg3.1 und c-Fos-Bildung im AC iiber cholinerge
Mechanismen stimuliert wird. Dementsprechend konnte die stressinduzierte Aktivierung
der Amygdala die plastischen Verdnderungen im AC {iiber ihre Projektionen in den NB

modulieren.
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4.7 Neuronale Plastizitit und das Modell zur zentralen Entstehung von

Tinnitus

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit zeigen, dass es nach Tinnitusauslosung durch
Salicylat zu einem reduzierten auditorischen Eingang bei gleichzeitiger Aktivierung des
AC kommt. Sie bestédtigen daher unsere fritheren Ergebnisse und stehen in Einklang mit
unserem Modell zur zentralen Entstehung von Tinnitus (Langner und Wallhdusser-Franke,
1999; Wallhédusser-Franke und Langner, 2001; siche auch 1.3.3). Die hier prisentierten
Daten liefern dariiber hinaus neue Erkenntnisse iliber die Interaktion zwischen der
Amygdala und dem AC. Die Gabe des muscarinergen Acetylcholinrezeptor-Antagonisten
Scopolamin fiihrt zu einer Unterdriickung der Arg3.1- und c-Fos-Bildung im AC, wéhrend
die Anzahl der markierten Neurone in CeA durch diese Behandlung nicht beeinflusst
wurde. Dies weist auf eine vom Cortex unabhidngige Aktivierung der CeA hin, die
vermutlich iiber stressbedingte Faktoren hervorgerufen wird. Gleichzeitig zeigt es, dass die
Arg3.1-Bildung und die damit einhergehenden plastischen Verdnderungen im AC {iber
cholinerge Mechanismen stimuliert werden. Mit grofSter Wahrscheinlichkeit werden diese
Verinderungen iiber die Aktivierung der Amygdala und ihre Projektionen in den Nucleus
basalis ausgelost. Zudem konnte ich zeigen, dass die plastischen Verdnderungen nach
Salicylatinjektion vermehrt den hochfrequenten Bereich des AC betreffen (siche 4.5). Man
nimmt an, dass plastische Verdnderungen im AC den Hebbschen Lernregeln folgen
(Weinberger and Bakin, 1998; Cruikshank and Weinberger, 1996a,b). Diese besagen, dass
die Ubertragung zwischen Neuronen verstirkt wird, wenn ein prisynaptischer Eingang und
eine postsynaptische Zelle gleichzeitig aktiv sind. Durch den Wegfall der lateralen
Inhibition kommt es speziell in den Randbereichen eines Horschadens zu einer verstarkten
Aktivierung. Gleichzeitig kommt es iiber modulierende cholinerge Eingénge aus dem NB,
die in diesem Szenario iiber die Amygdala aktiviert werden, zu einer unspezifischen
Aktivierung des Cortex. An den ,.koaktivierten* corticalen Neuronen im AC kann es dann
analog der Hebbschen Regeln zu einer Verstirkung der synaptischen Ubertragung
kommen. Dieser Annahme entsprechend wurden Arg3.1-bildende Neurone nach
Salicylatinjektion korrespondierend zum ausgeldosten Horschaden vornehmlich im
hochfrequenten Bereich des AC gefunden. Es ist naheliegend anzunehmen, dass die
Frequenz in der der Tinnitus wahrgenommen wird mit den Frequenzen iibereinstimmt, in

denen die grofite Aktivierung im AC stattfindet. In Einklang wurde gezeigt, dass hohe
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Dosen Salicylat bei Nagern (Brennan und Jastreboff, 1991) und Menschen (Cazals, 2000)
zur Wahrnehmung eines hochfrequenten Tinnitus fiihren.

Zusammenfassend kann man daher das Modell zur zentralen Entstehung wie folgt
erweitern. Eine Horstorung im Innenohr fiihrt iber den Wegfall der lateralen Inhibition zu
einer verstirkten Aktivierung des thalamocorticalen Systems. Dabei konnte es in den
weniger stark geschiddigten Randbereichen des Horschadens bereits zu einer Aktivierung
des AC kommen, die als Tinnitus wahrgenommen wird. Dieser Tinnitus wére vergleichbar
mit Ohrgerduschen, die normal hérende Versuchspersonen wahrnehmen, wenn sie sich in
einer schallisolierten Umgebung befinden (Heller und Bergmann, 1953) oder mit solchen
die kurzeitig spontan entstehen konnen. Meist passiert dies schon nach kurzfristiger
Reduktion des auditorischen Eingangs. Es wire vorstellbar, dass fiir die Wahrnehmung
dieser Gerdusche aufmerksamkeitssteuernde Hirnregionen wie der Locus coeruleus aktiv
sein miissen. Uber starke Emotionen, traumatische Erlebnisse oder stressbedingte Einfliisse
kommt es unabhingig von den Verdnderungen im auditorischen System zu einer
Aktivierung der Amygdala, die tiber ihre Projektionen in den NB und die von dort in den
AC ziehenden cholinergen Bahnen zu einer zusétzlichen, unspezifischen Aktivierung des
AC fiihrt. Die Koaktivierung des AC fiihrt zu plastischen Verdanderungen im AC und zu
einer Verstirkung und Stabilisierung der Tinnitusaktivitdt. Zu einem spéteren Zeitpunkt
konnte die Aktivierung des thalamocorticalen Sytems iiber die Projektionen des Cortex
und des MGB in die LA zusitzlich Einfluss auf die Aktivierung der Amygdala nehmen,
d.h. der Tinnitus selbst wird zum Stressor und die Aktivierung der Amygdala wird
verstérkt. In diesem Fall wiirden die Projektionen CeA-NB-AC-LA-CeA den so genannten
Teufelskreis der Tinnitusentstehung représentieren. Dabei geht man davon aus, dass
Tinnitus durch Stress ausgelost wird und der Tinnitus zusédtzlichen Stress verursacht,
wodurch die Tinnitusaktivitidt weiter verstarkt wird, was sich wiederum verstarkend auf
den Stress auswirkt. Bleibt der Horschaden und die stressbedingte Aktivierung der
Amygdala iiber lange Zeitrdume bestehen, konnten die plastischen Verdnderungen im
Kortex so stark werden, dass sie in einer Selbsterregung der Neurone innerhalb der
corticalen Kolumnen und damit in einer von der Peripherie unabhédngigen Tinnitusaktivitét

resultieren.
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Abb.4.2 Erweitertes Modell zur zentralen Entstehung von Tinnitus

Eingezeichnet sind nur die fiir das Modell relevanten Verbindungen und Hirnstrukturen. A:
Der verminderte auditorische Eingang fiihrt zu einem Wegfall der lateralen Inhibition und einer
Aktivierung des thalamocorticalen Systems in den weniger stark geschddigten Randfrequenzen
des Horschadens. Der Locus coeruleus regelt iiber weitverbreitete noradrenerge Projektionen
den generellen Wachheitsgrad, der eine Voraussetzung fiir die bewusste Tinnituswahrnehmung
ist. Starke Emotionen oder ein UbermaB an Stress fithren unabhiingig von der Aktivierung des
AC zu einer Aktivierung der Amygdala. Die Amygdala kann iiber ihre Projektionen in den
Nucleus basalis die thalamocorticale Riickkopplung verstirken und plastische Verdanderungen
im AC auslosen. B: Bleibt der Horschaden und die Aktivierung der Amygdala fiir einige Zeit
bestehen, wird die Aktivitdt in den positiven Riickkopplungsschleifen zwischen dem
auditorischen System und der Amygdala verstarkt und die kreisende Aktivitit innerhalb dieser
Riickkopplungsschleifen fiihrt zu einer weiteren Stabilisierung der Tinnitusaktivitit im AC. AC
- auditorischer Cortex, CN - Nucleus cochlearis, IC - Colliculus inferior, MGB - medialer
Kniekdrper, NB - Nucleus basalis

Nach unseren Befunden finden plastische Verdnderungen im auditorischen System nach
Tinnitusauslosung zunédchst im AC statt. Im Gegensatz dazu postulierten andere Autoren
subcorticale Verdnderungen im IC und DCN. Diese Verdnderungen wurden jedoch nach
langeren Zeitrdumen gefunden (Zhang und Kaltenbach, 1998; Kaltenbach und Afman,
2000; Brozoski et al., 2002; Wu et al., 2003, Zhang et al., 2003) und kénnen iiber top-down

Effekte erkldrt werden. Permanente Verdnderungen der corticalen Organisation konnen zu
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einer erhohten Aktivierung in den absteigenden Bahnen vom Cortex zur Peripherie fithren
(Eggermont, 2003). In Einklang mit dieser Annahme fanden Gao und Suga (2000), dass
eine Inaktivierung des AC plastische Verdanderungen im IC verhinderte. Gleichzeitig fiihrte
eine fokussierte elektrische Stimulation im priméren auditorischen Feld Al zu plastischen
Verdnderungen in AC und IC, wie sie auch nach Konditionierungs-Experimenten
beobachtet wurden (Gao und Suga, 2000).

Da ein Salicylat induzierter Tinnitus meist komplett reversibel ist, konnen die von mir
beobachteten Verdanderungen nur als ein erster Schritt in Richtung der Chronifizierung
eines Tinnitus angesehen werden. Dennoch erscheint es verniinftig anzunehmen, dass
weitere strukturelle Verdnderungen in den beschriebenen Hirnregionen und iiber die
beschriebenen Mechanismen ausgelost werden. Es ist bekannt, dass ein dauerhaft
verminderter sensorischer Eingang zu schwerwiegenden Verdnderungen, wie der
Umstrukturierung corticaler Karten fithrt. Solche Umstrukturierungen gehen mit
Phantomwahrnehmungen, wie Phantomschmerzen oder Tinnitus einher. Die Intensitét
einer Phantomwahrnehmung scheint dabei mit dem Ausmal der corticalen Umorganisation
korreliert zu sein (Flor et al., 1995, Knecht et al., 1996, Miihlnickel et al., 1998). Obwohl
die Plastizitit im Cortex zundchst als ein adaptiver Mechanismus angesehen werden kann,
kann sie demnach durchaus unvorteilhafte Konsequenzen haben und es stellt sich die
Frage, ob eine erweiterte Reprdsentation von Frequenzen in den Randbereichen eines
Horschadens, wie sie bei horgeschidigten Patienten (Buss et al. 1998) oder bei Tieren nach
Liasion der Cochlea auftreten (Irvine, 2000; Syka, 2002), niitzliche Informationen tragt

oder aber zu irritierenden Wahrnehmungen wie Tinnitus fithren kann.

4.8 Ausblick

Auf Grund der vorliegenden Ergebnisse erscheint es sinnvoll, die cholinergen
Mechanismen und den Effekt von Scopolamin auf die Entstehung von Tinnitus ndher zu
untersuchen. In Verhaltensexperimenten konnte man priifen, ob die Gabe von Scopolamin
nach experimenteller Tinnitusausldosung zu einer Unterdriickung der
Gerduschwahrnehmung in Versuchstieren fithrt. Um zu spezifizieren, ob die plastischen
Veridnderungen tatsdchlich iiber die cholinergen Bahnen aus dem NB stimuliert werden,
konnte man diese Bahnen mit Hilfe des Immunotoxins I1gG192 gekoppelt an Saporin

spezifisch zerstoren. IgG192-Saporin bindet spezifisch an den Neurotrophinrezeptor p75,
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der im Cortex nur in den cholinergen Terminalien vorkommt. Das Immunotoxin wird von
den cholinergen Endkndpfchen aufgenommen und in den Zellkdrper transportiert, wo es
gezielt die cholinergen Projektionsneurone zerstort (Heckers et al., 1994; Holley et al.
1994; Dornan et al. 1997; Wenk, 1997; Bucci et al., 1998) Eine Applikation des
Immunotoxins direkt im oder auf den AC wiirde somit ganz spezifisch die Projektionen
aus dem NB in den AC zerstoren, wiahrend das zentrale Nervensystem ansonsten
unbeeinflusst blieb. Weiterhin wire es interessant zu iiberpriifen, ob eine Unterdriickung
der Aktivitdt der zentralen Amygdala die Bildung plastizititsrelevanter Proteine in AC
unterdriickt. Uber elektrophysiologische Messungen konnte man untersuchen, ob es nach
experimenteller Tinnitusauslésung zu einer erhdhten Spontanaktivitit oder einer
verstirkten Antwort auf akustische Signale kommt und ob diese Verdnderungen durch die
ionotophoretische Applikation eines Acetylcholinrezeptor-Antagonisten unterdriickt
werden konnen. Falls sich in weiteren Experimenten bestétigen sollte, dass Scopolamin
oder andere Acetylcholinrezeptor-Antagonisten die Tinnitusaktivitit im Cortex
unterdriicken, konnte man iiber eine pharmakologische Anwendung dieser Substanzen bei
Tinnituspatienten nachdenken. Eventuell konnten Acetylcholinrezeptor-Antagonisten
prophylaktisch eingesetzt werden, um einer Entstehung von Tinnitus z.B. nach einem
plotzlichen Horverlust oder einer Operation am Innenohr vorzubeugen.

Eine dhnliche Strategie wurde von Ziegelginsberger (2003) beziiglich der Entstehung
chronischer Schmerzen vorgeschlagen. Es ist bekannt, dass in der Amygdala eine
besonders hohe Konzentration an Cannabinoid-Rezeptoren vorliegt. Marsicano et al.
(2002) zeigten, dass Ratten, bei denen die Gene fiir diese Rezeptoren ausgeschaltet waren,
ein antrainiertes Angstverhalten nicht mehr vergessen konnten. Die Autoren postulierten
daher, dass Cannabinoide und ihre natiirliche Wirkung auf die Amygdala notwendig sind,
um ,,falsche* Assoziationen zu verlernen. Ziegelgidnsberger (2003) schlug daher vor
Cannabinoide prophylaktisch nach Operationen zu verabreichen, die in vielen Féllen
chronische Schmerzen nach sich ziehen.

Insgesamt erscheint neben der Behandlung der Horstérung, eine Beeinflussung der
Amygdala als sinnvollste Therapie bei Tinnitus. Auch die bisher erfolgreichste Therapie
gegen Tinnitus, die ,, Tinnitus Retraining Therapie®, zielt auf eine Beeinflussung der mit
Tinnitus einhergehenden negativen Emotionen und damit auf eine Beeinflussung der
Amygdala ab. Bei dieser Therapie wird versucht die antrainierte negative Assoziation mit
Tinnitus iiber psychologische Betreuung und gezielte Ubungen aufzuldsen und damit die

Aufmerksamkeit von den Ohrgerduschen wegzuleiten. In den seltensten Féllen kommt es
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dabei zu einem Verschwinden der Ohrgerdusche. Dennoch wird in vielen Féllen erreicht,
dass Patienten nach der Therapie besser mit ihren Ohrgerduschen leben konnen.
Zukiinftige Arbeiten sollten sich daher in jedem Fall ndher mit der pharmakologischen und

verhaltenstherapeutischen Beeinflussbarkeit der zentralen Amygdala beschiftigen.
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5 Zusammenfassung

In der vorliegenden Arbeit wurde die Bildung der neuronalen Plastizitdtsmarker Arg3.1
und c-Fos im auditorischen und limbischen System der Mongolischen Wiistenrennmaus
(Meriones unguiculatus) nach experimenteller Tinnitusauslosung durch Salicylat
untersucht und mit der Bildung dieser Proteine nach akustischer Stimulation und
Salinebehandlung verglichen. Fiir den Nachweis der Proteine wurde ein klassisches
immunhistochemisches Verfahren verwendet.

Es zeigte sich, dass die Position der Arg3.1-bildenden Neurone im auditorischen Cortex
(AC) nach akustischer Stimulation von der Stimulationsfrequenz abhingt. Nach
Salicylatinjektion liegen Arg3.1-Neurone vermehrt im hochfrequenten Bereich des AC
vor. Dagegen fiihren Salineinjektionen zu einer uneinheitlichen Verteilung und einer
schwicheren Arg3.1-Markierung. C-Fos-Neurone werden nach allen Behandlungen
wesentlich hdufiger gefunden und zeigen eine breitere Verteilung. In subcorticalen
auditorischen Gebieten werden im Vergleich zu den anderen Behandlungen nach
Salicylatinjektion wesentlich weniger c-Fos-Neurone gefunden, ein Befund der auf die
salicylatbedingte Reduktion des Horvermdgens zuriickzufiihren ist. In der zentralen (CeA)
und lateralen Amygdala fithren nur Salicylatinjektionen zu einer deutlichen Arg3.1 und c-
Fos Markierung. Mit Hilfe einer radioaktiven in situ-Hybridisierung wurde gezeigt, dass
auch die arg3./-mRNA nur nach Salicylatinjektion in CeA erhoht ist. Die simultane Gabe
von Salicylat zusammen mit dem muscarinergen Acetylcholinrezeptor-Antagonisten
Scopolamin fiihrt im Vergleich zu einer reinen Salicylatgabe zu einer Unterdriickung der
Arg3.1- und c-Fos- Bildung im AC, wihrend die Anzahl der markierten Neurone in CeA
vergleichbar ist. Eine ndhere Charakterisierung der Arg3.1-Neurone iiber Fluoreszenz-
Doppelmarkierungen ergab, dass Arg3.1 in einer Untergruppe von c-Fos-Neuronen
gebildet wird. Zudem liegt Arg3.1 im AC nur in exzitatorischen Pyramidenzellen vor.
Nach experimenteller Tinnitusauslésung kommt es demnach zu plastischen Verdnderungen
im AC und der Amygdala. Die Aktivierung des AC ist dabei als Reaktion auf den
salicylatbedingten Horschaden anzusehen, wéihrend die plastischen Verdnderungen im AC
vermutlich iiber die stressbedingte Aktivierung der Amygdala moduliert werden. Dabei
konnte der Einfluss der Amygdala iiber ihre Verbindungen in den Nucleus basalis
vermittelt werden, der bekanntermaflen cholinerg in den AC projiziert. Die Arg3.1-
relevanten Verdnderungen im AC werden vornehmlich im hochfrequenten Bereich des AC

beobachtet und betreffen dort ausschlieBlich exzitatorischen Pyramidenzellen.
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