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A - EINLEITUNG 1

A EINLEITUNG

Altersbedingter Horverlust (Presbyakusis) ist ein komplexer Zustand, der bedingt
durch pathologische Veranderungen im Horsystem zum Abfall der Hérleistung fuhrt.
Die Auspragung und Genese verschlechterten Horens sind stets unterschiedlich und
betreffen nicht unweigerlich jeden Menschen gleich. Allein die einzelnen
Funktionsbereiche der Horbahn, die aneinandergereiht als Kette, den Lebewesen die
Maglichkeit bieten, mechanische Schwingungen in elektrische Impulse umzuwandeln
und diese in letzter Konsequenz als Ton- und Klanginformation wahrzunehmen und
z.B. als Sprachinformation zu verarbeiten, machen die Vielfalt und Komplexitat
moglicher Horschaden deutlich. So kdnnen Horbeeintrdchtigungen in den
verschiedensten Stationen des Gehdrs auftreten: beginnend in der Peripherie in der
Ohrmuschel, am Gehérgang, am Trommelfell und an den Gehérknéchelchen des
Mittelohres, gefolgt vom Innenohr mit der Cochlea und dem Cortischen Organ und
zuletzt in den zentralen Kernen der aufsteigenden Horbahn und im auditorischen

Cortex.

Die Auspragung der Horminderung oder die verbleibende Horqualitat ist von der
Lokalisation der Horstérung abhangig. Wahrend degenerative Veranderungen im
Alter an der Ohrmuschel, im &ul3eren Gehdrgang, am Trommelfell oder den
Gehdrknochelchen des Mittelohres nicht messbar sind (Hesse, 2006), zeichnen sich
altersbedingte Schaden im Innenohr durch Erhéhung der Horschwelle im
Schwellenaudiogramm aus. Die gréf3te Schwellenerh6hung entwickelt sich beim
Menschen bei hohen Ténen (ab 2kHz), wobei mit zunehmendem Lebensalter auch
immer mehr die mittleren und tiefen Frequenzen, die entscheidend fir den
Sprachgebrauch sind, betroffen werden (Hesse, 2006). Diese Art von Horverlust fihrt
in erster Linie zu einem Sensitivitatsverlust. Vor allem leise Téne kdnnen nicht mehr
gut verstanden werden. Durch lauteres Sprechen oder durch lauter Drehen der
Horquelle kann dieser Verlust kompensiert werden. Als weiteres Problem flhrt der
Hochtonverlust zu einem verschlechterten Verstehen von Konsonanten wie s, t, f, p,
k und Kombinationen aus Konsonanten wie ch und sch. Zudem wird das Ohr
zunehmend empfindlicher gegenuber  Storgerauschen (aus: ,hear it

Kommunikationsschwierigkeiten, http://german.hear-it.org). Das Verstehen von



A - EINLEITUNG 2

Sprache wird fur den Betroffenen immer schwieriger, wobei diese Art von Horstérung
durch gut angepasste Horgerate kompensiert werden kann.

Gegenuber peripheren Stérungen stehen zentrale Veréanderungen, die sich in
veradnderter Neuronenzahl, Struktur und Biochemie der Neurone in Kernen der
aufsteigenden Horbahn auspragen konnen. Das Hauptproblem bei zentralen
Verdnderungen zeichnet sich durch verschlechtertes Sprachverstandnis bei
Hintergrundgerauschen aus. Trotz normalem peripherem Horvermégen und
unveranderter Innenohrfunktion, kénnen im Alter Probleme auftreten, Sprache vor
allem im lauten Umfeld richtig wahrzunehmen. Mechanismen, die fur die zeitliche

Codierung akustischer Reize verantwortlich sind, sind gestort.

Einen entscheidenden Beitrag in der Schallverarbeitung in der zentralen Horbahn
bildet das inhibitorische System aus lokal unterschiedlich verbreiteten Interneuronen,
die eine Art Ruckkopplung und Gegenregulation auf die Neurone bilden, die die
Hauptinformation in hohere Hirnregionen transportieren. Ohne ihr Mitwirken wére ein
Erkennen von Sprache oder Lauten nicht mdglich. Veranderungen in diesem System
fuhren unweigerlich zu verminderter Horleistung (Caspary, 2008). Zahlreiche
psychoakustische und physiologische Tests machen die wichtige Funktion dieses
Systems deutlich (Caspary et al., 1987, Ebert und Ostwald, 1995, Caspary et al.,
1994, 2005, Backoff et al., 1997, Frisina und Walton, 1994, Boettcher et al., 1996,
Poth et al., 2001, Hamann et al., 2004, Snell et al., 1997, Snell und Frisina, 2000,
Gleich et al.,, 2003, 2007). Mit Hilfe der inhibitorischen Neurone konnen schnell
veranderliche Intensitats- und Frequenzunterschiede erfasst, minimale Licken in der
Tonabfolge erkannt und zeitlich genau codiert und weitergeleitet werden. Zudem
spielt es eine wichtige Rolle in der Echounterdriickung.

Daneben ist das inhibitorische System unerlasslich in der Lokalisation von
Schallquellen. Durch das Zusammenspiel von ipsilateralen erregenden und
kontralateralen hemmenden Eingangen in der lateralen oberen Olive (LSO), kann der
Kontrast interauraler Pegelunterschiede verstarkt werden und so zu einer besseren
Ortung der Schallquelle beitragen. Auch fur die Detektion des Laufzeitunterschiedes
in der medialen oberen Olive (MSO) spielen erregende und hemmende Eingénge
aus beiden Seiten eine entscheidende Rolle.
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Deutliche Veradnderungen im Inferior Colliculus (IC) des GABAergen
Transmittersytems zwischen alten und jungen Ratten zeigte Caspary et al. (1995).
Neben verminderter GABA Konzentration, verminderter GABA- Ab- und Aufnahmen,
verringerte prasynaptische Terminalien und veranderte GABAa
Rezeptorbindungseigenschaften, ergab sich eine signifikante Abnahme GABAerger
Neurone (Caspary et al.,, 1995). Dagegen sind bis jetzt im oberen Olivenkomplex
relativ geringe altersbedingte Veranderungen dokumentiert worden (Caspary et al.,
2008). Morphologische Untersuchungen zu altersbedingten Veranderungen des
inhibitorischen Systems im Tierlabor der HNO-KIlinik der Universitdt Regensburg an
der Wistenrennmaus zeigten fur den medialen Kern des Trapezkérpers (MNTB) bei
Waistenrennméausen fur glyzinerge Neurone eine signifikante Abnahme ihrer
SomagrofRe (Gleich und Strutz, 2002). Im lateralen Kern des Trapezkérpers (LNTB)
nahm die GroRRe der GABAergen und glyzinergen Neurone im Vergleich junger zu
alten Wistenrennméausen signifikant ab (Gleich et al., 2005). Dagegen wurde im
lateralen oberen Olivenkern nur im hochfrequenten Anteil fur GABAerge und
glyzinerge Neurone eine Abnahme ihrer Zellgré3e dokumentiert (Gleich et al., 2004).
Das Volumen der einzelnen Kerne und die Anzahl inhibitorischer Neurone scheinen
alterbedingten Einflissen gegenuber unverandert zu bleiben.

Altersbedingte Verdnderungen des inhibitorischen Systems innerhalb der
aufsteigenden Hoérbahn in den verschiedenen Kernen zeigen somit ganz
unterschiedliche Auspragungen und sind wahrscheinlich auch unterschiedlich stark

betroffen.

Da der Nucleus cochlearis (CN) als erster Kern der aufsteigenden Horbahn allen
anderen Kernen der zentralen Horbahn vorgeschaltet ist und hdhere Kerne mit
Information versorgt (Strutz, 1987), sind Veranderungen im inhibitorische System von
entscheidender Bedeutung. Ein reduziertes Antwortverhalten der fusiform cells*
(Prinzipalzellen im dorsalen Bereich des CN, die exzitatorisch Information zum
Inferior Collicullus tranportieren) sind direkt auf einen alterbedingten Verlust
glyzinerger Hemmung im CN zurtickzufihren (Caspary et al., 2005). Zudem deuten
auch andere Studien auf eine alterbedingte Abnahme inhibitorischer
Transmitterfunktion im CN hin (Banay-Schwartz et al., 1989a,b, Willott et al., 1997,
Krenning et al., 1989, Milbrandt und Caspary, 1995).
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Diese Arbeit soll dazu beitragen, altersbedingte morphologische Veranderungen im
inhibitorischen System auf der Ebene des CN festzustellen. Dabei wird zum einen die
Querschnittsflache vergleichbarer reprasentativer Hirnschnitte junger und alter
Wistenrennméuse untersucht und zum anderen die Zellzahlen und daraus die
Dichten GABAerger und glyzinerger Neurone in den CN-Unterkernen, dem
anteroventralen (AVCN), posteroventralen (PVCN) wund dorsalen (DCN)
Cochleariskern, verglichen.
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B MATERIAL UND METHODEN

Fur diese Arbeit wurden Mongolische Wistenrennméuse (Gerbils, Meriones
unguiculatus) herangezogen, die in den zentralen Tierlabors der Universitat
Regensburg (Gleich et al, 2000) geziichtet wurden.

Um mdgliche altersbedingte Veranderungen in Kerngebieten des Nucleus Cochlearis
histologisch untersuchen zu kénnen, wurden 11 ,junge® Gerbils im Alter von 4-16
Monaten und 18 ,alte” Gerbils mit 36-57 Lebensmonaten verglichen.

Die Analyse wurde an ausgewahlten frontalen Schnitten durchgefuhrt, bei denen
entweder eine immunhistochemische Darstellung der Expression von GABA
(Gamma-Aminobutyrat) oder Glyzin erfolgte.

1. Histologische Aufarbeitung

Den Tieren wurde eine letale Dosis von 0,4 ml eines Narkosegemisches
intraperitoneal verabreicht. Hierfiir wurden 0,3 ml Ketamin (10%) und 0,4 ml Rompun
(2%) gemischt. Nach Eintritt des Atemstillstandes wurde das Herz freigelegt. Eine
Knopfkanile wurde durch einen kleinen Schnitt in die linke Herzkammer eingeftihrt
und mit einer GefalRklemme fixiert. Dann wurde der rechte Vorhof erdffnet und mittels
einer Perfusionspumpe das gesamte GefalRsystem fur 1-2 Minuten mit 0,9%
Kochsalzlésung (NaCl) gespult. Nach Auswaschen des Blutes wurden 250 ml einer
Fixierlosung (4% Paraformaldehyd und 0,1% Glutardialdehyd in 0,1 M
Natriumphosphat-Puffer bei pH 7,4) innerhalb von 30 Minuten perfundiert.



B — MATERIAL UND METHODEN 6

Abb. 1: Seitlicher Blick auf das Gehirn eines Gerbils. Das Pfeildiagramm oben rechts kennzeichnet
die dorsale (d) und die rostrale (r) Ausrichtung des Gehirns. Der MaR3stabsbalken entspricht
1cm. Der lange vertikale Pfeil zeigt die Schnittrichtung an. RM: Rickenmark, KH: Kleinhirn,

GH: GrofR3hirn, FL: Flocculus Cerebelli, VIII: Hornerv/N.vestibulo cochlearis, NF: N. facialis

Das Gehirn wurde aus der Schadelkapsel freiprapariert. Dabei wurde der &ufere
Gehdrgang sowie die Bulla beurteilt, um Mittelohrentziindungen oder Blockaden des
Gehdrgangs, die die Luftleitung und somit die Horqualitat beintrachtigen kdénnen, zu
entdecken.

Die Gehirne wurden anschlieBend fir ca. 30 Minuten in 0,1 M Phosphat-Puffer
(=PB) bei pH 7,4 gewaschen und Uber Nacht bei 4C a uf dem Schiittler in einer 30%
Saccharose-Losung in PB kihl gestellt und dann durch einen senkrechten Schnitt
von dorsal nach ventral im Bereich des Grof3hirns getrimmt.

Mit dieser Schnittflache wurden die Gehirne auf den vorgekihlten Objekthalter mit
TissueTek bei -16C aufgefroren und dann mit dem Ge friermikrotom (Cyrostat,
Leica) bei eine Schnittdicke von 25um eine frontale Schnittserie durch den
Hirnstamm erstellt.

Abwechselnd wurden die Hirnschnitte nacheinander fortlaufend in vier ,24-well
plates” vorsichtig in PB Uberfiihrt. Die Schnittserie in einem ,24 well- plate* besteht
aus jedem funften Gehirnschnitt. Somit erhalt man vier gesonderte Schnittserien
eines Gehirnes, bei denen der Abstand zwischen einzelnen Schnitten 100um betragt.
Diese vier Serien wurden unterschiedlichen Farbeprozessen unterzogen:

Die ,erste” Serie diente zur Durchfihrung einer GABA- und die ,dritte* zur Glyzin-
Immunfarbung. Mit der ,zweiten® und ,vierten“ Schnittserie wurden Nissl-Farbungen

durchgefuhrt.
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Die Abbildung 1 zeigt ein freiprapariertes Gehirn eines Gerbils: Der Mal3stabsbalken
entspricht 1cm, angegeben ist die Schnittrichtung, in der das Gehirn zerteilt wurde.
Der hinter dem Hornerv liegende dorsale und posteroventrale (DCN und PVCN)
Cochleariskern und vor dem Hérnerv der antero-ventrale (AVCN) Cochleariskern

sind gekennzeichnet.

Die Hirnschnitte mit der Nissl-Farbung wurde in meiner Arbeit nicht quantitativ
untersucht. Sie dienten fir die anfangliche Orientierung beim Erarbeiten der

Anatomie des Cochleariskerns.

Fur die Nissl-Farbungen folgten nachstehende Schritte:

Die Schnittserien ,zwei* und ,vier* wurden in eine Petrischale mit PB tberfuhrt und
von dort mittels feiner Pinsel auf Superfrost plus Objektrager in richtiger Reihenfolge
und Seitenausrichtung aufgezogen. Pro Objekttrager kamen im Durchschnitt 8-10
Schnitte zu liegen. Nach griandlicher Trocknung wurden sie mit aqua dest.
gewaschen und anschlie3end zur Farbung fur 10 Minuten in Kresylviolett-Farbldsung
(2,59 Kresylviolett, 0,102g Na-Acetat, 1,55ml Eisessig, 500ml| aqua dest., pH 3,5)
belassen. Der Farbiberschuld wurde anschlieBend mit aqua dest. abgespdtlt und die
Objekttrager fur 3 Minuten in 96% Ethanol tGberfihrt. Zur Farbdifferenzierung bis zum
gewinschten Farbegrad wurden die Objektrager in eine Lésung aus 300ml 96%-igen
Ethanol und 1ml Eisessig gelegt. Zum Entwéassern diente ein Folgebad von jeweils 3-
mal 3 Minuten in 96%-igen Ethanol und 2-mal in 100%-igen Ethanol. Zuletzt folgte
eine Uberfiihrung in Xylol, dann wurden die Schnitte mit dem EinschluRmittel

Entellan (Merck) und einem Deckglas versehen.

Bei den Schnittserien ,eins“ und ,drei* wurde immunhistochemisch die Expression
von GABA und Glyzin dargestellt. Sie wurden zuerst 3-mal fir 10 Minuten in PBS (=
PB mit 0,9% NaCl) gewaschen. Um endogene in den Schnitten vorhandene
Peroxidase-Aktivitat zu blockieren, wurden die Schnitte fir 60 Minuten in PBS mit 3%
H202 und 10% Methanol deaktiviert. Anschlieend wurde 3-mal mit PBS fiur je 10
Minuten gespult. Die Schnittserie ,drei* fur die Glyzin-Immunfarbung wurde fir 10
Minuten in frisch angesetzter 0,1 M Sodium-Borohydrid-Losung in PBS reduziert und
im AnschluR10 Minuten mit PBS gewaschen.

Die Schnittserie ,eins" fur die GABA-Immunfarbung wurde nur in PBS aufbewabhrt.
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Beide Schnittserien wurden dann zweimal mit 0,3% Triton X100 in PBS (PBST)
gewaschen. Um nicht spezifische Bindungsstellen zu blockieren, wurden beide
Serien 30 Minuten lang in einer Losung aus 10% Normalem Esel Serum (Dianova),
2,5% Magermilchpulver (Milupa) und 0,3% Trition X100 in PBS inkubiert. Diese
Losung wurde abpipettiert und beide Schnittserien ohne weiteren Waschvorgang mit
ihren entsprechenden Antikdrperlésungen versehen. Jeder 6. Schnitt in einer Serie
enthielt als Kontrollschnitt eine Losung ohne Antikérper. Die Grundlésung enthielt
0,1% normales Esel Serum, 2,5% Magermilchpulver (Milupa) und 0,3% Trition X100.
Hinzu kamen die jeweiligen Antikérper. Fur Glyzin: Chemicon, polyklonales Hasen-
Anti-Glyzin, AB139, 1:150; fur GABA: Chemicon, monoklonales Maus-Anti-GABA,
MAB316, 1:200. Die Inkubation erfolgte Uber Nacht im Kihlraum auf dem Schattler
bei 4C. Im Anschluss folgte eine 3-mal 10-minitige Waschung mit PBST und
daraufhin eine zweistindige Inkubation mit den sekundaren Antikérpern. Fur Glyzin:
Dianova, biotinylierter Esel gegen Kaninchen Antikorper, 1:250 ; fur GABA: Dianova
biotinylierter Esel gegen Maus Antikorper, 1:400. Die Schnittserien wurden wieder
dreimal mit PBST gewaschen und mit Meerrettichperoxidase konjugiertem Avidin-
Biotin Komplex (Vectastain) fur eine Stunde (laut Herstellerangaben) inkubiert. Bevor
sie fur 10 Minuten mit Diamminbenzidin-Losung (0,05% DAB, 0,02% Ammonium
Nickel Sulfat in PBST) zum Inkubieren gebracht wurden, wurden die Schnittserien
wieder 3-mal fur 10 Minuten mit PBST gewaschen. Zur 0,05%-igen
Diamminobenzidin-Losung wurde dann H202 hinzugegeben, um auf eine endgultige
Konzentration von 0,006% zu kommen. So wurden sie fur weitere 10 Minuten
inkubiert, 3-mal far 10 Minuten mit PBST gewaschen und Uber Nacht bei 4C
eingelagert. Am Morgen wurden die Schnitte in Petrischalen mit aqua dest. Gberfihrt.
Von dort wurden sie wie oben beschrieben auf Objekttrager aufgezogen. Nach
vollkommener Trocknung wurden die Objekttrager mit destilliertem Wasser
gewaschen und zum Entwassern mit Alkoholen aufsteigender Konzentration (70%,
80%, 90%, 96%, 100%) gebadet. Anschliel3end wurden sie Xylol Uberfihrt und mit

dem Einschlussmittel Entellan (Merck) und einem Deckglas eingedeckt.
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2. Lichtmikroskopische Auswertung

2.1 Auswahl der Schnitte aus den rostro-caudalen Sc hnittserien

Insgesamt standen frontale Schnittserien von 64 Wistenrennmausen zur Verfiigung.
Daraus mussten fur die Analyse komplette und artefaktfreie Serien durch den CN von
den Tieren ohne Probleme im Bereich des aul3eren Gehoérgangs oder des Mittelohrs
ausgewahlt werden.

Der am meisten caudal gelegene Schnitt, auf dem der DCN zu erkennen war, stellte
sich als sichelformige Erhebung Uber den lateralen Hirnstamm (Moore, J.K. 1986)
dar. In den nach frontal folgenden Schnitten lies sich schon sehr bald die
charakteristische Dreischichtung des DCN (molekulare, fusiforme, sowie eine
polymorphe tiefe Schicht mit Riesenzellen) erkennen. Der N. vestibulocochlearis,
dessen Fasern von ventral in den CN einstrahlen und der den PVCN vom AVCN
trennt, diente ebenfalls als ,Landmarke®. Die Schnitte, in denen die Nervenfasern von
ventral in den VCN einstrahlen, sind eindeutig zu erkennen. Als Ende der
Schnittabfolge (100% Schnittstelle) diente der am meisten rostral gelegene Schnitt, in
dem letzte Zellansammlungen (Spharische und Multipolare Zellen) des AVCN zu
erkennen waren.

Um einen direkten Vergleich zwischen den einzelnen Tieren zu erméglichen, wurden
anhand von anatomischen Landmarken Schnitte an spezifischen rostro-caudalen
Positionen ausgewahlt. Dazu diente wie oben beschrieben der am meisten caudal
gelegene Anschnitt des DCN, der am meisten caudal und am meisten rostral
gelegene Schnitt des Hornervs und der am meisten rostral gelegene Anschnitt des
AVCN. Da die Langsachse der Gehirne beim Schneiden nicht immer perfekt
senkrecht zur Schnittebene ausgerichtet waren, erfolgte dies separat flr den rechten
und linken Cochleariskern. Als Referenz fir die Auswahl der im Detail zu
untersuchenden Schnitte wurde die Mitte des HOrnervs, also die Mitte zwischen dem
am meisten caudal und am meisten rostral gelegenen Schnitt definiert. Fur die
Analyse des DCN/PVCN wurde dann der Schnitt ausgewahlt, der mittig zwischen
dem am meisten caudal gelegenen Anschnitt des DCN und der Mitte des Hornervs

lag. Fur die Analyse des AVCN wurde der Schnitt ausgewahlt, der mittig zwischen
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der Mitte des Hornervs und dem am meisten rostral gelegenen Schnitt durch den
AVCN lag (siehe Abbildung 2).

Durchgefiihrt wurde die Sichtung zur Auswahl geeigneter Schnittserien und der fur
die detaillierte Analyse geeigneten Schnitte mit Hilfe eines Lichtmikroskopes
(Laborlux, Leica). Verwendet wurden Objektive mit der VergroRerung 2,5x, 10x, 25x
und 40x mit einem 12,5- fach vergrol3ernden Okular. Zur Dokumentation wurden
mittels einer Videokamera (JVC TK-C1381, Color Video Camera, Digital 0,5 Inch
CCD) und dem Bildverarbeitungsprogramm PicEd Cora (Version 8.38, Jomesa
Mel3systeme GmbH, Minchen, Deutschland) Bilder auf einen 17 Zoll Bildschirm
Ubertragen und einzelne Bilder digitalisiert.

Abbildung 2 zeigt in einer vereinfachten Darstellung einen lateralen Blick auf den
rechten Cochleariskern einer Wustenrennmaus. Die drei Unterkerne mit der
ungefdhren Lage der fir die detaillierte Analyse ausgewéhlten Schnitte sind
dargestellt.

Ausgesondert wurden Tiere mit unvollstandigen Schnittserien, Artefakten, groben
Rissen und Uberlagerungen in den auszuwertenden Bereichen der Schnittserie.
Sowie Tiere, bei denen UnregelméaRigkeiten im Bereich des Gehorgangs oder der
Bulla aufgefallen waren. Es ergaben sich 14 Gerbils, an denen
immunhistochemische Farbungen sowohl fur GABA als auch Glyzin untersucht
werden konnten. Bei 11 Tieren wurden nur die GABA-Farbung und bei 4 Tieren nur
die Glyzin-Farbung zur Untersuchung herangezogen. Um eine Beeinflussung oder
einen systematischen Fehler bei der Datenerhebung zu vermeiden, war das Alter der
Tiere wahrend der gesamten Datenerhebung nicht bekannt.
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\ \/

Abb. 2. Lateraler Blick auf den schematisch dargestellten rechten CN mit Kennzeichnung der
ausgewahlten Schnittstellen (senkrechte durch Pfeile gekennzeichneten Linien). Das

Pfeildiagramm unten links gibt die dorsale (d) und die rostrale (r) Richtung an.

2.2 Digitalisierung der Schnitte

Zur Digitalisierung der fur die detaillierte Analyse ausgewahlten Schnitte wurde ein
Mikroskop der Firma Leica (Leitz DM- RBE), eine Digitalkamera ,spot 2000“
(Diagnostic Instruments, inc.) mit zugehdriger Rechnersteuerung und das
Computerprogramm ,Metamorph® (Version 3.51; Universal Imaging Corporation,
West Chester, NY, USA) benutzt. Die Auflésung der digitalisierten Bilder betrug bei
den benutzten 20x Objektiv 0,3490um pro Pixel. Die Bilder wurden mit dem roten
Farbkanal im 12 bit Modus (= 4096 Graustufen) aufgenommen und als 16 bit
Graustufenbild (65536 Graustufen) abgespeichert. Zuerst wurden optimale

Beleuchtungsparameter ermittelt: Lampenspannung, Belichtungszeit und Graufilter
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wurden auf die Variabilitat der Farbeintensitdten zwischen einzelnen Praparaten
abgestimmt. Ziel war es hier fur alle Schnitte einen Satz von Parametern zu finden
bei dem die Minima und Maxima der Grauwertverteilung Gber O und unter 4096
lagen. Da alle Schnitte mit den gleichen, so etablierten Parametern digitalisiert
wurden ist es moglich eine quantitative Untersuchung der Farbeintensitat
durchzufihren und so ein quantitatives Mal3 fur die Expression von GABA bzw.
Glyzin zu erhalten.

Vor jeder Digitalisierung einer Bildserie (fur einen Schnitt) wurde nach erfolgter
Einstellung der Belichtungs- und Beleuchtungsparameter ein ,Leerbild® (ohne
Objekttrager) aufgenommen, in ein ,Negativbild® umgewandelt und als Maske
benutzt, die von jedem Bild der Serie subtrahiert wurde. Dies diente dazu, Storfelder
im Strahlengang des Mikroskops zu korrigieren und die Bilder gleichmalig
auszuleuchten.

Fur die Aufnahme eines Schnittes waren viele Einzelbilder notwendig, die mit
Zuhilfenahme eines Rasters aufgenommen und nach Subtraktion des Hintergrunds
einzeln fortlaufend nummeriert als tif-Dateien abgespeichert wurden. Die Fokussuche
erfolgte Uber das 10-er Objektiv, die Aufnahme Uber das 20-er Objektiv. Es wurde
stets die tiefste Ebene des Schnitts scharf gestellt, also derjenige Bereich, der auf
dem Objekttrager aufsitzt. Somit wurde gewdhrleistet, stets in der gleichen
Aufnahmeebene zu bleiben und unnétige Unscharfen, bedingt durch Unebenheiten
der Schnittoberflache, zu vermeiden. Bei manchen Praparaten waren die Rander
durch Aufwolbung und Stauchung unscharf. An diesen Bildstellen wurden mehrere
Bilder desselben Bildfelds in unterschiedlichen Ebenen aufgenommen. Diese
einzelnen Ebenen wurden spéater im Photoshop (Version 4.0, Adobe) Ubereinander
gelegt und die unscharfen Bereiche der einzelnen Ebenen mit dem Radierwerkzeug
ausradiert. So wurden diese Randartefakte ausgeglichen und es entstanden scharfe
Bilder.

Um die originalen 16bit Bilddateien in Photoshop zu einer Ubersicht des gesamten
Schnittes mit hoher Auflosung zusammenzusetzen, mussten sie in 8bit Graubilder
umgewandelt werden. Dafir wurde eine (geeignete Tonwertanpassung
vorgenommen, um die 16bit Bilder mit 65536 Graustufen optimal im 8bit Modus mit
nur 256 Graustufen darzustellen zu kdnnen. Dies erfolgte in mehreren Schritten, aber
identisch fur samtliche Bilder und alle Schnitte. AnschlieBend wurden alle

Einzelbilder in den 8 bit Modus Uberfihrt, die so bearbeiteten Bilddateien separat



B — MATERIAL UND METHODEN 13

abgespeichert, so dass die originalen 16bit Bilddateien fur mogliche spatere
Analysen unverdndert erhalten blieben. Danach wurden die Teil-Bilder eines
Schnittes im Photoshop zu einem Gesamtbild zusammengefiigt und ebenfalls
separat abgespeichert. Es sei angemerkt, dass immer darauf geachtet wurde,
samtliche Bilder gleich zu behandeln.

Abbildung 3 zeigt fur beide Farbungen, GABA und Glyzin, jeweils den fir die
detaillierte Analyse ausgewéhlten Schnitt von DCN/PVCN und vom AVCN. Hierfur

wurde das Tier mit der Nummer 808 ausgewabhilt.
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Abb. 3: Darstellung der fur die Analyse ausgewahlten Schnitte durch DCN/PVCN und AVCN fir die
GABA- und die Glyzinfarbung bei Tier 808. Der Mal3stabsbalken entspricht 500um.

2.3 Vermessung der Unterkerne

Mit den so digitalisierten Schnitten konnten nun die einzelnen Unterkerne DCN,
PVCN und AVCN vermessen werden. Hierfir wurde das Programm PicEd Cora
(Version 8.38, Jomesa Mel3systeme GmbH, Minchen, Deutschland) benutzt.

Da die GroRRe einiger der zusammengesetzten Bilddateien des DCN/PVCN
Komplexes Uber 50MB lag und diese von der Bildanalyse-Software nicht mehr
verarbeitet werden konnte, wurde fir die Vermessung der Querschnittsflachen die
Dateigro3e dadurch reduziert, dass im Photoshop die Auflésung halbiert wurde und
so die Auflosung nun 0.698um pro Pixel entsprach.

Mit Hilfe der Maus und der PicEd Cora Software konnte die gewinschte Flache
interaktiv umzeichnet werden und Uber die Anzahl der innerhalb der gezeichneten
Flache gelegenen Pixel die Flache in um2 ausgegeben werden.

Im linken Teil der Abbildung 4 wurden die Grenzen von DCN, PVCN und AVCN in
einem Beispiel dargestellt. Im rechten Teil sind diese Bereiche noch einmal
schematisch gezeigt und jeweils separat gekennzeichnet.

Der DCN wurde unterhalb der fusiformen Zellschicht geteilt. Der obere Teil enthalt
die molekulare und die fusiforme Zellschicht und wird fortan nur als ,molekulare
Schicht“ bezeichnet. Die beiden &ulReren Schichten werden in dieser Arbeit
zusammengefasst, da eine genauere Abgrenzung in den immunhistochemisch
gefarbten Schnitten nicht eindeutig moglich war. Der untere Teil stellt die tiefe
Schicht dar. Die Gliederung des DCN in drei Schichten entspricht der Einteilung wie
sie Brawer, Morrest und Kane 1974 fir die Katze vorgenommen hatten. Fir das
Ziehen der Grenzen wurden hierfir auch entsprechende Schnitte der Nissl-Féarbung
zu Hilfe genommen. In der Schemazeichnung rechts neben dem Hirnschnitt sind die

molekulare Schicht mit ,m" und die tiefe Schicht mit ,t* gekennzeichnet. Desweiteren
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wurde der DCN entsprechend seiner tonotopen Organisation gleichmaRig in einen
dorsalen, mittigen und ventralen Teil gedrittelt.

Im Folgenden wird kurz auf die Beschreibung der ,tonotopen Gliederung®
eingegangen: Diese Dreiteilung wird fir den DCN und den AVCN vorgenommen.
Fasern des N. accusticus werden zum ersten Mal im Verlauf der Horbahn im CN
umgeschaltet. Das Faserbindel ist entsprechend ihres Innervationsgebietes in der
Cochlea gegliedert. Hochfrequente Informationen werden in der Cochlea im basalen
Teil und niedrigfrequente Informationen im apikalen Teil der Cochlea verarbeitet.
Erreichen sie den CN, teilen sie sich und ziehen jeweils in den dorsalen (DCN) und
ventralen (VCN) Teil des CN. Dabei wird die frequenzspezifische Gliederung der
Fasern beibehalten. Fasern, die hochfrequente Informationen transportieren und vom
basalen Teil der Cochlea stammen, ziehen in dorsale Bereiche der CN-Kerne;
Fasern, die niedrigfrequente Informationen transportieren und vom apikalen Teil der
Cochlea stammen, ziehen in ventrale Bereiche der CN-Kerne (Strutz 1987).

In der schematischen Darstellung in Abbildung 4 wurden hierfir romische Ziffern
verwendet: I entspricht dem dorsalen Bereich, der die hohen Frequenzen
reprasentiert, ,I1“ bildet den mittigen Bereich mit den mittleren Frequenzen und III*
steht fir den ventralen Teil mit dem niederen Frequenzbereich des DCN. Die
Flacheninhalte der so ermittelten 6 Teilbereiche des DCN wurden in einer Excel-
Tabelle erfasst. Die Summe daraus ergab die Gesamtflache des DCN.

Der angrenzende PVCN wurde ebenfalls mit der Maus umfahren. Aufgrund
unterschiedlicher Dichtegrade und zytoarchitektonischer Unterschiede wurde der
PVCN in zwei Bereiche aufgeteilt: einen dorsalen Teil mit geringer Neuronendichte
mit Octopuszellen (,d“) und einen ventralen Teil mit einer hdéheren Dichte an
vorwiegend Multipolaren Zellen (,v*) (Webster, 1982). Der Bereich der Granularzellen
(,9") zwischen DCN und PVCN wurde separat erfasst.

Der AVCN, ebenfalls dargestellt in Abbildung 4, wurde entlang seiner tonotopen
Organisation in gleichmaRige Flachenanteile gedrittelt. Somit erhielt man im AVCN
einen dorsalen, hochfrequenten (,I*), einen mittleren mittelfrequenten (,11“) und einen

ventralen tieffrequenten (,I11“) Teil.
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Abb. 4: Darstellung des DCN/PVCN und AVCN mit umfahrenen Einzelflachen. Die Schnitte
entsprechen den Glyzinschnitten aus Abb. 3. Daneben sind die einzeln umfahrenen
Teilbereiche schematisch dargestellt: Rdmische Ziffern stehen fiir die tonotope Gliederung
(I= hoher Frequenzbereich, ll= mittlerer Frequenzbereich, llI= tiefer Frequenzbereich),
diese Gliederung wurde fur den DCN und den AVCN vorgenommen; m= molekulare
Schicht des DCN; t= tiefe Schicht des DCN; g= Granularzellbereich; d= dorsaler Teil des
PVCN; v= ventraler Teil des PVCN.

2.4 Zahlung der Neurone

Zum Auszéhlen der einzelnen Neurone wurden samtliche digitalisierten Schnitte mit
einer Auflosung von 180 Pixel pro Inch ausgedruckt; dies entspricht bei einer
Kantenlange eines Pixels von 0.698um einer 202-fachen Endvergro3erung. Die
Ausdrucke wurden mit einem HP Design Jet 2500 CP -Drucker erzeugt.

Auf diesen Ausdrucken wurden dunkel gefarbte Zellkorper identifiziert, mit einem
roten Filzschreiber markiert und fur jeden der in Abbildung 4 dargestellten

Teilbereiche separat ausgezahlt.
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Es sei angemerkt, dass bis zu diesem Zeitpunkt das jeweilige Alter der Tiere nicht
bekannt war. Eine unvoreingenommene Auswertung der Tiere unabh&ngig von ihrem

Alter war somit gewahrleistet.

Fur die tabellarische und grafische Auswertung der Daten wurde das Programm
Microsoft Office Excel 2003 und fur die statistische Analyse das Statistikprogramm
SPSS (Version 12,0) verwendet.
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C ERGEBNISSE

1. Altersbedingte Veranderungen der Querschnittsfl achen von
DCN, PVCN und AVCN

Die Diagramme 1A, 1B und 1C zeigen die Querschnittsflachen der drei Unterkerne
des CN (DCN, PVCN, AVCN) in Abhangigkeit vom Alter. Bei jedem Tier wurde
entweder ein rechter oder ein linker CN fir die Analyse ausgewahlt (Ausnahme Tier
764). Insgesamt wurde bei 12 Tieren der linke und bei 16 Tieren der rechte CN sowie
bei Tier 764 ein rechter (Glyzinfarbung) und ein linker (GABA-Farbung) Schnitt
ausgewertet. Bei 4 Tieren lagen Messungen nur von Glyzin und bei 11 nur von
GABA gefarbten Schnitten vor. Bei den 14 Tieren, bei denen Messungen sowohl an
GABA als auch an Glyzin gefarbten Schnitten durchgefihrt wurden, ist hier der
Mittelwert aus beiden Messungen gezeigt, so dass hier fir die Abbildungen und die
daraufhin durchgefiihrte statistische Auswertung pro Tier genau ein Messpunkt
verwendet wurde. Somit ergaben sich insgesamt 11 ,junge” Tiere (4-16 Monate) und
18 ,alte” Tiere (36-57 Monate) zum Vergleich. Die dazugehérigen Werte finden sich
in Tabelle 1 (die Einteilung der alten Tiere in Alt | und Alt Il wird auf Seite 24 erklart).
In Tabelle 2 sind zu den jeweiligen Tieren die verwendete Farbung und die
untersuchte Korperseite aufgefiuhrt.

Die rein optische Beurteilung der Diagramme 1A und 1B Ilasst auf keine
altersbedingte Anderung der Querschnittsflache von DCN und PVCN schlieRen, die
gestrichelt dargestellte Verbindungslinie der Gruppenmittelwerte von jungen und
alten Tieren verlauft anndhernd horizontal. Im Gegensatz dazu weisen einige alte
Tiere beim AVCN deutlich reduzierte Querschnittsflachen auf (Diagramm 1C) und
auch die Verbindungslinie der Gruppenmittelwerte weist auf eine Abnahme der
AVCN-Querschnittsflache bei alten Tieren hin.

Die Ergebnisse wurden mit zwei unterschiedlichen statistischen Verfahren
ausgewertet. Da die Verteilung des Alters in der gesamten Stichprobe erheblich von
der Normverteilung abwich, wurde der Einfluss des Alters auf die Querschnittsflache
nicht mit einer linearen, sondern mit der Spearman Rang Korrelation untersucht

(siehe Tabelle 3). Im zweiten Ansatz wurde der Mann-Whitney-U Test benutzt, um
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die Gruppe der jungen mit der Gruppe der alten Tiere zu vergleichen (siehe Tabelle
5).

Mit der Spearman Rang Korrelation war bei keinem der CN-Unterkerne ein
signifikanter Einfluss des Alters festzustellen. Obwohl beim AVCN mit einem

Signifikanzwert von p = 0,103 ein Hinweis auf einen mdglichen Trend bestand.

Tier Alter DCN PVCN AVCN Gruppe
(Nummer) (Monate)

697 4 0,57 0,43 0,52 1

713 4 0,45 0,47 0,41 1

718 4 0,55 0,38 0,42 1

727 4 0,59 0,37 0,43 1

666 6 0,65 0,63 0,58 1

710 8 0,71 0,47 0,53 1

711 8 0,60 0,46 0,56 1

838 8 0,61 0,57 0,47 1

760 11 0,48 0,35 0,49 1

705 15 0,61 0,42 0,45 1

768 16 0,70 0,43 0,51 1

702 36 0,52 0,48 0,39 3

798 36 0,64 0,38 0,41 2

764 37 0,52 0,55 0,48 2

805 38 0,64 0,48 0,40 3

808 38 0,68 0,59 0,31 3

759 40 0,57 0,32 0,50 2

793 40 0,58 0,56 0,53 2

819 41 0,50 0,29 0,38 3

762 42 0,65 0,45 0,47 2

763 42 0,61 0,37 0,45 2

815 42 0,67 0,42 0,50 2

785 43 0,63 0,62 0,48 2

786 43 0,56 0,62 0,54 2

822 43 0,59 0,52 0,28 3

795 46 0,68 0,43 0,39 3

827 48 0,50 0,30 0,38 3

839 51 0,48 0,57 0,40 3

782 57 0,27 0,29 0,44 2

Tab. 1: Mittlere Querschnittsflache (mm2) von DCN, PVCN und AVCN fur alle
Gerbils. Bei Tieren bei denen Daten sowohl aus GABA als auch Glyzin
gefarbten Schnitten vorlagen wurde der Mittelwert gebildet.

Gruppe 1: junge Tiere; Gruppe 2: Alt I; Gruppe 3: Alt Il
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Tier Alter Farbung Kdrperseite
(Nummer) (Monate)
697 4 GABA / Glyzin li
713 4 GABA / Glyzin re
718 4 Glyzin li
727 4 GABA / Glyzin li
666 6 GABA li
710 8 GABA re
711 8 GABA li
838 8 GABA / Glyzin re
760 11 Glyzin li
705 15 GABA re
768 16 GABA / Glyzin re
702 36 GABA li
798 36 GABA / Glyzin li
764 37 GABA / Glyzin li/re
805 38 GABA / Glyzin li
808 38 GABA / Glyzin re
759 40 GABA re
793 40 GABA / Glyzin re
819 41 GABA / Glyzin li
762 42 GABA / Glyzin re
763 42 Glyzin re
815 42 GABA li
785 43 GABA re
786 43 GABA / Glyzin re
822 43 GABA / Glyzin re
795 46 GABA re
827 48 GABA re
839 51 GABA li
782 57 Glyzin li

Tab. 2: Auflistung fir jedes Tier der untersuchten Farbung und der verwendeten Koérperseite. Bei 14
Tieren wurde sowohl die GABA- als auch die Glyzinfarbung untersucht. Beim Tier mit der
Nummer 764 wurden beide Farbungen untersucht, wobei bei GABA die linke und bei Glyzin

die rechte Kdrperseite untersucht wurde.
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Diagr. 1: Darstellung der Querschnittsflichen (mm?) entsprechend dem Alter fir den DCN (A), PVCN

(B) und AVCN (C). Unterschiede zwischen den beiden immunhistochemischen Farbungen

wurde hier nicht gemacht. Die dazugehotrigen Werte finden sich in Tabelle 1. Die

gestrichelte Linie verbindet die Gruppen-Mittelwerte der jungen und der alten Tiere.

Spearman Rang Korrelation
DCN
0,622

PVCN
0,898

AVCN
0,103

Einfluss des Alters
N=29

Tab. 3: Statistische Auswertung der Korrelation zwischen Alter und Querschnittsfliche von DCN,

PVCN und AVCN. In der Tabelle sind die jeweiligen p-Werte angegeben. Die

Wabhrscheinlichkeiten liegen in dieser Stichprobe fir jeden Unterkern des CN Uber dem

Signifikanzniveau von 0,05.
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Im Diagramm 2A, 2B und 2C wird der Vergleich der Gruppenmittelwerte (und
Standardabweichungen) von jungen und alten Tieren in einem Saulendiagramm
wiedergegeben. Die dazugehoérigen Werte finden sich in Tabelle 4.

Die Querschnittsflachen des DCN verkleinern sich im Alter im Mittel um 5% und die
Flachen des PVCN nehmen sogar um 2% zu. Am starksten nehmen die
Querschnittsflachen des AVCN mit 12 % im Mittel ab. Diese Anderung bestatigt sich
nach dem Mann-Withney-U Test als signifikant (p=0,035). Die Querschnittsflachen
des DCN und des PVCN zeigen keine signifikante Anderung mit dem Alter

(vergleiche Tabelle 5).

DCN PVCN AVCN

0,70 0,70 0,70
2 0,60 £ 0,60 £ 0,60
o | | |
:8 , E ’ § , *
@ 3 ja
£ 050 - 2 0,50 A E 0,50 -
S S S
@ 2 2
© 0401 S 0,40 - S 0,40 -
o o o

0,30 A 0,30 A 0,30 A

Jung Alt Jung Alt Jung Alt
A B C

Diagr. 2: Vergleich der mittleren Querschnittsflachen junger mit alten Gerbils fir den DCN (A), PVCN
(B) und AVCN (C)

angegeben. Die dazugehorigen Werte finden sich in Tabelle 4. (Schwarzer Stern=

signifikanter Unterschied, p < 0.05)

Alter DCN PVCN AVCN
(Monate)
Jung 8+/-4,16 0,60+/-0,08 [0,45+/-0,08 [0,49+/-0,06
N=11
Alt 42,39+/-5,25 ]0,57+/-0,10 |0,46+/-0,11 [0,43+/-0,07
N=18
Alt | 42,63+/-5,34 10,57+/-0,11 |0,46+/-0,12 |0,48+/-0,04
N=10
Alt 1l 42,20+/-5,73 10,57+/-0,08 |0,46+/-0,11 |0,37+/-0,05
N=8

Tab. 4: Mittleres Alter und mittlere Querschnittsflachen mit Standardabweichungen (mm?2)

im Saulendiagramm. Standardabweichungen sind als Striche
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Mann-Withney-U Test

DCN PVCN AVCN
Einfluss des Alters 0,707 0,912 0,035

N=29

Tab. 5: Statistischer Vergleich der Querschnittsflache von DCN, PVCN und AVCN zwischen jungen
und alten Tieren. In der Tabelle sind die jeweiligen p-Werte angegeben. Nur beim AVCN zeigt
sich mit einem Signifikanzniveau von unter 0,05 eine signifikante altersbedingte Reduktion der

Querschnittsflache bei alten im Vergleich zu jungen Tieren (fett/unterstrichen).

Bei der Betrachtung von Diagramm 1C, erkennt man fur die Querschnittsflachen des
AVCN alter Gerbils eine gro3ere Streubreite, als bei den jungen: Die Flachen junger
Tiere liegen zwischen 0,41mm?2 und 0,58mm?, die der alten zwischen 0,28mm?2 und
0,54mm?2, Es gibt also alte Tiere, deren AVCN-Querschnittsflache im Grdl3enbereich
junger Tiere liegen. Ebenso gibt es aber alte Tiere, deren AVCN-Querschnittsflache
die Werte junger Tiere nicht mehr erreichen. Diese alten Tiere scheinen im Hinblick
auf ihre AVCN-Querschnittsflache ,beeintrachtigt* zu sein.

Da der kleinste Wert fur die Querschnittsflache des AVCN bei den jungen Tieren
0.41mmz2 war, wurde ein Wert von 0.4 mm?2 gewahlt, um die alten Tiere in ,normale”
und ,beeintrachtigte” Gruppen zu unterteilen. Die alten Tiere werden in zwei Gruppen
geteilt: einmal die 8 Tiere, deren AVCN-Querschnittsflache im Alter im Vergleich zu
den jungen Tieren deutlich kleiner wird ( kunftig Alt Il genannt), zum anderen die 10
Tiere, deren AVCN-Querschnittsflache im Alter im Vergleich zu jungen Tieren gleich
bleibt ( kiinftig Alt I genannt). Die Mittelwerte der Querschnittsflachen und deren
Standartabweichung sind in Tabelle 4 aufgelistet. Zusatzlich ist fur jede Gruppe das
mittlere Alter angegeben. Das mittlere Alter der Tiere in Gruppe Alt | (42,20 +/- 5.73
Monate) entspricht dem der Tiere in Gruppe Alt Il (42.63 +/- 5.34 Monate).

Die Diagramme 3A, 3B und 3C entsprechen inhaltlich den Diagrammen 1A, 1B und
1C. Hier wurden lediglich die beiden Altersgruppen Alt | und Alt Il optisch
unterschieden. Die ,schwarzen“ Rauten entsprechen der Gruppe Alt | (,normale”
Tiere) und die ,weil3en” der Gruppe Alt Il (,beeintrachtigte” Tiere). Zusatzlich wurde
der Flachenmittelwert aller jungen Tiere mit dem Flachenmittelwerte aller alten Tiere
(durchgezogene Linie) verbunden und ebenso mit dem der Gruppe Alt | (gestrichelte

Linie) bzw. Alt Il (gepunktete Linie).
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Im Diagramm 3C sieht man jetzt deutlich den Unterschied der Flachenwerte, den die
Gruppe Alt Il zur Gruppe der jungen Tiere (,schwarze“ Dreiecke) aufweist. Die
Gruppe Alt | hat &hnlich hohe Flachenwerte wie die jungen Tiere (siehe auch Tabelle
5).

Einen deutlichen Unterschied der Flachenmittelwerte zeigt auch die starke Divergenz
der gestrichelten und gepunkteten Linien, die den Flachenmittelwert junger Tiere mit
denen von Alt | bzw. Alt Il verbinden.

In den Diagrammen 3A und 3B sind fur den DCN und den PVCN diejenigen alten
Tiere, deren AVCN-Flache im Alter kleiner wird (Alt II) ebenfalls durch weilRe Rauten
markiert. Eine systematisch unterschiedliche Verteilung wie im AVCN ist in den
Querschnittsflachen von DCN und PVCN nicht zu erkennen. Wie Tabelle 4 zeigt, gibt
es im DCN und PVCN keine wesentlichen Unterschiede zwischen den einzelnen
Gruppen. Die Verbindungslinien des Flachenmittelwertes junger Tiere mit dem von
Alt I (gestrichelte Linie) und Alt Il (gepunktete Linie) in den Diagrammen 3A und B
kommen direkt Gbereinander zu liegen. Die Grof3e der Querschnittsflachen von DCN
und PVCN stehen in keinem ersichtlichen Zusammenhang mit der
~Flachenschrumpfung” des AVCN mancher alter Tiere. Das kann bedeuten, dass es
zwischen den CN Unterkernen unabhéngige und unterschiedliche pathologische
Veranderungen im Alter gibt.
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o Al Linear (Jung/alle Alt) o Al Linear (Jung/alle Alt)
—— —Linear (Jung/Alt])  ----- Linear (Jung/Alt Il —— - Linear (Jung/Alt)  ----- Linear (Jung/Alt )
0,8 - 0,8
DCN PVCN
) . 4 O o 0
ey A Q@
S 06 - A 2 S o6 * ¢
s 06 a2t .2 s " A > °
0w A o R -
s £ R SN E £ o %
£ E A S E A4 00
® 04 - ST 04 4 “ *°
© = ! 'y * o
5 [} A
= .
o4 . & o .
0.2 | | ‘ ‘ ‘ 0,2 ‘ ‘ ‘ ‘ ‘
0 12 24 36 48 60 0 12 24 36 48 60
Alter (Monate) Alter (Monate)




C - ERGEBNISSE 26

A Jung e Altl
o Al Linear (Jung/alle Alt)
—— —Linear (Jung/Alt)  ----- Linear (Jung/Alt I)
0,6
AVCN
)
ey
[S]
E
% 3 0,4 - 3o o 06 °
2
Q <
3 o
0,2 ‘ ‘ ‘ ‘ |
0 12 24 36 48 60
Alter (Monate)
C

Diagr. 3: Darstellung der Querschnittsflachen (mm32) entsprechend dem Alter fir den DCN(A),
PVCN(B) und AVCN(C). Die drei Altersgruppen Jung, Alt | und Alt Il werden hier optisch
unterschieden. Die dazugehdrigen Werte finden sich in Tabelle 1. Der Gruppenmittelwert
aller jungen Tiere ist durch eine Linie mit dem Gruppenmittelwert aller alten Tiere und dem
von Alt | bzw. Alt Il verbunden (vergleiche hierzu die Legende). Fir den AVCN (C) wird
deutlich, dass sich die Mittelwerte von Alt | und Alt Il deutlich voneinander unterscheiden.
Beim DCN (A) und PVCN (B) gibt es keinen Unterschied zwischen Alt | und Alt Il. Die
Mittelwertslinien kommen hier (bereinander zu liegen und sind somit nicht zu

unterscheiden.

Zusammenfassend zeigen die Ergebnisse nur eine Abnahme der mittleren AVCN-
Querschnittsflache bei alten Tieren. Im DCN und im PVCN konnten keine statistisch
signifikanten Veranderungen der Querschnittsflache zwischen jungen und alten
Gerbils nachgewiesen werden (Diagramm 2).

Eine genauere Betrachtung der Querschnittsfachen alter Tiere zeigte, dass ein Tell
der alten Tiere AVCN Querschnittsflachen aufwies, die unterhalb der Werte von
jungen Tieren lagen (Diagramm 3C). Es gibt also alte Tiere, bei denen der AVCN
.beeintrachtigt” erscheint, wahrend einige alte Tiere ,normal“ erschienen. Dies
bestatigt eine Unterteilung der alten Tieren in 2 Gruppen, die darauf basiert, dass der
kleinste Wert, der bei jungen Tieren aufgetreten war, als Grenze festgelegt wurde:
Alt I, Tiere, deren Querschnittsflache im Vergleich zu jungen Tieren unverandert
bleibt und Alt Il, Tiere, deren Flache im Alter deutlich schwindet. Bei den alten Tieren
mit einer reduzierten Querschnittsflache des AVCN finden sich keine entsprechenden
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Anderungen in DCN oder PVCN (Diagramm 3). Es erscheint nur der AVCN bei

einigen alten Tieren beeintrachtigt.
In allen weiteren Uberlegungen und statistischen Berechnungen dieser Arbeit, die

sich auf Effekte der Altersabhangigkeit beziehen, werden diese zwei Gruppen der

alten Tiere stets gesondert betrachtet, um eventuelle Zusammenhange zu erkennen.

2. Altersbedingte Veranderung im AVCN

2.1 Untersuchung der Anzahl GABAerger und glyzinerg er Neurone im
AVCN

Fur die Untersuchung der Anzahl GABAerger und glyzinerger Neurone wurden
insgesamt 29 Schnittserien ausgewertet. Bei 14 dieser Tiere konnte sowohl die
GABA- als auch die Glyzinfarbung untersucht werden. Mit einer Ausnahme konnte
stets auch die gleiche Korperseite verwendet werden. Bei 11 Tieren wurde nur die
GABA-Farbung und bei 4 nur die Glyzinfarbung untersucht. Somit ergaben sich 25
Tiere mit der GABA-Farbung. Davon kdnnen 9 den jungen und 16 den alten Tieren
zugeordnet werden. Insgesamt 18 Tiere wurden mit der Glyzinfarbung untersucht,

davon stammen 7 von jungen und 11 von alten Tieren.

Bevor Untersuchungen eines altersabhangigen Effekts GABAerger und glyzinerger
Neuronenzahlen im AVCN gestartet werden, soll festgestellt werden, ob die Anzahl
der Neurone beider Farbungen mit den Querschnittsflachen korrelieren, also bei
Tieren mit kleiner Querschnittsflache weniger inhibitorische Neurone gefunden
werden als bei Tieren mit groRer Querschnittsflache. Zu diesem Zweck wurde den
Querschnittsflachen jedes Tieres die entsprechende Anzahl an Neuronen, die sie
enthalten, gegenubergestellt. Diagramm 4A enthalt die Werte der 25 Tiere mit der
GABAfarbung und Diagramm 4B die Werte der 18 Tiere mit der Glyzinfarbung. Die
jungen Tiere und die Tiere der Altersgruppen Alt | und Alt 1l sind mit entsprechenden
Symbolen gekennzeichnet. Die Regressionslinien sind zur besseren Beurteilung

eingezeichnet. Die Werte sind den Tabellen 1 und 6 enthnommen.
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Im Diagramm 4A konnte man anfanglich durch den leichten Anstieg der
Regressionslinie einen Zusammenhang zwischen Querschnittsflache und der
jeweiligen Anzahl an Neuronen vermuten. Also Tiere mit kleiner AVCN-
Querschnittsflache enthalten wenig GABAerge Neurone. Es fallt jedoch auf, dass
Querschnittsflachen von Tieren mit Flachen unter 0,4mm?2 (weil3e Rauten) minimal 12
und maximal 37 Neurone enthalten, wobei Tiere mit den gréfl3ten Querschnittsflachen
(> 0,54 mm?) eine Spanne von 6 bis 46 Neuronen aufweisen. Ein systematischer
Zusammenhang von Flache und Anzahl GABAerger Neurone ist nicht zu erkennen.
Ebenso wird deutlich, dass die Streuung der einzelnen Punkte um die
Regressionslinien sehr grof3 ist. Im Diagramm 4B lasst die Anordnung der
Datenpunkte keinen systematischen Zusammenhang von Querschnittsflache und
Anzahl glyzinerger Neurone erkennen.

Fur statistische Berechnungen wird die Spearman Rang Korrelation verwendet. Beim
Vergleich der Querschnittsflachen mit der Anzahl an Neurone ergeben sich fir beide
Farbungen keine signifikanten Werte. Mit einem Korrelationskoeffizenten von r2=
0,0088 und einer Stichprobenmenge von N=25 fur die GABAfarbung ergibt sich kein
signifikanter Wert (p = 0.655). Fiur die Glyzinfarbung ist die StichprobengréRe sogar
noch geringer (N=18, r2= 0,0240, p = 0.540). Wie der Test zeigt, gibt es keinen
Zusammenhang zwischen den Querschnittsflachen und der Anzahl GABAerger- und

glyzinerger Neurone im AVCN.
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Diagr. 4: Darstellung der Anzahl GABAerger (A) und glyzinerger (B) Neurone in Abhangigkeit von der
Querschnittsflache. Die Altersgruppen Jung, Alt | und Alt Il sind durch unterschiedliche
Symbole gekennzeichnet. Zur besseren Beurteilung sind Regressionslinien eingezeichnet.

Die Werte sind den Tabellen 1 und 6 entnommen.
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Bei den statistischen Analysen zur Untersuchung einer altersabhingigen Anderung
der Anzahl an Neurone werden zuerst die jungen Tiere mit allen alten verglichen.
AnschlieBend werden die jungen Tiere separat mit den beiden Altersgruppen Alt |
und Alt 1l verglichen, um zu sehen, ob sich speziell fir diese Tiere die Anzahl der
Neurone andert. Der Einfluss des Alters auf die Anzahl der Neurone wird zuerst mit
der Spearmann Rang Korrelation analysiert. AnschlieBend werden mit dem Mann-
Withney-U Test nochmals Gruppenvergleiche von jungen mit allen alten Tieren
vorgenommen. Der Kruskall-Wallis Test, der die Mittelwerte der Neuronenzahl in den
Gruppen junge Tiere, Alt | und Alt Il in einem Dreiervergleich untersucht, soll
anschlieRend zeigen, ob es hier signifikante Unterschiede gibt und ob anschliel3end
weitere Vergleiche mit dem Mann-Withney-U Test zwischen den einzelnen
Altersgruppen noch zulassig sind. Samtliche Tests werden jeweils fir beide

Farbungen durchgefihrt.

In den Diagrammen 5A und 5B sind die Zahlen GABAerger und glyzinerger Neurone
als Funktion des Alters aufgetragen. Dabei wurden die beiden Gruppen Alt | und Alt I
durch unterschiedliche Symbole gekennzeichnet. Ebenso sind die Mittelwerte der
einzelnen Gruppen durch entsprechende Linien verbunden. Die einzelnen Werte zu
Alter und Zellzahl finden sich fir GABA in Tabelle 6A und fur Glyzin in Tabelle 6B.

Vergleicht man beide Diagramme 5A und 5B, féllt fir GABA eine Abnahme der
mittleren Anzahl GABAerger Neurone bei alten Tieren auf. Die eingezeichneten
Linien verbinden jeweils den Mittelwert aller jungen Tiere mit dem aller alten Tieren
(durchgezogene Linie) und dem der Gruppe Alt | (gestrichelte Linie) bzw. Alt I
(gepunktete Linie). Diese Linien dienen als Hilfslinien und weichen deutlich von der
horizontalen ab. Dagegen bleiben diese Linien bei Glyzin anné&hernd horizontal und
fallen so aufeinander, dass sie im Diagramm kaum unterscheidbar sind. Dies lasst
die Vermutung zu, dass die Anzahl GABAerger Neurone im AVCN mit dem Alter
abnimmt. Jedoch ergaben sich bei der statistischen Untersuchung mittels der
Spearman Rang Korrelation in dieser Stichprobe, dass diese Abnahme nicht
signifikant war (p=0,142; N=25). Der hohe Wert von p=0,632 (N=18) fir Glyzin
bestétigt den Eindruck, dass es zwischen der Anzahl glyzinerger Neurone junger und
alter Tiere keinen altersabhangigen Effekt gibt. Beide Ergebnisse sind in Tabelle 7

aufgelistet.
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Die Anzahl GABAerger Neurone der Gruppe Alt | (schwarze Rauten) scheint im
Diagramm 5A innerhalb der alten Tiere starker abzunehmen, als die der Gruppe Alt 1|
(weil3e Rauten). Diese Verteilung der Gruppe Alt | konnte auf einen signifikanten
Unterschied der Anzahl GABAerger Neurone junger Tiere und Tiere der Gruppe Alt |
hindeuten. Uberprift man, ob die Zellzahlen GABAerger Neurone unter
Berlicksichtigung der jungen Tiere und entweder der Gruppe Alt | oder Alt Il
signifikant vom Alter abhangen, zeigt die Spearmann Rang Korrelation in diesen
kleineren Stichproben keine signifikanten Unterschiede: p(Jung/Alt 1)=0,278;
p(Jung/Alt 11)=0,385. In der vorliegenden Stichprobe liegt also kein signifikanter
Einfluss des Alters auf die Anzahl GABAerger Zellen vor.

Im Diagramm 5B ist keine unterschiedliche Verteilung der Anzahl glyzinerger
Neurone der beiden Gruppen Alt | und Alt Il im Vergleich zu jungen Tieren erkennbar.
Bei Berechnungen nach der Spearmann Rang Korrelation, die den Einfluss des
Alters auf die Anzahl glyzinerger Neurone von Jung unter Einbeziehung von Alt |
bzw. Alt Il bestimmt, ergeben sich keine signifikanten Werte. Die Ergebnisse dazu

finden sich in Tabelle 7.
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Tier Alter AVCN Gruppe
(Nummer) (Monate)
697 4 43 1
713 4 15 1
727 4 14 1
666 6 46 1
710 8 22 1
711 8 13 1
838 8 32 1
705 15 33 1
768 16 40 1
702 36 37 3
798 36 24 2
764 37 9 2
805 38 30 3
808 38 19 3
759 40 19 2
793 40 43 2
819 41 31 3
762 42 13 2
815 42 18 2
785 43 28 2
786 43 6 2
822 43 26 3
795 46 25 3
827 48 12 3
839 51 15 3
A
Tier Alter AVCN Gruppe
(Nummer) (Monate)
697 4 13 1
713 4 22 1
718 4 12 1
727 4 6 1
838 8 32 1
760 11 24 1
768 16 4 1
798 36 39 2
764 37 6 2
805 38 15 3
808 38 24 3
793 40 30 2
819 41 28 3
762 42 7 2
763 42 14 2
786 43 5 2
822 43 3 3
782 57 22 2
B

Tab. 6: Auflistung der Zellzahlen im AVCN entsprechend dem Alter fir GABA (A) und Glyzin (B).

Gruppe 1: junge Tiere; Gruppe 2: Alt I; Gruppe 3: Alt II.
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Diagr. 5: Darstellung der mittleren Zellzahlen des AVCN fur GABA (A) und fur Glyzin (B),
entsprechend dem Alter. Die dazugehorigen Werte finden sich in Tabelle 6. Die Linien

verbinden die Mittelwerte der einzelnen Gruppen (vergleiche dazu die Legende).

Spearman Rang Korrelation

GABA Glyzin
Jung / alle Alten 0,142 0,632
Jung / Alt | 0,278 0,850
Jung / Alt 1l 0,384 0,875

Tab. 7: Statistische Auswertung, inwieweit das Alter mit der Anzahl GABAerger bzw. glyzinerger
Neurone im AVCN korreliert. Die Tabelle listet die p-Werte und zeigt, dass in keiner dieser
Korrelationen eine Wahrscheinlichkeit unter 0,05 erreicht wurde und somit kein signifikanter

Effekt des Alters auf die Anzahl der GABAergen und glyzinergen Zellen feststellbar war.

In  den S&aulendiagrammen 6A und 6B sind die Mittelwerte und
Standardabweichungen der Anzahl GABAerger bzw. glyzinerger Neurone junger und
aller alter Tiere gegenubergestellt. Hier wird deutlich, dass im Mittel die Anzahl
GABAexprimierender Neurone im Alter um 23% abnimmt und die Zellzahlen
glyzinerger Neurone dagegen leicht um 8% zunimmt. Die Analyse mit dem Mann-
Withney-U Test zeigt aber genau wie die Spearmann Rang Korrelation (vergleiche
Tabelle 7), dass in den vorliegenden Stichproben diese Unterschiede statistisch nicht

signifikant sind (vergleiche Tabelle 8).
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Diagr. 6: Gegenuberstellung der Mittelwerte mit Standardabweichungen der Anzahl GABAerger (A)

und glyzinerger (B) Neurone junger und aller alten Tiere im AVCN.

Mann-Withney-U Test

GABA Glyzin
Jung / alle Alten 0,207 0,791

Tab. 8: Statistische Auswertung des Zellzahlenvergleichs GABAerger bzw. glyzinerger Neurone im
AVCN zwischen jungen und allen alten Tieren. Die Tabelle listet die p-Werte und zeigt, dass
in keinem dieser Vergleiche eine Wahrscheinlichkeit unter 0,05 erreicht wurde und somit kein
signifikanter Unterschied der Anzahl der GABAerger bzw. glyzinerger Zellen zwischen den
jungen und alten Tieren feststellbar war.

In  den Saulen-Diagrammen 7A und 7B sind die Mittelwerte und
Standardabweichungen der jungen Tiere, den Mittelwerten beider Gruppen Alt | und
Alt 1l gegenubergestellt.

Hier zeigt sich im Diagramm 7A, dass die Abnahme der Anzahl GABAerger Neurone
alter Tiere in der Gruppe Alt | starker ausgepragt erscheint als in der Gruppe Alt II.
Die mittlere Zellzahl nimmt bei Alt | im Vergleich zu jungen Tieren um 30% ab. Die
Anzahl der Neurone von Alt Il nimmt im Mittel nur um 14% ab. Die Anzahl glyzinerger
Neurone (vergleiche Diagramm 7B) von Alt | und Alt Il nehmen beide im Mittel um
9% bzw. 8% zu. Der Kruskal-Wallis Test zeigt keinen signifikanten Unterschied
zwischen den Gruppen, weder fur die GABA-Farbung (p=0,296) noch fir die
Glyzinfarbung (p= 0,963). Einen statistisch signifikanten Unterschied zwischen den
drei Gruppen Jung, Alt | und Alt Il gibt es also fur beide Farbungen nicht. Weitere

paarweise Vergleiche der Mittelwerte zwischen Jung und Alt I, Jung und Alt 1l oder
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auch Alt | und Alt 1l sind somit nicht mehr zulassig. Die p-Werte des Kruskal-Wallis
Tests sind in Tabelle 9 aufgefihrt.

Zusammenfassend zeigen beide Tests, die Spearman Rang Korrelation und der
Kruskal-Wallis Test, dass das Alter keinen statistisch signifikanten Einfluss auf die
Anzahl der GABAergen und glyzinergen Neurone im AVCN hat (Tab. 7, 8 und 9).
Allerdings weisen die Diagramme 5, 6 und 7 darauf hin, dass bei einer grof3eren
Stichprobe mdglicherweise eine Abnahme der Anzahl GABAerger Neurone bestatigt

werden konnte wahrend dies fur Glyzin auch bei einer gréReren Stichprobe nicht zu

erwarten ist.

AVCN GABA
50
40
(EU 30
N
E 20 -
10 -
0
Jung Al Altll
A

Diagr. 7: Gegenuberstellung der Mittelwerte mit Standardabweichungen der Zellzahlen GABAerger

(A) und glyzinerger (B) Neurone der Gruppe der jungen Tiere, der Gruppe Alt | und der

Gruppe Alt Il im AVCN.

Kruskal-Wallis Test

GABA

Glyzin

Jung / Alt 1/ Alt I

0,296

0,963

Tab. 9: Statistische Auswertung des Zellzahlenvergleichs GABAerger bzw. glyzinerger Neurone im
AVCN zwischen jungen Tieren, Tieren der Gruppe Alt | und Alt 1. Die Tabelle listete die p-
Werte und zeigt, dass in keinem dieser Vergleiche eine Wahrscheinlichkeit unter 0,05
erreicht wurde und somit kein signifikanter Unterschied der Anzahl der GABAerger bzw.
glyzinerger Zellen innerhalb den drei Gruppen Jung, Alt | und Alt Il feststellbar war.

Weiterfuhrende Tests zum Vergleich der einzelnen Gruppen untereinander sind somit nicht

mehr zuléssig.
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Vergleicht man bei den Diagrammen 6A und 6B die Grol3e der Zellzahlmittelwerte
GABAerger und glyzinerger Neurone, fallt auf, dass es fur junge und alte Tiere mehr
GABAerge Neurone gibt. Zum besseren Vergleich werden im Saulendiagramm 8
Mittelwerte und Standardabweichungen GABAerger und glyzinerger Neuronenzahlen
gegenubergestellt. Bei den vorliegenden Daten werden fir eine statistische Analyse
nur diejenigen 14 Tiere herangezogen, bei denen beide Farbungen untersucht
wurden. Die Werte dazu finden sich in Tabelle 10. Der Vergleich wurde fir alle Tiere
und zusatzlich separat fur die jungen und alten Tiere durchgefiihrt. Hier zeigt sich
deutlich, dass die Anzahl GABAexprimierender Neurone bei allen Tieren deutlich
hoher ist, als die Anzahl glyzinexprimierender Neurone. Dies ist auch bei allen jungen
und allen alten Tieren der Fall. Zur statistischen Untersuchung wird hier der
Wilcoxon-Test zum Paarvergleich zweier verbundener Stichproben verwendet. Beim
Vergleich Uber alle Tiere hinweg zeigt der Wilcoxon-Test einen Wert von p=0,069
(sieche Tabelle 11). Dies bedeutet, dass der Unterschied zwischen der Anzahl
GABAerger und glyzinerger Neurone die Wahrscheinlichkeit von 0.05 nur knapp
verfehlt, weist aber auf einen Trend fir eine hthere Anzahl GABAerger im Vergleich
zu glyzinergen Neurone im AVCN hin. Fihrt man diese Analyse separat fur die
jungen bzw. alten Tiere durch, ergeben sich aufgrund der geringeren
StichprobengroRe keine signifikanten Unterschiede. Eine weitere Aufteilung in Alt |
bzw. Alt Il ertbrigt sich, weil dann die Stichprobengréf3e mit N=5 fir Alt | bzw. N= 4

fur Alt 1l betragen wiirde.
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Diagr. 8: Gegentberstellung der Mittelwerte mit Standardabweichungen der Anzahl GABAerger und

glyzinerger Neurone fir alle Tiere (N = 14), alle jungen (N = 5) und alle alten Tiere (N = 9)

im AVCN. Die dazugehdrigen Werte finden sich in Tabelle 11. (Grauer Stern= Unterschied

der Anzahl an Neuronen mit tendenzieller Wahrscheinlichkeit, da p < 0.1)

GABA Glyzin
Alle 24,64+/- 16,71+/-
12,41 12,22
Jung 28,80+/- 15,40+/-
13,66 11,64
Alt 22,33+/- 17,44+/-
11,83 13,16

Tab. 10: Auflistung der Mittelwerte mit Standardabweichungen der Anzahl GABAerger und glyzinerger

Neurone fir alle Tiere (N = 14), alle jungen (N = 5) und alle alten Tiere (N = 9) im AVCN.

Wilcoxon-Test

GABA/Glyzin
Alle 0,069
Jung 0,144
Alt 0,192

Tab. 11: Statistische Auswertung Uber den Vergleich, ob sich die Anzahl GABAerger und glyzinerger

Neurone im AVCN unterscheiden. Die Tabelle listet die p-Werte. Beim Vergleich tber alle

Tiere zeigt sich ein Wert unter 0,1 (fett markiert). Dies weist auf einen Trend hin, dass sich

die Anzahl GABAerger und glyzinerger Neurone aller Tiere unterscheidet, obwohl das

Kriterium von p = 0.05 knapp verfehlt wird.
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2.2 Untersuchunqg der Zelldichte GABAerger und glyzi nerger Neurone
im AVCN

Die Zelldichte ist ein Mal3, das als Quotient aus der Zellzahl und der Flache
berechnet wird. Dieses Mal3 wurde schon mehrfach in friheren Studien eingesetzt
und erlaubt Vergleiche fir Teilbereiche, die nicht anhand klarer anatomischer
Grenzen abgrenzbar sind, sondern mehr oder weniger willkirlich unterteilt wurden,
wie hier die tonotope Unterteilung der CN-Unterkerne (siehe Kapitel ,Material und
Methoden“, Abbildung 4). Bei der Untersuchung altersabhéangiger Effekte der
Zelldichte (Zellzahl pro mm?2) GABA- bzw. glyzinerger Neurone wird der AVCN zuerst
im Ganzen betrachtet. Anschlieend wird untersucht, ob es Dichteunterschiede
zwischen und innerhalb der hoch-, mittel- und tieffrequenten Teilbereiche des AVCN
gibt. Afferente Fasern werden in allen drei CN Unterkernen tonotop verteilt. So auch
im AVCN. Fasern des N. acusticus, die hochfrequente Informationen transportieren
und vom basalen Teil der Cochlea stammen, ziehen in den dorsalen Bereich; Fasern,
die niedrigfrequente Informationen transportieren und vom apikalen Teil der Cochlea
stammen, ziehen in den ventralen Bereich. Diese Verteilung setzt sich in jeder Stufe
der Horbahn fort (Webster 1971). Im CN werden die Fasern des ersten akustischen
Neurons (N. acusticus) zum ersten Mal umgeschaltet (Strutz, 1987). Es ist deshalb
zu untersuchen, ob sich differenzielle Verdnderungen in diesen Bereichen im Laufe
des Alterwerdens abspielen, da aus anderen Studien bekannt ist, dass periphere
Horverluste im Alter nicht alle Frequenzbereiche in ahnlichem Ausmali betreffen
(Willott et al., 1996, Hamann et al., 2002).

Bei den statistischen Analysen zur Untersuchung der Dichte wird genau so

verfahren, wie bei der Untersuchung der Anzahl GABAerger und glyzinerger Neurone
im Kapitel 2.1.

2.2.1 Zelldichte im gesamten AVCN

Die Zelldichten als Funktion des Alters fur den AVCN sind in den Diagrammen 9A fir
die GABA-Farbung und in 9B fur die Glyzinfarbung dargestellt. Die beiden
Altersgruppen Alt | und Alt Il sind wieder durch unterschiedliche Symbole
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gekennzeichnet und die Mittelwerte der einzelnen Gruppen durch Linien verbunden.
Die einzelnen Werte zu Alter und Dichte finden sich fir GABA in Tabelle 12A und fur
Glyzin in 12B.

Vergleicht man in den Diagrammen 9A und 9B die jungen Tiere mit allen alten,
bleiben fur die GABA- und Glyzinfarbung die Neuronendichten annahernd gleich. Die
durchgezogenen Linien, die die Mittelwerte junger und aller alten Tiere verbindet,
verlaufen fur die GABA-Farbung annahernd horizontal, wéhrend diese fur Glyzin
leicht ansteigt. Bei der statistischen Untersuchung des Alterseffekts unter
Einbeziehung aller alten Tiere mittels der Spearmann Rang Korrelation ist weder fur
die GABA- noch fur die Glyzinfarbung eine altersabhangige Dichte&dnderung
festzustellen. Beide Signifikanzwerte liegen weit tber 0,05, vergleiche dazu Tabelle
13.

Die Dichten GABAerger Neurone der Tiere Alt | scheinen im Diagramm 9A
abzunehmen, die Dichten der Gruppe Alt Il dagegen zuzunehmen. Diese
Beobachtung scheint logisch als Folge der Anderungen von Querschnittsflachen und
Neuronenzahlen: Fiur die Gruppe Alt | nimmt die Anzahl der GABAergen Neurone
unter den alten Tieren am starksten ab (vergleiche Diagramm 7A), wobei die Flache
gleich bleibt. Eine Abnahme der Dichte ist die Folge. Fir die Gruppe Alt Il nimmt in
erster Linie die Flache ab, folglich steigt die Dichte. In dieser Beobachtung spiegelt
sich die Tatsache wider, dass die Anzahl der Neurone nicht mit den
Querschnittsflachen korrelieren. Uberpruft man, ob sich die Dichten altersbedingt
unter Berucksichtigung der jungen Tiere und entweder der Gruppe Alt | oder Alt I
signifikant vom Alter abhé&ngen, zeigt die Spearmann Rang Korrelation keine
signifikanten Unterschiede: p(Jung/Alt 1)=0,333; p(Jung/Alt 11)=0,576. Die Dichtewerte
der beiden Altersgruppen korrelieren somit nicht mit dem Alter.

Im Diagramm 9B ist fur die Dichten glyzinerger Neurone der Gruppe Alt | und Alt Il
keine Dichtednderung erkennbar. Die Mittelwertslinien Jung/Alt | und Jung/Alt I
weichen nur geringflgig von der Mittelwertslinie zwischen Jung und allen Alten ab.
Bei Berechnungen nach der Spearmann Rang Korrelation, die den Einfluss des
Alters auf die Dichten glyzinerger Neurone von Jung unter Einbeziehung von Alt |
bzw. Alt Il bestimmt, ergeben sich keine signifikanten Werte. Samtliche Ergebnisse
der Rangkorrelation zur Untersuchung eines alterabhangigen Effektes sind flr beide

Farbungen in Tabelle 13 aufgelistet.
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Tier Alter AVCN Gruppe
(Nummer) (Monate)
697 4 11141 11
713 4 70,32 1
727 4 39,54 1
666 6 10891 |1
710 8 63,22 1
711 8 35,06 1
838 8 99,65 1
705 15 107,28 |1
768 16 111,89 |1
702 36 141,27 3
798 36 79,29 2
764 37 41,56 2
805 38 112,35 3
808 38 76,72 3
759 40 56,83 2
793 40 110,33 2
819 41 120,69 3
762 42 42,21 2
815 42 54,79 2
785 43 90,16 2
786 43 14,32 2
822 43 137,30 3
795 46 98,69 3
827 48 47,57 3
839 51 61,54 3
A
Tier Alter AVCN Gruppe
(Nummer) (Monate)
697 4 38,87 1
713 4 68,91 1
718 4 41,57 1
727 4 20,97 1
838 8 102,75 1
760 11 64,33 1
768 16 12,70 1
798 36 144,31 2
764 37 14,23 2
805 38 49,33 3
808 38 116,66 3
793 40 93,72 2
819 41 112,42 3
762 42 21,55 2
763 42 46,76 2
786 43 15,61 2
822 43 15,01 3
782 57 77,15 2
B

Tab. 12: Auflistung der Zelldichten (pro mm?) im AVCN entsprechend dem Alter fir GABA (A) und

Glyzin (B). Gruppe 1: junge Tiere; Gruppe 2: Alt I; Gruppe 3: Alt 11
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Diagr. 9: Darstellung der mittlere Zelldichten (pro mm?2) des AVCN fur GABA (A) und Glyzin (B),
entsprechend dem Alter. Die dazugehorigen Werte finden sich in Tabelle 12. Die Linien
verbinden die Mittelwerte der einzelnen Gruppen (vergleiche dazu die Legende). (Im Falle
von Glyzin im Diagramm 8B Uberlagert sich eines der vier Tiere aus der Gruppe Alt Il mit

einem aus der Gruppe Alt | und ist deshalb nicht sichtbar).

Spearman Rang Korrelation

GABA Glyzin
Jung / alle Alten 0,641 0,948
Jung / Alt | 0,333 0,982
Jung / Alt 11 0,576 0,692

Tab. 13: Statistische Auswertung inwieweit das Alter mit der Dichte GABAerger- bzw. glyzinerger
Neurone im AVCN korreliert. Dabei wurden separate Analysen durchgefiihrt, in die jeweils
junge und alle alten Tieren, junge und die der Gruppe Alt | bzw. junge und die der Gruppe
Alt 1l mit einbezogen wurden. Die Tabelle listet die p-Werte und zeigt, dass in keiner
dieser Korrelationen eine Wahrscheinlichkeit unter 0,05 erreicht wurde und somit kein
signifikanter Effekt des Alters auf die Dichte der GABAergen und Glyzinergen Zellen

feststellbar war.

In den Séaulen-Diagrammen 10A und 10B sind die Mittelwerte mit
Standardabweichungen der Zelldichten fur die jungen und alten Tiere jeweils fur
GABA- bzw. fur glyzinexprimierende Neurone gegenubergestellt. Im Mittel nimmt
zwar die Zelldichte zwischen Jung und Alt fir GABA minimal ab und fur Glyzin zu,
aber angesichts der Standardabweichung konnten auch mit dem Mann-Withney-U
Test keine signifikanten Gruppenunterschiede festgestellt werden (vergleiche Tabelle

14).
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Diagr. 10: Gegeniberstellung der Mittelwerte mit Standardabweichungen der Zelldichten GABAerger
(A) und glyzinerger (B) Neurone junger und aller alten Tiere im AVCN.

Mann-Withney-U Test

GABA Glyzin
Jung / alle Alten 0,934 0,536

Tab. 14. : Statistische Auswertung des Dichtevergleichs GABAerger bzw. glyzinerger Neurone im
AVCN zwischen jungen und allen alten Tieren. Die Tabelle listet die p-Werte und zeigt, dass
in keinem dieser Vergleiche eine Wahrscheinlichkeit unter 0,05 erreicht wurde und somit kein
signifikanter Unterschied der Anzahl der GABAerger bzw. glyzinerger Zellen zwischen den

jungen und alten Tieren feststellbar war.

In  den Saulendiagrammen 11A und 11B sind die Mittelwerte und
Standardabweichungen der jungen Tiere den Mittelwerten beider Gruppen Alt | und
Alt 1l gegenibergestellt.

Vergleicht man die beiden Diagramme, zeigt sich fir GABAerge Neurone der Gruppe
Alt | als Einziges eine Abnahme lhrer Zelldichte, wobei die Dichte der Gruppe Alt Il im
Vergleich zu den jungen Tieren zunimmt. Im Diagramm 11B steigen die
Dichtemittelwerte glyzinerger Neurone von den jungen Gerbils, Gber die Gruppe Alt |
bis Alt 1l geringfugig an. Vergleicht man mit dem Kruskal-Wallis Test die drei
Altersgruppen miteinander, zeigt dieser fiur die GABAfarbung einen Signifikanzwert
von p=0,090 (vergleiche Tabelle 15). Dies ist zwar kein signifikantes Ergebnis, gibt
aber einen Trend an, dass sich die drei Gruppen Jung, Alt | und Alt Il der
GABAfarbung in ihrer Dichte unterscheiden. Um festzustellen zwischen welchen
Gruppen Unterschiede bestehen, werden folglich alle drei miteinander paarweise

mittels Mann-Withney-U Test verglichen. Vergleiche zwischen Jung und Alt | bzw.
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Jung und Alt Il zeigen sich keine statistisch relevanten Ergebnisse. Nur beim
Vergleich der Dichtemittelwerte von Alt | mit Alt Il ergibt sich ein Signifikanzwert von
p=0,038 (vergleiche Tabelle 16). Das bedeutet, dass die alten Tiere mit deutlich
geringeren AVCN-Querschnittsflachen eine signifikant hohere Dichte an GABAerger
Neuronen zeigen, als diejenigen alten Tiere, deren Flache im Vergleich zu jungen
Tieren gleich bleibt. Bei der Bewertung des Unterschieds in der Zelldichte zwischen
Alt 1 und Alt Il muss kritisch berilicksichtigt werden, dass beim Kruskal-Wallis
Vergleich der 3 Gruppen nur ein p = 0.09 erreicht wurde.

Fur die Glyzinfarbung ergab der Kruskal-Wallis Test einen Wert von p=0,656. Einen
Dichteunterschied zwischen jungen Tieren, Alt | und Alt Il gibt es nicht. Hier sind
weitere statistische Tests zum Vergleich von Jung mit Alt I, Jung mit Alt Il und Alt |
mit Alt Il mittels des Mann-Withney-U Tests nicht zuldssig. Signifikante Werte wéren
ohnehin fur die Glyzinfarbung kaum zu erwarten. Die Stichprobeng6Re fur Alt |
betragt nur 7 und fur Alt Il nur 4 Tiere. Die Ergebnisse des Kruskal-Wallis Test sind in

Tabelle 15 zusammengefasst.

AVCN GABA AVCN Glyzin

140 140
120 - 120 -
@ 100 - * o 100 -
5 80 - 6 80 -
2 60 2 60 -

(] Q
N 40 - N 40 -
20 - 20 -
0 - 0
Jung  Altl  Altll Jung  Altl  Altll
A B

Diagr. 11: Gegeniberstellung der Mittelwerte mit Standardabweichungen der Zelldichten GABAerger
(A) und glyzinerger (B) Neurone der Gruppe der jungen Tiere, der Gruppe Alt | und der
Gruppe Alt Il im AVCN. (Schwarzer Stern= signifikanter Dichteunterschied, p < 0.05)
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Kruskal-Wallis Test

GABA Glyzin
Jung / Alt 1/ Alt Il 0,090 0,656

Tab. 15: Statistische Auswertung des Dichtevergleichs GABAerger bzw. glyzinerger Neurone im
AVCN zwischen jungen Tieren, Tiere der Gruppe Alt | und Alt Il. Die Tabelle listete die p-
Werte und zeigt fir die GABAfarbung einen Signifikanzwert unter 0,1 an. Das Ergebnis
weist auf einen Trend hin, dass sich die Dichtewerte der drei Gruppen signifikant
unterscheiden.

Mann-Withney-U Test

GABA
Jung / Alt | 0,236
Jung / Alt I 0,277
Alt1/ At 0,038

Tab. 16: Statistische Auswertung des Dichtevergleichs GABAerger Neurone im AVCN zwischen Jung
und der Gruppe Alt I, Jung und der Gruppe Alt Il und Alt | und Alt 1. Die Tabelle listet die p-
Werte und zeigt einen statistisch signifikanten Dichteunterschied zwischen den
Altersgruppen Alt | und Alt Il (fett/unterstrichen). Die Berechnung dieses Tests fur die
Glyzinfarbung ist aufgrund des vorangegangenen nicht signifikanten Kruskal-Wallis Test

formal nicht zulassig.

2.2.2 Zelldichte im ventralen, mittigen und dorsale n AVCN

Fur den AVCN bleibt noch die Frage offen, ob sich jeweils im ventralen
(tieffrequenten), mittigen (mittelfrequenten) und dorsalen (hochfrequenten) Bereich
des AVCN ein altersbedingter Unterschied in der Neuronendichte zeigt.

Dazu sind in den Diagrammen 12A fir GABA und 12B fur Glyzin fir die drei
Frequenzbereiche die Mittelwerte und die Standardabweichungen junger und alter
Gerbils nebeneinander aufgetragen. In Tabelle 17A und 17B sind fur GABA und
Glyzin die einzelnen Dichten der drei Bereiche aufgelistet.

Beim Vergleich der Dichtemittelwerte junger und alter Tiere im Diagramm 12A fallt
auf, dass nur im ventralen Bereich die Dichte GABAerger Neurone der alten Tiere
etwas geringer ist als die der jungen. Im mittigen und dorsalen Teil sind die Dichten
alter Tiere geringfugig groRer. Statistische Berechnungen mittels der Spearmann
Rang Kaorrelation und auch mittels des Mann-Withney-U Tests ergeben beim

Vergleich junger mit alten Tieren keine Werte, die auf einen signifikanten
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Dichteunterschied GABAerger Neurone junger und alter Gerbils in den 3
untersuchten Frequenzbereichen hindeuten. Die Ergebnisse flr die Rangkorrelation
sind in Tabelle 18 und fir den Gruppenvergleich in Tabelle 19 aufgefihrt.

Im Diagramm 12B sind Dichtemittelwerte glyzinerger Neurone aller alten Tiere in
allen drei Bereichen des AVCN groRRer als bei den jungen Tieren, wobei der
Unterschied im ventralen und mittigen Teil am grof3ten und im dorsalen, hoch-
frequenten Bereich am geringsten ausfallt. Vergleicht man die Dichten glyzinerger
Neurone junger Tiere mit den Dichten alter Tiere mittels Spearmann Rang
Korrelation, ergeben sich fur alle drei Bereiche Signifikanzwerte weit tUber 0,05
(vergleiche Tabelle 18). Die Dichten glyzinerger Neurone korrelieren somit innerhalb
der tonotopen Bereiche nicht mit dem Alter. Auch beim Gruppenvergleich mit dem
Mann-Withney-U Test ergeben sich keine signifikanten Unterschiede (vergleiche
Tabelle 19).

Zusammenfassend zeigt sich auch innerhalb der drei frequenzspezifischen Bereiche
des AVCN kein signifikanter Effekt des Alters auf die Dichte GABA- bzw. glyzinerger

Neurone.
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Tier Alter AVCN AVCN AVCN Gruppe
(Nummer) (Monate) dorsal mitte ventral
697 4 96,61 113,17 109,92 |1
713 4 26,52 31,05 102,84 |1
727 4 58,20 37,75 41,51 1
666 6 124,30 103,44 11353 1
710 8 49,36 67,49 58,76 1
711 8 52,09 31,53 38,78 1
838 8 154,81 91,64 107,98 |1
705 15 93,69 100,01 11515 |1
768 16 130,63 46,35 173,08 |1
702 36 62,78 36,73 215,69 3
798 36 56,50 118,33 44,02 2
764 37 39,12 49,50 34,62 2
805 38 104,23 104,80 122,43 3
808 38 146,34 83,71 72,33 3
759 40 80,09 79,08 40,97 2
793 40 116,16 104,98 114,97 2
819 41 183,03 63,23 176,48 3
762 42 31,53 38,86 45,59 2
815 42 47,21 37,87 70,55 2
785 43 68,89 86,84 93,25 2
786 43 55,34 25,35 4,51 2
822 43 176,43 115,51 155,64 3
795 46 71,65 118,63 81,29 3
827 48 99,66 46,31 48,50 3
839 51 70,68 17,36 101,13 3
A
Tier Alter AVCN AVCN AVCN Gruppe
(Nummer) (Monate) dorsal mitte ventral
697 4 46,04 18,23 58,86 1
713 4 42,38 47,82 92,13 1
718 4 123,15 54,42 28,24 1
727 4 0,00 6,73 36,36 1
838 8 23,20 58,65 14558 |1
760 11 25,53 45,88 84,78 1
768 16 44,08 18,83 6,43 1
798 36 118,63 148,19 140,44 2
764 37 9,46 10,09 17,90 2
805 38 57,25 47,39 51,15 3
808 38 58,24 33,72 179,86 3
793 40 62,34 129,42 60,40 2
819 41 35,99 41,61 178,40 3
762 42 27,55 19,28 23,65 2
763 42 26,34 0,00 88,11 2
786 43 6,97 13,32 17,63 2
822 43 33,36 0,00 30,54 3
782 57 65,02 79,22 74,80 2
B

Tab. 17: Auflistung der Zelldichten (pro mmz?) fur den dorsalen, den mittleren und den ventralen Teil
des AVCN entsprechend dem Alter fir GABA (A) und Glyzin (B). Gruppe 1: junge Tiere;
Gruppe 2: Alt I; Gruppe 3: Alt 11
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Diagr. 12:

Gegenuberstellung der Dichtemittelwerte und Standardabweichungen fir GABA (A) und

fur Glyzin (B), junger und aller alter Tiere fur den ventralen (niedrigfrequenten), den

mittigen (mittelfrequenten) und den dorsalen (hochfrequenen) Bereich des AVCN.
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Spearman Rang Korrelation

Jung/Alt GABA Glyzin
ventral 0,688 0,740
mittig 0,908 0,526
dorsal 0,656 0,935
Jung/Alt |
ventral 0,178 0,543
mittig 0,541 0,958
dorsal 0,667 0,910
Jung/Alt 11
ventral 0,571 0,641
mittig 0,767 0,413
dorsal 0,146 0,967

Tab. 18: Statistische Auswertung inwieweit das Alter mit der Dichte GABAerger bzw. glyzinerger

Neurone im ventralen (tieffrequenten), mittigen (mittelfrequenten) und dorsalen
(hochfrequenten) Bereich des AVCN korreliert. Dabei wurden separate Analysen
durchgefuhrt, in die jeweils die jungen und allen alten Tieren, die jungen und die der Gruppe
Alt | bzw. die jungen und die der Gruppe Alt Il mit einbezogen wurden. Die Tabelle listet die
p-Werte und zeigt, dass in keiner dieser Korrelationen eine Wahrscheinlichkeit unter 0,05
erreicht wurde und somit kein signifikanter Effekt des Alters auf die Dichte der GABAergen

und glyzinergen Zellen feststellbar war.

Mann-Withney-U Test

Jung/Alt GABA Glyzin
ventral 0,610 0,821
mittig 0,755 0,821
dorsal 0,955 0,618

Tab. 19: Statistische Auswertung des Dichtevergleichs GABAerger bzw. glyzinerger Neurone fiir den
ventralen (tieffrequenten), mittigen (mittelfrequenten) und dorsalen (hochfrequenten)
Bereich des AVCN zwischen jungen und allen alten Tieren. Die Tabelle listet die p-Werte
und zeigt, dass in keinem dieser Vergleiche eine Wahrscheinlichkeit unter 0,05 erreicht
wurde und somit kein signifikanter Unterschied der Anzahl der GABAerger bzw. glyzinerger

Zellen zwischen den jungen und alten Tieren feststellbar war.

Um einen Vergleich der Dichten der beiden Tiergruppen Alt | und Alt Il zu den
Dichten junger Tiere fur die drei Frequenzbereiche vornehmen zu kénnen, wurde in
dem Saulen-Diagrammen 13A fir die GABAfarbung und in dem Saulen-Diagramm
13B fir die Glyzinfarbung die Dichtemittelwerte und Standardabweichungen junger
Tiere, die der Gruppe Alt | und der Gruppe Alt 1l fir den ventralen, den mittigen und
den dorsalen Bereich gegentbergestellt.
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Fur die GABAfarbung ist auffallig, dass die Verteilung der Dichtemittelwerte die
groRten Unterschiede zwischen den jungen Tieren und den beiden Gruppen alter
Tiere im ventralen und dorsalen Bereich des AVCN aufweisen, wahrend sie im
mittleren Bereich sehr ahnlich sind. Die Dichtemittelwerte GABAerger Neurone der
Gruppe Alt | zeigen im ventralen und dorsalen Bereich eine Abnahme, wobei die
Dichtemittelwerte der Gruppe Alt Il im Vergleich zu den jungen Tieren deutlich
zunimmt. Vor allem im ventralen Bereich, in dem die Dichteunterschiede zwischen
Jung und Alt | bzw. Jung und Alt Il am starksten zu erkennen sind, kénnte man
signifikante Unterschiede erwarten. Im mittigen Teil des AVCN sind die
Dichtemittelwerte junger Tiere und der beiden Altersgruppen Alt | und Alt Il dagegen
anndhernd gleich. Hier gibt es keinen starken Unterschied zwischen den
Dichtemittelwerten der drei Altersgruppen. Untersucht man mittels der Spearmann
Rang Korrelation fir alle drei Bereiche des AVCN eine mogliche Abhangigkeit der
Dichten GABAerger Neurone vom Alter fir die zwei verschiedenen Altersgruppen, in
dem man die Dichten der jungen Tiere und entweder die der Gruppe Alt | oder Alt I
einbezieht, ergeben sich fur keine der drei Frequenzbereiche Signifikanzwerte unter
0,05. Die Dichten zeigen weder unter Einbeziehung von Alt | noch von Alt Il einen
signifikanten Einflul? des Alters im ventralen, im mittigen, oder im dorsalen Bereich
des AVCN. Die Ergebnisse der Rangkorrelation fur die drei Teilbereiche des AVCN,
in der die Dichten GABAerger Neurone junger Tiere mit denen aus der Gruppe Alt |
und aus der Gruppe Alt Il verglichen werden, sind in Tabelle 18 aufgefuhrt.

Fur die Dichtemittelwerte glyzinerger Neurone in Diagramm 13B ist auffallig, dass im
ventralen Teil des AVCN die Tiere der Gruppe Alt Il eine ausgesprochen hohe
Neuronendichte aufweisen. Mit einer recht grof3en Standardabweichung und einer
geringen Stichprobenmenge wird hier aber kein signifikanter Dichteunterschied zu
erwarten sein (Tabelle 17B). Im mittigen Teil des AVCN zeigen die Tiere der Gruppe
Alt I im Vergleich zu den jungen Tieren hohere Dichtemittelwerte, wobei die Dichten
der Gruppe Alt Il hier geringfligig absinken. Eine auffdllige Dichteédnderung
glyzinerger Neurone zwischen jungen Tieren und denen der Gruppen Alt | bzw. Alt II
ist im dorsalen Teil des AVCN nicht zu erkennen. Vergleicht man die Dichtewerte der
jungen Tiere mit denen der Tiere aus den Gruppen Alt | bzw. Alt II, jeweils fur alle
drei Frequenzbereiche, ergeben sich mit der Spearmann Rang Korrelation keine

signifikanten Werte. Die Ergebnisse sind in Tabelle 18 aufgefihrt.
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Um einen zweiten Test neben der Rangkorrelation durchfihren zu kdnnen, werden
zuerst die Dichtemittelwerte der drei Altersgruppen fur den ventralen, mittigen und
dorsalen Bereich des AVCN mittels des Kruskal-Wallis Test (Tabelle 20) verglichen.
Fur die GABAfarbung im ventralen und dorsalen Teil des AVCN zeigen sich
signifikante Unterschiede innerhalb der drei Gruppen Jung, Alt I, Alt Il. Hier
bestatigen sich die oben gemachten Vermutungen: Im ventralen Bereich
unterscheiden sich die Dichten GABAerger Neurone der jungen Tiere, der Tiere aus
den Gruppen Alt | und Alt Il mit einem Signifikanzwert von p = 0.034 und im dorsalen
Bereich mit p = 0.046. Weitere paarweise Vergleiche mit dem Mann-Withney-U Test
von Jung mit Alt I, Jung mit Alt Il und Alt I mit Alt Il sind in diesen Bereichen des
AVCN zulassig. Fur den mittigen Bereich des AVCN bei der GABAfarbung und far
alle drei Bereiche des AVCN in der Glyzinfarbung liegen die p-Werte weit tGiber 0,05.
Fur beide Farbungen sind die Ergebnisse des Kruskal-Wallis Test in Tabelle 20
aufgeflhrt.

Fur den ventralen und dorsalen Bereich des AVCN der GABAfarbung werden nun
neben der Spearmann Rang Korrelation die Dichten der jungen Tiere mit den
Dichten der Tiere aus den beiden Gruppen Alt | und Alt Il bzw. die Dichten von Alt |
und Alt Il mit dem Mann-Withney-U Test verglichen, vergleiche dazu Diagramm 13A.

Fur den ventralen Bereich ergibt sich beim Vergleich Jung mit Alt | ein Wert von
p=0,093. Dieser Wert ist zwar nicht signifikant, weist aber auf einen Trend hin, dass
die Dichten GABAerger Neurone junger Tiere in diesem Bereich hdher sind, als die
Dichten von Alt I. Die Dichten der Gruppe Alt Il sind nicht signifikant grof3er als die
Dichten junger Tiere. Beim Vergleich Jung/Alt Il mit dem Mann-Withney-U-Test ergibt
sich ein p-Wert von 0,423. Dagegen erweist sich der grol3e Unterschied der
Dichtemittelwerte GABAerger Neurone von Alt | und Alt 1l (vergleiche Diagramm 13A)
im ventralen Teil des AVCN als signifikant (p=0,010).

Fur den dorsalen Teil des AVCN ergeben die Berechnungen des Mann-Withney-U
Tests beim Vergleich der Dichtemittelwerte GABAerger Neurone junger Tiere mit
denen der Gruppen Alt | bzw. Alt Il keine signifikanten Werte. Beim Vergleich Alt | mit
Alt 1l zeigt sich ein Signifikanzwert von p=0,015. Der schon weiter oben beschriebene
signifikante Unterschied zwischen Alt | und Alt 1l in der Dichte GABAexprimierender
Neurone im gesamten AVCN (Diagramm 11A) beruht vor allem auf Unterschieden im
ventralen (p=0,010) und im dorsalen Bereich (p=0,015), wahrend im Bereich der

mittleren Frequenzen kein Unterschied erkennbar war (Kruskal-Wallis Test: p=0,922,
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vergleiche Tabelle 20). Die Signifikanzwerte des Mann-Withney-U Tests fir den
Vergleich der Dichten von Jung/Alt I, Jung/Alt 1l und Alt I/Alt Il fur den ventralen und
dorsalen Bereich des AVCN in der GABAfarbung sind in Tabelle 21 angegeben. Fur
den mittigen Bereich des AVCN bei der GABAfarbung und fur alle drei Bereichen des
AVCN in der Glyzinfarbung sind diese Berechnungen nicht mehr zuléassig (Kruskal-

Wallis Test > 0,05, vergleiche Tabelle 20).
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Diagr. 13: : Gegenuberstellung der Dichtemittelwerte mit Standardabweichungen fir GABA (A) und
fur Glyzin (B), junger Tiere und der Gruppen Alt | und Alt I, fir den ventralen
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(tieffrequenten), mittigen (mittelfrequenten) und dorsalen (hochfrequenten) Bereich des
AVCN. (Schwarzer Stern= signifikanter Dichteunterschied, p < 0.05; grauer Stern=
Dichteunterschied mit tendenzieller Wahrscheinlichkeit, p < 0.1)

Kruskal-Wallis Test

Jung / Alt 1/ Alt 1l GABA Glyzin
ventral 0,034 0,483
mittig 0,922 0,843
dorsal 0,046 0,791

Tab. 20: Statistische Auswertung des Dichtevergleichs GABAerger bzw. glyzinerger Neurone im
AVCN zwischen jungen Tieren, Tieren der Gruppe Alt | und Alt Il fir den ventralen
(tieffrequenten), mittigen (mittelfrequenten) und dorsalen (hochfrequenten) Bereich des
AVCN. Die Tabelle listet die p-Werte und zeigt fur die GABAfarbung im ventralen und
dorsalen Bereich einen Signifikanzwert unter 0,05 (fett/unterstrichen). Fur diese beiden

Bereiche gibt es einen statistisch signifikanten Dichteunterschied GABAerger Neurone
innerhalb der drei Altersgruppen.

Mann-Withney-U Test

Jung/Alt | GABA
ventral 0,093
dorsal 0,236

Jung/Alt 11
ventral 0,423
dorsal 0,200

Alt1/AIt1
ventral 0,010
dorsal 0,015

Tab. 21: Statistische Auswertung des Dichtevergleichs GABAerger Neurone fir den ventralen
(tieffrequenten) und dorsalen (hochfrequenten) Bereich des AVCN zwischen Jung und der
Gruppe Alt I, Jung und der Gruppe Alt Il und Alt | und Alt Il. Die Tabelle listet die p-Werte.
Statistisch signifikante Werte sind fett markiert und unterstrichen; Werte, die auf einen
Trend hinweisen, sind fett markiert. Die Berechnung dieses Tests fiur den mittigen
(mittelfrequenten) Teil und fur die Glyzinfarbung ist aufgrund des vorangegangenen nicht
signifikanten Kruskal-Wallis Test formal nicht zulassig.
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Vergleicht man nun den Verlauf der Dichtewerte fir GABAerge Neurone im
Diagramm 12A unabhangig ihrer Altersgruppe entlang der Tonotopieachse, ergeben
sich die hochsten Dichtewerte im niedrigfrequenten, ventralen Teil des AVCN. Im
mittleren Frequenzbereich ist die Zelldichte GABAexprimierender Neurone am
niedrigsten. Sie steigt zum hochfrequenten, dorsalen Teil wieder leicht an. Dies ist
sowohl fur die jungen, als auch fir die alten Tiere erkennbar. Eine monotone
Dichteanderung entlang des Frequenzbereiches lasst sich nicht feststellen. Die
Dichtewerte glyzinexprimierender Neurone im Diagramm 12B sind im
niederfrequenten ventralen Teil des AVCN sowohl bei jungen als auch bei alten
Tieren am hochsten und im mittigen und dorsalen hochfrequenten Teil deutlich
niedriger.

Um signifikante Dichteunterschiede innerhalb der drei Frequenzbereiche des AVCN
festzustellen, werden die Dichten der drei Bereiche als drei verbundene Stichproben
durch den Friedmann Test verglichen. Bei der Berechnung nach Friedmann kann auf
eine Unterscheidung zwischen Jung und Alt verzichtet werden. Da die
vorausgehende Analyse ergeben hat, dass keine signifikanten Unterschiede
zwischen jungen und alten Tieren vorlagen, werden fur die Analyse mdglicher
Unterschiede zwischen den dorsalen, mittleren und ventralen Bereichen des AVCN
die Daten von jungen und alten Tieren zusammengefasst. Der mit diesen
Gesamtdaten erfolgte Vergleich der drei frequenzspezifischen Bereiche des AVCN
mittels Friedman Test zeigt, dass weder bei GABA noch bei Glyzin signifikante
Unterschiede der Zelldichte zwischen den drei Bereichen vorliegen (Tabelle 22), die
Unterschiede zwischen den AVCN Bereichen im S&aulendiagramm 12 sind in der

untersuchten Stichprobe also nicht signifikant.

Friedmann Test

Zelldichte GABA Glyzin
(pro mmg2) 0,228 0,128
N=25 N=18

Tab. 22: Statistische Auswertung Uber Dichteunterschiede zwischen den drei Frequenzbereichen im

AVCN fur GABA und Glyzin. Es ergeben sich keine statistisch relevanten Werte.
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Beim Vergleich der Diagramme 12A mit 12B fallt eine generell geringere Dichte
glyzinerger Neurone im Vergleich zu GABA auf. Um die Frage zu klaren, wie sich die
Zellzahl bzw. Zelldichte GABAerger zu glyzinerger Neuronen verhalt, werden nur die
14 Tiere zum Vergleich verwendet, bei denen beide Farbungen untersucht wurden.
Im Diagramm 14 sind die Zelldichten der GABA- und Glyzinfarbung
gegenubergestellt. Es wurden alle Tiere in diesen Vergleich einbezogen; zusatzlich
wurde dieser Vergleich separat fur die jungen und alten Tiere durchgefiihrt. Beim
Dichtevergleich Uber alle Tiere hinweg zeigt der Wilcoxon-Test einen Wert von
p=0,074 (siehe Tabelle 23). Dies bedeutet zwar keinen signifikanten Unterschied
zwischen der Dichte GABAerger und glyzinerger Neurone, weist aber auf einen
Trend fir eine héhere Dichte GABAerger im Vergleich zu glyzinergen Neuronen hin.
Fuhrt man diese Analyse separat fur die jungen bzw. alten Tiere durch, ergeben sich
aufgrund der geringeren StichprobengréRe keine signifikanten Unterschiede.
Allerdings bestand in allen Gruppen ein ahnlicher Unterschied zwischen der Dichte
GABAerger und glyzinerger Zellen (Diagramm 14). Eine weitere Aufteilung in Alt |
bzw. Alt 1l ertibrigt sich, weil dann die Stichprobengrél3e nur noch 5 bzw. 4 betragen
wirde. Da der Friedmann Test bei dem Vergleich der Zelldichten keine signifikanten
Unterschiede ergab, werden die drei Frequenzbereiche des AVCN auf Unterschiede
in der Dichte zwischen GABA- und glyzinexprimierenden Neuronen nicht mehr
separat untersucht. Die Mittelwerte und Standardabweichungen zum Diagramm 14
finden sich in Tabelle 24.
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Diagr. 14: Gegeniberstellung der Dichtemittelwerte mit Standardabweichungen von GABA und
Glyzin fur alle Tiere (N = 14), alle jungen (N = 5) und alle alten Tiere (N = 9) im AVCN.
Die dazugehorigen Werte finden sich in Tabelle 24. (Grauer Stern= Dichteunterschied mit
tendentieller Wahrscheinlichkeit, p < 0.1)
Wilcoxon-Test
GABA/Glyzin
Alle 0,074
Jung 0,138
Alt 0,374

Tab. 23: Statistische Auswertung Uber den Vergleich, ob sich die Dichten GABAerger und glyzinerger

Neurone im AVCN unterscheiden. Die Tabelle listet die p-Werte. Beim Vergleich tber alle
Tiere zeigt sich ein Wert unter 0,1 (fett markiert). Dies weist auf einen Trend hin, dass sich

die Dichten GABAerger und glyzinerger Neurone aller Tiere signifikant unterscheiden.

GABA Glyzin

Alle 83,40+/- 59,08+/-
37,31 46,40

Jung 86,56+/- 48,84+]/-
31,24 37,05

Alt 81,64+/- 64,76+/-
42,00 52,06

Tab. 24: Auflistung der Dichtemittelwerte und Standardabweichungen von GABAergen und

glyzinergen Neuronen fir alle Tiere, alle junge und alle alte Tiere fir den AVCN.
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2.3 Zusammenfassung

In dieser Arbeit kann fur die Anzahl GABAerger und glyzinerger Neurone im AVCN
festgestellt werden, dass die Zellzahlen nicht mit der Querschnittsflache korrelieren.
Das Alter hat keinen statistisch signifikanten Einfluss auf die Anzahl GABAerger bzw.
glyzinerger Neurone. Allerdings kann aufgrund von Diagramm 5 nicht
ausgeschlossen werden, dass bei einer grol3eren Stichprobe eine Abnahme
GABAerger Neurone bei alten Tieren nachzuweisen ware, wahrend dies fir Glyzin
unwahrscheinlich erscheint.

Ebenso ergaben sich keine signifikanten Unterschiede in der Anzahl GABAerger und
glyzinerger Neurone zwischen den untersuchten Tiergruppen (Alt I, Alt Il und junge
Tiere).

Es besteht ein Trend dahingehend, dass es im AVCN mehr GABAerge, als
glyzinerge Neurone gibt. Dieser Unterschied besteht auch jeweils bei den jungen und
bei den alten Tieren, aufgrund zu geringer Stichproben sind diese Unterschiede

jedoch nicht signifikant (Diagramm 8).

Es lasst sich ebenso feststellen, dass es keinen signifikanten Einflul3 des Alters auf
die Dichtewerte GABAerger und glyzinerger Neurone im AVCN gibt. Die Dichten
GABAerger Neurone nehmen im Mittel leicht ab (Diagramm 9A, 10A) und die Dichten
glyzinerger Neurone sogar zu (Diagramm 9B, 10B), ein signifikanter Unterschied
besteht jedoch nicht. Fir beide inhibitorischen Transmitter steigt die Dichte im Mittel
fur die Gruppe Alt Il im Vergleich zu den jungen Tieren an, ein signifikanter
Unterschied besteht aber nicht (Diagramm 11).

Innerhalb der drei Frequenzbereiche des AVCN hat das Alter keinen signifikanten
Einfluss auf die Dichten GABAerger und glyzinerger Neurone (Diagramm 12).

Bei separaten Untersuchungen von jungen Tieren mit den Gruppen Alt | und Alt Il
ergeben sich nur im ventralen und dorsalen Teil des AVCN bei GABA Hinweise auf
maogliche Unterschiede zwischen den Tiergruppen (Diagramm 13, Tabelle 20)
wahrend der mittige (mittelfrequente) Bereich fir alle Gruppen sehr &hnliche
Dichtewerte aufwies.

Zwischen den Dichtewerten der ventralen, mittigen und dorsalen Bereiche des AVCN
waren die Unterschiede aus Diagramm 12 nicht signifikant. Die drei tonotopen

Bereiche unterscheiden sich somit weder in der GABA- noch in der Glyzinfarbung.
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Fur die GABAergen Neurone besteht ein Trend, dass diese im AVCN hdhere Dichten
aufweisen als glyzinerge Neurone (Diagramm 14).
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3. Altersbedingte Veranderung im PVCN

3.1 Untersuchung der Anzahl GABAerger und glyzinerg er Neurone im
PVCN

Fur die Untersuchung der Anzahl und der Dichten GABAerger und glyzinerger
Neurone im PVCN wurden die gleichen 29 Schnittserien verwendet, die fur die
Untersuchung des AVCN herangezogen wurden.

Die Untersuchungen des PVCN und die verwendeten statistischen Tests werden
identisch zu den Untersuchungen des AVCN im Abschnitt 2 des Ergebnisteils
durchgefuhrt.

Zuerst soll festgestellt werden, ob die Anzahl der Neurone beider Farbungen mit den
Querschnittsflachen korrelieren. Zu diesem Zweck wurde den Querschnittsflachen
jedes Tieres die entsprechende Anzahl an Neuronen gegentbergestellt. Im
Diagramm 15A sind die Werte mit den 25 Tieren der GABAfarbung und in Diagramm
15B die 18 Tiere mit der Glyzinfarbung aufgefiihrt. Die jungen Tiere und die Tiere der
Altersgruppen Alt | und Alt Il sind mit unterschiedlichen Symbolen gekennzeichnet.
Regressionslinien Uber alle Tiere sind zur besseren Beurteilung der Daten
eingezeichnet. Die Werte sind den Tabellen 1 und 25 entnommen.

Bei beiden Diagrammen féllt eine positive Steigung der Regressionslinien auf. Hier
lasst sich ein Zusammenhang zwischen den Querschnittsflachen und der jeweiligen
Anzahl an Neuronen vermuten. Unabhangig der Alterszugehdorigkeit scheint die
Anzahl an GABAergen und glyzinergen Neurone mit den Querschnittsflachen
zuzunehmen. Beim Vergleich der Querschnittsflachen mit der Anzahl an Neuronen
ergeben sich bei der Korrelation nach Spearman fir GABA einen Wert von p=0,061
(r2=0,1445, N=25) und fur Glyzin einen Wert von p=0,079 (r2=0,1808, N=18). Diese
Werte sind zwar nicht signifikant, deuten aber den Trend an, dass die Anzahl der
Neurone beider Farbungen mit den Querschnitssflachen korrelieren, das heil3t also
bei den Tieren mit einer kleinen PVCN-Querschnittsflache weniger inhibitorische

Neurone vorhanden sind als bei Tieren mit grol3er PVCN Querschnittsflache.
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Diagr. 15: Darstellung der Anzahl GABAerger (A) und glyzinerger (B) Neurone in Abhangigkeit von
der Querschnittsflache. Die Altersgruppen Jung, Alt | und Alt Il sind durch unterschiedliche
Symbole gekennzeichnet. Zur besseren Beurteilung sind Regressionslinien eingezeichnet.

Die Werte sind den Tabellen 1 und 25 entnommen.

Zur Untersuchung der Frage, ob die Zellzahl GABAerger oder glyzinerger Neurone
mit dem Alter im PVCN korreliert, wurden in den Diagrammen 16A und 16B jeweils
fur beide Farbungen das Alter gegen die Zellzahlen aufgetragen. Dabei wurden die
beiden Gruppen Alt | und Alt Il durch unterschiedliche Symbole gekennzeichnet und
der Mittelwerte der einzelnen Gruppen durch entsprechende Linien verbunden. Die
einzelnen Werte zu Alter und Zellzahl sind fir GABA in Tabelle 25A und fur Glyzin in
Tabelle 25B aufgefuihrt. Die eingezeichneten Linien verbinden jeweils den Mittelwert
aller jungen Tiere mit dem aller alten Tiere (durchgezogene Linie) und dem der
Gruppe Alt | (gestrichelte Linie) bzw. Alt Il (gepunktete Linie) und dienen als
Hilfslinien.

Vergleicht man beide Diagramme 16A und 16B, erkennt man fur GABA im Mittel eine
leichte Zunahme der Neuronen fur alle alten Tiere. Die Linie, die den Mittelwert der
jungen mit dem der alten verbindet (schwarze Linie), weicht leicht nach oben ab.
Daneben ist die Zunahme der Zellzahlen mit dem Alter fir Glyzin im Mittel deutlich
starker ausgepragt. Dies lasst die Vermutung zu, dass die Anzahl glyzinerger
Neurone im Alter zunimmt. Jedoch zeigten sich bei der statistischen Untersuchung
mittels der Spearman Rang Korrelation, dass die Zunahme der Zellzahlen in
Abhangigkeit vom Alter in dieser Stichprobe fir keine der beiden Farbungen
signifikant war (GABA: p=0,188, N= 25; Glyzin: p=0,179, N=18).
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Im Diagramm 16A weicht die Linie, die den Mittelwert der jungen Tiere und den der
Gruppe Alt | verbindet (gestrichelte Linie), am starksten nach oben ab wobei die
Mittelwertslinie Jung/Alt I (gepunktete Linie) annahernd horizontal verlauft. Uberprift
man, ob die Zellzahlen GABAerger Neurone unter Berlcksichtigung der jungen Tiere
und der Gruppe Alt | signifikant vom Alter abhangen, zeigt die Spearmann Rang
Korrelation einen Signifikanzwert, der auf einen Trend fur diesen Unterschied, eine
Zunahme der Anzahl GABAerger Neurone bei alten Tieren mit ,normaler* AVCN-
Querschnittsflache, hinweist: p(Jung/Alt 1)=0,067. Dagegen weist der hohe Wert von
p=0,789 darauf hin, dass es zwischen der Anzahl GABAerger Neurone junger und
den Tieren der Gruppe Alt 1l keine Anderung der Anzahl GABAerger Neurone gibt.
Beide Ergebnisse sind in Tabelle 26 aufgelistet.

Im Diagramm 16B Uberlagern die zwei Mittelwertlinien Jung/Alt | und Jung/Alt 1l die
Mittelwertslinie Jung/alle Alt fast ganzlich. Dennoch zeigt sich in der Spearmann
Rang Korrelation, dass die Anzahl glyzinerger Neurone beim Vergleich von jungen
Tieren und der Gruppe Alt | im Alter zunimmt. Es ergibt sich einen Signifikanzwert
von p(Jung/Alt 1)=0,044 (Tabelle 26). Betrachtet man bei diesem Test die jungen
Tiere und die Gruppe Alt II, zeigt sich keine signifikante Anderung mit dem Alter
(p(Jung/Alt 11)=0,616). Die Ergebnisse zeigen, dass das Alter einen signifikanten
Einfluss auf die Anzahl glyzinerger Neurone beim Vergleich junger Tiere und der
Gruppe Alt | hat, nicht aber beim Vergleich junger Tiere und der Gruppe Alt 1l (das
kommt allerdings auch dadurch zustande, dass es nur 4 Tiere in der Alt Il Gruppe
gibt von denen 2 im Bereich der Werte von jungen Tieren liegen). Beide Ergebnisse
finden sich in Tabelle 26.
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Tier Alter PVCN Gruppe
(Nummer) (Monate)
697 4 29 1
713 4 35 1
727 4 13 1
666 6 56 1
710 8 23 1
711 8 29 1
838 8 20 1
705 15 52 1
768 16 20 1
702 36 50 3
798 36 25 2
764 37 20 2
805 38 29 3
808 38 30 3
759 40 27 2
793 40 39 2
819 41 34 3
762 42 75 2
815 42 31 2
785 43 66 2
786 43 67 2
822 43 29 3
795 46 31 3
827 48 20 3
839 51 34 3
A
Tier Alter PVCN Gruppe
(Nummer) (Monate)
697 4 21 1
713 4 22 1
718 4 18 1
727 4 11 1
838 8 10 1
760 11 11 1
768 16 23 1
798 36 32 2
764 37 27 2
805 38 44 3
808 38 37 3
793 40 25 2
819 41 17 3
762 42 42 2
763 42 32 2
786 43 60 2
822 43 13 3
782 57 11 2
B

Tab. 25: Auflistung der Zellzahlen im PVCN entsprechend dem Alter fir GABA (A) und Glyzin (B).

Gruppe 1: junge Tiere; Gruppe 2: Alt I; Gruppe 3: Alt II.
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Diagr. 16: Darstellung der mittleren Zellzahlen des PVCN fir GABA (A) und fir Glyzin (B),
entsprechend dem Alter. Die dazugehérigen Werte finden sich in Tabelle 25. Die Linien

verbinden die Mittelwerte der einzelnen Gruppen (vergleiche dazu die Legende).

Spearman Rang Korrelation

GABA Glyzin

Jung/Alt 0,188 0,179
Jung/Alt | 0,067 0,044
Jung/Alt Il 0,789 0,616

Tab. 26: Statistische Auswertung inwieweit das Alter mit der Anzahl GABAerger bzw. glyzinerger
Neurone im PVCN korreliert. Die Tabelle listet die p-Werte. Statistisch signifikante Werte
sind fett markiert und unterstrichen, Werte, die auf einen Trend hinweisen, sind fett
markiert.

In den Saulen-Diagrammen 17A und 17B sind die Mittelwerte und
Standardabweichungen der Anzahl GABAerger bzw. glyzinerger Neurone junger und
aller alten Tiere gegenubergestellt. Hier wird deutlich, dass im Mittel die Anzahl
GABAexprimierender Neurone im Alter um 19% und die Zellzahlen glyzinerger
Neurone um 46% zunimmt. Statistische Berechnungen mit dem Mann-Withney-U
Test zeigen, dass die Zunahme GABAerger Neurone nicht signifikant ist. Der Wert
liegt mit p=0,251 nicht einmal unter dem Wahrscheinlichkeitsniveau von 0,1. Die
Zunahme glyzinerger Neurone ist laut Mann-Witney-U Test signifikant (p=0,020).
Genau wie die Spearman Rang Korrelation, die einen signifikanten Einflul3 des Alters

auf die Anzahl glyzinerger Neuronen bestétigt, zeigt sich durch den
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Gruppenvergleich eine signifikante Zunahme der Anzahl glyzinerger Neurone bei

alten Tieren (vergleiche Tabelle 26 und 27).

PVCN GABA PVCN Glyzin
80 80
70 + 70 A
60 - 60 -
< 50 - = 50 *
8 40 & 40
g 30 o 30
20 - 20 A
10 10 1
0 0 -
Jung Alt Jung Alt
A B

Diagr. 17: Gegenuberstellung der Mittelwerte mit Standardabweichungen der Anzahl GABAerger (A)

und glyzinerger (B) Neurone junger und aller alten Tiere im PVCN. (Schwarzer Stern=
signifikanter Zellzahlunterschied, p < 0.05)

Mann-Withney-U Test

GABA Glyzin
Jung/Alt 0,251 0,020

Tab. 27: Statistische Auswertung des Zellzahlenvergleichs GABAerger bzw. glyzinerger Neurone im
PVCN zwischen jungen und allen alten Tieren. Die Tabelle listet die p-Werte und zeigt einen
statistisch signifikanten Unterschied der Anzahl glyzinerger Neurone junger und alter Tiere
(fett/unterstrichen).

In den Saulen-Diagrammen 18A wund 18B sind die Mittelwerte und
Standardabweichungen der jungen Tiere, den Mittelwerten der Gruppen Alt | und Alt
Il gegenubergestellt. Hier zeigt sich in beiden Diagrammen, dass die Zunahme der
Anzahl GABAerger und glyzinerger Neurone alter Tiere hauptsachlich bei den Alt |
wiederzufinden ist. Ihre mittlere Zellzahl nimmt im Vergleich zu jungen Tieren flr
GABA um 30% und fur Glyzin um 49% zu. Die Anzahl der Neurone von Alt Il nimmt
im Mittel fur GABA nur um 4% und fir Glyzin um 40% zu. Der Kruskal-Wallis Test
zeigt im Dreiervergleich fur die GABAfarbung keinen signifikanten Unterschied

zwischen den 3 Gruppen Jung, Alt | und Alt Il (p=0,397). Ein weiterer paarweiser
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Vergleich der Mittelwerte zwischen Jung und Alt I, Jung und Alt Il bzw. Alt | und Alt I
ist nicht mehr zulassig. Fur die Glyzinfarbung ergibt sich ein Wert von p= 0,060.
Obwohl dies das Signifikanzniveau von 0.05 nicht erreicht, ergibt sich doch ein
Hinweis darauf, dass Unterschiede zwischen den Gruppen existieren. Um genauere
Unterschiede zwischen den drei Gruppen festzustellen, werden folglich alle
miteinander paarweise mittels Mann-Withney-U Test verglichen. Es zeigt sich, dass
sich die Zellzahl junger Tiere und die der Gruppe Alt | signifikant unterscheiden. Der
Signifikanzwert liegt hier bei p=0,011. Vergleiche zwischen Jung mit Alt Il bzw. Alt |
mit Alt Il zeigen keine statistisch relevanten Ergebnisse. Die Signifikanzwerte sind in
Tabelle 29 aufgelistet.

Diese Analyse zeigt also fur den PVCN keine Hinweise fur einen Verlust von
GABAergen und glyzinergen Neuronen bei alten Tieren, ja es gibt sogar Hinweise
dafur, dass die Zahl glyzinerger Neurone bei alten Tieren im Vergleich zu jungen

Tieren zunimmt.

PVCN GABA PVCN Glyzin

80 80

70 - 70 1

60 - 60 *
= 50 - = 50 1
© ©
N 40 N 40
N30 N30

20 20 A

10 10 A

0 - 0
Jung Altl Alt 1l Jung Alt | Altll
A B

Diagr. 18: Gegenuberstellung der Mittelwerte mit Standardabweichungen der Zellzahlen GABAerger
(A) und glyzinerger (B) Neurone der Gruppe der jungen Tiere, der Gruppe Alt | und der
Gruppe Alt Il im PVCN. (Schwarzer Stern= signifikanter Zellzahlunterschied, p < 0.05)
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Kruskal-Wallis Test

GABA Glyzin
Jung / Alt 1/ Alt Il 0,397 0,060

Tab. 28: Statistische Auswertung des Zellzahlenvergleichs GABAerger bzw. glyzinerger Neurone im
PVCN zwischen jungen Tieren, Tieren der Gruppe Alt | und Alt 1. Die Tabelle listete die p-
Werte und zeigt fir die Glyzinfarbung einen Signifikanzwert unter 0,1 an. Das Ergebnis
weist auf einen Trend hin, dass sich die Zellzahlen der drei Gruppen signifikant
unterscheiden. Weiterfihrende Tests zum Vergleich der einzelnen Gruppen untereinander

sind somit fir die Glyzinfarbung eigentlich nicht zulassig.

Mann-Withney-U Test

Glyzin
Jung/Alt | 0,011
Jung/Alt Il 0,315
Alt I/Al 1 0,927

Tab. 29: Statistische Auswertung des Zellzahlenvergleichs glyzinerger Neurone im PVCN zwischen
Jung und der Gruppe Alt I, Jung und der Gruppe Alt Il bzw. Alt | und Alt Il. Die Tabelle listet
die p-Werte und zeigt einen statistisch signifikanten Zellzahlunterschied zwischen den
jungen Tieren und der Gruppe Alt | (fett/unterstrichen). Die Berechnung dieses Tests fir die
GABAfarbung ist aufgrund des vorangegangenen nicht signifikanten Kruskal-Wallis Tests

formal nicht zulassig.

Zum Vergleich der Anzahl GABAerger Neurone mit der Anzahl glyzinerger Neurone
werden im Saulen-Diagramm 19 die Mittelwerte und Standardabweichungen
GABAerger und glyzinerger Neuronenzahlen derjeniger 14 Tiere gegenubergestellt,
bei denen beide Farbungen untersucht wurden. Die Werte dazu finden sich in
Tabelle 30. Der Vergleich wurde fir alle Tiere und zusatzlich separat fir die jungen
und alten Tiere durchgefuhrt. Hier zeigt sich wie im AVCN, dass die Anzahl
GABAexprimierender Neurone bei allen Tieren hoher ist, als die Anzahl
glyzinexprimierender Neurone. Dies ist auch bei allen jungen und allen alten Tieren
der Fall. Zur statistischen Untersuchung wird hier der Wilcoxon-Test zum
Paarvergleich zweier verbundener Stichproben verwendet. Beim Vergleich Uber alle
Tiere hinweg zeigt der Wilcoxon-Test einen Wert von p=0,102 (siehe Tabelle 31).
Fuhrt man diese Analyse separat fur die jungen bzw. alten Tiere durch, ergeben sich
ebenfalls keine signifikanten Ergebnisse. Dies kann auf die geringe

StichprobengrofRe zuriickzufiihren sein (N(Jung)=5, N(Alt)=9). Eine weiter Aufteilung
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in Alt I und Alt Il erGbrigt sich, da dann die StichprobengrofRe fir Alt I nur noch N=5

und far Alt Il nur noch N=4 betragt.

70

Zellzahl

PVCN

60 -

50

40 1

30 -

20 -

10 1

B GABA
O Glyzin

Alle

Jung Alt

Diagr. 19: Gegenuberstellung der Mittelwerte mit Standardabweichungen der Anzahl GABAerger und

GABA Glyzin
Alle 33,00+/- 27,00+/-
17,52 14,27
Jung 23,40+/- 17,40+/-
8,62 6,35
Alt 38,67+/- 33,00+/-
19,18 14,59

glyzinerger Neurone fir alle Tiere (N = 14), alle jungen (N = 5) und alle alten Tiere (N = 9)

im PVCN. Die dazugehdorigen Werte finden sich in Tabelle 30.

Tab. 30: Auflistung der Mittelwerte mit Standardabweichungen der Anzahl GABAerger und glyzinerger

Neurone fir alle Tiere (N = 14), alle jungen (N = 5) und alle alten Tiere (N = 9) im PVCN.
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Wilcoxon-Test

GABA/Glyzin
Alle 0,102
Jung 0,138
Alt 0,282

Tab. 31: Statistische Auswertung Uber den Vergleich, ob sich die Anzahl GABAerger und glyzinerger
Neurone im PVCN unterscheiden. Die Tabelle listet die p-Werte und zeigt, dass in keinem
Vergleich die Werte unter 0,05 liegen. Somit gibt es in dieser begrenzten Stichprobe keinen
statistisch signifikanten Zellzahlunterschied zwischen GABAergen und glyzinergen

Neuronen fir alle Tiere, alle jungen und alle alten Tiere.

3.2 Untersuchung der Zelldichte GABAerger und glyzi nerger Neurone
im PVCN

Bei der Untersuchung altersabhangiger Effekte der Zelldichte (Zellzahl pro mmg?)
GABA- bzw. glyzinerger Neurone wird der PVCN zuerst im Ganzen betrachtet.
AnschlieBend wird untersucht ob es Dichteunterschiede in und zwischen den
dorsalen und ventralen Teilbereichen des PVCN gibt. Die Unterteilung wurde aus
funktionellen Gesichtspunkten vorgenommen. Im dorsalen Bereich befinden sich
hauptsachlich exzitatorisch wirkende ,octopus cells”. Ihre Funktion ist im Horsystem
eine vollig andere, als die der teilweise inhibitorisch wirkenden ,multipolar cells* im
ventralen Bereich (Cant, 1991, 2003). Es ist deshalb zu untersuchen, ob
Unterschiede in diesen Bereichen bestehen, auch im Hinblick auf Veranderungen im
Alter.

Bei den statistischen Analysen zur Untersuchung der Dichte wird genau so
verfahren, wie bei der Untersuchung der Dichte GABAerger und glyzinerger Neurone
im AVCN (Kapitel 2.2).
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3.2.1 Zelldichte im gesamten PVCN

Die Zelldichten als Funktion des Alters fir den PVCN sind in den Diagrammen 20A
fur die GABA-Farbung und in 20B fur die Glyzinfarbung dargestellt. Die beiden
Gruppen Alt | und Alt 1l sind wieder durch unterschiedliche Symbole gekennzeichnet
und die Mittelwerte der einzelnen Gruppen durch Linien verbunden. Die einzelnen
Werte zu Alter und Dichte finden sich fir GABA in Tabelle 32A und fur Glyzin in 32B.
Vergleicht man in den Diagrammen 20A und 20B die jungen Tiere mit allen alten,
bleiben fir die GABAfarbung die Neuronendichten anndhernd gleich. Die
durchgezogene Linie, die die Mittelwerte junger und alter Tiere verbindet, verlauft fur
die GABA Farbung anndhernd horizontal. Bei der Glyzinfarbung scheinen die
Dichten aller alten Tiere im Vergleich zu denen junger Tiere zuzunehmen. Bei der
statistischen Untersuchung eines altersbedingten Effekts unter Einbeziehung aller
alten Tiere mittels der Spearmann Rang Korrelation ist weder fur die GABA- noch fir
die Glyzinfarbung eine altersabhéngige Dichteanderung festzustellen. Beide
Signifikanzwerte liegen tber 0,05, vergleiche dazu Tabelle 33. Diese Ergebnisse sind
auch vereinbar mit der Tatsache, dass die Anzahl der Neurone beider Farbungen mit
der Querschnittsflache korrelieren (vergleiche Kapitel 3.1).

Die Dichten der Tiere Alt | scheinen unter den alten Tieren bei beiden Farbungen am
starksten zuzunehmen Die gestrichelten Linien, die den Mittelwert der jungen mit
dem der Gruppe Alt | verbinden, weichen nach oben ab. Die Dichten der Gruppe Alt
Il nehmen dagegen weniger stark zu. Uberpruft man, ob die Dichten unter
Bericksichtigung der jungen Tiere und der Gruppe Alt | signifikant vom Alter
abhangen, zeigt die Spearmann Rang Korrelation fir GABA eine signifikante
Zunahme: p(Jung/Alt 1)=0,047. Fir Glyzin ergibt sich keine signifikante Anderung mit
dem Alter. Dies kdnnte an der geringeren Stichprobengréf3e und der weiten Streuung
liegen. Im PVCN nimmt somit nur die Dichten GABAerger Neurone der Gruppe Alt |
im Alter signifikant zu.

Uberpruft man, ob die Dichten unter Beriicksichtigung der jungen Tiere und der
Gruppe Alt Il signifikant vom Alter abhéngen, zeigt die Spearmann Rang Korrelation
fur beide Farbungen keine signifikanten Werte.

Die Werte der Spearman Rang Korrelation zur Untersuchung eines alterabhéngigen
Effektes sind fur beide Farbungen in Tabelle 33 aufgefihrt.
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Tier Alter PVCN Gruppe
(Nummer) (Monate)
697 4 63,21 1
713 4 80,07 1
727 4 30,53 1
666 6 88,36 1
710 8 48,50 1
711 8 63,47 1
838 8 37,17 1
705 15 122,61 1
768 16 46,99 1
702 36 104,94 3
798 36 65,89 2
764 37 35,76 2
805 38 57,92 3
808 38 55,10 3
759 40 85,10 2
793 40 69,88 2
819 41 107,01 3
762 42 168,54 2
815 42 74,03 2
785 43 106,83 2
786 43 104,39 2
822 43 55,63 3
795 46 71,84 3
827 48 67,14 3
839 51 59,41 3
A
Tier Alter PVCN Gruppe
(Nummer) (Monate)
697 4 52,81 1
713 4 43,28 1
718 4 46,82 1
727 4 34,32 1
838 8 16,85 1
760 11 31,81 1
768 16 52,50 1
798 36 85,82 2
764 37 50,27 2
805 38 93,79 3
808 38 59,13 3
793 40 44,52 2
819 41 62,77 3
762 42 92,98 2
763 42 87,15 2
786 43 99,86 2
822 43 25,32 3
782 57 37,29 2
B

Tab. 32: Auflistung der Zelldichten (pro mm2) im PVCN entsprechend dem Alter fir GABA (A) und

Glyzin (B). Gruppe 1: junge Tiere; Gruppe 2: Alt I; Gruppe 3: Alt 11
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Diagr. 20: Darstellung der mittlere Zelldichten (pro mm?2) des PVCN fir GABA (A) und Glyzin (B),
entsprechend dem Alter. Die dazugehérigen Werte finden sich in Tabelle 32. Die Linien

verbinden die Mittelwerte der einzelnen Gruppen (vergleiche dazu die Legende).

Spearman Rang Korrelation

GABA Glyzin
Jung/Alt 0,712 0,175
Jung/Alt | 0,047 0,109
Jung/Alt Il 0,610 0,481

Tab. 33: Statistische Auswertung inwieweit das Alter mit der Dichte GABAerger- bzw. glyzinerger
Neurone im PVCN korreliert. Dabei wurden separate Analysen durchgefiihrt, in die jeweils
junge und allen alten Tieren, junge und die der Gruppe Alt | bzw. junge und die der Gruppe
Alt Il mit einbezogen wurden. Die Tabelle listet die p-Werte und zeigt bei der Korrelation
Uber die jungen Tiere und der Gruppe Alt | einen Wert unter 0,05 (fett/unterstrichen). Somit
zeigt das Alter einen signifikanten EinfluR auf die Dichte GABAerger Neurone der Gruppe
Alt I

In den Saulen-Diagrammen 21A und 21B sind die Mittelwerte mit
Standardabweichungen der Zelldichten fur die jungen und alten Tiere jeweils fur
GABA- bzw. fur glyzinexprimierende Neurone gegenubergestellt. Im Mittel nimmt die
Zelldichte GABAerger Neurone um 20% und die Zelldichte glyzinerger Neurone um
41% zu. Beim Gruppenvergleich junger und alter Tiere durch den Mann-Withney-U
Test zeigte sich der mittlere Dichteunterschied von 41% bei der Glyzinfarbung als
signifikant (p=0,035). Die Dichten GABAerger Neurone junger und alter Tiere
unterscheiden sich statistisch nicht; vergleiche dazu Tabelle 34.
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PVCN GABA PVCN Glyzin
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Diagr. 21: Gegeniiberstellung der Mittelwerte mit Standardabweichungen der Zelldichten GABAerger
(A) und glyzinerger (B) Neurone junger und aller alten Tiere im PVCN. (Schwarzer Stern=

signifikanter Dichteunterschied, p < 0.05)

Mann-Withney-U Test

GABA Glyzin
Jung/alle Alten 0,207 0,035

Tab. 34: Statistische Auswertung des Dichtevergleichs GABAerger bzw. glyzinerger Neurone im
PVCN zwischen jungen und allen alten Tieren. Die Tabelle listet die p-Werte und zeigt
zwischen den Dichten glyzinerger Neurone junger und aller alten Tiere statistisch

signifikante Unterschiede (fett/unterstrichen).

In  den Saulendiagrammen 22A und 22B sind die Mittelwerte und
Standardabweichungen der jungen Tiere den Mittelwerten beider Gruppen Alt | und
Alt 1l gegenubergestellt. Hier zeigt sich fir beide Farbungen, dass die
Dichtezunahme bei der Gruppe Alt | unter den alten Tieren am starksten ausfallt. Die
Dichtewerte der Gruppe Alt Il sind zwar im Mittel héher als die Werte der jungen
Tiere, erreichen aber die Werte der Gruppe Alt | nicht. Untersucht man mittels des
Kruskal-Wallis Test Dichteunterschiede innerhalb der drei Altersgruppen, zeigt dieser
fur die Glyzinfarbung einen Signifikanzwert von p=0,099 (vergleiche Tabelle 35). Dies
ist zwar kein signifikantes Ergebnis, gibt aber einen Trend an, dass sich die drei
Gruppen Jung, Alt | und Alt Il der Glyzinfarbung in ihrer Dichte unterscheiden. Um
genauere Unterschiede zwischen den drei Gruppen festzustellen, werden alle
miteinander paarweise mittels Mann-Withney-U Test verglichen. Nur beim Vergleich
der Dichten junger Tiere und der Gruppe Alt | zeigt sich ein Wert von p=0,053. Dieser
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Wert weist auf einen Trend hin, dass die Dichte glyzinerger Neurone bei Tieren der
Gruppe Alt | im Vergleich zu jungen Tieren zunimmt. Ebenso weist das Ergebnis
darauf hin, dass sich der signifikante Dichteunterschied glyzinerger Neurone
zwischen jungen und alten Gerbils (Diagramm 21B) bei den alten Tieren
widerspiegelt, deren AVCN-Querschnittsflache im Vergleich zu jungen Tieren
unverandert blieb (Alt I). Bei der Bewertung des Unterschieds in der Zelldichte
zwischen Jung und Alt | muss kritisch berlcksichtigt werden, dass beim Kruskal-
Wallis Vergleich der 3 Gruppen nur ein Signifikanzwert von p = 0,099 erreicht wurde.
Beim Vergleich von Jung mit Alt Il bzw. Alt I mit Alt Il ergaben sich keine signifikanten
Ergebnisse. Die p-Werte des Mann-Withney-U Tests sind in Tabelle 36 aufgefihrt.
Fur die GABAfarbung ergab der Kruskal-Wallis Test einen Wert von p=0,272. Einen
Dichteunterschied zwischen jungen Tieren, Alt | und Alt Il gibt es nicht. Hier sind
weitere statistische Tests zum Vergleich von Jung mit Alt I, Jung mit Alt Il und Alt |
mit Alt 1l mittels des Mann-Withney-U Tests nicht zulassig. Die Ergebnisse des

Kruskal-Wallis Test sind in Tabelle 35 zusammengefasst.

PVCN GABA PVCN Glyzin
140 140
120 | 120 |
100 1 100 1 *
e L
§ 80 | 5 80 -
2 60 - S 60
[e5) (V]
N 40 - N 40 A
20 20 A
0 0-
Jung  Altl  Altll Jung  Altl  Altll
A B

Diagr. 22: Gegeniberstellung der Mittelwerte mit Standardabweichungen der Zelldichten GABAerger
(A) und glyzinerger (B) Neurone der Gruppe der jungen Tiere, der Gruppe Alt | und der
Gruppe Alt 1l im PVCN. (Grauer Stern= Dichteunterschied mit tendenzieller
Wahrscheinlichkeit, p < 0.1).
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Kruskal-Wallis Test

GABA Glyzin
Jung / Alt I/ Alt 11 0,272 0,099

Tab. 35: Statistische Auswertung des Dichtevergleichs GABAerger bzw. glyzinerger Neurone im
PVCN zwischen jungen Tieren, Tiere der Gruppe Alt | und Alt Il. Die Tabelle listete die p-
Werte und zeigt fur die Glyzinfarbung einen Signifikanzwert unter 0,1 an. Das Ergebnis
weist auf einen Trend hin, dass sich die Dichtewerte der drei Gruppen signifikant
unterscheiden.

Mann-Withney-U Test

Glyzin
Jung/Alt | 0,053
Jung/Alt Il 0,164
Alt I/AIt I 0,788

Tab. 36: Statistische Auswertung des Dichtevergleichs glyzinerger Neurone im PVCN zwischen Jung
und der Gruppe Alt I, Jung und der Gruppe Alt Il und Alt | und Alt 1. Die Tabelle listet die p-
Werte und zeigt fir den Vergleich der Dichten junger Tiere und der Gruppe Alt | einen
Signifikanzwert unter 0,1 an. Das Ergebnis weist auf einen Trend hin, dass sich die
Dichtewerte der beiden Gruppen signifikant unterscheiden. Die Berechnung dieses Tests fiir
die GABAfarbung ist aufgrund des vorangegangenen nicht signifikanten Kruskal-Wallis Test

formal nicht zulassig.

3.2.2 Zelldichte im dorsalen und ventralen PVCN

Fur den PVCN bleibt noch die Frage offen, ob sich jeweils im dorsalen und ventralen
Bereich des PVCN ein altersbedingter Unterschied in der Neuronendichte zeigt.

Dazu sind in den Diagrammen 23A fur GABA und 23B fiur Glyzin fur die beiden
Bereiche die Mittelwerte und die Standardabweichungen junger und alter Gerbils
nebeneinander aufgetragen. In Tabelle 37A und 37B sind fir GABA und Glyzin die
einzelnen Dichten der zwei Bereiche aufgelistet.

Beim Vergleich der Dichtemittelwerte junger und alter Tiere im Diagramm 23A fallt
auf, dass in beiden Bereichen die Dichten der alten Tiere etwas hoher sind als die
der jungen Tiere. Statistische Analysen mittels der Spearmann Rang Korrelation, die
den Einfluss des Alters auf die Dichten GABAerger Neurone von Jung und unter

Einbeziehung aller alten Tieren bestimmt, zeigt, dass im dorsalen Bereich die
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Dichten GABAerger Neurone mit dem Alter korrelieren und weist darauf hin, dass die
Dichten GABAerger Neurone bei alten Tieren im dorsalen PVCN signifikant
zunehmen. Der Signifikanzwert liegt hier bei 0,022. Fur den ventralen Bereich liegt
der p-Wert bei 0,424 (vergleiche Tabelle 38). Vergleicht man die Dichtemittelwerte
GABAerger Neurone junger Tiere mit denen aller alten Tiere mittels des Mann-
Withney-U Tests jeweils fur den dorsalen und ventralen Bereich des PVCN, ergibt
sich fur den dorsalen Bereich ein Wert von p=0,095. Dieser Werte ist zwar nicht
signifikant, weist aber auf einen Trend hin, dass die Dichten GABAerger Neurone im
dorsalen Teil des PVCN im Alter im Mittel héhere Dichten aufweisen, als bei jungen
Tieren. Fur den ventralen Bereich ergibt sich wie in der Spearman Rang Korrelation
kein signifikantes Ergebnis (p = 0.329; vergleiche dazu Tabelle 38 und 39).
Vergleicht man die Dichtemittelwerte glyzinerger Neurone im Diagramm 23B, ist im
dorsalen Bereich des PVCN zwischen jungen und alten Tieren fast kein
Dichteunterschied zu erkennen. Im ventralen Bereich dagegen besteht eine deutliche
Zunahme der mittleren Dichte alter Tiere im Vergleich zu jungen Tieren. Statistische
Berechnungen mittels der Spearmann Rang Korrelation und auch mittels des Mann-
Withney-U Tests ergeben beim Vergleich junger mit alten Tieren fur den dorsalen
Bereich des PVCN keine Hinweise auf einen signifikanten Einfluss des Alters bzw.
einen Dichteunterschied glyzinerger Neurone junger und alter Gerbils. Berechnungen
fur den ventralen Bereich des PVCN ergeben fur die Spearman Rang Korrelation
einen Wert von p=0,068. Dieses Ergebnis weil3t auf einen Trend hin, dass das Alter
einen signifikanten Einfluss auf die Dichtewerte glyzinerger Neurone alter Tiere im
ventralen Bereich des PVCN hat; die Dichte nimmt zu. Vergleicht man hier die
Dichtemittelwerte durch den Mann-Withney-U Test, ergibt sich ein signifikanter Wert
von p=0,011. Im ventralen Bereich des PVCN sind die Dichtemittelwerte glyzinerger
Neurone alter Tiere signifikant hoher als die der jungen. Zusammen mit dem
Ergebnis der Spearman Rang Korrelation (p=0,068) ergibt sich fur den ventralen
Bereich des PVCN, dass im Alter die Dichte glyzinerger Neurone zunimmt. Die
Ergebnisse fur die Rangkorrelation sind in Tabelle 38 und fir den Gruppenvergleich
in Tabelle 39 aufgefuhrt.

Zusammenfassend lasst sich feststellen, dass im PVCN keine Hinweise fir eine
Abnahme der Dichte inhibitorischer Neurone mit dem Alter auftrat. Vielmehr stellte
sich heraus, dass die Dichte glyzinerger Neurone im ventralen Bereich des PVCN

altersbedingt signifikant zunahm, wahrend es fir den dorsalen Oktopuszellbereich
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des PVCN Hinweise fir eine altersbedingte Zunahme der Dichte GABAerger

Neurone gab (Diagramm 23).
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Tier Alter PVCN PVCN Gruppe
(Nummer) (Monate) dorsal ventral
697 4 10,19 158,15 |1
713 4 28,12 115,69 |1
727 4 11,16 44,59 1
666 6 22,33 17423 |1
710 8 11,73 91,55 1
711 8 15,06 100,86 |1
838 8 34,59 40,17 1
705 15 51,75 193,78 1
768 16 24,45 77,68 1
702 36 49,07 163,83 3
798 36 39,87 116,64 2
764 37 14,00 58,45 2
805 38 29,76 76,91 3
808 38 12,77 112,44 3
759 40 12,13 164,08 2
793 40 31,91 131,26 2
819 41 47,54 223,57 3
762 42 19,27 299,01 2
815 42 45,95 104,40 2
785 43 71,44 136,16 2
786 43 25,76 198,32 2
822 43 16,11 113,75 3
795 46 32,35 143,53 3
827 48 51,97 88,19 3
839 51 45,26 82,27 3
A
Tier Alter PVCN PVCN Gruppe
(Nummer) (Monate) dorsal ventral
697 4 52,76 52,89 1
713 4 47,99 37,90 1
718 4 39,02 55,73 1
727 4 31,33 37,29 1
838 8 4,82 23,31 1
760 11 27,36 39,53 1
768 16 35,60 92,93 1
798 36 57,94 149,13 2
764 37 37,37 69,46 2
805 38 62,21 115,85 3
808 38 8,14 132,25 3
793 40 37,33 56,25 2
819 41 53,96 73,41 3
762 42 48,11 148,28 2
763 42 37,31 221,80 2
786 43 21,90 188,41 2
822 43 3,50 52,77 3
782 57 36,72 37,77 2
B

Tab. 37: Auflistung der Zelldichten (pro mmz?) fur den dorsalen und den ventralen Teil des PVCN
entsprechend dem Alter fir GABA (A) und Glyzin (B). Gruppe 1: junge Tiere; Gruppe 2: Alt
I; Gruppe 3: Alt 11
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Diagr. 23: Gegeniberstellung der Dichtemittelwerte und Standardabweichungen fir GABA (A) und

fur Glyzin (B), junger und aller alter Tiere fur den dorsalen und den ventralen Bereich des

PVCN. (Schwarzer Stern= signifikanter Dichteunterschied, p < 0.05)

Spearman Rang Korrelation

Jung/Alt GABA Glyzin
dorsal 0,022 0,533
ventral 0,424 0,068
Jung/Alt |
dorsal 0,068 0,624
ventral 0,130 0,048
Jung/Alt Ii -
dorsal 0,018 0,632
ventral 0,963 0,110

Tab. 38: Statistische Auswertung inwieweit das Alter mit der Dichte GABAerger bzw. glyzinerger

Neurone im dorsalen und ventralen Bereich des PVCN korreliert. Dabei wurden separate
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Analysen durchgefihrt, in die jeweils die jungen und allen alten Tieren, die jungen und die
der Gruppe Alt | bzw. die jungen und die der Gruppe Alt Il mit einbezogen wurden. Die
Tabelle listet die p-Werte. Statistisch signifikante Werte sind fett markiert und
unterstrichen; Werte, die auf einen Trend hinweisen, sind fett markiert. Fur die
GABAfarbung zeigen sich statistische Signifikanzen im dorsalen Bereich, fir die

Glyzinfarbung im ventralen Bereich.

Mann-Withney-U Test

Jung/Alt GABA Glyzin
dorsal 0,095 0,596
ventral 0,329 0,011

Tab. 39: Statistische Auswertung des Dichtevergleichs GABAerger bzw. glyzinerger Neurone fiir den
dorsalen und ventralen Bereich des PVCN zwischen jungen und allen alten Tieren. Die
Tabelle listet die p-Werte. Statistisch signifikante Werte sind fett markiert und unterstrichen;

Werte, die auf einen Trend hinweisen, sind fett markiert.

Um einen Vergleich der Dichten der beiden Tiergruppen Alt | und Alt Il zu den
Dichten junger Tiere fur die beiden Bereiche des PVCN vornehmen zu kdnnen,
wurde in dem Saulen-Diagrammen 24A fir die GABAfarbung und in dem Saulen-
Diagramm 24B  fur die  Glyzinfarbung die  Dichtemittelwerte  und
Standardabweichungen junger Tiere, die der Gruppe Alt | und Alt Il fir den dorsalen
und den ventralen Bereich gegenibergestellt.

Fur die GABAfarbung fallt auf, dass in beiden Bereichen des PVCN die
Dichtemittelwerte beider Altersgruppen Alt | und Alt Il héher sind, als die der jungen.
Im dorsalen Bereich sind die Werte von Alt Il etwas héher als die von Alt I. Im
ventralen Bereich haben im Mittel die Gruppe Alt | die gro3ten Dichtewerte.
Untersucht man mittels der Spearmann Rang Korrelation fiir alle zwei Bereiche des
PVCN eine mdgliche Abhangigkeit der Dichten GABAerger Neurone vom Alter fiir die
zwei Gruppen Alt | und Alt 1l, in dem man die Dichten der jungen Tiere und entweder
die der Gruppe Alt | oder Alt Il einbezieht, ergeben sich im dorsalen Bereich
statistisch relevante Ergebnisse: unter Einbeziehung von Jung und Alt | erreicht die
Spearman Rang Korrelation einen Signifikanzwert von p=0,068. Dieses Ergebnis
weist auf einen Trend hin, dass das Alter einen signifikanten Einfluss auf die
Dichtewerte GABAerger Neurone beim Vergleich von jungen Tieren und der Gruppe
Alt I im dorsalen Teil des PVCN hat. Untersucht man Jung und Alt Il dahingehend, ob
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das Alter EinfluR auf die Dichtewerte hat, bestatigt dies die Spearman Rang
Korrelation mit einem Signifikanzwert von p=0,018. Fiur beide Gruppen alter Tiere
weist diese Analyse auf eine altersbedingte Zunahme der Dichte GABAerger
Neurone im dorsalen Oktopuszellbereich des PVCN hin. Fur den ventralen Bereich
des PVCN ergeben sich unter Einbeziehung von Jung und Alt | bzw. Alt Il keine
signifikanten Alterseffekte bei der Dichte GABAerger Neurone (p > 0,05). Die
Ergebnisse der Rangkorrelation fur die zwei Teilbereiche des PVCN, in der die
Dichten GABAerger Neurone junger Tiere mit denen aus der Gruppe Alt | und aus
der Gruppe Alt 1l verglichen werden, sind in Tabelle 38 aufgefuhrt.

Bei der Glyzinfarbung sind im dorsalen Bereich die Dichtemittelwerte der Gruppe Alt |
etwas grofier als die der jungen Tiere, die Dichten der Gruppe Alt Il sind im Mittel
geringer als die der Jungen. Im ventralen Bereich ist zwischen den
Dichtemittelwerten der jungen Tiere und denen von Alt | ein deutlicher Unterschied
zu erkennen, der jedoch fir die Gruppe Alt Il weniger stark ausfallt. Untersucht man
mittels der Spearmann Rang Korrelation fur alle zwei Bereiche des PVCN eine
maogliche Abhangigkeit der Dichten glyzinerger Neurone vom Alter fur die zwei
Gruppen Alt | und Alt 1l, in dem man die Dichten der jungen Tiere und entweder die
der Gruppe Alt | oder Alt Il einbezieht, ergibt sich im Gegensatz zu GABA im
ventralen Bereich ein statistisch relevantes Ergebnis. Mit einem Signifikanzwert von
p=0,048 ergibt sich ein signifikanter Einfluss des Alters auf die Dichtewerte
glyzinerger Neurone der Gruppe Alt I. Fur Alt Il ergibt sich im ventralen Bereich kein
signifikantes Ergebnis, hier ist zu bertcksichtigen, dass in der Gruppe Alt Il nur eine
Stichprobe von 4 Tieren vorlag. Fur den dorsalen Bereich ergeben sich unter
Einbeziehung von Jung und Alt | bzw. Alt Il keine Werte unter 0,05. Das Alter zeigt
weder unter Einbeziehung von Alt I noch von Alt Il einen signifikanten Einfluss auf die
Dichten glyzinerger Neurone im dorsalen Bereich des PVCN. Die Ergebnisse der
Rangkorrelation fur die zwei Teilbereiche des PVCN, in der die Dichten glyzinerger
Neurone junger Tiere mit denen aus der Gruppe Alt | und aus der Gruppe Alt II
verglichen werden, sind in Tabelle 38 aufgefihrt.

Um einen zweiten Test neben der Rangkorrelation durchfiihren zu kdnnen, werden
zuerst die Dichtemittelwerte der drei Altersgruppen fir den dorsalen und ventralen
Bereich des PVCN mittels des Kruskal-Wallis Test verglichen.

Fur die GABAfarbung im dorsalen und ventralen Teil des PVCN zeigen sich keine

signifikanten Unterschiede innerhalb der drei Gruppen Jung, Alt I, Alt Il. Der p-Wert
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liegt hier fur den dorsalen Bereich bei 0,188 und im ventralen Bereich bei 0,403.
Weitere Vergleiche mit dem Mann-Withney-U Test von Jung mit Alt I, Jung mit Alt 1l
und Alt I mit Alt Il sind in diesen Bereichen des PVCN nicht zulassig. Fur die
Glyzinfarbung wird nur im ventralen Teil ein signifikanter Unterschied zwischen den
Dichtemittelwerten von Jung, Alt | und Alt Il erreicht. Der Signifikanzwert liegt hier bei
0,011. Fur den dorsalen Bereich liegt der p-Wert weit Uber 0,05. Samtliche Werte des
Kruskal-Wallis Test sind in Tabelle 40 aufgelistet.

Fur den ventralen Bereich des PVCN der Glyzinfarbung werden nun neben der
Spearmann Rang Korrelation die Dichten der jungen Tiere mit den Dichten der Tiere
aus den beiden Gruppen Alt | und Alt Il bzw. die Dichten von Alt | mit Alt Il mit dem
Mann-Withney-U Test verglichen; vergleiche dazu Diagramm 24B.

Beim Vergleich der Dichten junger Tiere mit denen der Gruppe Alt | ergibt sich ein
signifikanter Unterschied mit p=0,026. Die oben gemachte Vermutung bestatigt sich:
die deutliche Zunahme der Dichtemittelwerte von Alt | erweist sich als signifikant. Der
weiter oben beschriebene signifikante Unterschied zwischen jungen Tieren und allen
alten auf3ert sich vor allem durch die Gruppe Alt I. Der Vergleich von Jung mit Alt I
erreicht nur noch einen Wert von p=0,073. Dieser Wert ist zwar nicht signifikant,
weist aber auf einen Trend hin (insbesondere angesichts der geringen Anzahl der
Tiere in der Gruppe Alt 1), dass die Dichten glyzinerger Neurone der Alt Il Tiere im
ventralen Bereich des PVCN signifikant groRer sind als die der jungen Tiere. Beim
Vergleich der Dichten von Alt | mit Alt 1l ergibt sich kein signifikanter Unterschied. Die
Ergebnisse des Mann-Withney-U Tests fur den Vergleich der Dichten von Jung/Alt I,
Jung/Alt 1l und Alt I/Alt Il fir den ventralen Bereich des PVCN in der Glyzinfarbung

sind in Tabelle 41 zusammengefasst.
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Diagr. 24: Gegenuberstellung der Dichtemittelwerte mit Standardabweichungen fir GABA (A) und fur
Glyzin (B), junger Tiere und der Gruppen Alt | und Alt II, fir den dorsalen und ventralen
Bereich des PVCN. (Schwarzer Stern= signifikanter Dichteunterschied, p < 0.05; grauer

Stern= Dichteunterschied mit tendenzieller Wahrscheinlichkeit, p < 0.1)

Kruskal-Wallis Test

Jung / Alt 1/ Alt I GABA Glyzin
dorsal 0,188 0,809
ventral 0,403 0,040

Tab. 40: Statistische Auswertung des Dichtevergleichs GABAerger bzw. glyzinerger Neurone im
PVCN zwischen jungen Tieren, Tiere der Gruppe Alt | und Alt Il fir den dorsalen und
ventralen Bereich des PVCN. Die Tabelle listete die p-Werte und zeigt fur die

Glyzinfarbung im ventralen Bereich einen Signifikanzwert unter 0,05 (fett/unterstrichen).
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Fur diesen Bereich gibt es einen statistisch signifikanten Dichteunterschied glyzinerger

Neurone innerhalb der drei Altersgruppen.

Mann-Withney-U Test

ventral Glyzin
Jung/Alt | 0,026
Jung/Alt Il 0,073
Alt I/AIt 11 0,527

Tab. 41: Statistische Auswertung des Dichtevergleichs glyzinerger Neurone fiir den ventralen Bereich
des PVCN zwischen Jung und der Gruppe Alt I, Jung und der Gruppe Alt Il und Alt | und Alt
Il. Die Tabelle listet die p-Werte. Statistisch signifikante Werte sind fett markiert und
unterstrichen; Werte, die auf einen Trend hinweisen, sind fett markiert. Die Berechnung
dieses Tests fir den dorsalen Teil und fir die GABAfarbung ist aufgrund des

vorangegangenen nicht signifikanten Kruskal-Wallis Test formal nicht zulassig.

3.2.3 Vergleiche zwischen dorsalen und ventralen PV  CN

Diagramm 23 zeigt, dass flur GABA die Zelldichte im ventralen PVCN deutlich héher
als im dorsalen Oktopuszellbereich liegt. Hier ware ein signifikanter
Dichteunterschied der jeweiligen Altersgruppen zwischen ventralen und dorsalen
Bereich des PVCN zu erwarten. Fur glyzinerge Neurone zeigt sich bei alten Tieren
ein sehr viel deutlicherer Unterschied zwischen dem dorsalen und ventralen PVCN
als fur die jungen Tiere (vergleiche Diagramm 23B).

Um Dichteunterschiede GABAerger und glyzinerger Neurone zwischen ventralen und
dorsalen Bereich des PVCN jeweils fur die jungen Tiere und alten Tiere festzustellen,
werden die Dichten der beiden Bereiche jeweils als zwei verbunden Stichproben
durch den Wilcoxon-Test verglichen. In der GABAfarbung gibt es zwischen den
beiden Bereichen sowohl fur die jungen, als auch fur die alten Tiere hochsignifikante
Unterschiede. In der Glyzinfarbung erreicht der Vergleich der Dichten junger Tiere
zwischen ventralen und dorsalen Teil nur einen Wert von p=0,063. Dieser Wert weist
nur auf einen Trend hin, dass die Dichten glyzinerger Neurone im ventralen Bereich
des PVCN signifikant grof3er sind als die Dichten glyzinerger Neurone im dorsalen

Bereich. Hier ist anzumerken, dass bei 7 jungen Tieren, die zum Vergleich standen,
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bei nur einem Tier die Dichte glyzinerger Neurone im dorsalen PVCN groRRer war als
im ventralen und sonst stets die Dichten im ventralen PVCN groéf3er waren
(vergleiche Tabelle 37B). Beim Vergleich tUber alle Alten ist der Dichteunterschied
glyzinerger Neurone zwischen den beiden Bereichen wieder hoch signifikant. Die
Ergebnisse des Wilcoxon-Tests sind in Tabelle 42 zusammengefasst.
Vollstandigkeitshalber sind hier die Vergleiche der Neuronendichten beider
Transmitter der Gruppen Alt | bzw. Alt Il zwischen dorsalen und ventralen PVCN
aufgelistet.

Zusammenfassend zeigt diese Analyse, dass die Dichten GABAerger und

glyzinerger Neurone im ventralen PVCN hoher liegt als im dorsalen PVCN.

Wilcoxon-Test

GABA Glyzin

Jung 0,008 0,063
alle Alt <0,001 0,003
Alt | 0,012 0,018
Alt Il 0,012 0,068

Tab. 42: Statistische Auswertung Uber Dichteunterschiede zwischen dem dorsalen und ventralen
Bereichen des PVCN fir GABA und Glyzin. Die Auswertung wurde fur alle jungen, alle
alten Tiere, Tiere der Gruppe Alt | und Alt Il gemacht. Die Tabelle listet die p-Werte. Fur die
GABAfarbung liegen die Signifikanzwerte weit unter 0,05. Somit unterscheiden sich die
Dichten im dorsalen und ventralen Bereich aller Altersgruppen in der GABAfarbung
signifikant. Statistisch signifikante Werte sind fett markiert und unterstrichen; Werte, die auf

einen Trend hinweisen, sind fett markiert.

3.2.4 Vergleiche der Dichten GABAerger mit glyziner qger Neurone im
PVCN

Um die Frage zu klaren, wie sich die Zelldichte GABA-exprimierender Neurone zu
der glyzinexprimierender Neuronen verhalt, wurden wieder nur diejenigen 14 Tiere zu
Vergleichen herangezogen, bei denen beide Farbungen untersucht wurden. Im
Diagramm 25 sind die Zelldichten der GABA- und Glyzinfarbung fir den gesamten

PVCN gegenibergestellt. Dieser Vergleich wurde einmal fur alle Tiere und separat
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fur alle jungen und alle alten Tiere durchgefiihrt. Die einzelnen Werte zu Diagramm
25 sind in Tabelle 43 aufgefihrt.

Es fallt auf, dass bei allen Tieren, sowie bei den jungen als auch den alten Tieren die
Dichten GABAerger Neurone hoéher sind, als die der glyzinergen Neurone. Beim
Dichtevergleich Uber alle Tiere hinweg zeigt der Wilcoxon-Test jedoch keinen
signifikanten Unterschied (p=0,177; N=14). Ein signifikanter Dichteunterschied
unabhéngig vom Alter zwischen GABAergen und glyzinergen Neuronen fir den
gesamten PVCN besteht somit nicht. Auch fur die Untergruppen der jungen und alten
Tiere ergibt sich kein signifikanter Unterschied: p(Jung)=0,225, N=5; p(alle
Alten)=0,374; N=9. Alle Ergebnisse des Wilcoxon-Tests, der fur den gesamten
Bereich des PVCN die Dichten der beiden Farbungen fir alle Tiere, alle jungen und
alle alten Tiere vergleicht, sind in Tabelle 44 aufgelistet Eine weitere Aufteilung in Alt
| bzw. Alt 1l erlbrigt sich, weil dann die Stichprobengrof3e nur noch 5 bzw. 4 betragen

wirde.

PVCN gesamt
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O Glyzin
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Diagr. 25: Gegenuberstellung der Dichtemittelwerte mit Standardabweichungen von GABA und
Glyzin fur alle Tiere (N = 14), alle jungen (N = 5) und alle alten Tiere (N = 9) im
gesamten PVCN. Die dazugehdrigen Werte finden sich in Tabelle 43.
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PVCN gesamt
GABA Glyzin

Alle 69,86+/- 58,16+/-
36,52 26,15

Jung 51,60+/- 39,95+/-
20,12 15,00

Alt 80,01+/- 68,27+/-
40,50 26,01

Tab. 43: Auflistung der Dichtemittelwerte und Standardabweichungen von GABAergen und

glyzinergen Neuronen fir alle Tiere, alle junge und alle alte Tiere im gesamten PVCN.

Wilcoxon-Test

PVCN gesamt GABA/Glyzin
Alle 0.177
Jung 0,225
Alt 0,374

Tab. 44: Statistische Auswertung Uber den Vergleich, ob sich die Dichte GABAerger und glyzinerger
Neurone im gesamten PVCN unterscheiden. Die Auswertung wurde fur alle Tiere, alle
jungen und alle alten Tiere gemacht. Die Tabelle listet die p-Werte und zeigt, dass in
keinem Vergleich die Werte unter 0,05 liegen. Somit gibt es im gesamten PVCN keinen

statistisch signifikanten Unterschied in der Dichte GABAerger und glyzinerger Neurone.

Da die vorausgegangenen Wicoxon-Tests zeigten (Tabelle 42), dass es zwischen
dorsalem und ventralem PVCN signifikante Unterschiede in der Dichte GABAerger
und glyzinerger Neurone gibt, werden der dorsale und ventrale Teil des PVCN
separat auf mogliche Dichteunterschiede zwischen den beiden Farbungen hin
untersucht.

Im Diagramm 26 sind die Zelldichten der GABA- und Glyzinfarbung fir den ventralen
Teil des PVCN gegenubergestellt. Es wurden alle Tiere in diesen Vergleich
einbezogen und zuséatzlich wurde dieser Vergleich separat fur die jungen und alten
Tiere durchgefihrt. Die einzelnen Werte zu Diagramm 26 sind in Tabelle 45
aufgefuihrt. Auch hier sind die Dichten der GABAergen Neurone fur alle Tiere, alle
jungen und alle alten Tiere groRer als die der glyzinergen Neurone. Der starkste
Unterschied ist bei den jungen Tieren feststellbar. Ein signifikanter Dichteunterschied
ergibt sich mit dem Wilcoxon-Test weder beim Vergleich tber alle, noch fir die
jungen oder alle alten Tiere: p(alle Tiere)=0,124 (N=14), p(Jung)=0,138 (N=5), p(alle
Alt)=0,314 (N=9). Alle Ergebnisse des Wilcoxon-Tests, der fir den ventralen Bereich
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des PVCN die Dichten der beiden Farbungen fir alle Tiere, alle jungen und alle alten

Tiere vergleicht, sind in Tabelle 46 aufgelistet.
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Diagr. 26: Gegenuberstellung der Dichtemittelwerte mit Standardabweichungen von GABA und
Glyzin fur alle Tiere (N = 14), alle jungen (N = 5) und alle alten Tiere (N = 9) im ventralen

PVCN. Die dazugehdrigen Werte finden sich in Tabelle 45.

PVCN | ventral
GABA Glyzin
Alle 126,19+/- 87,87+/-
73,16 50,77
Jung 87,26+/- 49,00+/-
49,91 26,77
Alt 147,82+/- 109,73+/-
77,32 48,00

Tab. 45: Auflistung der Dichtemittelwerte und Standardabweichungen von GABAergen und

glyzinergen Neuronen fir alle Tiere, alle junge und alle alte Tiere im ventralen PVCN.

Wilcoxon-Test

PVCN ventral GABA/Glyzin
Alle 0,124
Jung 0,138
Alt 0,314

Tab. 46: Statistische Auswertung Uber den Vergleich, ob sich die Dichte GABAerger und glyzinerger
Neurone im ventralen PVCN unterscheiden. Die Auswertung wurde fur alle Tiere, alle
jungen und alle alten Tiere gemacht. Die Tabelle listet die p-Werte und zeigt, dass in
keinem Vergleich die Werte unter 0,05 liegen. Somit gibt es im ventralen PVCN keinen

statistisch signifikanten Unterschied in der Dichte GABAerger und glyzinerger Neurone.
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Im Diagramm 27 sind die Zelldichten der GABA- und Glyzinfarbung fir den dorsalen
Teil des PVCN gegenibergestellt. Es wurden alle Tiere separat alle jungen und alten
Tiere einbezogen. Die einzelnen Werte zu Diagramm 27 sind in Tabelle 47
aufgefuhrt.

Im dorsalen Bereich des PVCN sind die Dichten der glyzinergen Neurone gro3er als
die der GABAergen Neurone. Dies ist fur alle Tiere, alle jungen und alle alten Tiere
der Fall. Ein signifikanter Unterschied zwischen den Dichten GABAerger und
glyzinerger Neurone ergibt sich beim Vergleich tber alle Tiere. Der p-Wert fur den
Wilcoxon-Test liegt hier bei 0,048. Beim Vergleich der Dichten junger Tiere ergibt
sich kein signifikantes Ergebnis. Die Dichten glyzinerger Neurone erreichen also in
dieser Stichprobe von 5 jungen Tieren im dorsalen Bereich des PVCN keinen
signifikanten Unterschied im Vergleich zu GABA. Beim Vergleich Gber alle alten Tiere
(N=9) ergibt sich ein Signifikanzwert von p=0,086. Der Wert liegt zwar nicht unter
dem Signifikanzniveau von 0,05, weist aber auf einen Trend hin, dass die Dichten
glyzinerger Neurone aller alter Tiere im dorsalen Teil des PVCN signifikant grol3er
sind als die Dichten der GABAergern Neurone. Alle Ergebnisse des Wilcoxon-Tests,
der fur den dorsalen Bereich des PVCN die Dichten der beiden Farbungen fur alle

Tiere, alle jungen und alle alten Tiere vergleicht, sind in Tabelle 48 aufgelistet.
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Diagr. 27: Gegenuberstellung der Dichtemittelwerte mit Standardabweichungen von GABA und
Glyzin fir alle Tiere (N = 14), alle jungen (N = 5) und alle alten Tiere (N = 9) im dorsalen
PVCN. Die dazugehorigen Werte finden sich in Tabelle 47. (Schwarzer Stern=
signifikanter Dichteunterschied, p < 0.05; grauer Stern= Dichteunterschied mit

tendenzieller Wahrscheinlichkeit, p < 0.1)
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PVCN rdorsal
GABA Glyzin

Alle 24,68+/- 35,93+/-
11,41 19,79

Jung 21,70+/- 34,50+/-
10,71 18,76

Alt 26,33+/- 36,72+/-
12,07 21,41

Tab. 47: Auflistung der Dichtemittelwerte und Standardabweichungen von GABAergen und

glyzinergen Neuronen fir alle Tiere, alle junge und alle alte Tiere im dorsalen PVCN.

Wilcoxon-Test

PVCN dorsal GABA/Glyzin
Alle 0,048
Jung 0,345
Alt 0,086

Tab. 48: Statistische Auswertung Uber den Vergleich, ob sich die Dichte GABAerger und glyzinerger
Neurone im dorsalen PVCN unterscheiden. Die Auswertung wurde fiir alle Tiere, alle jungen
und alle alten Tiere gemacht. Die Tabelle listet die p-Werte. Beim Vergleich tber alle Tiere
zeigt sich ein Wert unter 0,05 (fett/unterstrichen), somit unterscheiden sich die Dichten
GABAerger und glyzinerger Neurone im dorsalen Bereich fir alle Tiere signifikant. Werte,

die auf einen Trend hinweisen, sind fett markiert.

3.3 Zusammenfassung

Fur den PVCN kann festgestellt werden, dass die Anzahl GABAerger und glyzinerger
Neurone einen Trend aufweisen, mit der Querschnittsflache zu korrelieren
(Diagramm 15).

Es gibt keine Hinweise dafur, dass die Anzahl inhibitorischer Neurone bei alten
Tieren im PVCN abnimmt. Die Daten weisen sowohl bei GABA als auch bei Glyzin
eher auf eine Zunahme inhibitorischer Neurone als auf einen Verlust im PVCN hin.
Dies ist besonders fur die glyzinergen Neurone zutreffend (Diagramm 16, 17) und in
dieser Stichprobe auch statistisch signifikant. Die separaten Vergleiche von jungen
Tieren mit den Gruppen Alt | und Alt II wurden detailliert untersucht. Fur beide
Gruppen zeigt sich eine Zellzahlzunahme, wobei Alt | bei beiden Transmittern im

Mittel eine etwas hohere Zunahme zeigt als Alt 1l (Diagramm 18). Ein signifikanter
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Unterschied konnte nur fur Glyzin beim Vergleich der jungen Tiere mit Alt | gefunden
werden (Tabelle 29).

Obwohl die Anzahl GABAerger Neurone im Mittel héher als die der glyzinergen
Neurone war, ergab sich in der vorliegenden Stichprobe bei der statistischen Analyse

kein signifikanter Unterschied (Diagramm 19).

Im gesamten PVCN zeigte sich im Mittel eine Zunahme der Dichte GABAerger und
glyzinerger Neurone bei alten Tieren (Diagramm 20, 21). Allerdings ergab die
statistische Analyse nur fir den Vergleich der Gruppen junger und alter Tiere bei
Glyzin eine signifikante Zunahme (Diagramm 21) Die separaten Vergleiche von
jungen Tieren mit den Gruppen Alt | und Alt Il wurden ebenfalls detailliert untersucht.
Ein signifikanter Einfluss des Alters zeigt sich jedoch nur fir GABA beim Vergleich
Jung mit Alt | (Diagramm 22).

Eine getrennte Analyse von dorsalem (Oktopuszellbereich) und ventralem PVCN
(,multipolar cells*) ergab fur GABA und Glyzin unterschiedliche altersbedingte
Veranderungen (Diagramm 23 und 24):

Im dorsalen PVCN ergeben die Befunde Hinweise fir eine Zunahme der Dichte

GABAerger Neurone (Diagramm 23A). Statistische Analysen bestéatigen hier auch
einen signifikanten Einfluss des Alters auf die Dichte GABAerger Neurone im
Oktopuszellbereich. Dagegen ergeben sich im dorsalen PVCN keine Hinweise auf
eine Dichteanderung glyzinerger Neurone beim Vergleich junger und alter Tiere
(Tabellen 38, 39). Die Dichten glyzinerger Neurone junger und alter Tiere
unterscheiden sich im dorsalen PVCN kaum (Diagramm 23B).

Ebenso wurden im dorsalen PVCN die jungen Tiere separat mit den beiden Gruppen
Alt 1 und Alt 1l (Diagramm 24) untersucht. Es zeigt sich nur fir die GABAergen
Neurone ein signifikanter Einflul3 des Alters. Vor allem beim Vergleich junger Tiere
mit der Gruppe Alt Il nimmt die Dichte GABAerger Neurone signifikant zu. Fir Glyzin

ergaben sich keine signifikanten Unterschiede (Tabelle 38).

Im ventralen PVCN ist im Mittel sowohl die Dichte GABAerger als auch glyzinerger

Neurone bei alten Tieren hoher als bei jungen (Diagramm 23). Fur Glyzin ist diese
Zunahme beim Gruppenvergleich zwischen alten und jungen Tieren signifikant
(Tabelle 39) und auch die Rangkorrelation ergibt zumindest einen Trend fur die

Zunahme der Dichte glyzinerger Neurone mit dem Alter (Tabelle 38). Bei separaten
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Vergleichen von jungen Tieren mit den Gruppen Alt | und Alt 1l (Diagramm 24),
nehmen fur beide Transmitter die Dichten in beiden Gruppen alter Tiere (Alt | und Alt
II) im Vergleich zu jungen Tieren zu. Fur Glyzin ist dies Zunahme signifikant (Tabelle
38, 40, 41). Fur GABAerge Neurone wurden ebenfalls separate Vergleiche von
jungen Tieren mit den Gruppen Alt | und Alt Il detailliert untersucht, signifikante

Ergebnisse ergaben sich nicht.

Zwischen den dorsalen und ventralen Bereichen des PVCN bestehen signifikante
Unterschiede in der Dichte inhibitorischer Neurone (Diagramm 23, Tabelle 42).
Unabhangig vom Alter gibt es im ventralen Teil (,multipolar cells®) eine signifikant
hohere Dichten GABAerger und glyzinerger Neurone als im dorsalen Bereich

(Oktopuszellbereich).

Im gesamten (Diagramm 25) und im ventralen PVCN (Diagramm 26) ist die Dichte
GABAerger Neurone fur alle Altersgruppen stets gro3er als die Dichten glyzinerger
Neurone. Allerdings ergab die statistische Analyse, dass diese Unterschiede nicht
signifikant waren (Tabelle 44, 46). Im dorsalen PVCN (Diagramm 27) sind dagegen
die Dichten glyzinerger Neurone hoher als die Dichten GABAerger Neurone. Ein
signifikanter Unterschied bestand nur wenn alle Tiere in die Analyse einbezogen
wurden (Tabelle 48).

Ein Zusammenhang zwischen der Abnahme der AVCN- Querschnittsflache bei den
Tieren der Gruppe Alt Il und einer Anderung von Zellzahl bzw. Dichte GABAerger

und glyzinerger Neurone im PVCN konnte nicht festgestellt werden.
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4. Altersbedingte Veranderung im DCN

4.1 Untersuchung der Anzahl GABAerger und glyzinerg er Neurone im
DCN

Fur die Untersuchung der Anzahl GABAerger und glyzinerger Neurone im DCN
wurden die gleichen 29 Schnittserien verwendet, die fir die Untersuchung des AVCN
und PVCN herangezogen wurden.

Die Untersuchungen des DCN und die verwendeten statistischen Tests werden
identisch zu den Untersuchungen des AVCN und PVCN im Abschnitt 2 bzw. 3 des
Ergebnisteils durchgefuhrt.

Bevor Untersuchungen eines altersabhangigen Effekts auf die Anzahl GABAerger
und glyzinerger Neuronen im DCN gestartet werden, soll festgestellt werden, ob die
Anzahl der Neurone beider Farbungen mit den Querschnittsflachen korrelieren. Zu
diesem Zweck wurde den Querschnittsflachen jedes Tieres die entsprechende
Anzahl an Neuronen gegenibergestellt. Diagramm 28A enthalt die Werte der 25
Tiere mit der GABAfarbung und Diagramm 28B die Werte der 18 Tiere mit der
Glyzinfarbung. Die jungen Tiere und die Tiere der Gruppen Alt | und Alt 1l sind mit
entsprechenden Symbolen gekennzeichnet. Regressionslinien tber alle Tiere sind
zur besseren Beurteilung der Daten eingezeichnet. Die Werte sind den Tabellen 1
und 49 entnommen.

Im Diagramm 28A kann Kkein systematischer Zusammenhang zwischen
Querschnittsflache und Anzahl GABAerger Neurone erkannt werden. Dagegen fallt
im Diagramm 28B eine deutliche Korrelation zwischen Zellzahl (Anzahl an
glyzinergen Neuronen) und Flache auf. Es besteht ein systematischer
Zusammenhang zwischen kleinen Flachen und geringer Zellzahl (Anzahl glyzinerger
Neurone) bzw. grol3en Flachen und hoher Zellzahl. Die starke Zunahme der Anzahl
glyzinerger Zellen pro Querschnittsflache deutet darauf hin, dass eine Verdopplung
der Flache mit einer Uberproportionalen Zunahme der Anzahl glyzinerger Zellen
assoziiert ist.

Beim Vergleich der Querschnittsflachen mit der Anzahl an Neuronen ergibt sich bei

der Korrelation nach Spearman fur die GABAfarbung kein signifikanter Wert
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(p=0,859, r2=0,0014, N=25). Fur die Glyzinfarbung bestatigt sich die Vermutung,
dass die Anzahl der Neurone mit der Flache korrelieren. Der Signifikanzwert liegt hier
bei p=0,001 (r.=0,4997, N=18). Dieser Zusammenhang ist fur GABAerge Neurone
nicht der Fall.

A Jung o Altl O At A Jung o Altl o Altll
3 280 = 280 -
o
5 240 A o 240 -
2 200 - S 200
c = C
95 160 O ou N O 160 -
© e 120 —0—*1371 58 120-
=N 80 A gl = 80 -
g 40 ¢ A4 s 40 A
g 0 4 T T ] é 0 )
0,20 0,40 0,60 0,80 0,20 0,40 0,60 0,80
DCN Querschnittsflache (mm2) DCN Querschnittsflache (mm2)
A B

Diagr. 28: Darstellung der Anzahl GABAerger (A) und glyzinerger (B) Neurone in Abhangigkeit von
der Querschnittsflache. Die Altersgruppen Jung, Alt | und Alt Il sind gekennzeichnet. Zur
besseren Beurteilung sind die linearen Regressionslinien eingezeichnet. Die Werte sind

den Tabellen 1 und 49 entnommen.

Zur Untersuchung einer altersabhangigen Anderung der Anzahl an GABAerger und
glyzinerger Neurone sind in den Diagrammen 29A und 29B die Anzahl der Neurone
beider Farbungen als Funktion des Alters fur den gesamten DCN aufgetragen. Dabei
wurden die beiden Gruppen Alt | und Alt Il durch unterschiedliche Symbole
gekennzeichnet. Ebenso sind die Mittelwerte der einzelnen Gruppen durch
entsprechende Linien verbunden. Die einzelnen Werte zu Alter und Zellzahl finden
sich fur GABA in Tabelle 49A und fur Glyzin in Tabelle 49B.

Im Diagramm 29A fallt fir GABA keine Anderung der Anzahl an Neuronen zwischen
jungen und alten Tieren auf. Die Mittelwertslinie, die den Mittelwert der jungen mit
dem der alten Tiere verbindet (durchgezogene Linie), bleibt anndhernd horizontal.
Auch die Werte der beiden Gruppen Alt | und Alt Il &ndern sich im Vergleich zu
denen der jungen Tiere kaum. Die Mittelwertslinien Jung/Alt | bzw Jung/Alt Il weichen
kaum von der Horizontalen ab. Eine altersbedingte Anderung, insbesondere ein

altersbedingter Verlust GABAerger Neurone ist aus dieser Darstellung nicht zu
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erkennen. Auch fir die beiden Gruppen Alt | und Alt 1l ist kein Einflu des Alters auf
die Anzahl GABAerger Neurone zu erkennen. Uberpriift man, ob die Zellzahlen
GABAerger Neurone unter Beriicksichtigung der jungen und der alten Tiere bzw. der
Gruppe Alt | oder Alt Il signifikant vom Alter abhangen, bestatigt die Spearmann
Rang Korrelation obige Vermutung. Die Signifikanzwerte liegen alle weit Uber 0,05
(vergleiche Tabelle 50), es gibt keine signifikanten Anderungen der Anzahl
GABAerger Neurone bei alten Tieren.

Vergleicht man Diagramm 29B, scheint es auf jeden Fall keinen altersbedingten
Verlust glyzinerger Neurone im DCN zu geben. Wenn uberhaupt deuten die
geringfuigigen Abweichungen der Linien, welche die Gruppenmittelwerte verbinden,
auf eine geringfiigige Zunahme bei alten Tieren hin. Bei Berechnungen nach der
Spearman Rang Korrelation, die den Einfluss des Alters auf die Anzahl glyzinerger
Neurone von Jung unter Einbeziehung aller alten Tiere bestimmt, ergibt sich kein
signifikanter Wert (p=0,103). Die Anzahl glyzinerger Neurone der Gruppe Alt I
(weil3e Rauten) scheint im Diagramm 29B innerhalb der alten Tiere noch am
starksten zuzunehmen. Aber auch bei Berechnungen unter Einbeziehung der jungen
und entweder der Gruppe Alt | oder Alt Il ergeben sich keine signifikanten Werte (was
bei der stark verringerten Stichproben N(AIt 1)=7 und N(Alt I1)=4 fur Glyzin erwartet
werden kann). Die Zellzahlen glyzinerger Neurone der beiden Altersgruppen
korrelieren somit nicht mit dem Alter. Sdmtliche Ergebnisse der Rangkorrelation zur
Untersuchung eines alterabhangigen Effektes sind fur beide Farbungen in Tabelle 50

aufgelistet.



C - ERGEBNISSE

93

Tier Alter DCN Gruppe
(Nummer) (Monate)
697 4 108 1
713 4 85 1
727 4 78 1
666 6 51 1
710 8 107 1
711 8 103 1
838 8 234 1
705 15 147 1
768 16 53 1
702 36 133 3
798 36 117 2
764 37 93 2
805 38 130 3
808 38 165 3
759 40 93 2
793 40 54 2
819 41 73 3
762 42 76 2
815 42 94 2
785 43 197 2
786 43 110 2
822 43 149 3
795 46 108 3
827 48 59 3
839 51 168 3
A
Tier Alter DCN Gruppe
(Nummer) (Monate)
697 4 112 1
713 4 15 1
718 4 131 1
727 4 196 1
838 8 202 1
760 11 90 1
768 16 209 1
798 36 177 2
764 37 210 2
805 38 183 3
808 38 219 3
793 40 165 2
819 41 85 3
762 42 175 2
763 42 151 2
786 43 135 2
822 43 263 3
782 57 80 2
B

Tab. 49: Auflistung der Zellzahlen im DCN entsprechend dem Alter fur GABA (A) und Glyzin (B).

Gruppe 1: junge Tiere; Gruppe 2: Alt I; Gruppe 3: Alt II.
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Diagr. 29: Darstellung der mittleren Zellzahlen des DCN fiur GABA (A) und fir Glyzin (B),
entsprechend dem Alter. Die dazugehérigen Werte finden sich in Tabelle 49. Die Linien

verbinden die Mittelwerte der einzelnen Gruppen (vergleiche dazu die Legende).

Spearman Rang Korrelation

GABA Glyzin

Jung/Alt 0,403 0,103
Jung/Alt | 0,572 0,880
Jung/Alt Il 0,285 0,204

Tab. 50: Statistische Auswertung inwieweit das Alter mit der Anzahl GABAerger bzw. glyzinerger
Neurone im DCN korreliert. Die Tabelle listet die p-Werte und zeigt, dass in keiner dieser
Korrelationen eine Wabhrscheinlichkeit unter 0,05 erreicht wurde und somit kein
signifikanter Effekt des Alters auf die Anzahl der GABAergen und glyzinergen Zellen

feststellbar war.

In den Saulen-Diagrammen 30A wund 30B sind die Mittelwerte und
Standardabweichungen der Anzahl GABAerger bzw. glyzinerger Neurone junger und
aller alten Tiere gegenubergestellt. Hier wird deutlich, dass im Mittel die Zellzahlen
GABAexprimierender Neurone im Alter um 6% und die Zellzahlen glyzinerger
Neurone um 19% zunehmen. Die Analyse mit dem Mann-Withney-U Test zeigt aber
genau wie die Spearman Rang Korrelation (vergleiche Tabelle 50), dass diese

Unterschiede statistisch nicht signifikant sind (vergleiche Tabelle 51).



C - ERGEBNISSE 95

DCN GABA DCN Glyzin

200 240
160 200 1
T 120 = 1601
N N 120 4
& 807 N 80 |
40 40 |
0 0

Jung Alt Jung Alt
A B

Diagr. 30: Gegenuberstellung der Mittelwerte mit Standardabweichungen der Anzahl GABAerger (A)

und glyzinerger (B) Neurone junger und aller alten Tiere im DCN.

Mann-Withney-U Test

GABA Glyzin
Jung/Alt 0,419 0,479

Tab. 51: Statistische Auswertung des Zellzahlenvergleichs GABAerger bzw. glyzinerger Neurone im
DCN zwischen jungen und allen alten Tieren. Die Tabelle listet die p-Werte und zeigt, dass
in keinem dieser Vergleiche eine Wahrscheinlichkeit unter 0,05 erreicht wurde und somit
kein signifikanter Unterschied in der Anzahl GABAerger bzw. glyzinerger Zellen zwischen

den jungen und alten Tieren feststellbar war.

In den Saulen-Diagrammen 31A und 31B sind die Mittelwerte und
Standardabweichungen der jungen Tiere, den Mittelwerten beider Gruppen Alt | und
Alt Il gegenibergestelit.

In beiden Diagrammen zeigt sich, dass die Zunahme der Anzahl GABAerger bzw.
glyzinerger Neurone alter Tiere hauptsachlich bei Alt Il, also den Tieren mit einer
reduzierten Querschnittsflache des AVCN wiederzufinden ist. Die Zellzahlen
GABAerger Neurone nehmen hier um 13% und die Zellzahlen glyzinerger Neurone
um 28% zu. Die Zellzahlen der Gruppe Alt I nimmt in der GABAfarbung sogar um 3%
ab, in der Glyzinfarbung um 13% zu. Der Kruskal-Wallis Test zeigt keinen
signifikanten Unterschied zwischen den drei Gruppen, weder fur die GABA-Farbung
(p=0,417) noch fur die Glyzinfarbung (p= 0,430). Einen statistisch signifikanten
Unterschied zwischen den drei Gruppen Jung, Alt | und Alt Il gibt es also fur beide

Farbungen nicht. Weitere paarweise Vergleiche der Mittelwerte zwischen Jung und
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Alt I, Jung und Alt Il oder auch Alt I und Alt Il sind somit nicht mehr zuléassig. Der
Kruskal-Wallis Test ist in Tabelle 52 aufgefihrt.

Zusammenfassend zeigen beide Tests, die Spearman Rang Korrelation und der
Kruskal-Wallis Test, dass das Alter keinen statistisch signifikanten Einfluss auf die
Anzahl GABAerger und glyzinerger Neurone im DCN hat (Tabelle 50, 51 und 52).
Insbesondere ergeben sich keine Hinweise auf einen madglichen Verlust
inhibitorischer Neurone bei alten Tieren. Die Ergebnisse zeigen sogar eine geringe
Zunahme insbesondere der glyzinergen Zellen im DCN alter Tiere, auch wenn dies in

der vorliegenden Stichprobe nicht signifikant ist.

DCN GABA DCN Glyzin
200 280
160 | 240 A
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Jung  Altl Al Jung  Altl  Altll
A B

Diagr. 31: Gegenuberstellung der Mittelwerte mit Standardabweichungen der Zellzahlen GABAerger

(A) und glyzinerger (B) Neurone der Gruppe der jungen Tiere, der Gruppe Alt | und der
Gruppe Alt Il im DCN.

Kruskal-Wallis Test

GABA Glyzin
Jung / Alt 1/ Alt Il 0,417 0,430

Tab. 52: Statistische Auswertung des Zellzahlenvergleichs GABAerger bzw. glyzinerger Neurone im
DCN zwischen jungen Tieren, Tieren der Gruppe Alt | und Alt Il. Die Tabelle listete die p-
Werte und zeigt, dass in keinem dieser Vergleiche eine Wahrscheinlichkeit unter 0,05
erreicht wurde und somit kein signifikanter Unterschied in der Anzahl GABAerger bzw.
glyzinerger Zellen innerhalb der drei Gruppen Jung, Alt | und Alt Il feststellbar war.
Weiterfuhrende Tests zum Vergleich der einzelnen Gruppen untereinander sind somit nicht

mehr zulassig.
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Um die Frage zu klaren, wie sich die Anzahl GABAerger zu der Anzahl glyzinerger
Neurone im DCN verhalt, wurden im Diagramm 32 die Mittelwerte und
Standardabweichungen GABAerger und glyzinerger Neuronenzahlen derjeniger 14
Tiere gegenibergestellt, bei denen beide Farbungen untersucht wurden. Die Werte
dazu finden sich in Tabelle 54. Der Vergleich wurde fur alle Tiere und zusatzlich
separat fur die jungen und alten Tiere durchgefuhrt. Hier fallt deutlich auf, dass es im
DCN fur alle Tiere mehr glyzinerge als GABAerge Neurone gibt. Der Wilcoxon-Test
zeigt beim Vergleich Uber alle Tiere hinweg einen signifikanten Unterschied
(p=0,011). FUhrt man diese Analyse separat fur die jungen bzw. alten Tiere durch,
zeigt sich bei den jungen Tieren kein signifikanter Unterschied. Dies ist wohl auf die
geringe Stichprobenmenge von N=5 zuriickzuflhren. Fir die alten Tiere ergibt sich
ein Signifikanzwert von p=0,008. Somit gibt es im gesamten DCN fur alle Tiere und
speziell fur alle alten Tiere eine signifikant hohere Anzahl glyzinerger Neurone als
GABAerge (vergleiche Tabelle 53). Eine weitere Aufteilung in Alt | bzw. Alt Il ertibrigt
sich, weil dann die StichprobengrofRe mit N=5 fur Alt | bzw. N= 4 fir Alt Il betragen

wirde.

DCN gesamt

300

250 - * *

200

m GABA
0O Glyzin

150 -

Zellzahl

100 -

50 -

Alle Jung Alt

Diagr. 32: Gegeniberstellung der Zellzahlmittelwerte mit Standardabweichungen von GABA und
Glyzin fur alle Tiere (N = 14), alle jungen (N =5) und alle alten Tiere (N = 9) im gesamten
DCN. Die dazugehdrigen Werte finden sich in Tabelle 54. (schwarzer Stern= signifikanter
Dichteunterschied, p < 0.05)
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Wilcoxon-Test

Gesamt GABA/Glyzin
Alle 0,011
Jung 0,500
Alt 0,008

Tab. 53: Statistische Auswertung Uber den Vergleich, ob sich die Anzahl GABAerger und glyzinerger
Neurone im DCN unterscheiden. Die Tabelle listet die p-Werte. Statistisch signifikante

Werte sind fett markiert und unterstrichen.

GABA Glyzin

Alle 108,93+/- 167,57+/-
49,00 63,18

Jung 111,60+/- 146,80+/-
71,18 83,54

Alt 107,44+/- 179,11+/-
36,89 50,77

Tab. 54: Auflistung der Zellzahimittelwerte und Standardabweichungen von GABAergen und

glyzinergen Neuronen fir alle Tiere, alle junge und alle alte Tiere fir den gesamten DCN.

4.2 Untersuchung der Zelldichte GABAerger und qlyzi nerger Neurone

im DCN

Bei der Untersuchung der Zelldichten im DCN gibt es aufgrund von funktionellen und
tonotopen Gesichtspunkten mehrere unterschiedliche Bereiche im gesamten DCN,
die im Einzelnen auf altersbedingte Veranderungen untersucht werden missen. Im
Abschnitt ,Material und Methoden® unter Kapitel 2.3 wurde die Einteilung bereits
beschrieben. Bei der statistischen Auswertung wurde wie folgt vorgegangen:

Zuerst wurde der DCN in seiner Gesamtheit auf signifikante Dichteunterschiede
zwischen den Altersgruppen untersucht. Danach folgte die Untersuchung jeweils fur
die molekulare und die tiefe Schicht des DCN. AnschlieRend wurde die Berechnung
fur die drei tonotopen Bereiche, den ventralen (tieffrequenten), mittigen
(mittelfrequenten) und dorsalen (hochfrequenten) Bereich durchgefuhrt. Zum Schluf3
erfolgte noch die Aufteilung der molekularen und tiefen Schicht in die drei

frequenzspezifischen Bereiche, so dass sich letztlich 6 Teilbereiche, der molekulare



C - ERGEBNISSE 99

ventrale, molekulare mittige, molekulare dorsale, tiefe ventrale, tiefe mittige und tiefe
dorsale Bereich ergaben.

Die Unterteilung in molekulare und tiefe Schicht wurde hier &hnlich wie im PVCN aus
funktionellen Gesichtspunkten vorgenommen: Zum einen befinden sich die zwei
Haupt- ,Output Neuronen®, die Informationen aus der Cochlea direkt weiter zum
Inferior colliculus leiten, jeweils in diesen beiden Schichten. Die ,fusiform cells*
(=Pyramidal Zellen) liegen in der so genannten fusiformen Schicht, die hier aus
praktischen Griinden zusammen mit der Molekularschicht betrachtet wird. Als zweite
Output-Neuronen sind die ,giant cells* ausschliel3lich in der tiefen Schicht
anzufinden. Zum anderen besteht der DCN aus einem Zellgeflecht, dessen Aufgabe
es ist, hemmend und somit regulierend auf die Output-Neurone zu wirken. Als
inhibitorisch wirkende Neurone gibt es in der aufReren (molekularen) Schicht des
DCN die GABA- und glyzinergen ,cartwheel cells* und die ausschliel3lich GABAergen
kleineren ,stellate cells“. In der tiefen Schicht gibt es die ,tuberculoventral cells”, die
Glyzin und/oder GABA exprimieren. Deshalb ist es wichtig, auch diese beiden

Schichten des DCN separat auf altersbedingte Veranderungen zu untersuchen.

Die Untersuchung auf altersbedingte Dichtednderungen erfolgte wie bei den beiden
anderen CN-Bereichen AVCN und PVCN zuerst zwischen den jungen Tieren (< 16
Monate) und allen alten (> 16 Monaten). Danach folgte die Berechnung zwischen
jungen Gerbils und der Gruppe Alt | bzw. Alt Il, jeweils fur die GABA- und
Glyzinfarbung. Auch hier wurden die gleichen Testverfahren angewendet, wie bei der
Untersuchung von AVCN und PVCN.

4.2.1 Zelldichte im gesamten DCN

Die Zelldichten als Funktion des Alters fur den DCN sind in den Diagrammen 33A flr
die GABA-Féarbung und in 33B fur die Glyzinfarbung dargestellt. Die beiden
Altersgruppen Alt | und Alt Il sind wieder durch unterschiedliche Symbole
gekennzeichnet und die Mittelwerte der einzelnen Gruppen durch Linien verbunden.
Die einzelnen Werte zu Alter und Dichte finden sich fir GABA in Tabelle 55A und fur
Glyzin in 55B.
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Vergleicht man in den Diagrammen 33A und 33B die jungen Tiere mit allen alten, so
ergeben sich keine Hinweise fur eine Abnahme der Dichte inhibitorischer Neurone.
Die durchgezogenen Linien, die die Mittelwerte junger und alter Tiere verbinden,
verlaufen fir die GABA Farbung annahernd horizontal, wahrend diese fur Glyzin
leicht ansteigt und eher auf eine Zunahme der Dichte glyzinerger Neurone hindeutet.
Bei der statistischen Untersuchung des Alterseffekts unter Einbeziehung aller alten
Tiere mittels der Spermann Rang Korrelation ergibt sich, dass die Anderungen in
Diagramm 33 weder fur die GABA- noch fir die Glyzinfarbung signifikant sind. Beide
Signifikanzwerte liegen weit Uber 0,05; vergleiche dazu Tabelle 56.

Fur die Dichtewerte von Alt | und Alt Il kann bei beiden Farbungen kein grél3erer
systematischer Unterschied festgestellt werden. Die Mittelwertslinien, die jeweils den
Dichtemittelwert aller jungen mit dem aller Alt | (gestrichelte Linie) bzw. aller Alt Il
(gepunktete Linie) verbinden, ist keine starke Abweichung von der Mittelwertslinie
Jung/alle Alt (durchgezogene Linie) erkennbar. Bei Berechnungen nach der
Spearmann Rang Korrelation, die den Einfluss des Alters auf die Dichten GABAerger
und glyzinerger Neurone von Jung unter Einbeziehung von Alt | bzw. Alt 1l
bestimmen, ergeben sich keine signifikanten Werte (was bei der geringen Stichprobe
von N(Alt 1)=8 und N(Alt 1)=8 fir GABA und N(Alt 1)=7 und N(Alt [1)=4 fir Glyzin
erwartet werden kann). Die Dichten der jungen und entweder der Gruppe Alt | oder
Alt Il korrelieren nicht mit dem Alter, die p-Werte liegen weit Uber dem
Signifikanzniveau von 0,05. Samtliche Ergebnisse der Rangkorrelation zur
Untersuchung eines alterabhangigen Effektes sind fur beide Farbungen in Tabelle 56
aufgelistet.
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Tier Alter DCN Gruppe
(Nummer) (Monate)

697 4 166,46 |1

713 4 192,23 1

727 4 151,07 |1

666 6 78,52 1

710 8 150,48 |1

711 8 171,01 |11

838 8 370,63 |1

705 15 239,33 |1

768 16 72,14 1

702 36 256,69 3

798 36 180,33 2

764 37 180,48 2

805 38 218,72 3

808 38 240,87 3

759 40 164,05 2

793 40 86,45 2

819 41 118,06 3

762 42 137,95 2

815 42 139,84 2

785 43 311,37 2

786 43 201,91 2

822 43 265,58 3

795 46 158,10 3

827 48 117,14 3

839 51 351,20 3

A

Tier Alter DCN Gruppe
(Nummer) (Monate)

697 4 227,48 |1

713 4 33,23 1

718 4 240,30 |1

727 4 29231 |1

838 8 339,53 |1

760 11 188,32 |1

768 16 314,58 |1

798 36 282,96 2

764 37 403,37 2

805 38 270,41 3

808 38 325,32 3

793 40 303,08 2

819 41 217,24 3

762 42 233,83 2

763 42 247,04 2

786 43 231,55 2

822 43 427,67 3

782 57 294,06 2
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Tab. 55: Auflistung der Zelldichten (pro mm2 GABAerger (A) und glyzinerger (B) Neurone
entsprechend dem Alter fiir den gesamten Teil des DCN. Gruppe 1: junge Tiere; Gruppe 2:
Alt I; Gruppe 3: Alt 11

A Jung * Altl A Jung * Altl
<O Al Linear (Jung/alle Alt) O Al Linear (Jung/alle Alt)
— — — —Linear (Jung/Altl)y ------- Linear (Jung/Alt Il) — — — —Linear (Jung/Altl)y ------- Linear (Jung/Alt Il)
400 + 500 4
A o DCN o DCN
GABA 1 i
300 | . 400 . Glyzin
() ()
= £ 300 - .
% 200 4 %
E E 200 +
100 - 100 |
A
0 T T T T ! 0 T T T T !
0 12 24 36 48 60 0 12 24 36 48 60
Alter (Monate) Alter (Monate)
A B

Diagr. 33: Darstellung der mittlere Zelldichten (pro mm?2) des DCN fir GABA (A) und Glyzin (B),
entsprechend dem Alter. Die dazugehérigen Werte finden sich in Tabelle 55. Die Linien

verbinden die Mittelwerte der einzelnen Gruppen (vergleiche dazu die Legende).

Spearman Rang Korrelation

GABA Glyzin

Jung/Alt 0,648 0,401
Jung/Alt | 0,847 0,435
Jung/Alt Il 0,490 0,222

Tab. 56: Statistische Auswertung inwieweit das Alter mit der Dichte GABAerger- bzw. glyzinerger
Neurone im DCN korreliert. Dabei wurden separate Analysen durchgefihrt, in die jeweils
junge und allen alten Tieren, junge und die der Gruppe Alt | bzw. junge und die der Gruppe
Alt Il mit einbezogen wurden. Die Tabelle listet die p-Werte und zeigt, dass in keiner dieser
Korrelationen eine Wahrscheinlichkeit unter 0,05 erreicht wurde und somit kein signifikanter

Effekt des Alters auf die Dichte der GABAergen und glyzinergen Zellen feststellbar war.

In den Saulendiagrammen 34A und 34B sind die Mittelwerte mit
Standardabweichungen der Zelldichten fur die jungen und alten Tiere jeweils fur
GABA- bzw. fur glyzinexprimierende Neurone gegenubergestellt. Im Mittel nimmt

zwar die Zelldichte zwischen Jung und Alt fir GABA um 10% und fur Glyzin um 21%



C - ERGEBNISSE 103

zu, aber angesichts der Standardabweichung konnten auch mit dem Mann-Withney-
U Test keine signifikanten Gruppenunterschiede festgestellt werden (vergleiche
Tabelle 57).

DCN GABA DCN Glyzin
300 400
250 | 350 1
© 200 ® 300
= i £ 250
Q (&)
S 150 | 5 200 -
N 100 | g 150
100
50 50 |
0 - 0 -
Jung Alt Jung Alt
A B

Diagr. 34: Gegenuberstellung der Mittelwerte mit Standardabweichungen der Zelldichten GABAerger

(A) und glyzinerger (B) Neurone junger und aller alten Tiere im DCN.

Mann-Withney-U Test

GABA Glyzin
Jung/Alt 0,522 0,328

Tab. 57: Statistische Auswertung des Dichtevergleichs GABAerger bzw. glyzinerger Neurone im DCN
zwischen jungen und allen alten Tieren. Die Tabelle listet die p-Werte und zeigt, dass in
keinem dieser Vergleiche eine Wahrscheinlichkeit unter 0,05 erreicht wurde und somit kein
signifikanter Unterschied der Anzahl an GABAerger bzw. glyzinerger Zellen zwischen den

jungen und alten Tieren feststellbar war.

In den Saulendiagrammen 35A und 35B sind die Mittelwerte und
Standardabweichungen der jungen Tiere den Mittelwerten beider Gruppen Alt | und
Alt 1l gegenibergestelit.

Im Mittel zeigt sich bei der GABAfarbung, dass die Dichtezunahme der alten Tiere
hauptsachlich bei der Gruppe Alt Il wiederzufinden ist, wobei der Dichtemittelwert der
Gruppe Alt | sogar im Vergleich zu jungen Tieren leicht abnimmt. Bei der
Glyzinfarbung nimmt die Dichte der Gruppe Alt | im Mittel um 18% und die Dichte der
Gruppe Alt Il um 25% zu. Vergleicht man mit dem Kruskal-Wallis Test die drei



C - ERGEBNISSE 104

Altersgruppen miteinander, zeigt dieser aber fur beide Farbungen keinen
signifikanten Unterschied zwischen den Dichten der jungen Tiere, Alt | und Alt II.
Weitere paarweise Vergleiche der Mittelwerte zwischen Jung und Alt I, Jung und Alt
Il oder auch Alt I und Alt Il sind somit nicht mehr zuldssig. Die Ergebnisse des
Kruskall Wallis Test sind in Tabelle 58 aufgefihrt.

Die Ergebnisse der Analyse der Zelldichte stimmen weitgehend mit denen fir die
Anzahl der inhibitorischen Zellen Uberein. Wenn tberhaupt gibt es eher Hinweise flr
eine altersbedingte Zunahme, insbesondere glyzinerger Zellen, wahrend die hier

vorliegenden Ergebnisse keinerlei Hinweis auf einen Verlust liefern.

DCN GABA DCN Glyzin

450 450
400 - 400 ~
350 - 350 -
@ 300 - @ 300 -
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T 200 A T 200
9 150 Y 150 A
100 | 100 1
50 - 50
0 - 0

Jung Altl  Altll Jung  Altl  Altll
A B

Diagr. 35: Gegeniberstellung der Mittelwerte mit Standardabweichungen der Zelldichten GABAerger
(A) und glyzinerger (B) Neurone der Gruppe der jungen Tiere, der Gruppe Alt | und der
Gruppe Alt 11 im DCN.

Kruskal-Wallis Test

GABA Glyzin
Jung / Alt 1/ Alt Il 0,505 0,550

Tab. 58: Statistische Auswertung des Dichtevergleichs GABAerger bzw. glyzinerger Neurone im DCN
zwischen jungen Tieren, Tiere der Gruppe Alt | und Alt Il. Die Tabelle listete die p-Werte und
zeigt, dass in keinem dieser Vergleiche eine Wahrscheinlichkeit unter 0,05 erreicht wurde
und somit kein signifikanter Unterschied der Dichten der GABAerger bzw. glyzinerger Zellen
innerhalb den drei Gruppen Jung, Alt | und Alt Il feststellbar war. Weiterfihrende Tests zum

Vergleich der einzelnen Gruppen untereinander sind somit nicht mehr zulassig.
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4.2.2 Zelldichte in der molekularen und tiefen Schi  cht des DCN

Zur Untersuchung altersbedingter DichteAnderungen GABAerger und glyzinerger
Neurone jeweils in der molekularen und tiefen Schicht des DCN sind in den
Diagrammen 36A fur GABA und 36B fur Glyzin fur die beiden Schichten die
Mittelwerte und die Standardabweichungen junger und alter Gerbils nebeneinander
aufgetragen. In Tabelle 59A und 59B sind fur GABA und Glyzin die einzelnen
Dichten der zwei Bereiche aufgelistet.

Die Dichten GABAerger Neurone alter Tiere unterscheiden sich im Diagramm 36A
sowohl in der molekularen, als auch in der tiefen Schicht nur geringfiigig von den
Dichten junger Tiere. Zumindest ist keine Abnahme der Dichte GABAerger Neuronen
bei alten Tieren innerhalb beider Schichten erkennbar. Statistische Berechnungen
mittels der Spearmann Rang Korrelation, die den Einfluss des Alters auf die Dichten
GABAerger Neurone von Jung und unter Einbeziehung aller alten Tieren bestimmit,
bestatigen weder fur die molekulare, noch fur die tiefe Schicht, signifikante
Anderungen (Tabelle 60). Vergleiche der Dichtemittelwerte GABAerger Neurone
junger und alter Tiere mittels des Mann-Withney-U Tests ergeben ebenfalls in keiner
der beiden Schichten einen signifikanten Unterschied (Tabelle 61).

Fur glyzinerge Neurone steigt die Dichte alter Tiere im Vergleich zu jungen Tieren
sowohl in der molekularen, als auch in der tiefen Schicht des DCN erkennbar an.
Doch keiner der beiden statistischen Tests bestatigt fiir eine der beiden Schichten
einen signifikanten Einfluss des Alters auf die Dichte (Spearman Rang Korrelation in
Tabelle 60), noch eine signifikante Zunahme der Dichte glyzinerger Neurone alter
Tiere im Vergleich zu jungen Tieren (Mann-Withney-U Test in Tabelle 61). Beide
Tests zeigen, dass die geringfligig hoheren Dichten glyzinerger Neurone alter Tiere
sowohl in der molekularen, als auch in der tiefen Schicht des DCN sich in der
vorliegenden Stichprobe nicht signifikant von denen junger Tiere unterscheiden.
Zusammenfassend lasst sich kein Einflu3 des Alters auf die Dichten inhibitorischer
Neurone im DCN feststellen. Zumindest gibt es keinen Hinweis dafur, dass im DCN
die Dichte inhibitorischer Neurone mit dem Alter abnimmt. Auch bei getrennter
Betrachtung der molekularen bzw. tiefen Schicht des DCN lasst sich kein Hinweis
dafur feststellen. Vielmehr zeigen die Ergebnisse eher eine geringfligige Zunahme,
die aber in den vorliegenden Stichproben nicht signifikant waren.
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Tier Alter DCN DCN Gruppe
(Nummer) (Monate) molekulare tiefe
Schicht Schicht
697 4 167,01 171,02 |11
713 4 227,43 18329 1
727 4 216,76 60,16 1
666 6 71,95 61,66 1
710 8 161,91 147,01 |11
711 8 197,50 10254 |1
838 8 452,09 305,23 |1
705 15 299,58 189,16 |1
768 16 82,14 62,34 1
702 36 246,13 278,50 3
798 36 157,83 184,12 2
764 37 214,36 131,44 2
805 38 233,48 143,53 3
808 38 238,04 220,94 3
759 40 179,58 141,51 2
793 40 72,51 61,08 2
819 41 116,69 101,85 3
762 42 180,39 71,09 2
815 42 214,89 55,19 2
785 43 348,09 269,93 2
786 43 201,96 224,71 2
822 43 376,21 135,70 3
795 46 128,63 200,39 3
827 48 108,49 131,56 3
839 51 412,45 301,73 3
A
Tier Alter DCN DCN Gruppe
(Nummer) (Monate) molekulare tiefe
Schicht Schicht
697 4 209,52 31599 |1
713 4 12,60 77,54 1
718 4 231,94 276,75 |1
727 4 244,83 430,38 |1
838 8 325,48 350,80 |1
760 11 145,33 329,71 |1
768 16 209,78 485,86 |1
798 36 200,93 518,20 2
764 37 324,77 529,84 2
805 38 308,77 278,97 3
808 38 285,08 358,18 3
793 40 288,82 364,44 2
819 41 161,33 317,31 3
762 42 167,20 356,38 2
763 42 156,92 441,30 2
786 43 161,42 400,70 2
822 43 511,12 363,37 3
782 57 274,36 349,04 2
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Tab. 59: Auflistung der Zelldichten (pro mm2 GABAerger (A) und glyzinerger (B) Neurone

entsprechend dem Alter fur die molekulare und die tiefe Schicht des DCN. Gruppe 1: junge
Tiere; Gruppe 2: Alt I; Gruppe 3: AltII.
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Diagr. 36:

Gegenuberstellung der Dichtemittelwerte und Standardabweichungen fir GABA (A) und

fur Glyzin (B), junger und aller alter Tiere fir die molekulare und die tiefe Schicht des

DCN.
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Spearman Rang Korrelation

Jung/Alt GABA Glyzin
molekular 0,765 0,690
tief 0,482 0,280

Jung/Alt |
molekular 0,869 0,991
tief 0,788 0,134

Jung/Alt 11
molekular 0,661 0,267
tief 0,353 0,299

Tab. 60: Statistische Auswertung inwieweit das Alter mit der Dichte GABAerger- bzw. glyzinerger
Neurone in der molekularen und tiefen Schicht des DCN korreliert. Dabei wurden separate
Analysen durchgeftuhrt, in die jeweils junge und alle alten Tiere, junge und die der Gruppe
Alt | bzw. junge und die der Gruppe Alt Il mit einbezogen wurden. Die Tabelle listet die p-
Werte und zeigt, dass in keiner dieser Korrelationen eine Wahrscheinlichkeit unter 0,05
erreicht wurde und somit kein signifikanter Effekt des Alters auf die Dichte der GABAergen

und glyzinergen Zellen feststellbar war.

Mann-Withney-U Test

Jung/Alt GABA Glyzin
molekular 0,803 0,425
tief 0,598 0,179

Tab. 61: Statistische Auswertung des Dichtevergleichs GABAerger bzw. glyzinerger Neurone in der
molekularen und tiefen Schicht des DCN zwischen jungen und allen alten Tieren. Die
Tabelle listet die p-Werte und zeigt, dass in keinem dieser Vergleiche eine
Wabhrscheinlichkeit unter 0,05 erreicht wurde und somit kein signifikanter Unterschied in der
Anzahl GABAerger bzw. glyzinerger Zellen zwischen jungen und alten Tieren feststellbar

war.

Im Folgenden sollen altersbedingte Dichtednderungen GABAerger und glyzinerger
Neurone jeweils in der molekularen und tiefen Schicht des DCN fur die beiden
Gruppen Alt | und Alt Il untersucht werden. Daflr wurden im S&ulendiagramm 37A
fur die GABAfarbung und in dem Saulen-Diagramm 37B fir die Glyzinfarbung die
Dichtemittelwerte und Standardabweichungen junger Tiere, die der Gruppe Alt | und
der Gruppe Alt 1l fur die molekulare und die tiefe Schichte des DCN
gegenubergestellt.

Die Dichten GABAerger Neurone der Gruppe Alt | nehmen in der molekularen
Schicht im Mittel im Vergleich zu jungen Tieren ab (Diagramm 37A). Aber die
Korrelation nach Spearman ergibt hier keinen signifikanten Einflul3 des Alters, der auf
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eine Abnahme der Dichte GABAerger Neurone beim Vergleich junger Tiere und alter
Tiere aus der Gruppe Alt | (Tabelle 60) hinweisen wirde. Die Dichten GABAerger
Neurone der Gruppe Alt Il sind in der molekularen Schicht im Vergleich zu jungen
Tieren jedoch hoher. Aber auch hier konnte die Spearman Rang Korrelation keine
signifikanten Werte erreichen (Tabelle 60). Somit hat das Alter beim Vergleich junger
Tiere mit der Gruppe Alt Il in der molekularen Schicht keinen signifikanten Einfluf3 auf
die Dichte GABAerger Neurone.

In der tiefen Schicht des DCN nehmen die Dichten GABAerger Neurone aus der
Gruppe Alt Il im Vergleich zu den Dichten junger Tiere zu (Diagramm 37A). Die
Spearman Rang Korrelation weist aber nicht darauf hin, dass das Alter einen
signifikanten EinfluR hat (Tabelle 60). Die Dichten GABAerger Neurone der Gruppe
Alt | unterscheidet sich von den jungen Tieren in der tiefen Schicht unmerklich. Somit
ergibt die Rangkorrelation kein signifikantes Ergebnis, wenn junge Tiere mit der
Gruppe Alt | verglichen werden (Tabelle 60).

Die Dichten glyzinerger Neurone beider Gruppen Alt | und Alt Il sind im Vergleich zu
jungen Tieren in der molekularen Schicht des DCN hoher (Diagramm 37B). Der
Dichteunterschied ist zwischen jungen Tieren und der Gruppe Alt Il am grof3ten.
Dennoch zeigt die statistische Uberpriifung keinen signifikanten EinfluR des Alters
auf die Dichten glyzinerger Neurone in der molekularen Schicht, wenn junge Tiere
mit den Gruppen Alt | oder Alt Il verglichen werden (Tabelle 60).

In der tiefen Schicht finden sich die hdochsten Dichten glyzinerger Neurone in der
Gruppe Alt I. Die Spearman Rang Korrelation weist aber darauf hin, dass das Alter
keinen signifikanten Einfluf3 hat, wenn junge Tiere und die der Gruppe Alt | betrachtet
werden (Tabelle 60). Die Dichten glyzinerger Neurone der Gruppe Alt Il unterscheidet
sich von den jungen Tieren in der tiefen Schicht unmerklich. Die Rangkorrelation

ergibt auch hier kein signifikantes Ergebnis (Tabelle 60).

Um zu Uberprifen, ob es Unterschiede in der Dichte inhibitorischer Neurone
zwischen den Gruppen junger Tiere, Alt | und Alt 1l gibt, werden die Dichten der drei
Altersgruppen fir molekulare und tiefe Schicht des DCN mittels des Kruskal-Wallis
Test verglichen.

Fur die GABAfarbung in der molekularen und tiefen Schicht zeigen sich keine
signifikanten Unterschiede innerhalb der drei Gruppen Jung, Alt I, Alt Il. Der p-Wert
liegt hier fur die molekulare Schicht bei 0,670 und in der tiefen Schicht bei 0,403.
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Weitere Vergleiche mit dem Mann-Withney-U Test von Jung mit Alt I, Jung mit Alt 1l
und Alt | mit Alt Il sind in beiden Schichten in der GABAfarbung nicht zulassig. In der
Glyzinfarbung ergibt sich in der molekularen Schicht des DCN ebenfalls kein
signifikantes Ergebnis. Beim Vergleich der Dichten glyzinerger Neurone von Jung, Alt
| und Alt Il in der tiefen Schicht des DCN ergibt sich ein p-Wert von p=0,085. Dieser
Wert ist zwar nicht signifikant, weist aber auf einen Trend hin, dass sich die Dichten
glyzinerger Neurone junger Tiere und die der beiden Gruppen Alt I und Il in der tiefen
Schicht des DCN signifikant unterscheiden (Diagramm 37B). Samtliche Werte des
Kruskal-Wallis Test sind in Tabelle 62 aufgelistet.

Fur die glyzinergen Neurone in der tiefen Schicht des DCN werden nun neben der
Spearmann Rang Korrelation die Dichten der jungen Tiere mit den Dichten der Tiere
aus den beiden Gruppen Alt I und Alt Il bzw. die Dichten von Alt | mit Alt Il mit dem
Mann-Withney-U Test verglichen. Beim Vergleich Jung mit Alt | ergibt sich ein Wert
von p=0,073. Dieser Wert ist nicht signifikant, gibt aber einen Trend an, dass sich die
Dichten der glyzinergen Neurone der Gruppe Alt | in der tiefen Schicht des DCN im
Vergleich zu denen junger Tiere signifikant unterscheiden. Jedoch muf3 angemerkt
werden, dass bereits der vorausgegangenen Kruskal-Wallis Test nur einen Trend
dahingehend aufwies, dass es innerhalb Jung, Alt | und Alt Il einen signifikanten
Unterschied gibt. Beim Vergleich Jung mit Alt 1l ergibt sich ein Wert weit Gber 0,05.
Die Dichten der beiden Gruppen Alt | und Alt 1l unterscheiden sich bei diesem Test
jedoch signifikant. Der p-Wert liegt hier bei 0,038. Bei der Bewertung des
Unterschieds in der Zelldichte zwischen Alt | und Alt Il muss ebenso kritisch
berucksichtigt werden, weil beim Kruskal-Wallis Test beim Vergleich der 3 Gruppen
nur ein p = 0.085 erreicht wurde. Die Ergebnisse des Mann-Withney-U Tests zum
Vergleich der Dichten glyzinerger Neurone von Jung mit Alt I, Jung mit Alt 1l und Alt |
mit Alt Il fir die tiefe Schicht des DCN sind in Tabelle 63 aufgelistet.
Zusammenfassend lasst sich in der vorliegenden Stichprobe kein signifikanter
EinfluR des Alters auf die Dichten inhibitorischer Neurone in der molekularen und
tiefen Schicht des DCN feststellen, wenn junge Tiere mit den Gruppen Alt | und Alt Il
verglichen werden (Tabelle 60). Auch in diesen Gruppen gibt es keine Hinweise
darauf, dal3 die Dichten GABAerger und glyzinerger Neurone in den beiden
Schichten des DCN abnehmen.
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Diagr. 37: Gegenuberstellung der Dichtemittelwerte mit Standardabweichungen fir GABA (A) und fur
Glyzin (B), junger Tiere und der Gruppen Alt | und Alt II, fur die molekulare und tiefe
Schicht des DCN. (schwarzer Stern= signifikanter Dichteunterschied, p < 0.05; grauer

Stern = Dichteunterschied mit tendentieller Wahrscheinlichkeit, p < 0.1)

Kruskal-Wallis Test

Jung / Alt 1/ Alt I GABA Glyzin
molekular 0,670 0,398
tief 0,403 0,085

Tab. 62: Statistische Auswertung des Dichtevergleichs GABAerger bzw. glyzinerger Neurone im DCN
zwischen jungen Tieren, Tieren der Gruppe Alt | und Alt Il fir die molekulare und tiefe
Schicht des DCN. Die Tabelle listete die p-Werte und zeigt fir die Glyzinfarbung in der tiefen

Schicht einen Signifikanzwert unter 0,1 (fett markiert). Dies weist auf einen Trend hin, dass
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es in der tiefen Schicht des DCN einen statistisch signifikanten Dichteunterschied

glyzinerger Neurone innerhalb der drei Altersgruppen gibt.

Mann-Withney-U Test

tief Glyzin
Jung/Alt | 0,073
Jung/Alt Il 0,927
Alt /At 11 0,038

Tab. 63: Statistische Auswertung des Dichtevergleichs glyzinerger Neurone fir die tiefe Schicht des
DCN zwischen Jung und der Gruppe Alt I, Jung und der Gruppe Alt Il bzw. Alt | und Alt II.
Die Tabelle listet die p-Werte. Statistisch signifikante Werte sind fett markiert und
unterstrichen, Werte, die auf einen Trend hinweisen, sind fett markiert. Die Berechnung
dieses Tests fir die molekulare Schicht und fur die GABAfarbung ist aufgrund des

vorangegangenen nicht signifikanten Kruskal-Wallis Test formal nicht zulassig.

Fir die molekulare und die tiefe Schicht des DCN ist noch zu untersuchen, wie sich
die Zelldichten zwischen diesen beiden Schichten verhalten. Vergleicht man im
Diagramm 36A altersunabhangig die Dichten GABAerger Neurone der molekularen
Schicht mit denen der tiefen Schicht, fallt eine generell hohere Dichte GABAerger
Neurone in der molekularen Schicht auf. Bei der Glyzinfarbung im Diagramm 36B
hingegen sind die Dichten in der tiefen Schicht deutlich héher als in der molekularen
Schicht.

Um signifikante Dichteunterschiede zwischen den beiden Schichten des DCN
festzustellen, werden die Dichten der zwei Schichten als zwei verbundene
Stichproben durch den Wilcoxon-Test verglichen. Da die vorausgehende Analyse
ergeben hat, dass keine signifikanten Unterschiede zwischen jungen und alten
Tieren vorlagen, werden fir die Analyse mdglicher Unterschiede zwischen der
molekularen und tiefen Schicht die Daten von Jung und Alt zusammengefasst. Auf
eine Unterscheidung zwischen Jung und Alt kann verzichtet werden. Dieser
Vergleich ergab fir GABA einen Signifikanzwert von p=0,003 und fur Glyzin p=0,001
(vergleiche Tabelle 64). Somit zeigt sich, dass es im Vergleich zur tiefen Schicht in
der molekularen Schicht eine signifikant hohere Dichte GABAerger Neurone gibt und
in der tiefen Schicht im Vergleich zur molekularen Schicht eine signifikant héhere
Dichte glyzinerger Neurone. Die Unterschiede, die in Diagramm 36 erkennbar sind,

sind damit hoch signifikant.
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Wilcoxon-Test

Zelldichte GABA Glyzin
(pro mmg2) 0,003 0,001
N=25 N=18

Tab. 64: Statistische Auswertung Uber Dichteunterschiede zwischen der molekularen und tiefen
Schicht des DCN fur GABA und Glyzin. Die Auswertung wurde fur alle Tiere unabhangig
vom Alter gemacht. Die Tabelle listet die p-Werte und zeigt, dass sich die Dichten zwischen
molekularer und tiefer Schicht aller Altersgruppen in der GABA- und Glyzinfarbung

signifikant unterscheiden. Statistisch signifikante Werte sind fett markiert und unterstrichen.

4.2.3 Zelldichte im ventralen, mittigen und dorsale n DCN

Fur den DCN bleibt zu kléaren, ob sich jeweils im ventralen (tieffrequenten), mittigen
(mittelfrequenten) und dorsalen (hochfrequenten) Bereich des DCN ein
altersbedingter Unterschied in der Neuronendichte zeigt.

Dazu sind in den Diagrammen 38A fir GABA und 38B fur Glyzin fir die drei
Frequenzbereiche die Mittelwerte und die Standardabweichungen junger und alter
Gerbils nebeneinander aufgetragen. In Tabelle 65A und 65B sind fir GABA und
Glyzin die einzelnen Dichten der drei Bereiche aufgelistet.

Beim Vergleich der Dichtemittelwerte GABAerger Neurone junger und alter Tiere im
Diagramm 38A féllt auf, dass in allen drei Bereichen die Dichten GABAerger Neurone
der alten Tiere im Mittel etwas hoéher sind als die der jungen. Im Diagramm 38B fallt
dieser Unterschied fur die Dichten glyzinerger Neurone etwas deutlicher aus.
Statistische Berechnungen mittels der Spearman Rang Korrelation und auch mittels
des Mann-Withney-U Tests ergeben beim Vergleich junger mit alten Tieren keine
Werte, die auf einen signifikanten Dichteunterschied GABAerger und glyzinerger
Neurone junger und alter Gerbils in den 3 untersuchten Frequenzbereichen
hindeuten. Innerhalb der drei frequenzspezifischen Bereiche des DCN gibt es keinen
signifikanten Effekt des Alters auf die Dichten GABA- bzw. glyzinerger Neurone. Die
Ergebnisse in Diagramm 38 zeigen, dass es in keinem der drei Bereiche, in denen
hohe (dorsal), mittlere (mittig) und tiefe (ventral) Frequenzen abgebildet werden,
Hinweise fur eine Abnahme der Dichte inhibitorischer Neurone bei alten Tieren gibt.
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Die Ergebnisse fiur die Rangkorrelation sind in Tabelle 66 und flir den

Gruppenvergleich in Tabelle 67 aufgefthrt.
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Tier Alter DCN DCN DCN Gruppe
(Nummer) (Monate) medial mittig lateral

697 4 130,68 173,50 213,12 |1

713 4 85,70 202,95 322,79 |1

727 4 83,76 172,08 180,73 |1

666 6 39,94 51,24 11945 1

710 8 149,19 150,77 170,31 |1

711 8 53,11 204,62 24324 |1

838 8 562,58 365,65 194,44 1

705 15 192,87 284,92 269,35 |1

768 16 98,92 67,50 42,99 1

702 36 176,81 350,18 276,46 3

798 36 91,82 198,01 238,99 2

764 37 264,94 117,25 152,04 2

805 38 134,75 245,64 222,19 3

808 38 240,56 245,46 202,99 3

759 40 182,72 170,52 122,29 2

793 40 29,36 63,91 118,98 2

819 41 67,97 115,51 154,94 3

762 42 78,36 77,51 292,80 2

815 42 70,16 130,03 271,75 2

785 43 328,50 416,24 179,17 2

786 43 256,34 215,54 138,70 2

822 43 304,85 257,34 256,62 3

795 46 91,37 175,03 225,39 3

827 48 83,64 134,70 130,28 3

839 51 432,14 315,10 366,30 3

A

Tier Alter DCN DCN DCN Gruppe
(Nummer) (Monate) medial mittig lateral

697 4 84,05 462,36 328,78 |1

713 4 17,03 68,52 40,07 1

718 4 207,35 224,19 32474 |1

727 4 487,89 299,44 17931 |1

838 8 220,90 438,58 332,17 |1

760 11 149,37 173,62 326,17 |1

768 16 389,81 289,77 308,61 |1

798 36 330,81 233,12 316,65 2

764 37 487,31 400,94 389,83 2

805 38 213,50 356,34 329,03 3

808 38 492,91 253,61 204,75 3

793 40 262,27 345,82 371,93 2

819 41 94,95 370,44 249,45 3

762 42 223,83 171,64 364,68 2

763 42 226,67 312,00 269,21 2

786 43 359,88 223,18 109,92 2

822 43 417,02 488,36 507,04 3

782 57 122,86 473,04 377,13 2
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Tab. 65: Auflistung der Zelldichten (pro mm2 GABAerger (A) und glyzinerger (B) Neurone
entsprechend dem Alter fir den medialen, den mittigen und den lateralen Teil des DCN.

Gruppe 1: junge Tiere; Gruppe 2: Alt I; Gruppe 3: Alt II.
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DCN Glyzin
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Diagr. 38: Gegeniberstellung der Dichtemittelwerte und Standardabweichungen fir GABA (A) und
fur Glyzin (B), junger und aller alter Tiere fur den ventralen (niedrigfrequenten), den

mittigen (mittelfrequenten) und den dorsalen (hochfrequenen) Bereich des DCN.
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Spearman Rang Korrelation

Jung/Alt GABA Glyzin
ventral 0,837 0,229
mittig 0,656 0,320
dorsal 0,339 0,450
Jung/Alt |
ventral 0,566 0,278
mittig 0,989 0,666
dorsal 0,442 0,445
Jung/Alt 1l
ventral 0,631 0,348
mittig 0,463 0,252
dorsal 0,266 0,292

Tab. 66: Statistische Auswertung inwieweit das Alter mit der Dichte GABAerger bzw. glyzinerger
Neurone im ventralen (tieffrequenten), mittigen (mittelfrequenten) und dorsalen
(hochfrequenten) Bereich des DCN korreliert. Dabei wurden separate Analysen
durchgefuhrt, in die jeweils die jungen und alle alten Tieren, die jungen und die der
Gruppe Alt | bzw. die jungen und die der Gruppe Alt Il mit einbezogen wurden. Die Tabelle
listet die p-Werte und zeigt, dass in keiner dieser Korrelationen eine Wahrscheinlichkeit
unter 0,05 erreicht wurde und somit kein signifikanter Effekt des Alters auf die Dichte der

GABAergen und glyzinergen Zellen feststellbar war.

Mann-Withney-U Test

Jung/Alt GABA Glyzin
ventral 0,760 0,285
mittig 0,803 0,425
dorsal 0,487 0,246

Tab. 67: Statistische Auswertung des Dichtevergleichs GABAerger bzw. glyzinerger Neurone fiir den
ventralen (tieffrequenten), mittigen (mittelfrequenten) und dorsalen (hochfrequenten)
Bereich des DCN zwischen jungen und allen alten Tieren. Die Tabelle listet die p-Werte und
zeigt, dass in keinem dieser Vergleiche eine Wahrscheinlichkeit unter 0,05 erreicht wurde
und somit kein signifikanter Unterschied der Anzahl der GABAerger bzw. glyzinerger Zellen

zwischen den jungen und alten Tieren feststellbar war.

Um einen Vergleich der Dichten der beiden Gruppen Alt | und Alt Il zu den Dichten
junger Tiere in den drei Frequenzbereiche vornehmen zu kénnen, wurde in dem
Saulendiagramm 39A fur die GABAfarbung und in dem Saulendiagramm 39B fir die
Glyzinfarbung die Dichtemittelwerte und Standardabweichungen junger Tiere, die der
Gruppe Alt I und der Gruppe Alt 1l fir den ventralen, den mittigen und den dorsalen
Bereich gegentbergestellt.



C - ERGEBNISSE 118

Die Dichten GABAerger Neurone der Gruppe Alt | unterscheiden sich von den
Dichten junger Tiere in allen drei Frequenzbereichen geringflgig (Diagramm 39A). Im
ventralen und mittigen Bereich sind die Dichten der Gruppe Alt | im Mittel sogar
niedriger als von jungen Tieren. Die Spearman Rang Korrelation zeigt hier aber
keinen signifkanten EinfluR des Alters beim Vergleich der Dichten GABAerger
Neurone junger Tiere und der Gruppe Alt | (Tabelle 66). Dagegen liegen die Dichten
GABAerger Neurone der Gruppe Alt Il in allen Frequenzbereichen hoher als die der
jungen und Alt I. Aber auch hier ergibt die Spearman Rang Korrelation beim
Vergleich junger Tiere mit Alt 1l keinen Hinweis auf einen signifikanten Einflu des
Alters bei der Zunahme der Dichte GABAerger Neurone (Tabelle 66).

Der Kruskall-Wallis Test untersucht in einem Dreiervergleich die Dichtemittelwerte
der jungen Tieren, die der Gruppe Alt | und Alt Il. Werden so die Dichtemittelwerte
GABAerger Neurone fir den ventralen, mittigen und dorsalen Bereich verglichen
(Diagramm 39A), gibt es fir keinen der drei Frequenzbereiche des DCN signifikante
Unterschiede (Tabelle 68). Die Dichten GABAerger Neurone junger Tiere, die der
Gruppe Alt | und Alt Il unterscheiden sich in keinem der drei Frequenzbereiche
signifikant. Weitere paarweise Vergleiche mit dem Mann-Withney-U Test, der die
Dichtemittelwerte von Jung mit Alt I, Jung mit Alt Il bzw. Alt | mit Alt Il vergleicht, sind
fur GABA nicht mehr zul&ssig.

Die Dichten glyzinerger Neurone von Alt | liegen in allen drei Frequenzbereichen
hoher als die der jungen Tiere (Diagramm 39B). Die Analyse mittels der Spearman
Rang Korrelation findet hier aber keinen signifikanten Einflul? (Tabelle 66). Der
Unterschied der Dichtewerte junger Tiere und die der Gruppe Alt Il ist dabei noch
groler. Einen signifikanten Einflu3 des Alters auf die Dichtezunahme glyzinerger
Neurone beim Vergleich junger Tiere und der Gruppe Alt Il wére hier zu erwarten.
Die Spearman Rang Korrelation erreicht beim Vergleich Jung mit Alt Il aber keine
signifikanten Werte (Tabelle 66). Somit zeigt das Alter fir keinen der drei
Frequenzbereiche signifikanten Einflul3 auf die Dichte glyzinerger Neurone, wenn
junge Tiere mit Alt | bzw. Alt 1l verglichen werden.

Vergleiche der Dichtemittelwerte glyzinerger Neurone von jungen Tieren, die der
Gruppe Alt | und Alt Il durch den Kruskall-Wallis Test, ergeben keine signifikanten
Unterschiede (Diagramm 39B, Tabelle 68). Die Dichten glyzinerger Neurone junger

Tiere, die der Gruppe Alt | und Alt Il unterscheiden sich in keinem der drei
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Frequenzbereiche signifikant. Weitere paarweise Vergleiche mit dem Mann-Withney-
U Test, der die Dichtemittelwerte von Jung mit Alt I, Jung mit Alt Il bzw. Alt I mit Alt I

vergleicht, sind auch fur Glyzin nicht mehr zul&assig.

Zusammenfassend lasst sich kein signifikanter Einflul3 des Alters auf die Dichten
inhibitorischer Neurone innerhalb der drei Frequenzbereiche des DCN feststellen,
wenn junge Tiere mit den Gruppen Alt | und Alt 1l verglichen werden (Tabelle 66).
Auch in diesen Altersgruppen gibt es keine Hinweise darauf, dal3 die Dichten
GABAerger und glyzinerger Neurone in den drei Frequenzbereichen abnehmen. Es

zeigen sich eher Zunahmen, die jedoch nicht als signifikant bestatigt werden

konnten.
DCN GABA
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400 -
350 -
% 300 4 W Jung
5 250 1 Alt|
Y 200 | oAt
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100 |
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0
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Diagr. 39: Gegenuberstellung der Dichtemittelwerte mit Standardabweichungen fir GABA (A) und fur

Glyzin (B), junger Tiere und der Gruppen Alt | und Alt Il, fur den ventralen (tieffrequenten),

mittigen (mittelfrequenten) und dorsalen (hochfrequenten) Bereich des DCN.

Kruskal-Wallis Test

Jung / Alt 1/ Alt I GABA Glyzin
ventral 0,518 0,499
mittig 0,331 0,418
dorsal 0,711 0,474

Tab. 68: Statistische Auswertung des Dichtevergleichs GABAerger bzw. glyzinerger Neurone im

DCN zwischen jungen Tieren, Tiere der Gruppe Alt | und Alt Il fur den ventralen

(tieffrequenten), mittigen (mittelfrequenten) und dorsalen (hochfrequenten) Bereich des

DCN. Die Tabelle listete die p-Werte und zeigt, dass in keinem dieser Vergleiche eine

Wahrscheinlichkeit unter 0,05 erreicht wurde und somit kein signifikanter Unterschied der

Dichte GABAerger bzw. glyzinerger Neurone innerhalb der drei Gruppen Jung, Alt | und

Alt 1l feststellbar war. Weiterfihrende Tests zum Vergleich der einzelnen Gruppen

untereinander sind somit nicht mehr zuléssig.

Vergleicht man nun den Verlauf der Dichtewerte fir GABAerge Neurone im

Diagramm 38A unabhéangig ihrer Altersgruppe entlang der Tonotopieachse, sind die

Werte sehr &hnlich. Im niedrigfrequenten, ventralen Teil des DCN sind die Werte flr

die Dichte GABAerger Neurone geringfligig hoher als im dorsalen, hochfrequenten

Teil des DCN. Dies ist sowohl fir die jungen als auch fur die alten Tiere der Fall. In
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der Glyzinfarbung im Diagramm 38B ergeben sich die hdchsten Dichten im mittigen
Bereich. Im dorsalen, hochfrequenten Teil des DCN ist die Zelldichte am niedrigsten.
Auch dies ist sowohl fir die jungen als auch fir die alten Tiere erkennbar. Eine
monotone Dichteanderung glyzinerger Neurone entlang der Frequenzabbildung lasst
sich nicht feststellen. Um signifikante Dichteunterschiede innerhalb der drei
Frequenzbereiche des DCN festzustellen, werden die Dichten der drei Bereiche als
drei verbundene Stichproben durch den Friedmann Test verglichen. Bei der
Berechnung nach Friedmann kann auf eine Unterscheidung zwischen Jung und Alt
verzichtet werden, da die vorausgehende Analyse ergeben hat, dass keine
signifikanten Unterschiede zwischen jungen und alten Tieren vorlagen. Deshalb
werden fur die Analyse moglicher Unterschiede zwischen den dorsalen, mittleren und
ventralen Bereichen des DCN die Daten von Jung und Alt zusammengefasst. Der mit
diesen Gesamtdaten erfolgte Vergleich der drei frequenzspezifischen Bereiche des
DCN mittels Friedman Test zeigt, dass weder bei GABA noch bei Glyzin signifikante
Unterschiede der Zelldichte zwischen den drei Bereichen vorliegen (Tabelle 69).

Friedmann Test

Zelldichte GABA Glyzin

(pro mm?)
Gesamt 0,103 0,311
N=25 N=18

Tab. 69: Statistische Auswertung Uber Dichteunterschiede zwischen den drei Frequenzbereichen im

DCN fur GABA und Glyzin. Es ergeben sich keine statistisch relevanten Werte.

4.2.4 Zelldichte im ventralen, mittigen und dorsale n Bereich der
molekularen Schicht des DCN

Die bisherige Untersuchung zu mdoglichen Unterschieden zwischen den tonotopen
Bereichen hat nicht zwischen molekularer und tiefer Schicht differenziert. Diese
Unterscheidung wird im Folgenden noch beriicksichtigt.

Nun soll untersucht werden, ob sich jeweils im ventralen (tieffrequenten), mittigen

(mittelfrequenten) und dorsalen (hochfrequenten) Bereich der molekularen Schicht
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des DCN ein altersbedingter Unterschied in der Neuronendichte zeigt. Dazu sind in
den Diagrammen 40A fir GABA und 40B fur Glyzin fir die drei Frequenzbereiche die
Mittelwerte und die Standardabweichungen junger und alter Gerbils nebeneinander
aufgetragen. In Tabelle 70A und 70B sind fir GABA und Glyzin die einzelnen
Dichten der drei Bereiche aufgelistet.

Beim Vergleich der Dichtemittelwerte junger und alter Tiere im Diagramm 40A zeigen
sich keine nennenswerten Unterschiede der Dichten GABAerger Neurone flr die drei
Frequenzbereiche. Korrelationen zwischen Alter und Dichte GABAerger Neurone
sind im molekularen ventralen, molekularen mittigen und molekularen dorsalen Teil
des DCN nicht zu erwarten (Tabelle 71, 72).

Bei der Glyzinfarbung (Diagramm 40B) ist die Dichte der Zellen in den drei tonotopen
Bereichen der molekularen Schicht bei den alten Tieren hoéher als bei den jungen
Tieren. Jedoch zeigen statistische Berechnungen mittels der Spearmann Rang
Korrelation und auch mittels des Mann-Withney-U Tests, dass die altersbedingten
Unterschiede in Diagramm 40 statistisch nicht signifikant sind. Die Ergebnisse fur die
Rangkorrelation sind in Tabelle 71 und fur den Gruppenvergleich in Tabelle 72

aufgefuhrt.
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Tier Alter DCN DCN DCN Gruppe
(Nummer) (Monate) molekular molekular molekular
dorsal mittig ventral
697 4 108,20 172,56 23396 |1
713 4 207,87 180,98 32462 |1
727 4 152,23 262,80 27483 |1
666 6 40,35 48,36 131,75 |1
710 8 145,78 176,04 16539 |1
711 8 20,66 268,70 372,48 |1
838 8 549,70 530,43 227,86 |1
705 15 258,06 284,06 361,41 |1
768 16 118,11 81,54 33,85 1
702 36 155,89 285,32 303,33 3
798 36 99,22 162,02 233,86 2
764 37 317,38 92,46 227,71 2
805 38 165,26 300,68 240,77 3
808 38 195,59 366,69 136,39 3
759 40 268,09 108,59 128,64 2
793 40 24,01 63,07 147,31 2
819 41 78,88 179,86 97,19 3
762 42 96,35 84,88 431,95 2
815 42 100,92 174,11 402,90 2
785 43 313,10 564,15 172,22 2
786 43 190,07 246,52 166,21 2
822 43 402,16 382,74 343,16 3
795 46 57,19 194,03 153,49 3
827 48 110,73 133,28 77,44 3
839 51 480,26 270,43 541,50 3
A
Tier Alter DCN DCN DCN Gruppe
(Nummer) (Monate) molekular molekular molekular
dorsal mittig ventral
697 4 83,83 350,72 286,10 |1
713 4 26,86 0,00 0,00 1
718 4 192,15 221,07 29758 |1
727 4 364,43 221,34 12841 |1
838 8 150,23 427,53 469,42 |1
760 11 89,39 105,77 281,08 |1
768 16 216,30 192,53 220,09 |1
798 36 175,85 151,52 265,78 2
764 37 294,15 285,53 411,66 2
805 38 263,19 321,19 346,24 3
808 38 484,37 236,97 124,11 3
793 40 247,96 321,51 301,92 2
819 41 61,48 234,04 208,18 3
762 42 128,59 95,32 358,31 2
763 42 110,99 194,23 181,92 2
786 43 256,90 134,40 78,02 2
822 43 413,91 583,54 555,84 3
782 57 138,99 346,85 466,94 2
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Tab. 70: Auflistung der Zelldichten (pro mm2 GABAerger (A) und glyzinerger (B) Neurone
entsprechend dem Alter fir den medialen, den mittigen und den lateralen Teil der
molekularen Schicht des DCN. Gruppe 1: junge Tiere; Gruppe 2: Alt I; Gruppe 3: Alt 11
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Diagr. 40: Gegeniberstellung der Dichtemittelwerte und Standardabweichungen fir GABA (A) und
fur Glyzin (B), junger und aller alter Tiere fur den ventralen (niedrigfrequenten), den
mittigen (mittelfrequenten) und den dorsalen (hochfrequenen) Bereich der molekularen
Schicht des DCN.
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Spearman Rang Korrelation

Jung/Alt GABA Glyzin
ventral 0,781 0,357
mittig 0,632 0,582
dorsal 0,609 0,483
Jung/Alt |
ventral 0,692 0,459
mittig 0,778 0,803
dorsal 0,770 0,595
Jung/Alt 11
ventral 0,696 0,455
mittig 0,374 0,222
dorsal 0,601 0,246

Tab. 71: Statistische Auswertung inwieweit das Alter mit der Dichte GABAerger bzw. glyzinerger

Neurone im ventralen

(tieffrequenten),

(mittelfrequenten)

und dorsalen

(hochfrequenten) Bereich der molekularen Schicht des DCN korreliert. Dabei wurden
separate Analysen durchgefiihrt, in die jeweils die jungen und allen alten Tieren, die jungen
und die der Gruppe Alt | bzw. die jungen und die der Gruppe Alt Il mit einbezogen wurden.
Die Tabelle listet die p-Werte und zeigt, dass in keiner dieser Korrelationen eine
Wabhrscheinlichkeit unter 0,05 erreicht wurde und somit kein signifikanter Effekt des Alters

auf die Dichte der GABAergen und glyzinergen Zellen feststellbar war.

Mann-Withney-U Test

Jung/Alt GABA Glyzin
ventral 0,803 0,536
mittig 0,846 0,596
dorsal 0,760 0,246

Tab. 72: Statistische Auswertung des Dichtevergleichs GABAerger bzw. glyzinerger Neurone fiir den

ventralen (tieffrequenten),

mittigen (mittelfrequenten) und dorsalen (hochfrequenten)

Bereich der molekularen Schicht des DCN zwischen jungen und allen alten Tieren. Die
Tabelle listet die p-Werte und zeigt, dass in keinem dieser Vergleiche eine
Wabhrscheinlichkeit unter 0,05 erreicht wurde und somit kein signifikanter Unterschied in der

Anzahl GABAerger bzw. glyzinerger Zellen zwischen jungen und alten Tieren feststellbar

war.

Zum Vergleich der Dichten der beiden Tiergruppen Alt I und Alt Il mit den Dichten

junger Tiere fur die drei Frequenzbereiche der molekularen Schicht wurde in dem

Séaulendiagramm 41A fir die GABAfarbung und in dem Saulendiagramm 41B fir die

Glyzinfarbung die Dichtemittelwerte und Standardabweichungen junger Tiere, die der

Gruppe Alt | und der Gruppe Alt Il fir den ventralen, den mittigen und den dorsalen

Bereich gegentbergestellt.
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Die Dichten der GABAergen Neurone der Gruppe Alt | unterscheidet sich im
ventralen und dorsalen Bereich kaum von der Dichte junger Tiere. Im mittigen Teil
der molekularen Schicht wird die Dichte der Gruppe Alt I im Vergleich zu den jungen
Tieren im Mittel kleiner (Diagramm 41A). Ein signifikanter Einflul3 des Alters wird aber
in keinem der drei Frequenzbereiche durch die Spearman Rang Korrelation beim
Vergleich junger Tiere mit Alt | bestatigt (Tabelle 71).

Die Dichten GABAerger Neurone der Gruppe Alt Il dhneln im ventralen Bereich der
molekularen Schicht den Dichten der jungen Tiere und der Gruppe Alt I, wobei im
mittigen Teil die Dichten von Alt Il im Vergleich zu den jungen Tieren und Alt |
deutlich hoher liegen. Im dorsalen Bereich ist der Unterschied von Alt 1l zu Jung bzw.
Alt I nicht mehr ganz so stark (Diagramm 41A). Die Spearman Rang Korrelation
erreicht beim Vergleich junger Tiere mit Alt Il jedoch fur keine der drei
Frequenzbereiche signifikante Werte (Tabelle 71). In den drei Frequenzbereichen der
molekularen Schicht des DCN hat das Alter somit keinen signifikanten Einflul3 auf die
Dichten GABAerger Neurone der Gruppe Alt Il

Im mittigen Teil fallen die Dichteunterschiede zwischen Jung/Alt I, Jung/Alt Il und Alt
I/Alt 1 am deutlichsten aus. Werden die Dichten aller drei Altersgruppen, Jung, Alt |
und Alt 1, mit dem Kruskall-Wallis Test verglichen, zeigen sich weder im ventralen,
dorsalen noch im mittigen Bereich signifikante Werte (Tabelle 73). Weitere paarweise
Vergleiche mit dem Mann-Withney-U Test, der die Dichtemittelwerte von Jung mit Alt
[, Jung mit Alt Il bzw. Alt | mit Alt Il vergleicht, sind fir GABA in den drei tonotopen
Frequenzbereichen der molekularen Schicht nicht mehr zulassig.

Im Diagramm 41B sind die Dichtemittelwerte glyzinerger Neurone junger Tiere im
Vergleich zu den beiden Altersgruppen Alt | und Alt Il in allen drei Frequenzbereichen
am niedrigsten. Die Dichtemittelwerte der Gruppe Alt Il sind stets am grof3ten, gefolgt
von den Werten der Gruppe Alt I. Somit nehmen im Mittel die Dichten beider
Gruppen Alt | und Alt 1l im Vergleich zu jungen Tieren in allen drei
Frequenzbereichen zu. Die deutlichste Dichtezunahme zwischen Jung und Alt Il fallt
im mittigen und dorsalen Teil auf. Der gréf3te Unterschied zwischen Jung und Alt |
liegt im ventralen Bereich. Beim Vergleich junger Tiere und Alt | ergeben Analysen
mit der Spearman Rang Korrelation keine signifikanten Werte. Auch beim Vergleich
junger Tiere mit Alt Il zeigt das Alter keinen signifikanten Einflu3 auf die Dichte

glyzinerger Neurone (Tabelle 71).
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Werden die Dichten aller drei Altersgruppen, Jung, Alt | und Alt I, mit dem Kruskall-
Wallis Test verglichen, zeigen sich weder im ventralen, dorsalen noch im mittigen
Bereich signifikante Dichteunterschiede glyzinerger Neurone (Tabelle 73). Weitere
paarweise Vergleiche mit dem Mann-Withney-U Test, der die Dichtemittelwerte von
Jung mit Alt I, Jung mit Alt Il bzw. Alt I mit Alt Il vergleicht, sind auch fir Glyzin in den

drei tonotopen Frequenzbereichen der molekularen Schicht nicht mehr zulassig.

Zusammenfassend lasst sich kein Einflu3 des Alters auf die Dichten inhibitorischer
Neurone innerhalb der drei Frequenzbereiche der molekularen Schicht des DCN
feststellen, wenn junge Tiere mit alten Tieren bzw. mit den Gruppen Alt | und Alt Il
verglichen werden (Tabellen 71, 72). Auch in diesen Altersgruppen gibt es wenige
Hinweise darauf, dal3 die Dichten GABAerger und glyzinerger Neurone in den drei
Frequenzbereichen abnehmen. Es zeigen sich eher Zunahmen, die jedoch nicht als

signifikant bestatigt werden konnten.
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Diagr. 41: Gegenuberstellung der Dichtemittelwerte mit Standardabweichungen fir GABA (A) und fir
Glyzin (B), junger Tiere und der Gruppen Alt | und Alt Il, fur den ventralen (tieffrequenten),
mittigen (mittelfrequenten) und dorsalen (hochfrequenten) Bereich der molekularen
Schicht des DCN.

Kruskal-Wallis Test

Jung / Alt 1/ Alt I GABA Glyzin
ventral 0,934 0,791
mittig 0,106 0,331
dorsal 0,891 0,302

Tab. 73: Statistische Auswertung des Dichtevergleichs GABAerger bzw. glyzinerger Neurone im
DCN zwischen jungen Tieren, Tiere der Gruppe Alt | und Alt Il fir den ventralen
(tieffrequenten), mittigen (mittelfrequenten) und dorsalen (hochfrequenten) Bereich der
molekularen Schicht des DCN. Die Tabelle listete die p-Werte und zeigt, dass in keinem
dieser Vergleiche eine Wahrscheinlichkeit unter 0,05 erreicht wurde und somit kein
signifikanter Unterschied der Dichte GABAerger bzw. glyzinerger Neuronen innerhalb den
drei Gruppen Jung, Alt | und Alt Il feststellbar war. Weiterfihrende Tests zum Vergleich

der einzelnen Gruppen untereinander sind somit nicht mehr zulassig.

Nun wird die molekulare Schicht des DCN dahingehend untersucht, ob sich innerhalb
der drei Frequenzbereiche Dichteunterschiede fir GABAerge und glyzinerge

Neurone ergeben.
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Vergleicht man den Verlauf der Dichtewerte in den Diagrammen 40A und 40B
unabhangig ihrer Altersgruppe entlang der Tonotopieachse, zeigen sich fur beide
Farbungen eine monotone Abnahme der Dichten vom ventralen, niedrigfrequenten,
Uber den mittigen, mittelfrequenten zum dorsalen, hochfrequenten Bereich hin. Zur
Analyse wird der Friedmann Test angewendet. Der Friedmann Test wird Uber alle
Tiere durchgefuhrt. Auf eine Unterscheidung zwischen Jung und Alt wird verzichtet,
da die vorausgegangenen Tests keinen Unterschied zwischen Jung und Alt gezeigt
haben (Tabelle 71, 72). Der Uber alle Tiere durchgefiihrte Test ergab fir GABA einen
Wert von p=0,141 und fur Glyzin p=0,154 (vergleiche Tabelle 74). Dies zeigt, dass
die Dichten beider Farbungen zwar monoton von ventral Gber mittig nach dorsal
abnehmen, die Unterschiede zwischen den 3 Bereichen in der molekularen Schicht

des DCN in den vorliegenden Stichproben aber nicht signifikant sind.

Friedmann Test

Zelldichte GABA Glyzin

(pro mm?)
fusiforme Schicht 0,141 0,154
N=25 N=18

Tab. 74: Statistische Auswertung Uber Dichteunterschiede zwischen den drei Frequenzbereichen der
molekularen Schicht des DCN fir GABA und Glyzin. Es ergeben sich keine statistisch

relevanten Werte.

4.2.5 Zelldichte im ventralen, mittigen und dorsale n Bereich der tiefen
Schicht des DCN

Neben der molekularen Schicht, soll auch die tiefe Schicht des DCN jeweils auf
altersbedingte Dichteunterschiede innerhalb und zwischen ventralen (tieffrequenten),
mittigen (mittelfrequenten) und dorsalen (hochfrequenten) Bereich untersucht
werden.

Dazu sind in den Diagrammen 42A fur GABA und 42B fur Glyzin fur die drei

Frequenzbereiche die Mittelwerte und die Standardabweichungen junger und alter
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Gerbils nebeneinander aufgetragen. In Tabelle 75A und 75B sind fur GABA und
Glyzin die einzelnen Dichten der drei Bereiche aufgelistet.

Beim Vergleich der Dichtemittelwerte junger und alter Tiere im Diagramm 42A zeigen
sich bei den alten Tieren fur jeden der drei Bereiche etwas hohere Dichten
GABAerger Neurone. Ebenfalls liegen die Dichten glyzinerger Neurone alter Tiere in
allen drei Bereichen tber denen junger Tiere (Diagramm 42 B).

Eine statistische Analyse mittels der Spearmann Rang Korrelation sowie mittels des
Mann-Withney-U Tests ergeben jedoch, dass diese in Diagramm 42 illustrierten
Unterschiede zwischen alten und jungen Tieren in der vorliegenden Stichprobe nicht
signifikant waren. Die Ergebnisse fur die Rangkorrelation sind in Tabelle 76 und fur
den Gruppenvergleich in Tabelle 77 aufgefuhrt.
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Tier Alter DCN DCN DCN Gruppe
(Nummer) (Monate) tief tief tief
dorsal mittig ventral
697 4 162,12 174,79 178,45 |1
713 4 28,96 214,52 32221 |1
727 4 0,00 69,75 11182 |1
666 6 39,43 55,36 100,64 |1
710 8 152,97 121,30 17736 |1
711 8 129,28 126,30 54,42 1
838 8 577,37 166,90 148,65 |1
705 15 117,38 285,60 137,26 |1
768 16 75,60 41,37 58,91 1
702 36 194,18 404,83 245,24 3
798 36 79,89 250,80 247,14 2
764 37 192,62 148,16 79,94 2
805 38 95,19 163,84 190,18 3
808 38 279,06 80,98 292,14 3
759 40 89,09 264,96 112,15 2
793 40 37,79 65,12 82,13 2
819 41 56,30 15,52 225,44 3
762 42 60,58 67,29 99,84 2
815 42 39,15 55,82 82,88 2
785 43 346,94 238,23 189,15 2
786 43 377,38 160,93 73,67 2
822 43 200,53 78,13 80,03 3
795 46 138,75 152,62 322,51 3
827 48 37,61 137,64 197,75 3
839 51 362,89 383,27 120,13 3
A
Tier Alter DCN DCN DCN Gruppe
(Nummer) (Monate) tief tief tief
dorsal mittig ventral
697 4 84,40 658,43 41438 |1
713 4 0,00 165,26 95,51 1
718 4 239,40 229,39 366,12 |1
727 4 664,87 413,41 234,15 |1
838 8 345,03 444,21 23430 |1
760 11 277,31 320,48 447,70 |1
768 16 590,53 397,49 465,69 |1
798 36 570,93 438,44 521,51 2
764 37 636,61 505,62 366,83 2
805 38 152,20 400,14 299,29 3
808 38 499,62 270,13 278,45 3
793 40 284,39 402,75 457,87 2
819 41 136,11 577,59 324,52 3
762 42 361,54 337,03 373,45 2
763 42 457,28 490,41 389,90 2
786 43 545,89 360,61 203,55 2
822 43 422,29 295,53 328,67 3
782 57 88,59 628,54 239,14 2
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Tab. 75: Auflistung der Zelldichten (pro mm2 GABAerger (A) und glyzinerger (B) Neurone

entsprechend dem Alter fir den medialen, den mittigen und den lateralen Teil der tiefen

Schicht des DCN. Gruppe 1: junge Tiere; Gruppe 2: Alt I; Gruppe 3: Alt II.
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Diagr. 42: Gegeniberstellung der Dichtemittelwerte und Standardabweichungen fir GABA (A) und

fur Glyzin (B), junger und aller alten Tiere fir den ventralen (niedrigfrequenten), den

mittigen (mittelfrequenten) und den dorsalen (hochfrequenen) Bereich der tiefen Schicht

des DCN.
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Spearman Rang Korrelation

Jung/Alt GABA Glyzin
ventral 0,991 0,896
mittig 0,956 0,570
dorsal 0,282 0,759
Jung/Alt |
ventral 0,224 0,694
mittig 0,963 0,404
dorsal 0,347 0,478
Jung/Alt 11
ventral 0,437 0,592
mittig 0,914 0,892
dorsal 0,237 0,564

Tab. 76: Statistische Auswertung inwieweit das Alter mit der Dichte GABAerger bzw. glyzinerger

Neurone im ventralen

(tieffrequenten),

(mittelfrequenten)

und dorsalen

(hochfrequenten) Bereich der tiefen Schicht des DCN korreliert. Dabei wurden separate
Analysen durchgefiihrt, in die jeweils die jungen und alle alten Tiere, die jungen und die der
Gruppe Alt | bzw. die jungen und die der Gruppe Alt II mit einbezogen wurden. Die Tabelle
listet die p-Werte und zeigt, dass in keiner dieser Korrelationen eine Wahrscheinlichkeit
unter 0,05 erreicht wurde und somit kein signifikanter Effekt des Alters auf die Dichte der

GABAergen und glyzinergen Zellen feststellbar war.

Mann-Withney-U Test

Jung/Alt GABA Glyzin
ventral 0,487 0,860
mittig 0,718 0,479
dorsal 0,452 0,536

Tab. 77: Statistische Auswertung des Dichtevergleichs GABAerger bzw. glyzinerger Neurone fiir den

ventralen (tieffrequenten),

mittigen (mittelfrequenten) und dorsalen (hochfrequenten)

Bereich der tiefen Schicht des DCN zwischen jungen und allen alten Tieren. Die Tabelle
listet die p-Werte und zeigt, dass in keinem dieser Vergleiche eine Wahrscheinlichkeit unter
0,05 erreicht wurde und somit kein signifikanter Unterschied in der Anzahl GABAerger bzw.

glyzinerger Zellen zwischen jungen und alten Tieren feststellbar war.

Zum Vergleich der Dichten der beiden Altersgruppen Alt I und Alt Il mit den Dichten

junger Tiere fur die drei Frequenzbereiche der tiefen Schicht wurde in dem

Saulendiagramm 43A fur die GABAfarbung und in dem S&ulendiagramm 43B fur die

Glyzinfarbung die Dichtemittelwerte und Standardabweichungen junger Tiere, die der

Gruppe Alt | und der Gruppe Alt Il fir den ventralen, den mittigen und den dorsalen

Bereich gegenubergestellt.



C - ERGEBNISSE 134

Die Dichten der GABAergen Neurone der Gruppe Alt | unterscheidet sich im mittigen
und dorsalen Bereich kaum von der Dichte junger Tiere. Im ventralen Teil der tiefen
Schicht wird die Dichte der Gruppe Alt | im Vergleich zu den jungen Tieren im Mittel
kleiner (Diagramm 43A). Ein signifikanter Einflu des Alters wird aber in keinem der
drei Frequenzbereiche durch die Spearman Rang Korrelation beim Vergleich junger
Tiere mit Alt | bestatigt (Tabelle 76).

Die Dichten GABAerger Neurone der Gruppe Alt Il liegen in allen drei Bereichen tber
den Werten junger Tiere und der Gruppe Alt I. Der Unterschied ist im ventralen
Frequenzbereich am hochsten (Diagramm 43A). Die Spearman Rang Korrelation
erreicht beim Vergleich junger Tiere mit Alt Il jedoch fur keine der drei
Frequenzbereiche signifikante Werte (Tabelle 76). In den drei Frequenzbereichen der
tiefen Schicht des DCN hat das Alter somit keinen signifikanten Einflu3 auf die
Dichten GABAerger Neurone der Gruppe Alt II.

Im ventralen (niedrigfrequenten) Teil fallen die Dichteunterschiede zwischen Jung/Alt
[, Jung/Alt Il und Alt I/Alt 1l am deutlichsten aus. Werden die Dichten aller drei
Altersgruppen, Jung, Alt | und Alt II, mit dem Kruskall-Wallis Test verglichen, zeigen
sich weder im dorsalen noch im mittigen Bereich signifikante Unterschiede (Tabelle
78). Weitere paarweise Vergleiche mit dem Mann-Withney-U Test, der die
Dichtemittelwerte von Jung mit Alt I, Jung mit Alt Il bzw. Alt | mit Alt Il vergleicht, sind
fur GABA in diesen beiden tonotopen Frequenzbereichen der tiefen Schicht nicht
mehr zulassig. Fur den ventralen Bereich ergibt sich ein Signifikanzwert von p=0,067
(vergleiche Tabelle 78). Dieses Ergebnis ist zwar nicht signifikant, weist aber auf
einen Trend hin, dass es zwischen den Gruppen junger Tiere sowie Alt | und Alt Il im
tiefen ventralen Bereich des DCN signifikante Unterschiede der Dichte GABAerger
Neurone gibt. Nur fir diesen Bereich werden nun die Dichten Jung mit Alt I, Jung mit
Alt Il und Alt I mit Alt Il paarweise mittels Mann-Withney-U Test verglichen.

Dabei erweist sich ein Trend dahingehend, dass die Dichten GABAerger Neurone
der Altersgruppe Alt Il im Vergleich zu jungen Tieren hoher ist (p=0,074). Die beiden
Gruppen Alt I und Alt 1l unterscheiden sich dagegen signifikant. Die Dichte ist bei den
Tieren der Gruppe Alt Il signifikant hoher als bei denen der Gruppe Alt | (Diagramm
43A). Der p-Wert liegt hier bei 0,038. Jedoch muf3 bei der Bewertung des
Unterschieds in der Zelldichte kritisch bertcksichtigt werden, dass bereits der
vorausgegangenen Kruskal-Wallis Test nur einen Trend dahingehend aufwies, dass

es innerhalb Jung, Alt | und Alt Il einen Unterschied gibt. Die Ergebnisse des Mann-
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Withney-U Tests zum Vergleich der Dichten GABAerger Neurone von Jung mit Alt I,
Jung mit Alt Il und Alt I mit Alt Il fir den tiefen ventralen Bereich des DCN sind in
Tabelle 79 aufgelistet.

Im Diagramm 43B sind die Dichtemittelwerte glyzinerger Neurone der Gruppe Alt | in
allen drei Bereichen stets hdher als die der jungen und der Gruppe Alt Il, wobei die
deutlichste Dichtezunahme zwischen Jung und Alt | im dorsalen Frequenzbereich
auftritt. Die Dichtewerte der Gruppe Alt Il unterscheidet sich nur gering von den
Dichten junger Tiere, wahrend sie im ventralen und dorsalen Teil der tiefen Schicht
etwas niedriger sind als die der jungen Tiere. Beim Vergleich junger Tiere und Alt |
ergeben Analysen mit der Spearman Rang Korrelation keine signifikanten Werte.
Auch beim Vergleich junger Tiere mit Alt Il zeigt das Alter keinen signifikanten Einflul3
auf die Dichte glyzinerger Neurone (Tabelle 76).

Werden die Dichten aller drei Altersgruppen, Jung, Alt | und Alt I, mit dem Kruskal-
Wallis Test verglichen, zeigen sich weder im ventralen, dorsalen noch im mittigen
Bereich signifikante Dichteunterschiede glyzinerger Neurone (Tabelle 78). Weitere
paarweise Vergleiche mit dem Mann-Withney-U Test, der die Dichtemittelwerte von
Jung mit Alt I, Jung mit Alt Il bzw. Alt I mit Alt Il vergleicht, sind fur Glyzin in den drei
tonotopen Frequenzbereichen der tiefen Schicht nicht mehr zulassig.

Zusammenfassend lasst sich kein Einflu3 des Alters auf die Dichten inhibitorischer
Neurone innerhalb der drei Frequenzbereiche der tiefen Schicht des DCN feststellen,
wenn junge Tiere mit alten Tieren bzw. mit den Gruppen Alt | und Alt Il verglichen
werden (Tabellen 76, 77). In keiner Altersgruppe gibt es einen Hinweis darauf, dal}
die Dichten GABAerger und glyzinerger Neurone in den drei Frequenzbereichen

signifikant abnehmen.
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Diagr. 43: Gegenuberstellung der Dichtemittelwerte mit Standardabweichungen fir GABA (A) und fur
Glyzin (B), junger Tiere und der Gruppen Alt | und Alt II, fir den ventralen (tieffrequenten),
mittigen (mittelfrequenten) und dorsalen (hochfrequenten) Bereich der tiefen Schicht des
DCN. (schwarzer Stern= signifikanter Dichteunterschied, p < 0.05; grauer =

Dichteunterschied mit tendentieller Wahrscheinlichkeit, p < 0.1)
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Kruskal-Wallis Test

Jung / Alt 1/ Alt I GABA Glyzin
ventral 0,067 0,564
mittig 0,920 0,421
dorsal 0,606 0,526

Tab. 78: Statistische Auswertung des Dichtevergleichs GABAerger bzw. glyzinerger Neurone im DCN
zwischen jungen Tieren, Tiere der Gruppe Alt | und Alt Il fir den ventralen (tieffrequenten),
mittigen (mittelfrequenten) und dorsalen (hochfrequenten) Bereich der tiefen Schicht des
DCN. Die Tabelle listete die p-Werte und zeigt fir die GABAfarbung im tiefen ventralen
Bereich des DCN einen Signifikanzwert unter 0,1 (fett markiert). Dies weist auf einen Trend
hin, dass es in diesem Bereich des DCN einen statistisch signifikanten Dichteunterschied

GABAerger Neurone innerhalb der drei Altersgruppen gibt.

Mann-Withney-U Test

GABA
Jung/Alt |
ventral 0,606
Jung/Alt 11
ventral 0,074
Alt 1/ Alt 1l
ventral 0,038

Tab. 79: Statistische Auswertung des Dichtevergleichs GABAerger Neurone firr den tiefen ventralen
Bereich des DCN zwischen Jung und der Gruppe Alt I, Jung und der Gruppe Alt Il und Alt |
und Alt 1. Die Tabelle listet die p-Werte. Statistisch signifikante Werte sind fett markiert und
unterstrichen; Werte, die auf einen Trend hinweisen, sind fett markiert. Die Berechnung
dieses Tests fir den tiefen mittigen und tiefen dorsalen Bereich bzw. fir die Glyzinfarbung
ist aufgrund des vorangegangenen nicht signifikanten Kruskal-Wallis Test formal nicht

zulassig.

Die tiefe Schicht des DCN wird noch dahingehend untersucht, ob sich innerhalb der
drei Frequenzbereiche Dichteunterschiede fur GABAerge und glyzinerge Neurone
ergeben.

Vergleicht man im Diagramm 42A zwischen ventralen, mittigen und dorsalen Bereich
die Dichten junger Tiere, sind die Werte sehr ahnlich. Auch bei den alten Tieren
andern sich die Werten innerhalb der Tonotopieachse kaum. Ein signifikanter
Unterschied der Dichten GABAerger Neurone zwischen den drei Frequenzbereichen
in der tiefen Schicht des DCN ist hier nicht zu erwarten. Zur Untersuchung
signifikanter Dichtunterschiede innerhalb dieser drei Frequenzbereiche wird der

Friedmann Test angewendet. Da laut vorausgegangener Analysen keine
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signifikanten Unterschiede zwischen jungen und alten Tieren vorlagen (Tabellen 76,
78), werden fur den Friedmann Test die Daten von Jung und Alt zusammengefasst.
Der Friedmann Test bestatigt mit einem Signifikanzwert von p=0,141 die Vermutung,
dass es zwischen den ventralen (niedrigfrequenten), mittigen (mittelfrequenten) und
dorsalen (hochfrequenten) Bereichen der tiefen Schicht des DCN keinen
signifikanten Unterschied in den Dichten GABAerger Neurone gibt.

In der Glyzinfarbung im Diagramm 42B ergeben sich die hdchsten Dichten im
mittigen Bereich. Im dorsalen, hochfrequenten Teil des DCN ist die Zelldichte am
niedrigsten. Auch dies ist sowohl fiur die jungen als auch fir die alten Tiere
erkennbar. Eine monotone Dichteanderung glyzinerger Neurone entlang des
Frequenzbereiches lasst sich nicht feststellen. Der Friedmann Test ergibt hier einen
Signifikanzwert von weit tGber 0,05 und zeigt, dass auch bei Glyzin keine signifikanten
Unterschiede der Zelldichten zwischen den drei Bereichen vorliegen. Der Friedmann

Test ist in Tabelle 80 aufgefiuhrt.

Friedmann Test

Zelldichte GABA Glyzin

(pro mm?)
tiefe Schicht 0,141 0,946
N=25 N=18

Tab. 80: Statistische Auswertung Uber Dichteunterschiede zwischen den drei Frequenzbereichen der
tiefen Schicht des DCN fur GABA und Glyzin. Es ergeben sich keine statistisch relevanten
Werte.

4.2.6 Vergleich zwischen molekularer und tiefer Sch icht des DCN

Im Folgenden werden Vergleiche zwischen der molekularen und tiefen Schicht des
DCN jeweils fur die drei tonotopen Bereiche vorgenommen, z.B. werden die Dichten
aus dem ventralen Bereich der molekularen Schicht mit den Dichten aus dem
ventralen Bereich der tiefen Schicht verglichen. Dazu werden die Dichten der zwel
Schichten aus jeweils einem der drei Frequenzbereiche als zwei verbundene

Stichproben durch den Wilcoxon-Test verglichen. Da die vorausgehenden Analysen
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ergeben haben, dass keine signifikanten Unterschiede zwischen jungen und alten
Tieren vorlagen, kann auf eine Unterscheidung zwischen Jung und Alt verzichtet
werden. In den Diagrammen 44A und 44B sind die Mittelwerte und
Standardabweichungen fur die beiden Schichten entsprechend der tonotopen
Gliederung fur GABA und Glyzin dargestellt. Es zeigt sich, dass in allen drei
tonotopen Bereichen in der molekularen Schicht hohere Dichten GABAerger
Neurone und in der tiefen Schicht hohere Dichten glyzinerger Neurone bestehen. Die
statistische Analyse ergab fur GABA nur im ventralen Bereich einen signifikanten
Wert von p=0,028. Die Dichten GABAerger Neurone sind somit nur im ventralen
Bereich des DCN in der molekularen Schicht signifikant gro3er als in der tiefen
Schicht. Im dorsalen und mittigen Bereich war der Unterschied nicht signifikant. In
der Glyzinfarbung unterscheiden sich dagegen nur die molekulare und tiefe Schicht
des DCN im dorsalen und mittigen Teil signifikant, hier ist die Dichte glyzinerger
Neurone in der tiefen Schicht héher als in der molekularen. Die Werte des Wilcoxon-

Tests finden sich in Tabelle 81.
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Diagr. 44: Gegenuberstellung der Dichtemittelwerte mit Standardabweichungen fir GABA (A) und

Glyzin (B) aller Tiere unabhangig vom Alter von molekularer und tiefer Schicht fir den

ventralen (niedrigfrequenten), mittigen (mittelfrequenten) und dorsalen (hochfrequenten)

Bereich des DCN. Die dazugehorigen Werte finden sich in Tabelle 82. (schwarzer Stern=

signifikanter Dichteunterschied, p < 0.05)

Wilcoxon-Test

GABA Glyzin

dorsal 0,158 0,004
mitte 0,069 0,002
ventral 0,028 0,122

Tab. 81: Statistische Auswertung Uber Dichteunterschiede zwischen der molekularen und tiefen

Schicht des DCN innerhalb der drei tonotopen Bereiche fur GABA und Glyzin. Die

Auswertung wurde fir alle Tiere unabhéngig vom Alter gemacht. Die Tabelle listet die p-

Werte. Statistisch signifikante Werte sind fett markiert und unterstrichen; Werte, die auf

einen Trend hinweisen, sind fett markiert.
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DCN molekular DCN tief

GABA Glyzin GABA Glyzin

ventral 237,21+/- 267,76+/- 157,20+/- 335,61+/-
123,43 145,61 81,8 108,79

mittig 224 57+/- 245,78+/- 156,96+/- 407,52+/-
133,2 135,52 102,62 132,02

dorsal 186,24+/- 205,53+/- 154,84+/- 353,17+/-
138,08 125,21 138,96 207,72

Tab. 82: Auflistung der Dichtemittelwerte und Standardabweichungen von GABAergen und
glyzinergen Neuronen fur alle Tiere unabhéngig vom Alter fiir die molekulare und tiefe
Schicht entsprechend des ventralen (niedrigfrequenten), mittigen (mittelfrequenten) und

dorsalen (hochfrequenten) Bereich des DCN.

4.2.7 Vergleich der Dichten GABAerger mit glyzinerg er Neurone im
DCN

Zuletzt bleibt noch die Frage offen, wie sich die Dichten GABAerger zu glyzinerger
Neurone im DCN verhalten.

Zuerst wird der gesamte DCN auf Unterschiede zwischen den Dichten GABAerger
und glyzinerger Neurone untersucht. Da durch obige Analysen bestatigt wurde, dass
es zwischen der molekularen und tiefen Schicht signifikante Dichteunterschiede ftr
beide Farbungen gibt, werden zusatzlich sowohl die molekulare als auch die tiefe
Schicht des DCN separat auf Dichteunterschiede zwischen GABAergen und
glyzinergen Neuronen untersucht. Der Friedmann Test ergab beim Vergleich der
Zelldichten innerhalb des ventralen, mittigen und dorsalen Bereichs des DCN keine
signifikanten Unterschiede, deshalb werden die drei Frequenzbereiche des DCN fur
die Untersuchung mdoglicher Unterschiede in der Dichte zwischen GABAergen und
glyzinergen Neuronen zusammengefasst.

Zu diesem Zweck werden zuerst fur den gesamten DCN im Diagramm 45 die
Zelldichten GABAerger und glyzinerger Neurone gegenubergestellt. Es wurden zum
Vergleich nur die 14 Tiere verwendet, bei denen beide Farbungen untersucht
wurden. Die Werte dazu finden sich in Tabelle 84.

Hier zeigt sich, dass fur alle Tiere unabh&ngig vom Alter, aber auch fir die jungen
und alle alten Tiere die Zelldichte glyzinerger Nerurone deutlich groR3er ist als die der

GABAergen. Der Unterschied fallt fir die alten Tiere am deutlichsten aus. Zur
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statistischen Untersuchung wird der Wilcoxon-Test zum Paarvergleich zweier
verbundener Stichproben verwendet. Es wurden alle Tiere in diesen Vergleich
einbezogen und zusatzlich wurde dieser Vergleich separat fur die jungen und alten
Tiere durchgefuhrt. Beim Vergleich tber alle Tiere hinweg zeigt der Wilcoxon-Test
einen Wert von p=0,011. Fiuhrt man diese Analyse separat fir die jungen bzw. alten
Tiere durch, ergeben sich fir die jungen Tiere aufgrund der geringeren
StichprobengrofRe von N=5 keine signifikanten Unterschiede. Fir die alten Tiere
ergibt sich ein Signifikanzwert von p=0,008. Somit gibt es im gesamten DCN fur alle
Tiere und speziell fur alle alten Tiere signifikant héhere Zelldichten glyzinerger
Neurone als GABAerger (vergleiche Tabelle 83). Eine weitere Aufteilung in Alt | bzw.
Alt Il ertibrigt sich, weil dann die Stichprobengrof3e mit N=5 fur Alt | bzw. N= 4 fur Alt

Il betragen wirde.
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Diagr. 45: Gegeniberstellung der Dichtemittelwerte mit Standardabweichungen von GABA und
Glyzin fur alle Tiere (N = 14), alle jungen (N = 5) und alle alten Tiere (N = 9) im gesamten
DCN. Die dazugehdrigen Werte finden sich in Tabelle 84. (schwarzer Stern= signifikanter
Dichteunterschied, p < 0.05)
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Im Diagramm 46 sind fur die molekulare Schicht des DCN die Zelldichten GABAerger
und glyzinerger Neurone gegenubergestellt. Auch hier werden nur die 14 Tiere
verwendet, bei denen beide Farbungen untersucht wurden. Die Werte dazu finden
sich in Tabelle 84.

In der molekularen Schicht des DCN scheinen die Dichten glyzinerger Neurone auch
groBer zu sein als die der GABAergen Neurone. Fur die alten Tiere ist der
Unterschied wieder deutlicher ausgepragt, wobei bei den jungen Tieren die Dichten
GABAerger Neurone geringfugig hoher sind als die Dichten glyzinerger Neurone. Der
Wilcoxon-Test zeigt jedoch nur einen signifikanten Unterschied fur alle alten Tiere
(p=0,021). Die Ergebnisse des Wilcoxon-Tests fur den Vergleich tber alle Tiere, Gber
alle jungen und alle alten Tiere, sind in Tabelle 83 aufgefihrt.

Somit gibt es in der molekularen Schicht des DCN fir alle alten Tiere signifikant

hohere Zelldichten glyzinerger Neurone als GABAerger.
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Diagr. 46: Gegenuberstellung der Dichtemittelwerte mit Standardabweichungen von GABA und
Glyzin fur alle Tiere (N = 14), alle jungen (N = 5) und alle alten Tiere (N = 9) in der
molekularen Schicht des DCN. Die dazugehorigen Werte finden sich in Tabelle 84.

(schwarzer Stern= signifikanter Dichteunterschied, p < 0.05)
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Fur die tiefe Schicht des DCN sind in Diagramm 47 die Zelldichten GABAerger und
glyzinerger Neurone gegenibergestellt. Auch hier werden nur die 14 Tiere
verwendet, bei denen beide Farbungen untersucht wurden. Die Werte dazu finden
sich in Tabelle 84.

Fur alle Tiere unabhangig vom Alter, fur alle jungen und auch fur alle alten Tiere
zeichnen sich die glyzinergen Neurone im Mittel mit deutlich héheren Dichten aus als
die GABAergen Neurone. Beim Vergleich Uber alle Tiere hinweg, zeigt der Wilcoxon-
Test einen Wert von p=0,002. Fihrt man diese Analyse separat fiir die jungen bzw.
alten Tiere durch, ergeben sich fur die jungen Tiere aufgrund der geringeren
StichprobengrofRe von N=5 keine signifikanten Unterschiede. Fir die alten Tiere
ergibt sich ein Signifikanzwert von p=0,008. Somit gibt es im gesamten DCN fur alle
Tiere und speziell fur alle alten Tiere signifikant héhere Zelldichten glyzinerger

Neurone als GABAerge (vergleiche Tabelle 83).

DCN tiefe Schicht
550
500 - * *
450 -
400 - ( [
o 3907 W GABA
S 300 0 Glyzin
E 250 -
200 -
150
100
50 -
0
Alle Jung Alt

Diagr. 47: Gegenuberstellung der Dichtemittelwerte mit Standardabweichungen von GABA und
Glyzin fur alle Tiere (N = 14), alle jungen (N = 5) und alle alten Tiere (N = 9) in der tiefen
Schicht des DCN. Die dazugehdrigen Werte finden sich in Tabelle 84. (schwarzer Stern=

signifikanter Dichteunterschied, p < 0.05)
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Wilcoxon-Test

GABA/Glyzin gesamt molekular tief
Alle 0,011 0,109 0,002
Jung 0,500 0,893 0,138
Alt 0,008 0,021 0,008

Tab. 83: Statistische Auswertung Uber den Vergleich, ob sich die Dichten GABAerger und glyzinerger
Neurone unterscheiden. Der Vergleich wird fir den gesamten DCN, fir die molekulare und
tiefe Schicht des DCN durchgefiihrt. Die Tabelle listet die p-Werte. Statistisch signifikante

Werte sind fett markiert und unterstrichen.

DCN gesamt DCN molekular DCN tief

GABA Glyzin GABA Glyzin GABA Glyzin

Alle 184,49+/- 278,76+/- 209,78+/- 243,69+/- 146,89+/- 367,71+/-
76,57 94,73 102,81 114,26 73,43 112,91

Jung 190,51+/- 241,43+/- 229,08+/- 200,44 +/- 156,41+/- 332,11+/-
110,22 123,60 137,24 115,17 101,48 157,49

Alt 181,15+/- 299,49+/- 199,05+/- 267,72+/- 141,61+/- 387,49+/-
58,47 74,76 86,01 112,98 59,36 84,53

Tab. 84: Auflistung der Dichtemittelwerte und Standardabweichungen von GABAergen und
glyzinergen Neuronen fir alle Tiere, alle junge und alle alte Tiere fir den gesamten DCN,

fir die molekulare und tiefe Schicht des DCN.

4.3 Zusammenfassung

Fur den DCN kann festgestellt werden, dass die Anzahl glyzinerger Neurone mit den
Querschnittsflachen korrelieren. Im Gegensatz dazu besteht flir die GABAergen
Neurone kein Zusammmenhang zwischen Zellzahl und Flache.

Das Alter hat keinen statistisch signifikanten Einfluss auf die Anzahl bzw. Dichte
GABAerger bzw. glyzinerger Neurone. Ebenso unterscheiden sich die Anzahl und die
Dichten der Neurone von Alt | und Alt Il nicht signifikant von denen junger Tiere.
Samtliche Ergebnisse geben keinen Hinweis auf einen Verlust von inhibitorischen
Neuronen (Diagramm 30) oder der Abnahme Ihrer Dichte (Diagramm 34) im DCN.
Vielmehr zeigen die Daten, wenn auch nicht signifikant, eine Zunahme.

Diese Feststellung trifft auch fir jeden Teilbereich des DCN so zu: Weder in der
molekularen und tiefen Schichte des DCN (Diagramm 36), noch in den drei

Frequenzbereichen des DCN (dorsal, mittig, ventral) (Diagramm 38) oder auch in den
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6 Teilbereichen (molekular dorsal, molekular mittig, molekular ventral, tief dorsal, tief
mittig, tief ventral) (Diagramme 40,42) ist ein signifikanter Einfluss des Alters auf
GABAerge bzw. glyzinerge Neurone zu finden. Ebenso ist in keinem dieser Bereiche
eine Abnahme der Dichten inhibitorischer Neurone zu finden. In jedem dieser
genannten Teilbereiche ist eine Zunahme festzustellen, auch wenn diese in keiner
dieser Stichproben signifikant war. Separate Vergleiche von jungen Tieren mit den
Gruppen Alt I und Alt 1l wurden detailliert untersucht, aber signifikante Einflisse des
Alters zeigten sich in keinem der genannten Teilbereiche.

Es zeigte sich, dass es im gesamten DCN mehr glyzinerge als GABAerge Neurone
gibt, wobei dieser Unterschied wegen der geringen Stichprobe bei jungen Tieren
nicht signifikant war (Diagramm 32).

Die molekulare und tiefe Schicht des DCN unterscheiden sich in ihrem Dichtegehalt
an inhibitorischen Neuronen. Die Dichte GABAerger Neurone ist in der molekularen
Schicht signifikant hoher als in der tiefen Schicht. Im Gegensatz dazu ist die Dichte
glyzinerger Neurone in der tiefen Schicht signifikant hoher als in der molekularen
Schicht (Diagramm 36, Tabelle 64). Ein signifikanter Unterschied zwischen den drei
Frequenzbereichen besteht weder im gesamten DCN, noch in der molekularen und
tiefen Schicht des DCN (Diagramme 38, 40, 42).

Bei Vergleichen der Zelldichten GABAerger und glyzinerger Neurone im gesamten
DCN gibt es signifikant hohere Werte glyzinerger Neurone. Der Unterschied erweist
sich bei den jungen Tieren aufgrund der geringen StichprobengréRe als nicht
signifikant (Diagramm 45).

In der molekularen Schicht weisen die Zelldichten glyzinerger Neurone héhere Werte
auf, was sich allerdings nur fir die alten Tiere als signifikant erweist (Diagramm 46).
Auch in der tiefen Schicht des DCN gibt es signifikant mehr glyzinerge Neurone und
der Unterschied erweist sich bei den jungen Tieren aufgrund der geringen
Stichprobengrof3e als nicht signifikant (Diagramm 47).

Ein Zusammenhang zwischen der Abnahme der AVCN- Querschnittsflache bei den
Tieren der Gruppe Alt Il und einer Anderung von Zellzahl bzw. Dichte GABAerger
und glyzinerger Neurone im DCN konnte nicht festgestellt werden (Ausnahme siehe

Diagramme 37 und 43).
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D DISKUSSION

1. Lage und Anatomie des CN

Der Nucleus Cochlearis (CN) erhélt als erster Kern des Gehirns direkt Informationen
aus der Cochlea. Er stellt die erste Relais-Station der aufsteigenden Horbahn dar.
Fasern des Hornervs (N. vestibulocochlearis, 8. Hirnnrev) werden hier zum ersten
Mal umgeschaltet.

Der CN liegt an der lateralen Oberflache der Medulla (Abb. 1) und spannt eine
Bricke zum Pons. Dorsal wird er durch den Kleinhirnbriickenwinkel begrenzt
(Webster et al. 1992, Trettel et al. 2001). Er kann untergliedert werden in einen
dorsalen (DCN) und einen ventralen (VCN) Cochleariskern. Der VCN wird durch den
Eintritt des Hornervs in einen antero-ventralen (AVCN) und einen postero-ventralen
Cochleariskern (PVCN) geteilt (Katze: Osen 1969, Brawer et al. 1974, Ratte:
Disterhoff et al. 1980, Meerschwein: Hackney et al. 1990, Chinchilla: Morest et al.
1990, Fleckeisen et al. 1991).

Beim Eintritt der Hoérnervenfasern in den VCN teilt sich jede Faser in einen
aufsteigenden und einen absteigenden Ast. Der aufsteigende Ast zieht rostral zum
AVCN und der absteigende kaudal zum PVCN und dann weiter zum DCN. Im DCN
terminieren die Nervenfasern nur in der tiefen und der fusiformen Schicht. Jeder der
drei CN-Bereiche wird tonotop innerviert. Fasern aus dem apikalen Teil der Cochlea
(niedriger Frequenzbereich) teilen sich sofort nach dem Eintritt in den VCN. Sie
ziehen jeweils in den ventrolateralen Bereich der CN-Kerne. Fasern, die
hochfrequente Information transportieren und vom basalen Teil der Cochlea
stammen, teilen sich etwas spater und innervieren die dorsomedialen Anteile der drei
Kerne. So wird die tonotope Anordnung der Hornervfasern in den AVCN, PVCN und
DCN ubertragen (Ryugo 1992, Young und Oertel 2004).

In der Cochlea gibt es zwei verschieden Haarzell-Typen, die UuUber die
Hornervenfasern Information Uber die akustische Umwelt zum CN liefern.
Hornervfasern vom Typ | innervieren innere Haarzellen. Sie bilden den Hauptanteil
(90-95%) der afferenten Fasern von der Cochlea zum CN und sind myelinisiert. Den
Rest bilden Typ ll-Fasern. Sie transportieren Informationen von den &auf3eren

Haarzellen und sind unmyelinisiert. Ihre Aufgabe im Verlauf der aufsteigenden
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Horbahn ist unbekannt. Spricht man von Hérnervfasern sind im eigentlichen Sinn Typ
I-Nervenfasern gemeint, die Toninformationen in die zentrale Horbahn transportieren
(Young und Oertel 2004).

2. Aufbau und Zellpopulationen von AVCN, PVCN und DCN

Der CN ist nicht eine einfache ,Umschaltstation®, in der Schallinformationen aus der
Cochlea uber den Hornerv in die zentrale Horbahnen umgeschaltet werden. Die
Kodierung und Verarbeitung akustischer Signale findet in allen Ebenen der zentralen
Horbahn statt. Es kénnen bereits ab dem CN mehrere voneinander unabhéngige
Projektionen in hohere Kerngebiete festgestellt werden. Ferragamo (2001) gab bei
der Maus 6 parallele aufsteigende Bahnen ausgehend von bestimmten Zelltypen im
CN an. Uber sogenannte ,Prinzipalzellen* (Ferragamo, 2001) oder ,Output- Neurone*
(Frisina, 2001) gelangen Informationen in den Oberen Olivenkomplex (SOC) und
Inferior Collicullus (IC). Die Funktion dieser Zellen ist unterschiedlich. Drei
Eigenschaften beeinflussen den Output dieser Neurone und somit die Verarbeitung
und Qualitat der Schallinformation fir hohere Kerngebiete (Young und Oertel, 2004).
Zum einen beeinflusst der Input aus dem Hoérnerv (z.B. Art und Haufigkeit
synaptischer Verbindungen, Frequenzbereich) und zum anderen die spezifischen
Antworteigenschaften der Pinzipalzellen (z.B. durch Ausstattung mit Rezeptoren und
lonenkanélen), wie die Information aus dem Hornerv verarbeitet wird. Aufgrund ihrer
Antwortmuster kdnnen die Neurone funktionell in unterschiedliche Klassen eingeteilt
werden. Frisina und Walton (2001) unterscheiden ,primarylike”, ,primary-like-with-
notch®, ,chopper* oder ,onset units®, ,pauser, ,buildup“ und ,inhibitory“ Neurone.
Somit werden bereits im CN akustische Signale verarbeitet. Neben zahlreichen
Output-Neuronen befinden sich im CN auch Interneurone, die keine aufsteigenden
Projektionen ausbilden, daftir aber einen internen Schaltkreis auf der Ebene des CN
ausbilden und somit als drittes die Antworteigenschaften der Output-Neurone
beeinflussen. Diese Verbindungen kdnnen exzitatorischer oder inhibitorischer Natur
sein.

Im Folgenden sollen nun jeweils fir die drei Unterkerne des CN die wichtigsten
Output- und Interneurone in lhrer Verteilung, Morphologie, in ihren Eingdngen und

Projektionen,  Art  synaptischer  Verbindungen, ihrer  Transmitter und
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charakteristischen physiologischen Antworteigenschaften dargestellt werden.
Projektionen der Outputneurone in andere Kerngebiete der Horbahn sind in
Abbildung 5 (Fig. 4.3 in Young und Oertel 2004, S. 128) graphisch dargestellt.
Verschaltungen der Neurone innerhalb des CN werden in Abbildung 6 (Fig. 4.10 in
Young und Oertel 2004, S. 144) veranschaulicht.

A <«—— Cerebellum —> DAS and IAS

B
Py, Gi
s
o | [ PAs&
M
SBC
Il'-lC o
&o—
ANF S

Abb. 5: Darstellung aufsteigender Projektionen von Output Neuronen des Nucleus Cochlearis in
hdhere Kerngebiete der Horbahn. Entnommen aus Young und Oertel, 2004, Fig, 4.3, S. 128.
A: Katzenhirnstamm in einem frontalen Querschnitt. Die linke Seite zeigt eine Schnittebene
auf Hohe des anteroventralen Nucleus Cochlearis (AVCN). Auf der rechten Seite ist eine
Schnittebene weiter kaudal auf der Ebene des dorsalen (DCN) und posteroventralen
(PVCN) Nucleus Cochlearis dargestellt. Der Hornerv tritt zwischen den beiden Ebenen in
den Nucleus Cochlearis ein. Output-Fasern ziehen vom AVCN durch den ,trapezoid
body* (TB). Ausgehend vom DCN und PVCN ziehen Fasern Uber die ,dorsal acoustic
stria“ (DAS) und ,intermediate acoustic stria“ (IAS) in héher gelegene Kerngebiete.
Weitere Abkirzungen: Vierter Ventrikel (V4), N. abducens (6), N. facialis (7N).

B: Ausgehend von den inneren Haarzellen (IHC) werden Aktionspotentiale Uber die
Hoérnervfasern (ANF) vom Innenohr weiter zum Nucleus Cochlearis transportiert. Die

gestrichelte senkrechte Linie trennt die linke und rechte Seite der Horbahn. Ausgehend
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von ,spherical (bushy) cells* (SBC) im VCN ziehen Fasern zum ,medial superior olivary
nucleus” (MSO) der ipsi- und contralateralen Seite. Ebenso ziehen Fasern zum ,lateral
superior olivary nucleus® (LSO) der ipsilateralen Seite (hier nicht eingezeichnet).
,Globular (bushy) cells* (GBC) ausgehend vom VCN ziehen zum contralateralen ,medial
nucleus of trapezoid body* (MnTB), die daraufhin inhibitorisch die MSO bzw. LSO
innervieren. Ebenso ziehen Fasern der GBC zum ipsilateralen ,lateral nucleus of
trapezoid body” (LnTB). Neurone der LnTB wirken inhibitorisch und projezieren zur MSO.
.Type | multipolar cells" (M, gestrichelte Linie) im VCN ziehen durch den TB zum
contralateralen ,inferior colliculus” (IC). , Type Il multipolar cells* (M, durchgezogene Linie)
projezieren Uber die IAS zum contralateralen VCN und DCN. ,Pyramidal cells* (Py) and
,giant cells" (Gi) vom DCN projezieren Uber die DAS zum contralateralen IC. ,Octopus
cells* (O) vom VCN ziehen Uber die IAS zum contralateralen ,superior paraolivary

nucleus” (PON) und zum ,ventral nucleus of the lateral lemniscus* (nLL).
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<= Excitatory
* Inhibitory

Abb. 6:

Graphische Darstellung der Verschaltung der Neurone innerhalb des Nucleus Cochlearis.
Entnommen aus Young und Oertel, 2004, Fig, 4.10, S. 144.

Exzitatorische Neurone und Terminalien sind weil3, inhibitorische Elemente sind schwarz
dargestellt. Hornervfasern (a.n.f.) und ,mossy fibers" (m.f.) ausgehend vom N. trigeminus
liefern den Input des CN. Andere Eingadnge aus hdher gelegen Kernen der Hdorbahn sind
nicht eingezeichnet. Die dick gestrichelte Linie trennt den VCN vom DCN. Verbindungen zur
ipsilaterlalen Seite sind mit durchgezogenen Linien und Verbindungen zum contralateralen
CN sind gestrichelt dargestellt. Die Axone der Output Neurone verlassen den CN Uber den
Jrapezoid body" (TB) und der ,dorsal (DAS) and intermediate accoustic stria® (IAS). BC:
~Spherical and globular (bushy) cells*; T-M: “T-multipolar cells”, “type | multipolar cells”; D-M:
“D-multipolar cells”, “type Il multipolar cells”; Oc: “octopus cells”; Gi: “giant cells”;
Py:"pyramidal cells”; V: “tuberculoventral cells”; Ca: “cartwheel cells”; St: “stellate cells”; gr:
“granular cells”; p.f.: “parallel fibers”, Axone der “granular cells”; Go:"golgi cells”.
“Tuberculoventral cells” (V) ziehen zu samtlichen Outputneuronen, mit Ausnahme der
“octopus cells” (0). ,type | and type Il multipolar cells* (T-M, D-M) bilden intrinsische
Verbindungen durch Kollaterale im VCN und DCN. ,Pyramidal cells in der Katze (nicht in
der Maus) und ,octopus cells* bilden Kollaterale zu Zellen in ihrer Nahe. Die ,granular cells*
innervieren extrinsisch die ,cartwheel cells* (Ca) ,pyramidal cells , (Py) und die ,stellate
cells* (St) in der molekularen Schicht des DCN.
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Mittlerweile haben zahlreiche Autoren den CN mit seiner Zytoarchitektur bei vielen
Spezies untersucht (Gerbil: Ostapoff et al. 1994; Chinchilla: Morest et al. 1990;
Meerschwein: Hackney et al. 1990; Kanguru-Ratte: Caspary et al. 1972; Maus:
Trettel et al. 2001, Webster et al. 1982, Hase: Disterhoff et al. 1980, Maulwurf: Kudo
et al. 1990, Schweinswal: Osen und Jansen 1965, Fledermaus: Hufeisennase: Feng
und Vater 1985 und Schnurrbartfledermaus: Zook et al. 1982); darunter auch beim
Rhesusaffen (Rubio et al., 2008) und dem Menschen (Moore et al. 1979, Seldon et
al. 1991). Mit wenigen Ausnahmen sind die Zelltypen dieser verschiedenen Spezies
miteinander vergleichbar (Cant 2003). Genauere Unterschiede, auf die hier explizit
nicht eingegangen werden soll, kbnnen bei Cant (1992) nachgelesen werden. Die
Beschreibung und die Nomenklatur der Zelltypen basiert auf Untersuchungen, die
Osen 1969 und Brawer und Kollegen 1974 mit Abwandlungen bei der Katze
durchgefihrt haben.

Historisch gesehen basiert die Klassifikation der Zelltypen auf 2 unterschiedlichen
Farbe-Verfahren, welche unterschiedliche Charakteristika der Neurone hervorheben.
Die Nissl-Farbung stellt primar die Zellkérper dar und Osen (1969) hat darauf
aufbauend bei der Katze 9 Zelltypen im CN klassifiziert. Bei der Golgi-Féarbung
werden einige wenige Zellen in Schnitten durch Silbersalze impragniert und so lhr
Dendritenbaum dargestellt. Dies fuhrt zu einer, von der Nissl-Farbung unabhangigen,
Einteilung in unterschiedliche Zelltypen mit eigenstéandiger Nomenklatur (Brawer et
al., 1974). Die Homologisierung von Zelltypen, die in der Golgi-Féarbung
charakterisiert wurden, mit Zelltypen die in der Nissl-Farbung charakterisiert wurden
ist haufig nicht eindeutig moglich. Da in den immunhistochemischen Farbungen mit
GABA- und Glyzin-Antikoérpern der Zellkérper dargestellt werden konnte, wird hier im
weiteren primar die Nomenklatur von Osen (1969) Ubernommen. Die folgende
Beschreibung der Zelltypen mit ihren Eingdngen und Projektionen basiert auf den
Ubersichtsarbeiten von Cant (1992), Cant (2003), Hackney et al., (1990), Oertel et al.
(1990), Young und Oertel (2004), Zzhang und Oertel (1993a,b,c), Saint Marie et al.
(1991), Kolston et al. (1992).
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AVCN

Im AVCN kénnen in der Nisslfarbung ,spherical cells®, ,globular cells® und ,type |
multipolar cells* als Output-Neurone oder Prinzipalzellen bezeichnet werden. Als
Interneurone sind im AVCN ,type Il multipolar cells* zu finden.

Osen (1969) beschrieb bei der Katze zwei Gruppen von ,spherical cells*: Grol3e
.Spherical cells* im anterioren Pol des anterioren AVCN und kleine ,spherical
cells* im restlichen posterioren Anteil des anterioren AVCN. Grol3e ,spherical cells*
erhalten ihren exzitatorische Input von Nervenfasern aus dem apikalen Bereich der
Cochlea (niedrige Frequenzen), wobei kleine ,spherical cells" Informationen aus dem
gesamten Frequenzbereich der Cochlea erhalten. Die Zellkérper und proximalen
Dendriten der ,spherical cells* werden durch zahlreiche synaptische Endigungen
bedeckt. Die aufféalligsten und fur ,spherical cells* charakteristischen Endigungen
entstehen Uber sogenannte ,Endbulb of Held“, mit knospen- oder fingerartigen
Endigungen. Ungefahr drei Nervenfasern innervieren eine ,spherical cell*. Die
Endbulbs enthalten grof3e runde Vesikel und bilden einen kurzen somatischen
Kontakt. Durch sie wird eine sichere Ubertragung exzitatorischer Signale aus der
Cochlea gewahrleistet. Mehr als 70% der somatischen Oberflache ist mit
somatischen Terminalien bedeckt, von denen mehr als die Halfte cochledrem Input
zuzuschreiben ist. Die physiologischen Antworteigenschaften der ,spherical cells” auf
Tonstimuli sind denen der Nervenfasern &hnlich, sie werden als ,primary-like*
bezeichnet (Feng, 1994). Neben den Endbulbs erhalten die ,spherical cells* auch
nichtcochleéren inhibitorischen Input. Die synaptischen Endigungen terminieren
hauptsachlich an den Dendriten, sind kleiner, mit kleinen abgeflachten oder ovalen
Vesikeln. Die inhibitorischen Terminalien sind GABAerg, glyzinerg oder beides.
Dieser inhibitorische Input stammt einmal von grof3en multipolaren glyzinergen
Neuronen aus dem contralateralen AVCN und PVCN (Wenthold, 1987), von
suberculoventral cells* aus dem ipsilateralen DCN (Wickesberg et al., 1991; Kolston
et al.,, 1992), von GABAergen und glyzinergen Projektionen aus dem Bereich der
oberen Olive (Ostapoff et al., 1990; Benson und Potashner, 1990) und von lokalen
inhibitorischen Interneuronen. Gro3e ,spherical cells® liefern exzitatorische
Informationen zum lateralen Teil der ipsilateralen medialen oberen Olive (MSO), dem
medialen Teil der kontralateralen MSO und zur ipsilateralen lateralen oberen Olive
(LSO). (Cant, 1991, 1992, 2003). Da die MSO binaurale Laufzeitunterschiede
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verarbeitet und somit zum Richtungshéren beitradgt, nehmen die grol3en ,spherical
cells* mit Ihren bilateralen Projektionen, eine wichtige Funktion im prazisen
Weitertransport zeitlicher Schallinformationen aus der Cochlea ein. Kleine ,spherical
cells* projizieren zur ipsilateralen LSO (Cant, 1991,1992, 2003).

,Globular cells® erhalten Input von mehreren Nervenfasern (4-40), die
exzitatorischen Endigungen der Endbulbs sind kleiner als die der ,spherical cells*
und enthalten grofe runde Vesikel. An die 40% der Terminalien scheinen nicht
cochlearen Ursprungs zu sein und besitzen pleomorphe oder abgeflachte Vesikel.
Dieser Input scheint inhibitorisch mit GABA, Glyzin oder beiden als Transmitter und
vergleichbar dem der ,spherical cells*. Die physiologischen Antworteigenschaften
dieser Zellen werden als ,primary-like-with notch* bezeichnet. ,Globular cells*
projizieren exzitatorisch zum kontralateralen medialen Trapezkoérper (MNTB), der
glyzinerg zur LSO und MSO projiziert. Die Axone der ,globular cells* sind grof3 und
stark myelinisiert und liefern einen schnellen Transport der Information aus der
Cochlea zu Zielzellen. Zusammen mit den kleinen ,spherical cells* nehmen die
.globular cells* an der Verarbeitung binauraler Stimuli in der oberen Olive teil (Cant,
1991,1992, 2003).

Eine wichtige heterogene Zellgrupppe im VCN sind die ,multipolar cells®, eine
Zellpopulation verschiedenartiger Zellen, die lhren Namen anhand ihres
Erscheinungsbildes in der Golgifarbung erhalten hat. Unter diese Gruppe fallen viele
Zellen, die sich dennoch in ihren morphologischen, synaptischen, physiologischen
und funktionellen Eigenschaften unterscheiden. Im VCN kdnnen zwei funktionell
verschiedene Zellpopulationen an ,multipolar cells* unterschieden werden. Cant
(2003) fasst unter ,type | multipolar cells*  die , T-stellate cells”, die Oertel 1990 bei
der Maus und die ,planar cells“, die Doucet 1997 bei der Ratte beschrieben haben,
zusammen. Aul3erdem z&hlt sie eine der grof3en ,multipolar cells®, die Smith und
Rhode (1989) bei der Katze als ,circuit-chopper” im anterioren PVCN bezeichneten
und die ,type | stellate cells* im anterioren AVCN bei der Katze (Cant, 1981), dazu.
.Type | multipolar cells* des AVCN werden zu den Prinzipalzellen gezahilt.
Anzufinden sind sie auf der gesamten rostrokaudalen Lange des VCN, somit auch im
PVCN. Ihre Dendriten sind in mediolateraler Richtung ausgerichtet, also parallel zu
den einstrahlenden Nervenfasern und werden daher nur von einem begrenzten
Frequenzbereich innerviert (narrow tuned, Doucet, 1997, 1999). Exzitatorische

Eingange vom Hoérnerv erhalten die ,type | multipolar cells* Gber kleine Boutons an
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den Dendriten, wobei weit mehr inhibitorische (GABA, Glyzin oder beides) Eingénge
bestehen. Eingdnge an den Somata sind wenige vorhanden. Oertel et al. (1990)
fanden bei der Maus im rostralen PVCN gegenseitige exzitatorische Verbindungen
innerhalb isofrequenter Bereiche. ,Type | multipolar cells* sind exzitatorisch und
bilden die Hauptprojektion zum kontralateralen Inferior Colliculus (IC), ihre Axone
ziehen Uber den Trapezkorper zu ihren Zielzellen. Daneben ziehen Kollaterale zum
DCN und kontaktieren neben ,tuberculoventral cells®, die beiden Prinzipalzellen des
DCN, die ,fusiform cells" und ,giant cells* (Young und Oertel 2004). Doucet et al.
(1997) stellte bei seinen Tracerstudien fest, dass die Projektionen topographisch
verlaufen. ,Type | multipolar cells* terminieren im DCN in dem gleichen
Frequenzbereich, der ihrer besten Frequenz entspricht. Wenige ,multipolar cells”
innervieren auch den ipsilateralen IC. Diese Axone verlaufen im lateralen
Trapezkorper. Die Funktion dieser Horbahnen ist noch nicht ganz verstanden (Cant,
2003).

Als zweites sind im VCN die inhibitorischen ,type Il multipolar cells*  zu nennen.
Sie sind weniger stark verbreitet, dafir sind sie gré3er als ,type | multipolar cells”.
Unter ihnen sind die ,D-stellate cells* bei der Maus (Oertel, 1990), die ,radiate cells”
bei der Ratte (Doucet, 1997), die ,onset-chopper” (Smith und Rhode, 1989) und die
Ltype Il multipolar cells bei der Katze (Cant, 1981) einzuordnen (Cant 2003). Soma
und proximale Dendriten werden stark von cochlearen und nicht cochleéren
Endigungen bedeckt. Ihre Dendriten verlaufen in dorsoventraler Richtung und
strahlen senkrecht in die tonotop einlaufenden Nervenfasern ein. Sie erhalten somit
Input Gber einen weiten Frequenzbereich und sind ,broadly tuned* und kdnnen somit
als Breitbandhemmer fungieren (Doucet, 1997, 1999). Sie selbst antworten gut auf
Gerauschstimuli, weniger gut auf Tonstimuli. Ihre Axone ziehen Uber die
.intermediate accustic stria® zum kontralateralen VCN und DCN. Cant zeigte 1982
durch anterograde und retrograde Traceruntersuchungen, dass die Zielzellen bei
kontralateraler Projektion, hauptsachlich Prinzipalzellen (,spherical® und ,globular
cells®) im anterioren AVCN und rostralen PVCN sind. Im DCN liegen die Zielzellen in
der molekularen und fusiformen Schicht. Daneben ziehen Kollaterale zu
benachbarten ,type | multipolar cells* und dem ipsilateralen DCN, wobei sie hier die
Prinzipalzellen (,fusiform* und ,giant cells®) und die ,tuberculoventral cells”
innervieren. ,Type Il multipolar cells* beeinflussen den gesamten CN inhibitorisch.

Die Projektionen der ,type Il multipolar cells* sind schematisch in Abbildung 5
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dargestellt. (Ubersicht in Cant 2003 und Young und Oertel 2004). Die ,type Il
multipolar cells* sind inhibitorisch und vermutlich glyzinerg, da sie relativ grof3 sind.

Zuséatzlich zu den grofRen inhibitorischen Neuronen im AVCN wurden nach
immunhistochemischer Farbung eine geringe Anzahl relativ kleiner Neurone
beschrieben die GABA, Glyzin oder beide Transmitter exprimieren (Kolston et al.,
1992, Gleich und Vater, 1998) und vermutlich lokale Interneurone darstellen.

PVCN

Neben den ,multipolar cells" befinden sich im kaudalen Pol des PVCN fast
ausnahmslos ,octopus cells* (Osen, 1969). lhre Zahl ist nicht gro3. lhre langen
geraden Dendriten liegen wie die eines Oktopus auf einer Seite des Zellkdrpers und
senkrecht zu den einstrahlenden Hoérnervenfasern (in diesem Bereich sind die
Nervenfasern stark gebiindelt). Uber kleine Boutons terminieren bei der Maus an die
100 bis 200 Nervenfasern an proximalen Dendriten und am Zellkdrper (Oertel, 1997).
Somit erhalten die ,octopus cells* ihren Input von einem grol3en Frequenzbereich
(broadly-tuned) (Osen, 1969; Oertel, 1990). An die 50% der Somaoberflache und
70% der Dendriten ist mit solchen Endigungen besetzt. Inhibitorische Terminalien
sind relativ wenige zu finden. Kleine GAD-positive (,gentamic acid decarboxylase®)
Endigungen mit kleinen ovalen Vesikeln verteilen sich regelmaflig tber Soma und
Dendriten (Cant 1992), was auf GABA als Neurotransmitter hindeutet (Cant 2003).
GAD ist ein Enzym, das GABA synthetisiert. Daneben gibt es synaptische
Endigungen mit kleinen flachen oder spherischen Vesikeln. Vermeintlich ist dies ein
Eingang von glyzinergen ,giant cells* aus der tiefen Schicht des kontraleralen DCN,
deren Terminationsgebiet die Oktopusregion im PVCN zugeschrieben wird (Cant
1982). Daneben werden auch inhibitorische Eingdnge aus den ipsilateralen
periolivaren Kernen vermutet (Cant 1992). Ostapoff (1994) beschreibt beim Gerbil
den Zellkorper als schildférmig, besetz mit Dornen und zwei bis drei dicken
kandelaberartigen Denriten, die zum Tell Kollaterale bilden. Oertel (1990) konnte bei
der Maus diese dornartigen Fortséatze nicht feststellen. Die Axone der ,octopus cells*
projizieren Uber kleine Endbulbs Uber die mittlere akustische Stria (IAC) zum

kaudalen Teil des kontralateralen ventralen Kern des lateralen Lemniscus (VNLL)
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(Ferragmo und Oertel, 2001; Cant, 2003). Verbindungen zum oberen paraolivaren
Kern (SPL) bei der Ratte und beim Meerschwein, sowie Projektionen zum
dorsomedialen periolivaren Kern (DMPO) bei der Katze wurden beobachtet (Cant
2003). Daneben bilden sie Axon Kollaterale aus, die lokal terminieren (Young und
Oertel 2004). ,Octopus cells* synchronisieren viele gleichzeitig eintreffende
Tonimpulse unterschiedlicher Frequenzen und bendtigen eine grofe Menge
synchroner Aktionspotentiale aus dem HOrnerv, um aktiv zu werden. Zudem
antworten sie auf Tonimpulse direkt nach Beginn des Reizes, was ihre
physiologische Antworteigenschaft als ,onset” bezeichnet (Rhode, 1983; Ostapoff,
1994; Feng, 1994; Oertel, 1997). Auch bei wiederholten Reizen und maximaler
Feuerrate der Hornerven bleiben ihre Antworten stabil und zeitlich genau mit dem
Reiz synchron. Sie reagieren gut auf kurze und regelmaflige Reize. Diese
Eigenschaften machen sie geeignet fur das Codieren von kurzen Ton- oder
Lautheitsschwankungen (Oertel, 1997, 1999; Young und Oertel 2004, Cant, 2003).
Die ,octopus cells” sind neben den ,typ | multipolar cells* die Prinzipalzellen im
PVCN.

DCN

Der DCN besitzt eine komplexe Struktur mit unterschiedlichen Neuronentypen.
Neben zwei Outputneuronen bildet der DCN durch seine Interneurone ein stark
verzweigtes bilaterales Netzwerk hemmender und erregender Verbindungen
innerhalb des CN aus.

Der DCN besteht aus drei Schichten. Die &uf3erste, molekulare Schicht ist relativ
zellarm mit ,granular cells®, einigen ,cartwheel cells* und ,stellate cells“. In ihr laufen
die parallel Fasern (Axone von ,granular cells®). Darunter liegt die fusiforme
Schicht . Sie ist definiert durch eine Reihe ,fusiform cells®, die die grofite
Zellpopulation an Prinzipalzellen im DCN bildet. Dazwischen mischen sich noch
.granular* und ,cartwheel cells“. Die unterste Schicht bildet die tiefe Schicht . In ihr
liegen die Somata der ,giant cells, die zweiten Prinzipalzellen des DCN und die
stuberculoventral cells".

Beim Menschen ist der DCN vergleichsweise grof3, eine Dreischichtung kann wie

auch bei anderen Primaten nicht erkannt werden (Cant 1992, Trettel et al. 2001).
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Allerdings wurde in einer aktuelle Studie von Rubio et al. (2008) die molekulare
Schicht im DCN von Rhesusaffen mittels immunhistochemischer und
elektronenmikroskopischer Untersuchungen identifiziert. Sie konnten zeigen, dass
die grundsatzliche Verschaltung in der molekularen Schicht bei Primaten der von
nicht-Primaten entspricht, auch wenn die Schichtung in der Nissl- Farbung nicht
erkennbar ist.

.Fusiform cells* sind bipolar, wobei ihre Dendriten in dorsoventraler Richtung
ausgerichtet sind. Somit erhélt der basale Dendritenbaum, der in die tiefe Schicht des
DCN reicht, exzitatorischen Input aus den Hornervfasern. Der apikale Zweig, besetzt
mit zahlreichen Dornen, reicht in die molekulare Schicht, wo die ,fusiform cells*
ebenfalls exzitatorischen Input von Parallelfasern erhalten. Daneben erhalten die
Jfusiform cells“ zahlreiche inhibitorische Eingange. lhre Axone terminieren
exzitatorisch Uber die dorsale akkustische Stria (DAS) im kontralateralen IC und/oder
im VNLL, (Smith und Rhode 1985, Oertel und Wu 1989). AulRer bei der Katze bilden
die Axone beim Gerbil, beim Meerschwein und bei der Maus keine Kollaterale aus
(Ding 1999). Das physiologische Antwortmuster der ,fusiform cells” ist sehr komplex.
Smith und Rhode zeigten bereits 1985 bei der Katze, dass in Abhangigkeit
verschiedener Schallparameter (Frequenz, Intensitdt und Dauer) ,fusiform cells”
mehrere unterschiedliche Antwortmuster (pauser, buildup und chopper) aufweisen
konnen und fuhrt dies auf den hohen Level exzitatorischer und inhibitorischer
Einflisse zurlick. Auch beim Gerbil kamen Ding et al. (1999) zu ahnlichen Schlissen.
Die ,giant cells” bilden die zweiten Prinzipalzellen und liegen in der tiefen Schicht
des DCN. lhr Zellsoma ist relativ grol3. Beim Gerbil liegt der Durchmesser bei mehr
als 25 um (Ding 1999). Durch ihr grof3es dendritisches Feld erhalten sie auditorische
Eingange Uber einen weiten Frequenzbereich. Daneben erhalten die ,giant cells”
exzitatorische Eingange von den ,type | multipolar cells* aus dem kontralateralen
VCN oder den ,granular cells® (Oertel und Wu 1990, Zhang und Oertel 1993c).
Samtliche inhibitorischen Eingange auf die ,giant cells" sind glyzinerg. Zhang und
Oertel (1993c) konnten nach vorheriger Strychninapplikation nachweisen, dass das
IPSP (inhibitory postsynaptic potential) geblockt werden konnte. Inhibitorischen Input
erhalten die ,giant cells* von den ,tuberculoventral cells” und den ,type Il multipolar
cells* des VCN (Zhang und Oertel 1993c). Die Axone eines Teils der ,giant cells*
projizieren exzitatorisch wie die ,fusiform cells* Giber die DAS zum kontralateralen IC.

Daneben gibt es auch glyzinerge ,giant cells* (Kolston et al., 1992, SaintMarie et al.,
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1991) die zum kontralateralen PVCN projizieren (Cant 1982). Alibardi (2000d)
beschreibt jedoch bei der Ratte ,giant cells®, die in den kontralateralen CN projizieren
und kein Glyzin als Transmitter verwenden. Das Antwortverhalten der ,giant cells®
wird in die Kategorie Typ IV-units (die Spontanaktivitat wird durch akustische Reize
reduziert) eingeteilt. ,Giant cells* werden Uber einen weiten Frequenz- und
Pegelbereich stark inhibiert (Joris et al. 1992). Uber das genaue physiologische
Antwortmuster der unterschiedlichen ,giant cells* (mit oder ohne Glyzinexpression)
ist jedoch noch wenig bekannt (Ding et al. 1999).

Ebenfalls in der tiefen Schicht des DCN befinden sich die ,tuberculoventral cells®
Ihre Dendriten und Axone umspannen immer nur einen isofrequenten Bereich. Sie
sind Interneurone und projizieren nur innerhalb des CN. ,Tuberculoventral cells*
erhalten zwei exzitatorische Eingédnge. Zum einen werden sie direkt vom Hornerv
innerviert und zum anderen Uber disynaptische Verbindungen durch ,type | multipolar
cells* aus dem VCN (Zhang und Oertel 1993b). Zhang und Oertel (1993b) stellen
neben zwei erregenden Eingangen ein sehr schwaches IPSP fest. Die Zellsomata
und die proximalen Dendriten sind von wenigen GABAergen und/oder glyzinergen
Endigungen besetzt. Zhang und Oertel (1993b) vermuten ,stellate cells* und ,D-
stellate cells® (entsprechen ,type Il multipola cells*) aus dem VCN als inhibitorische
Quelle. Die ,tuberculoventral cells* selbst sind hemmende, glyzinerge Interneurone
(Wickesberger 1994). Zusatzlich existieren im tiefen DCN bei Gerbil (Gleich und
Vater, 1998) und Meerschweinchen (Kolston et al., 1992) GABAerge Zellen, die
entweder auch zu den ,tuberculoventral cells* gehoren, oder einem separaten Zelltyp
angehoren (Saint Marie et al., 1991). Lokale Axone terminieren mit angrenzenden
Zellkoérpern und Dendriten in der tiefen Schicht. Zhang und Oertel (1993b) vermuten
darunter ,giant cells* und ,fusiform cells“. Lange Axone projizieren in den AVCN und
rostralen PVCN und inhibieren ,spherical®, ,globular* und ,multipolar cells”
(Wickesberg et al. 1990, Cant 1982). Laut Wickesberg et al. (1991) bestehen keine
Verbindungen zu ,octopus cells”. Die Tatsache, dass die ,tuberculoventral cells* und
ihre Zielzellen im VCN von der selben Gruppe von Nervenfasern innerviert werden
und die Tatsache, dass sie topographisch in den VCN projizieren, bedingt eine
hemmende Ruckkopplung der Zielzellen im VCN (Wickesberg 1988). Da dieser Input
Uber den ,Umweg"“ der ,tuberculoventral cells” im DCN lauft, trifft er erst nach einer
synaptischen Verzégerung von 600usec in den ,spherical®, ,globular* und ,multipolar

cells* im VCN ein und bewirkt dort eine verzogertes IPSP. Diese verzbgerte
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frequenzspezifische Hemmung der ,tuberculovenral cells® trdgt zur monauralen
Echounterdrickung bei (Wickesberg 1990).

.cartwheel cells* sind lokale Interneurone in der molekularen und fusiformen
Zellschicht und zahlenmafig im DCN am starksten vertreten. Sie sind vermehrt am
Ubergang molekularer zu fusiformer Schicht anzufinden. Alle Dendriten erstrecken
sich in die molekulare Schicht und sind dicht besetzt mit kleinen Fortsatzen. Dort
werden sie exzitatorisch von den ,parallel fibers* (Axone der ,granular cells®)
innerviert (Ferragamo und Oertel 2001, Young und Oertel 2004). Direkten cochleéren
Input auf die ,cartwheel cells* schlieBen Zhang und Oertel (1993a) aus. Sie selbst
wirken lokal als inhibitorische Interneurone. Zahlreiche Studien belegen, dass
.cartwheel cells* GABA und/oder Glyzin als Transmitter verwenden (Mugnaini 1885,
Wenthold 1986, 1987, Osen 1990, St. Marie 1991, Kolston 1992, Wickesberg 1994).
Zielzellen sind ,fusiform cells*, andere ,cartwheel cells* und ,giant cells* im
gleichseitigen DCN, aber keine ,stellate” und ,tuberculoventral cells* (Ferragamo und
Oertel 2001, Young und Oertel 2004). Dadurch, dass die ,cartwheel cells* nicht durch
den Hornerv innerviert werden, ist ihr Antwortverhalten auf akustische Reize sehr
schwach (Ding et al. 1999). Schwache Depolarisationen rufen bei ,cartwheel cells*
einen “burst® von Aktionspotentialen hervor, was sie im gesamten CN in ihrem
Antwortverhalten einzigartig macht (Ferragamo und Oertel 2001). Beim Menschen
sind in Nissl- gefarbten Schnitten keine ,cartwheel cells* vorzufinden (Cant 1992)
Aber die Ergebnisse von Ryugo et al. (1995) und Rubio et al. (2008) weisen mittels
spezieller Immunfarbung darauf hin, dass bei Primaten und dem Mensch doch
.cartwheel cells” existieren.

.Stellate cells*  sind ebenso wie die ,cartwheel cells* lokale Interneurone. Sie sind in
der molekularen und oberen fusiformen Schicht anzutreffen und sind etwas kleiner
als ,cartwheel cells®. Ihren Eingang erhalten sie exzitatorisch von den ,parallel fibers*
und inhibitorisch von ,cartwheel cells® (Zhang und Oertel 1993a). ,Stellate cells”
verwenden GABA als Transmitter (Mugnaini et al., 1985; Wenthold et al., 1984; Osen
et al., 1990; und Kolston et al., 1992). Laut Osen et al. (1990) sollen sie hemmend
auf ,cartwheel” und ,fusiform cells* wirken.

,Granular cells* sind kleine Neurone, die in Domanen rund um den VCN und DCN
angeordnet sind. Vereinzelt liegen sie in den beiden aufReren Schichten des DCN
und im VCN (Oertel und Wu 1989). Ihre Axone, die parallel Fasern liefern den

.cartwheel cells* exzitatorischen Input. ,Granular cell* erhalten somato-sensorischen
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Input von grof3en ,mossy fibers* des Nucleus spinalis nervi trigemini (Cant 1992,
Young und Oertel 2004; Zhou und Shore, 2004). Sie wirken exzitatorisch und
verwenden Glutamat als Transmitter (Zhang und Oertel 1993a).

Neben diesen Zelltypen wurden im DCN noch die ,Golgi cells”, ,unipolare brush
cells* und ,chestnut cells* beschrieben. ,Golgi cells* sind inhibitorische
Interneurone, die eine Art Vorwarts- und Ruckwartskopplung fur die ,granular cells®
bilden und sowohl GABA und Glyzin als Transmitter verwenden. ,Unipolare brush
cells* und ,chestnut cells* sind exzitatorische Interneurone in den beiden oberen
Schichten des DCN (Young und Oertel 2004).

3. Verteilung der inhibitorischen Transmitter GABA und Glyzin im
AVCN, PVCN und DCN

Der folgende Abschnitt soll einen Uberblick tiber die Verteilung der GABA- und
glyzinexprimierenden Neurone im CN geben und einen Vergleich zu den
Ergebnissen dieser Arbeit liefern.

AVCN und PVCN

Gleich und Vater (1998) fanden beim Gerbil im VCN kleine (11pm) GABAerge
Neurone, die sich im AVCN und PVCN verteilten. Daneben existierten eine ahnliche
Menge glyinerger kleiner Neurone. Gleich und Vater (1998) vermuten, wie Kolston et
al. (1992), bei diesen Zellen eine Co-Expression beider Transmitter. Daneben gibt es
wenige grofRe Neurone (15-31um), die nur Glyzin exprimieren. Sie werden zu den
~,Comissural“ Neuronen gezahlt, die zum kontralateralen CN projizieren (Wenthold et
al., 1986, Kolston et al., 1992). In mehreren Arbeiten wurde von einer geringen
Anzahl GABAerger Neuronen im VCN berichtet (Wenthold et al.,, 1986,1990,
Mugnaini et al., 1985, Kolston et al., 1992).

Dies ist nicht kongruent mit den Ergebnissen dieser Arbeit beim Gerbil. Obwohl die
Unterschiede nicht signifikant sind, gibt es in der vorliegenden Arbeit Hinweise, dass
im AVCN und PVCN die GABAergen Neurone eine hohere Zellzahl aufweisen als die
glyzinergen (Diagramm 8, Tabelle 11 und Diagramm 19, Tabelle 31).
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Roberts und Ribak (1987) untersuchten mittels GAD-Antikorpern die Verteilung
GABAerger Neurone im CN des Gerbils und berichteten von einer regelmafidigen
Verteilung GAD-positiver Somata im AVCN in mediolateraler und rostrokaudaler
Richtung. Sie fanden relativ schwach gefarbte grol3e GAD-positive Somata in der
dorsalen Region des AVCN und PVCN und reichlich starker GAD-positive Neurone in
den ventralen Polen von AVCN und PVCN.

Dies stimmt mit den Befunden dieser Arbeit insofern Uberein, dass die Dichte
GABAerger Neurone im ventralen Bereich des PVCN im Vergleich zur dorsalen
»Oktopuszellregion“ signifikant erhdht war (Diagramm 23, Tabelle 42). Die Dichte
GABAerger Neurone im AVCN erschien im dorsalen und ventralen Bereich im
Vergleich zum mittigen Teil erh6ht (Diagramm 12, Tabelle 22), auch wenn sich in
dieser Arbeit kein signifikanter Unterschied zwischen ventralen, mittigen und

dorsalen Bereich des AVCN zeigte.

DCN

Die meisten GABAergen Neurone beim Gerbil sind in der molekularen und
fusiformen Zellschicht des DCN anzufinden (Roberts und Ribak, 1987, Gleich und
Vater, 1998). Fast alle kleinen bis mittleren Zellen mit einem Langsdurchmesser von
13um zeigten durch GABA-Antikorper eine starke Farbreaktion (Gleich und Vater,
1998). In der tiefen Schicht des DCN féarbten sich nur wenige Zellen mit dem
Antikdrper. lhr Langsdurchmesser lag bei 10um. Glyzinerge Neurone sind in allen
drei Schichten des DCN verteilt, wobei eine gro3e Mengen kleiner glyzinerger
Neurone in der tiefen Schicht aufgefunden wurde. Diese Beobachtungen stehen in
Ubereinstimmung mit den Untersuchungen, die Kolston et al. (1992) beim
Meerschwein gemacht haben: In der obersten, molekularen Schicht liegen die
,Stellate cells” als rein GABAerge Neurone. Nur wenige sind schwach mit Glyzin-
Antikdrper anfarbbar. In der molekularen und fusiformen Schicht liegen die
gleichzeitig stark fur Glyzin und schwach fiir GABA anfarbbaren ,cartwheel cells und
die gleichzeitig stark fur GABA und schwach fiur Glyzin anfarbbaren ,golgi cells®.
Osen (1990) berichtet bei der Katze, dass in den beiden &ufl3eren Schichten
annahernd 100% der kleinen bis mittleren Zellen immunoreaktiv waren, wobei 90%

Doppelfarbung zeigten und die verbleibenden 10% nur fur GABA anfarbbar waren.
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Im Rahmen dieser Arbeit kann keine Aussage Uber Doppelfarbungen getroffen
werden. In den beiden oberen Zellschichten (hier wurden wegen der schwierigen
Abgrenzung fusiforme und molekulare Zellschicht zusammengefasst und in der
Analyse nur als molekulare Schicht bezeichnet), zeigte sich eine hdhere Dichte
glyzinerger als GABAerger Neurone. Dieser Unterschied erwies sich fur alte Tiere
sogar als Signifikant (Diagramm 46).

Die Beobachtungen in dieser Arbeit sind mit den Ergebnissen genannter Autoren
insofern kongruent, dass die Dichte GABAerger Neurone in der molekularen Schicht

signifikant hoher als in der tiefen Schicht war (Diagramm 36, Tabelle 64).

In der tiefen Schicht finden Kolston et al. (1992) unter den immunreaktiven Neuronen
hauptsachlich nur glyzinerge ,tuberculoventral cells®. Ihre Zellgré3e liegt im Bereich
der ,cartwheel cells“, wobei auch einige an die Grol3e der ,giant cells* (12-30um)
heranreichen. Wenige der glyzinergen Zellen sind auch leicht fur GABA anfarbbar.
Gelegentlich fanden sie auch rein GABAerge Neurone in der tiefen Schicht. Gleich
und Vater (1998) zahlen beide Farbungen in der tiefen Schicht zu den
suberculoventral cells*, wobei sie vermuten, dass die GABAergen Neurone
zumindest teilweise einem anderen Zelltyp angehoren konnten. Kolston et al. (1992)
setzt das Verhaltnis der rein mit Glyzin- Antikorper anffarbbaren ,tuberculoventral
cells* zu doppelanfarbbaren ,tuberculoventral cells* auf 9:1 fest. Saint Marie et al.
(1991) zeigt, dass von allen Neuronen, die in den kontralateralen VCN projezieren
96% glyzinerg und nur 3% GABAerg sind. Auch Wenthold et al (1986) weist beim
Meerschwein auf wenige GABAerge Neurone in der tiefen Schicht des DCN hin.

In dieser Arbeit wurde nicht untersucht, ob manche Neurone fiir beide Antikérper
anfarbbar sind, es zeigte sich aber dennoch Utbereinstimmend mit obigen Arbeiten,
dass in der tiefen Schicht des DCN glyzinerge Neurone vorherrschen (Diagramm 47)
In der tiefen Schicht Ubertrifft eindeutig die Menge der glyzinergen Neurone die der
GABAergen. Dieser Unterschied ist bei den jungen Tieren nicht signifikant, was
vermutlich auf die geringe StichprobengréRe in dieser Gruppe zurickzufihren ist
(Tabelle 83). Das vermehrte Vorkommen glyzinerger Neurone in der tiefen Schicht
des DCN spiegelt sich auch im Vergleich der Zelldichten glyzinerger Neurone
zwischen molekularer und tiefer Schicht wieder. Hier ergaben sich in der tiefen
Schicht signifikant héhere Zelldichten glyzinerger Neurone als in der molekularen
Schicht (Diagramm 36, Tabelle 64).
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4. Warum wird das inhibitorisch System untersucht? - Funktion der
inhibitorischen Transmitter GABA und Glyzin im CN

Wie oben dargestellt, transportieren Prinzipalzellen akustische Information zur
weiteren Verarbeitung in hohere Kerngebiete der HoOrbahn. Dabei nehmen
Interneurone Einflul3 auf die ,Qualitat” der weitertransportieren Information. Wie stark
dieser Einflul3 und wie wichtig die Wirkung hemmender Interneurone mit ihren
Transmittern GABA und Glyzin fir eine optimale akustische Verarbeitung sind, soll
im Folgenden dargestellt werden.

Allein die Tatsache, dass bereits durch die ,type Il multipolar cells“ im VCN eine
binaurale Verschaltung hemmender Neurone im CN besteht und die Komplexitat der
inhibitorischen Verbindungen (wie aus Abbildung 6 nochmals deutlich wird) zeugen
von der Wichtigkeit hemmender Interneurone und ihrer Transmitter GABA und Glyzin
im ersten Kern der aufsteigenden Horbahn.

Bereits 1987 fanden Caspary et al. heraus, dass Glyzin fur die nicht-monotone
Antworteigenschaft von ,fusiform cells“ im DCN bei verschiedenen Lautstarken bei
einer charakteristischen Frequenz verantwortlich ist. Gerade bei hohen Lautstarken
wird die Antwort gehemmt. Strychnin, ein Glyzin-Antagonist, andert die Form der
Frequenz-Intensitats-Funktionskurve von ,fusiform cells” in eine monotone Form.
Caspary et al. schlossen daraus, dass Glyzin fur die ,Natur‘ des Outputs von
Jfusiform cells® verantwortlich sei. Ebert und Ostwald (1995) folgerten, dass
glyzinerger Input auf ,fusiform cells” die Antwort bei lauten Ténen reduziert.

Wie von Wickesberg (1990) beschrieben und bereits im ersten Teil der Diskussion
dargestellt, tragen die ,tuberculoventral cells” in der tiefen Schicht des DCN zu einer
verzogerten frequenzspezifischen, vornehmlich glyzinergen (Gleich und Vater, 1998,
Kolston et al.,, 1992) Hemmung ihrer Zielzellen im VCN bei. Dabei dienen
inhibitorische Neurone zur monauralen Echounterdriickung bereits auf der Ebene
des CN.

Fur die physiologische Wirkungsweise von GABA im VCN fanden Ebert und Ostwald
(1995) durch iontophoretische Gabe von GABA und Einzelzellableitungen an
Neuronen mit vier verschiedener Antworttypen eine starke Hemmung der
Spontanaktivitat und gleichzeitig eine geringe Hemmung tonevozierter Aktivitat.
Weiter fanden sie heraus, dass bei Maskierung des Testtones durch ein
Hintergrundgerdusch GABA die Entladung der gerduschevozierten Potentiale mehr
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als die tonevozierten Potentiale hemmt. GABA als Transmitter verbessert somit das
Signal-Rauschverhéltnis zwischen zeitlich stark modulierten akustischen Signalen
und mehr oder weniger kontinuierlichem Hintergrundrauschen und fiihrt somit zur
besseren Ubertragung akustisch relevanter Signale im Umgebungsgerausch. Auch
Caspary et al. kam 1994 zu ahnlichen Ergebnissen.

Durch Tests mit gepaarten Klick-Reizen konnten Backoff et al. 1997 aufzeigen, dass
die meisten CN Neurone eine Antwortunterdriickung auf den zweiten Klick, in
Abhangigkeit des zeitlich zwischen beiden Klicks liegenden Intervalls, aufweisen. Vor
allem bei sehr kurzen Zeitintervallen zwischen den Klicks zeigte sich dieses so
genannte  Phanomen der ,short-term response suppression“.  Durch
Einzelzellableitungen und Blockade von GABA- und Glyzinrezeptoren durch
iontophoretische Applikation von Bicuculline und Strychnin verkirzte sich die
Erholungszeit des auf den zweiten Klick folgenden Aktionspotentials bei zwei drittel
der getesteten Neuronen. Durch Applikation von GABA- und Glyzin- Antagonisten
konnte so ein Einfluss der inhibitorischen Transmitter GABA und Glyzin auf diesen
Effekt nachgewiesen werden. Dagegen verlangern sich die Erholungszeiten der
Aktionspotentiale nach dem 2. Klick bei Gabe von GABA bzw. Glyzin, was die
Wichtigkeit des inhibitorischen Systems im CN in der Fahigkeit zeitliche
Eigenschaften zu verarbeiten bestatigt. Ebenfalls tragt diese Funktion zum Effekt der
Echounterdrickung bei.

Neben Echounterdriickung, short-term response suppression und Verbesserung von
Signal-Rausch Verhaltnissen kann dem inhibitorischen System im CN noch eine
weitere Funktion zugeschrieben werden. Frisina und Walton (1994) demonstrierten
bei Neuroneneinheiten im DCN des Chinchillas starke synchrone Antwortmuster auf
amplitudenmodulierte Tonstimuli sowohl in Ruhe, als auch im Hintergrundgerdusch.
Die Amplitudenmodulierung blieb trotz starker Intensitaten und Hintergrundgerausche
bestehen und Frisina und Walton vermuteten, dass inhibitorische Interneurone fir die
verbesserte Antworteigenschaften verantwortlich sind. Backoff et al. (1999) konnte
durch Versuche am Chinchilla diese Vermutung bestatigen. Der GABAerge bzw.
glyzinerge Input formt die Antworten bestimmter Neurone im DCN und PVCN auf
amplitudenmodulierte Tonstimuli und ist verantwortlich fir die verbesserte zeitliche
Codierung amplitudenmodulierter Reize sowohl bei starken Intensitdten oder im

Hintergrundgeréausch. Das inhibitorische System mit den Transmittern GABA und
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Glyzin tragt somit zur Erfassung sich schnell verandernder Intensitatsunterschiede in

komplexen Tonstimuli und somit zur Spracherkennung bei.

Die Aufgabe des Gehérs ist neben der Orientierung in der Umwelt, dem
Richtungshéren, die Spracherkennung und somit die Aufrechterhaltung der
Kommunikation. Die Sprache in ihrer physikalischen Form stellt eine komplexe
Abfolge sich zeitlich schnell andernder Schallreize dar. Um sie richtig wahrnehmen
zu konnen mussen schnell veranderliche Intensitdts- und Frequenzunterschiede
erfasst, minimale Licken in der Tonabfolge erkannt und zeitlich genau codiert und
weitergeleitet werden. Mit den oben beschriebenen mdglichen Funktionen, die
inhibitorische Transmitter im CN beeinflussen konnen, ist es einleuchtend, dass
Veranderungen in diesem System zu beeintrachtigter Codierung und somit gestoérter

Wahrnehmung akustischer Reize, folglich auch der Sprache fuihren kénnen.

5. Das Problem Presbyacusis — altersbedingter Ho6rv ~ erlust

Presbyacusis ist eine der haufigsten Krankheiten, mit der alter werdende Personen
belastet sind. Das Problem der Horbeeintrachtigung im Alter ist mit zwei Symptomen
vergesellschaftet. Zum einen stellt sich das Problem des Sensivitatsverlustes, vor
allem fir hohe Téne. Zum anderen ist das Hauptproblem ein verschlechtertes
Sprachverstandnis vor allem bei Hintergrundgerduschen. Beide Symptome sind
Ursache von Alterungsprozessen im Ohr und Gehirn. Sensitivitatsverlust beginnt in
der Peripherie des Hoérsystems und ist vor allem durch Verlust von Haarzellen,
metabolischen Zellen, verminderte Durchblutung und Verlust von Hornervfasern
bedingt (Frisina, 2001). Eine verminderte Frequenzselektivitat und eine Erh6hung der
Schwellenwerte ist die Folge (Salvi et al., 2001). Hb6here Lautstarken sind zum
Verstandnis notwendig. Diese Art ,peripherer Horstérung“ beginnt in der Regel zuerst
mit einer Verminderung von Haarzellen im basalen (hochfrequenten) Bereich der
Cochlea. Degenerierende Effekte beginnen mit einem Verlust von &ul3eren
Haarzellen, die empfindlicher auf schadliche Einflisse, wie Hypoxie, Fieber, Larm,
Antibiotika und anderer interner und externer Umwelteinfliisse reagieren. Erst mit
dem Verlust innerer Haarzellen verringert sich danach auch die Zahl der

Hornervfasern. Infolgedessen reduziert oder verschlechtert sich die weitergeleitete
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Information, was unter Umstanden zu Problemen beim Sprachverstandnis fihren
kann. Zudem treten Verdnderungen im zentralen Bereich des Horsystems auf, was
sich in verminderter Neuronenzahl, Struktur und Biochemie der Neurone &uf3ern
kann. Die dadurch bedingte ,zentrale Horstorung® tritt infolge direkter
Alterungsprozesse im Gehirn und/oder aufgrund altersbedingter Veranderungen im
peripheren System auf (Frisina, 2001).

Genau diese zentralen Veranderungen stellen fir den Behandler, fir den
Wissenschaftler und in erster Linie fur den betroffenen Patienten ein entscheidendes
Problem dar. Trotz Horhilfen, die den erhdhten Schwellenwert ausgleichen kdénnen
und so zu einer verbesserten Horqualitat in ruhiger Umgebung fuhren, liefern sie
wenig Hilfe in lautem gesellschaftlichem Umfeld, wie z.B. in Restaurants (Salvi et al.,
2001). Zudem weisen manche altere Patienten trotz normalem peripherem
Horvermogen ein verschlechtertes Sprachverstandnis auf. Dies weist darauf hin,
dass unabhéngig von peripheren Alterungsprozessen zentrale Verdnderungen im
Laufe des Alterwerdens auftreten (Frisina und Frisina, 1997); Veranderungen, die
dazu fuhren, dass akustische Signale zeitlich nicht mehr richtig verarbeitet werden
kénnen. Physiologische und psychoakustische Studien, die auf dem Paradigma der

Lickenerkennung arbeiten, machen dies deutlich:

Boettcher et al. (1996) verglichen bei jungen und alten Gerbils die Laufzeiten
evozierter  Potentiale nach dem ersten und zweiten  Klick  fur
Summenaktionspotentiale am Hornerv und bei Hirnstammpotentialen. Dabei war bei
alten Tieren (33-37 Monate) fur kurze Lucken zwischen den Klicks die Welle iv beim
Hirnstammpotential deutlich verzégert im Vergleich zu Ableitungen am Hoérnerv. Die
Laufzeiten der Aktionspotentiale nach dem ersten Klick unterschieden sich dagegen
kaum. Boettcher et al. folgerten daraus, dass es Verdnderungen in der Codierung
zeitlicher Informationen auf der Ebene des Hirnstamms gibt, die unabhangig
peripherer Veranderungen auftreten. Zudem vermuteten sie einen verminderten
inhibitorischen Einfluss als Ursache fir die verschlechtere Reizantwort alter Tiere.
Vergleichbare Latenzverlangerungen konnten Poth et al. (2001) beim Menschen
unter ahnlichen Reizparametern feststellen.

Hamann et al. (2004) kamen mit psychoakustischen Testverfahren beim Gerbil zu
Ubereinstimmenden Ergebnissen. Zum Vergleich mit jungen Tieren wurden alte Tiere

mit nur geringem altersabhangigem Horverlust herangezogen (Hamann, 2002).
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Dabei zeigte sich, dass die minimal erkennbare Lickendauer alter Gerbils im
Vergleich zu jungen Tieren signifikant erhdht war. Die Ergebnisse verlangerter
Luckenerkennungsschwellen unabhangig von einer peripheren Horbeeintrachtigung
stimmten mit groRer Ahnlichkeit mit dem veranderten Zeitauflosungsvermdégen bei
alteren Menschen Uberein (Snell et al., 1997, Snell und Frisina, 2000). Sowohl beim
Mensch als auch bei der Wistenrennmaus nahm die inter-individuelle Streuung der
Zeitauflosung zu: ein Teil der alten Probanden oder Tiere war deutlich betroffen,

wahrend bei einem anderen Teil die Zeitauflosung kaum beeintrachtigt erschien.

In einer Studie von Gleich et al. (2007) wurde unter dem Paradigma des ,forward
masking“ (Nachverdeckung) der Schwellenwert ermittelt, der fir die Detektion eines
maskierten Testtones notwendig war. Um den EinfluR peripheren Horverlusts
maoglichst zu minimieren, wurden nur diejenigen alten Tiere verwendet, die im
unmaskierten Testton keine erhdhten Schwellenwerte aufwiesen. Es zeigte sich bei
alten Tieren trotz normalem peripherem HOrvermdgen eine altersbedingte
signifikante Erhohung des Schwellenwertes, um den Testton unter der maskierten
Bedingung zu erkennen. Im Vergleich zum Paradigma der Luckenerkennung scheint
diese Methode zum Messen altersbedingter Anderungen effektiver zu sein (Gleich et
al., 2007).

Alle obigen Autoren, die sich mit alterbedingten Veranderungen beschaftigen, legen
die Vermutung nahe, dass Verdnderungen am inhibitorischen System die Ursache
funktioneller Defizite sind. Auch Caspary et al. (2008) macht den Verlust
inhibitorischer Neurotransmission fur die Beeintrachtigung der Schallverarbeitung
verantwortlich. Durch pharmakologische Erhéhung des GABA-Spiegels im Gehirn
konnten Gleich et al. (2003) tatsachlich eine Normalisierung der Zeitauflosung bei
Gerbils mit gestérter Zeitauflosung feststellen. Die minimal wahrnehmbare Licke in
einem 800ms langem Breitbandrauschen verbesserte sich bei 10 dBSL und 30dBSL
durch die Gabe von gamma-vinyl-GABA (Sabril). Dieses Medikament hemmt den
Abbau von GABA, das an der Synapse freigesetzt wurde und fihrt so insgesamt zu
einem erhohten extrazellularen Spiegel von GABA im Gehirn (L6scher und Frey,
1987). Bei Tieren mit gestorter Zeitauflosung fuhrte das Medikament zu einer
Verbesserung, wobei es keinen Einfluss auf die Zeitauflosung bei den Tieren mit

normaler Lickendauer hatte. Somit konnte nochmals die Bedeutung inhibitorischer
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Transmitter, in diesem Fall GABA, fur eine optimale zeitliche Verarbeitung

akustischer Signale, dargestellt werden.

Entscheidend fiur die Entwicklung geeigneter Therapien und einer effektiven
Behandlung ist deshalb zu wissen, wo und wie sich Alterungsprozesse im Gehirn
abspielen. Wie verandern periphere Horstorungen zentrale Kerne der Horbahn und
wie aullern sich Veranderungen in der zentralen Horbahn, die durch gemeine
Alterungsprozesse bedingt sind. Um dieser Frage nachzugehen, wird in dieser Arbeit
der CN auf morphologische Veradnderungen untersucht. Es wurden Messungen
durchgefuhrt, die Aufschliisse Uber GroéfRRenverdnderungen der CN-Unterkerne
AVCN, PVCN und DCN und Veranderungen von Anzahl und Dichte GABA- und
glyzinexprimierender Neurone, liefern. Es kann aber nicht beurteilt werden, welchen
Ursprung diese Veranderungen haben. Deshalb werden frihere Arbeiten zum
Vergleich herangezogen, die sich mit den rein peripher bedingten und peripher
und/oder zentral bedingten Veranderungen beschaftigen.

6. Alterbedingte Veranderungen im CN

6.1 Vergleichende morphometrische Untersuchungen im AVCN

Willott et al. (1987) benutzte in seinen Untersuchungen zwei genetisch verschiedene
Mausestamme, um altersbedingte Verdnderungen im AVCN zu untersuchen. Zum
einen verwendeten sie den C57BL/6J- Stamm, der genetisch bedingt einen im
jungen Erwachsenenalter einsetzenden, progredienten chronischen, cochleéren
Horverlust aufweist. Dieser zeichnet sich durch substantiellen Ganglienzellverlust vor
allem im basalen Teil der Cochlea aus. Zum Vergleich verwendeten sie den CBA/J-
Stamm, welcher erst spat im Leben einen moderaten Hérverlust aufweist. Somit
konnten sie direkt durch den Vergleich altersgleicher Tiere beider Stdmme
Veranderungen im AVCN zum einen auf peripher bedingten Einfluss (C57 Mause)
oder auf Alterungsprozesse per se (CBA Mause) zuruckfuhren.

Bei beiden Stammen zeigten sich keine signifikanten Volumenanderungen des
AVCN als Funktion des Alters. Die Zellzahlen und Neuronendichten nahmen bei den

C57 Mausen wahrend der initialen Phase des Horverlusts zwischen 2 und 7 Monaten
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signifikant ab, blieben aber trotz fortschreitenden peripheren Horverlusts tber die
weitere Lebensspanne konstant. Der Rickgang der Neuronendichte zeigte sich
besonders im dorsalen Bereich (hohe Frequenzen) des AVCN ausgepragt. Bei den
CBA Mausen zeigt sich ein Rickgang in Zellzahl und Dichte nur im zweiten
Lebensjahr. Die Tatsache, dass C57 Mause in hoherem Alter, wie es bei den CBA
Mausen der Fall ist, nicht noch einen zusatzlichen Zellverlust aufweisen oder auch,
dass sie trotz progredientem Horverlust ab 7 Monaten keinen weiteren Zellverlust
aufweisen, deutet darauf hin, dass der Neuronenverlust nicht einfach eine Funktion
verminderten peripheren Inputs ist. Willott et al. (1987) schlie3en daraus, dass der
AVCN besonders anfallig auf periphere Stérungen im jungen Erwachsenenalter und
auch spéat im Leben reagiert und dass chronische Beeintrachtigung nicht in beliebig
fortlaufenden Zellverlusten resultiert. Dies bestatigten Willott und Bross (1996) in
einer Folgearbeit, in der sie morphologische Veradnderungen in DBA/2J und C57
Mausen verglichen. DBA Mause entwickeln schon ab 4 Wochen einen
beschleunigten cochlearen Schaden, beginnend im hochfrequenten Bereich. Im
Vergleich zu C57 Mausen entwickelt sich ihr Horverlust friher und mit héherer
Intensitat. Dabei stellten die Autoren fest, dass die morphologischen Veranderungen
im AVCN bei den DBA Mausen denen der C57 ahneln, nur entwickelten sie sich
eben zu einem friheren Zeitpunkt. Nach einem Jahr waren die morphologischen
Veranderungen auf Gleichstand.

In einem anderen Versuch untersuchten Willott et al. (1994), inwieweit chronische
cochleére Schadigung auf die Morphologie des CN EinfluR nimmt. Dabei setzten sie
CBA Mause unterschiedlicher Altersgruppen beginnend ab 2 Monaten
unterschiedlich lang konstantem Breitbandrauschen mit 135 dB aus und verglichen
sie mit entsprechend alten Tieren ohne auditiver Behandlung (Kontrollgruppe). Sie
konnten zeigen, dass die AVCN-Volumina sich in allen beschallten Altergruppen
verglichen zu altersgleichen Kontrollgruppen signifikant verringerten, ebenso erhdhte
sich die Neuronendichte, weil die Zellzahlen im Netto fast unveréndert blieben, was
auf einen Verlust des Neuropils und somit der Innervation hinweist. Einen additiven
Effekt zum Alter konnten sie nicht feststellen. Ebenso trug die Dauer der
Beschallung, also die Chronizitat, zu keiner zusétzlichen Veréanderung bei.

Willott et al. untersuchten nochmals die Frage, ob Mause im jungen
Erwachsenenalter tatsachlich sehr empfindlich auf periphere Stérungen reagieren, so

wie Willott et al. es 1987 bei C57 Mausen feststellte (diese erleiden genetisch bedingt
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zwischen 1 und 7 Monaten cochlearen Horverlust). Somit missten CBA Méause, die
ab 2 bis 6 Monaten beschallt wurden, im Vergleich zu Méausen, die erst zu einem
spateren Zeitpunkt beschallt wurden, entsprechend deutlichere Schaden aufweisen.
Willott et al. (1994) konnten keinen Beweis erbringen, dass peripherer Schaden
einen grolBeren Effekt im CN bei jungen erwachsenen Mausen nur aufgrund des
Alters per se hervorruft. Sie fuhrten genetische Grinde als Ursache fur den
signifikanten Verlust von Zellzahlen und Neuronedichten bei C57 Mausen an. Das
Lebensalter in dem peripherer Schaden in der ausgereiften Cochlea eintrat, schien
generell keinen Einfluss auf das Ausmal} zentraler Verdnderungen zu haben.

Gleich und Strutz (1997) untersuchten beim ,unausgereiften® Gerbil einen
altersbedingten  Effekt in  Abhéngigkeit des Zeitpunkts einer direkten
Gehdrschadigung auf das Volumen der CN-Unterkerne. Dazu zerstorten sie die
Funktion der Gehorknéchelchen im Mittelohr auf der rechten Seite des Gerbils bei
vier verschiedenen Altersgruppen (P12-14, P20-21, P42 und P85). Hier wurde im
Gegensatz zu den weiter oben aufgefiihrten Arbeiten bei Mausen nur die
Schalliibertragung durch das Mittelohr beeintrachtigt und keine Schadigung der
Cochlea angestrebt. Die Tiere wurden alle bis zu einem Alter von 6 Monaten
gehalten. Die quantitative Analyse von P12 und P14 zeigte, dass sich das Neuropil-
Volumen des AVCN auf der deprivierten Seite im Vergleich zur undeprivierten Seite
um fast 20% reduzierte. Mit spateren Deprivationszeitpunkten nahm die GroéRRe der
Volumenreduktion ab. Es zeigte sich in Bezug auf den Deprivationszeitpunkt ein
altersbedingter Effekt. Ab einem Alter von 3 Monaten, bei dem das Hoérsystem
ausgereift war, fuhrte eine Deprivation zu keiner Volumenreduktion, blieb fur diesen
Messparameter also uneffektiv. Andere Untersuchungen von Gleich et al. (1998), die
sich mit dem postnatalem Wachstum der CN- Unterkerne des Gerbils beschatftigten,
zeigten fur das Volumen des AVCN eine deutliche Volumenzunahme nach dem
Einsetzen der Horfahigkeit mit 12 bis 14 Tagen, bis es sein Maximum mit 3 bis 4
Monaten erreicht hat. Der Zeitpunkt, an dem Horschadigung uneffektiv wird, fallt
genau mit dem Ende des Wachstums des AVCN zusammen. Deshalb schlossen
Gleich und Strutz (1997) auf eine ,sensitive oder kritische Periode", in der direkte
Horschadigung auf das Volumen des AVCN Einfluss nehmen kann. Sie endet beim
Gerbil, wenn das natlrliche postnatale Volumenwachstum mit 3 bis 4 Monaten

eingestellt ist.
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Gleich und Strutz (1997) konnten beim Gerbil gut verdeutlichen, dass es sich um
einen Rickgang des Neuropilvolumen handelt. Die Zellsomata der Prinzipalzellen im
AVCN erreichen ihre endgultige Grof3e schon mit Abschluf? des 12. Lebenstages und
bleiben somit wahrscheinlich von der Horschadigung unbeeindruckt.

Vergleichend mit anderen Spezies zeigte sich auch bei der Maus (Webster, 1988)
und bei der Ratte (Coleman et al.,, 1982) diese kritische Periode wahrend der
postnatalen Reifung, wobei das Ausmal} des Volumenriickgangs ebenfalls vom
Zeitpunkt und der Art der Horschadigung wahren dieser Phase abhing.

In einer Deprivationsstudie am Gerbil konnte Hashisaki et al. (1989) die Auswirkung
des Zeitpunkts einer Cochleaentfernung auf die Zellzahlen im AVCN untersuchen.
Sie verglichen Tiere, die mit einer Woche und mit 20 Woche depriviert wurden und
untersuchten jeweils nach 2 Tagen bzw. 2 und 9 Wochen die Veranderungen an den
Zellzahlen. Gerbils mit einer Woche zeigten bereits nach 2 Tagen einen Rickgang
der Neuronenzahl um 35%, bei der Untersuchung nach 2 Wochen um 58% und nach
9 Wochen um 59%. Bei den Tieren, die mit 20 Wochen ertaubt wurden, konnte
sowohl nach 2 Tagen, als auch nach 2 Wochen kein Zellrickgang gefunden werden.

Auch diese Daten bestéatigen das Vorliegen einer sensiblen Phase.

6.2 Beurteilung morphometrischer Veranderungen im A VCN

In der vorliegenden Arbeit zeigte sich fur den AVCN eine signifikante Abnahme der
mittleren Querschnittsflache bei alten Tieren (Diagramm 1). Im DCN und im PVCN
konnten keine statistisch signifikanten Veranderungen der Querschnittsflache
zwischen jungen und alten Gerbils nachgewiesen werden. Die Schrumpfung des
AVCN betraf nicht alle alten Tiere gleichmaRig. Ein Teil der alten Tiere wies Werte
auf, die denen junger Tiere entsprachen, wahrend bei einem Teil der alten Tiere der
AVCN einer deutlichen Schrumpfung unterlag. Obwohl nur 2 sehr alte Tiere
untersucht wurden, weist Fig. 1 aus der Studie von Gleich et al. (1998) ebenfalls
darauf hin, dass das Volumen des AVCN bei alten Tieren abnehmen kann, wahrend
dies beim DCN nicht zu beobachten war. Die im Kapitel 6.1 aufgeflhrten
Untersuchungen weisen darauf hin, dass das Volumen des AVCN in
Deprivationsexperimenten besonders kritisch auf einen Horverlust in den ersten
Lebenswochen reagiert. So kdnnte eine Ursache fur die kleineren Messwerte des

AVCN bei einigen der alten Tiere durch eine frihe postnatale HOorstérung
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hervorgerufen sein. Dies scheint aber unwahrscheinlich, da die Ergebnisse von
Hamann et al. (2002) oder Mills et al. (1990) darauf hindeuten, dass das
Horvermogen in groBeren Populationen von Laborgerbils erst bei hoéherem
Lebensalter (> 2 Jahren) beeintrachtigt erscheint. Es ist deshalb unwahrscheinlich,
dass fast die Halfte der hier untersuchten Tiere schon kurz nach der Geburt eine
Horstorung aufwies. Die Studie von Gleich et al. (1998) zeigt, dass das Volumen
beim Gerbil zwischen dem 21. und 120. Tag um mehr als 60% zunimmt und beim
greisen Gerbil (> 3Jahre) das AVCN Volumen wieder anndhernd so grof3 ist, wie mit
42 Tagen.

Auch beim Menschen findet sich im Alter eine grof3e interindividuelle Variabilitat des
VCN Volumens (Konigsmark und Murphy, 1972; Seldon und Clark, 1991). In
Abbildung 7 sind die Originaldaten von Konigsmark und Murphy, sowie von Seldon
und Clark aufgefuhrt. Es wurden hier fur eine willkirlich gesetzte Altersgrenze von 30
Jahren die beiden linearen Regressionslinien eingetragen und es wird ganz klar die
Tendenz sichtbar, dass das VCN Volumen im Alter beim Menschen abnimmt. (p <
0.001). Die Regressionslinie weist darauf hin, dass das VCN-Volumen beim Mensch
zwischen 30 und 80 Jahren im Mittel um 25% abnimmt. Fir die Wustenrennmaus
konnte hier gezeigt werden, dass die Querschnittsflache eines repréasentativen
Querschnitts (als Indikator fur das Volumen) durch den AVCN bei alten Tieren im
Mittel um 13% niedriger als bei jungen Tieren ist (Tabelle 5, Diagramm 2).
Bericksichtigt man die methodischen Unterschiede zwischen den Studien, so zeigt
sich bei Mensch und Wiustenrennmaus eine Abnahme des AVCN-Volumens im
hohen Lebensalter.
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Abb. 7: Volumina des menschlichen VCN als eine Funktion des Alters nach Originaldaten von
Konigsmark und Murphy (1972) und Seldon und Clark (1991). Eine willkirlich gesetzte
Altersgrenze von 30 Jahren und die beiden Regressionslinien verdeutlichen die Tendenz

der Volumenabnahme des VCN im Alter beim Menschen.

Ein Einfluss des Alters auf die Anzahl inhibitorischer Neurone im AVCN konnte in
dieser Arbeit nicht festgestellt werden (Diagramme 5, 6), auch wenn die mittlere
Anzahl GABAerger Neurone bei alten Tieren geringfligig niedriger als bei jungen
Tieren war. Ein signifikanter Unterschied in der Zellzahl zwischen jungen und alten
CBA Mausen wie in der Arbeit von Willot et al. (1987) bestand nicht. Selbst bei den
Tieren mit verminderter Querschnittsflache ergab sich kein Hinweis fir einen Verlust
an GABAergen und glyzinergen Neuronen bei alten Tieren (Diagramm 7). Willott et
al. untersuchten die Mause mit der Nissl-Farbung und konnte somit inhibitorische
Neurone nicht von den exzitatorischen differenzieren. Ob und wie in ihrer Studie die
inhibitorischen Interneurone und Prinzipalzellen unterschiedlich verandert waren,
steht nicht fest. Dies konnte ein moglicher Grund fur die unterschiedlichen
Ergebnisse beider Arbeiten sein.

Die Dichten im AVCN in dieser Arbeit verhielten sich entsprechend ihres Quotienten
aus Zellzahl und Flache. Dementsprechend nahm fir die Tiere mit kleinen
Querschnittsflachen die Dichte im Mittel zu, der Unterschied war aber nicht signifikant
(Diagramm 11).

Die Zellzahlen und Dichten inhibitorischer Neurone im AVCN zeigen sich trotz hohen
Alters (>3 Jahre) und moglicher Hohrbeeintrachtigung (Hamann et al., 2002, Mills et

al., 1990) im Gegensatz zur Flache unbeeinflusst.
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Beim alten Gerbil ist neben dem hochfrequenten Bereich auch der niedrigfrequente
Bereich der Cochlea betroffen, wobei Tarnowski et al. (1991) darauf verweist, dass
Schwellenerhéhungen beim Gerbil nicht direkt mit Haarzellverlusten einhergehen.
Auch Veradnderungen in der Stria Vascularis und Verluste in endocochlearen
Potentialen tragen zu erhdhten Schwellenwerten bei. Mehrere physiologische
Studien konnten anhand von Hirnstammableitungen Beweise fir einen
charakteristischen alterbedingten Hérverlust bei Gerbils liefern (Mills et al., 1990,
Boettcher et al., 1993a, Hamann et al., 2002): Ab einem Alter von 2 Jahren macht
sich eine Schwellenerh6hung von 10-15 dB bemerkbar. Ab 3 Jahre alte Gerbils
zeigen eine rapide Schwellenwerterh6hung, die sich vor allem bei hohen Frequenzen
bemerkbar macht (30 dB, 8-16 kHz, vergleiche dazu Fig. 3 in Hamann et al., 2002).
Wenn peripherer Horverlust einen Einflul3 auf die Dichte inhibitorischer Neurone hat,
musste dieser vor allem im dorsalen Bereich des AVCN zu erkennen sein. Die Daten
aus Diagramm 12 und 13 geben aber keinen Hinweis daflr, dass das Alter die Dichte
inhibitorischer Neurone signifikant beeinflusst und es gibt auch keine Hinweise
darauf, dass die Unterschiede zwischen jungen und alten Gerbils im dorsalen
(hochfrequenten) groRBer als im ventralen (niedrigfrequenten) und mittigen
(mittelfrequenten) AVCN waren. Hamann et al. (2002) konnten durch
Verhaltensstudien bei Gerbils im Alter zwischen 30 und 36 Monaten eine
geringfugige aber signifikante Schwellenerhéhung von im Mittel 7 dB im
niedrigfrequenten Bereich (bei 2 kHz) feststellen. Bei Tieren &lter als 3 Jahren waren
die Schwellenwerte auch bei 10 kHz signifikant erhoht. Relativ zu jungen Gerbils
waren die Schwellenwerte bei 39-45 Monate alten Gerbils um 15-30 dB erhgdht. Da in
dieser Arbeit alle alten Tiere Gber 36 Monate waren, ware hier ein schwacher (bis 25
dB) bis milder (bis 40 dB) Hoérverlust (entsprechend der Klassifikation nach Clark,
1981) zu erwarten. Wahrscheinlich reicht ein schwacher bis milder Horverlust nicht

aus, um merkliche Veranderungen in der Dichte inhibitorischer Neurone zu bewirken.

6.3 Vergleichende morphometrische Untersuchungen im PVCN

Willott und Bross (1990) konnten bei der CBA/J Maus innerhalb der ersten 12
Monate eine Volumenzunahme der Oktopuszellregion (vergleichbar hier mit dem

dorsalen Bereich des PVCN) um 43% aufzeigen. Zwischen 12 und 29 Monaten
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zeigte sich eine deutliche Volumenabnahme, wobei Willott und Bross dies nicht
statistisch belegten, da sie nicht alle Grenzen genau festlegen konnten. Ebenfalls wie
die CBA/J Maus zeigte die C57 Maus nach dem ersten Lebensjahr eine deutliche
Volumenabnahme, wobei bei diesem Mausestamm der Horverlust bereits ab dem 2.
Lebensmonat einsetzt. Willott und Bross (1990) fuhrten den Volumenriickgang der
Oktopuszellregion auf einen Verlust an ,octopus cells”, dendritischer und primarer
cochleéarer Fasern zurtick. Den Hauptanteil an der Volumenabnahme sehen Willott
und Bross im Fehlen des massiven denritischen Baumes der ,octopus cells“. Die
Autoren sehen die ahnlichen morphologischen Veranderungen in beiden Stammen
als Alterungsprozess per se und nicht als eine spezifische Ursache peripheren
Horverlusts. Dennoch kommt es bei CBA/J-Mausen ab einem Alter von 12 Monaten
zu einem progressiven hochfrequenten Horverlust (an die 60 dB ermittelt durch
Hirnstammableitung bei 24 kHz, Sha et al., 2008), was den Volumenrickgang ab 12
Monaten erklaren kénnte. In einer nachfolgenden Studie, in der CBA/J Méause durch
Beschallung ab 2, 6 und 11 Monaten peripheren Schaden erlitten, zeigten Mause mit
11 und 24 Monaten eine wesentliche Volumenabnahme der Oktopuszellregion
verglichen mit gleichaltrigen unbeschallten CBA/J Mausen (Willott und Bross, 1994).
Ein wichtiger Faktor bei diesen Untersuchungen mit Mausen, der zur Abnahme des
Volumens der Oktopuszellregion fuhrte, scheint also ein peripherer Horverlust zu
sein, auch wenn das Muster von Horverlust und Volumenabnahme bei der C57 Maus
nicht perfekt korreliert.

Bei Deprivationen durch eine Schalleitungsschwerhorigkeit innerhalb der sensiblen
Phase konnten Gleich und Strutz (1997) beim Gerbil keine signifikanten
Volumenanderungen des PVCN feststellen. Die deprivierte Seite unterschied sich zur
undeprivierten Seite bei einem Deprivationszeitpunkt von 14 Tagen um annéhernd
12%, der Unterschied war aber nicht signifikant. Ein wichtiger Unterschied zwischen
den Deprivationsexperimenten bei Mausen und Gerbils besteht in der Art des
Horverlustes: Bei der Schalleitungsschwerhdrigkeit wird nur die Gehérkndchelchen-
Kette unterbrochen und die Cochlea bleibt intakt wahrend es nach Schalltraumen zu

einem Haarzell- und nachfolgenden Hornervenfaser-Verlust kommt.

6.4 Beurteilung morphometrischer Veranderungen im P VCN

Untersuchungen in dieser Arbeit ergaben fur die Querschnittsflache im PVCN keine

signifikante altersbedingte Veranderung (Diagramm 2). Da laut Hamann et al. (2002)
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der Horverlust bei Gerbils tber 3 Jahren eher gering ausféallt (bis zu 30 dB im
Tonaudiogramm), scheint dieses Ergebnis einleuchtend. Vergleichend zur Studie von
Willott und Bross (1990) mul3 folgendes bericksichtigt werden: Hier wurden CBA/J
Mause im Vergleich zu C57 Mausen als ,normalhdrend* eingestuft und als Indikator
fur zentrale Horstérungen eingesetzt. Zugleich sind 29 Monate alte CBA/J Mause
extrem alt und kénnen mit Gber 36 Monate alten Gerbils verglichen werden. Dennoch
mul3 ein Vergleich zwischen CBA/J M&ausen und Gerbils differenziert betrachtet
werden. CBA/J Mause entwickeln im hochfrequenten Bereich ab 12 Monaten (24
kHz) bzw. ab 18 Monaten (12 kHz) profunde Hérstérungen mit Haarzellverlust, die
sich ab 24 Monaten mit Schwellenwerterhbhungen bis Uber 100dB auszeichnen
kénnen (Sha et al., 2008). Das sind Werte, die Gerbils Gber 36 Monate in diesem
Umfang nicht erreichen. Die Schwellenerhéhung liegt laut Mills et al. (1990) in einem
Bereich von 8-16 kHz bei 30-35 dB. Der tatséachlich ermittelte milde Horverlust durch
Verhaltensstudien im Tonaudiogramm von bis zu 30 dB bei Gerbils Gber 36 Monaten
(Hamann et al., 2002), bewirkt offenbar keine Verkleinerung des PVCN Volumens.

Zellzahl und Zelldichte GABAerger und glyzinerger Neurone nahmen im PVCN alter
Gerbils zu, wobei die Zunahme nur fur Glyzin signifikant war (Diagramme 17, 21).
Fur einen Einschatzung altersbedingter Veranderungen glyzinerger Neurone liegen
leider keine vergleichbaren Daten vor. Trotzdem ist dieser Befund tberraschend, da
die meisten bisherigen Befunde eher darauf hindeuten, dass es im Alter zu Defiziten
beim inhibitorischen System kommt (Banay-Schwartz et al., 1989a,b, Caspary et. al.,
1995, Willott et al. 1997, Caspary et al., 2008).

Die Zunahme glyzinerger Neurone zeigte sich in dieser Arbeit vornehmlich im
ventralen Bereich des PVCN (Diagramm 23B) durch eine signifikante Zunahme ihrer
Dichte. Die Dichte GABAerger Neurone nimmt sowohl im ventralen Bereich des
PVCN, als auch wie hier signifikant in der Oktopuszellregion (dorsalen Bereich) zu
(Diagramm 23A). Die signifiante Dichtezuahme GABAerger Neurone im dorsalen
Bereich ist kritisch zu betrachten. Denn im Bereich der Oktopuszellregion war die
Anzahl der Zellen insgesamt sehr gering (Tabelle 37A), so dass hier die Variabilitat

besonders hoch war.
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6.5 Vergleichende morphometrische Untersuchungen im DCN

Beim Vergleich mdglicher zentraler Veranderungen im DCN bei C57 und CBA/J
Mausen konnte Willott et al. (1992) bei den C57 Mausen (progressiver Horverlust ab
2 Monaten) eine signifikante Volumenabnahme bereits ab diesem Monat fur die tiefe
Schichte feststellen. Die Volumina der beiden oberen Schichten anderten sich
wéahrend der ersten 24 Monate wenig, wobei das Volumen der tiefen Schicht dann
schon mehr als 20% abgenommen hat. Eine altersbedingte Abnahme in der
Neuronenzahl ergab sich bei C57 Mausen nur in der tiefen Schicht, nicht aber in der
molekularen und fusiformen Schicht. Bei CBA Mausen, bei denen eine
Horbeeintrachtigung erst ab 18 Monaten einsetzt (Sha et al., 2008) zeichnete sich fur
die tiefe Schicht eine Volumenabnahme erst ab 2 Jahren ab. Alternde CBA Mause
zeigten keine signifikanten Neuronenverluste. Die Verdnderungen im DCN beider
Mausestamme zeigten, dass periphere HoOrstérungen sich vor allem auf
Volumenanderungen in der tiefen Schicht des DCN auswirken. Da die tiefe Schicht
den meisten cochledren Input im DCN erhalt, treten Veranderungen am
ausgepragtesten in der tiefen Schicht des DCN hervor.

Diese Tatsache wird auch in einer weiteren Studie von Willott et al. (1994) deutlich.
Beim Vergleich mit gleichaltrigen unbeschallten CBA Mausen bewirkte ein
larminduzierter cochledrer Schaden im DCN signifikant verringerte Volumina. Die
Auswirkungen der Schallschadigung waren auf die tiefe Schicht des DCN begrenzt.
Eine Zunahme der Neuronendichte (bewirkt durch verringerte Volumina in den
Segmenten) war im Vergleich zu unbeschallten Mausen in der fusiformen und tiefen
Schicht signifikant. Zwischen den beschallten und unbeschallten CBA Méausen ergab
sich kein signifikanter Unterschied in der Neuronenzahl, also kein Neuronenverlust
durch die Beschallung (Willott et al., 1994).

Interessant im Hinblick auf den Effekt cochledrer Schadigung und/oder Altern auf
inhibitorische Neurone ist die Studie, die Willott et al. 1997 durchfiihrte. Dabei blieb
die Dichte glyzinerger Neurone bei C57 Mausen wahrend der ersten 12 Monate
unverandert, wobei diese dann in allen drei Schichten signifikant abnahmen. Bei
CBA Mausen blieb die Dichte bis ins hohe Alter unverandert. Willot et al. folgerten
daraus, dass weder cochlearer Schaden in jungem Alter (12 Monate alte C57

Mause), noch extremes Alter ohne schwere periphere Pathologie (CBA Mause),
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zwingend in signifikante Verdnderung glyzinerger Immunreaktivitat fuhren. Eine
Abnahme glyzinreaktiver Neurone besteht nur bei alten M&usen mit chronischem,
schwerem Horverlust (alte C57 Mause).

Als weiteres folgerten Willott et al., dass ,cartwheel cells" in alten C57 Mausen
durchaus noch vorhanden sind, jedoch ihre Immunreaktivitat fir Glyzin verloren
haben. Denn in friheren Studien (Willott et al., 1992) waren in der C57 Maus nur ein
altersbedingter Neuronenverlust in der tiefen Schicht und kein reiner Zellverlust in der
molekularen und fusiformen Schicht auszumachen. Willott et al. vermuten, dass in
der Zahlung von 1992 glyzinerge Neurone enthalten waren. Jetzt war allerdings eine
Abnahme glyzinerger Neurone in allen drei Schichten festzustellen. Somit missten in
den beiden oberen Schichten (hier sind als glyzinerge Zellen vornehmlich ,cartwheel

cells* anzufinden) die Neurone nur ihre Glyzinreaktivitat verloren haben.

Asako et al. (2005) konnte durch eine Deprivationsstudie zeigen, dass die glyzinerge
Immunreaktivitat in der tiefen Schicht des DCN durch periphere Schéadigung stark
beeintrachtigt werden kann. Durch 14- tagige binaurale Deprivation mittels Neomycin
bei ausgewachsenen Ratten nahm neben der SomagroRe die Zahl der
glyzinpositiven ,tuberculoventral cells” in der tiefen Schicht des DCN im Vergleich zur
Kontrollgruppe signifikant um 42% ab.

Beim Gerbil ist der DCN in seiner Gesamtheit unter den drei Kernen des CN am
frihesten ausgereift. Der AVCN zeigt nach dem Einsetzen der Horfahigkeit ein sehr
starkes Volumenwachstum. Sein Volumen nimmt zwischen dem 21. und 120. Tag
um mehr als 60% zu, wogegen der DCN ab dem 12. Tag nur noch eine moderate
Volumenzunahme bis zum 21. Tag aufweist. Dartber hinaus (21. Tag bis 3 Jahre)
gibt es keine systematischen Volumen&nderungen. Der PVCN liegt mit seinem
Wachstumsverhalten dazwischen (Gleich et al., 1998).

Diese frihere Reifung fuhrt wahrscheinlich auch dazu, dass sich das DCN-Volumen
durch Deprivationsversuche innerhalb der sensiblen Periode relativ unbeeindruckt
zeigt. Deprivationen am 14. postnatalen Tag ergaben zwischen der deprivierten und
der undeprivierten Seite des Gerbils eine Volumendifferenz von 7%.

Poljansky (2001) konnte im Rahmen seiner Doktorarbeit mittels Neomycin induzierter

neonataler Cochlea-Schéadigung zeigen, dass in der tiefen Schicht des DCN die Zahl
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der GABAergen Neurone anstieg und wie bei der Ratte (Asako et al., 2005) die der

glyzinergen Neurone abnahm.

6.6 Beurteilung morphometrischer Veranderungen im D CN

In dieser Arbeit konnte im DCN keine statistisch signifikante Veranderung der
Querschnittsflache zwischen jungen und alten Gerbils nachgewiesen werden
(Diagramm 2). Dies stimmt mit den Beobachtungen, die Gleich et al. (1998) beim
Gerbil mit einer anderen Tiergruppe machte, tUberein. Falls sich dennoch cochleare
Schéadigungen entwickelt haben sollten, so ware die Auswirkung auf den DCN
geringer als auf den AVCN (Fleckeisen et al., 1991, Anniko et al., 1989) und vielleicht
sogar fur diese Art der Messungen unmerklich. Zudem weisen die Befunde von
Hamann et al. (2002) darauf hin, dass der Horverlust selbst bei Tieren Uber 3 Jahren

eher gering (bis zu 30 dB im Vergleich mit jungen Tieren) ausfallt.

In dieser Arbeit hat das Alter keinen statistisch signifikanten Einfluss auf die Anzahl
bzw. Dichte GABAerger bzw. glyzinerger Neurone (Diagramme 30,34), was mit den
Versuchen von Willott et al. (1994; 1997) Ubereinstimmt. Dennoch nehmen die
Dichten sowohl in der molekularen und tiefen Schicht, wenn auch nicht signifikant,
vor allem fir glyzinerge Neurone zu (Diagramm 36). Die Zunahme beruht hier mehr
auf einer Zellzahlzunahme, als auf einer Flachenabnahme. Diese Beobachtung
scheint paradox, nimmt doch laut Willott et al. (1997) die Dichte glyzinerger Neurone
in der superfiziellen Schicht (vermutlich ,cartwheel cells®) innerhalb 1 bis 29 Monaten
um 61% und die der GABAergen um 27% ab. Ebenso steht sie im Widerspruch zu
den Messungen, die Banay-Schwartz et al. (1989a, b) bei der Ratte machten. Die
Glyzin-Konzentration nahm bei 29 Monate alten Ratten im CN um 29% im Vergleich
zu 3 Monate alten Tieren signifikant ab, wobei die GABA-Konzentration unverandert
blieb. Entgegen der Erwartungen aufgrund der anderen diskutierten Arbeiten wurde
keine Abnahme gefunden, was maoglicherweise darauf zuriickgefiihrt werden kann,
dass selbst die altesten Tiere wahrscheinlich nur einen geringen Horverlust hatten.

Die beobachtete geringfligige Zunahme der glyzinergen Zellen kdnnte auf einen
ahnlichen Mechanismus zurtickzufiihren sein, wie es Idrizbegovic et al. (2001) fur die
Expression des calziumbindenden Proteins Calbinin im DCN bei CBA Mausen

beobachtete. Calbindin Immunreaktivitat wurde hauptsachlich in der molekularen
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Schicht in ,cartwheel* und ,stellate cells" gefunden und die Menge dieser Zellen
wuchs signifikant mit dem Alter um 1,6% (1 bis 39 Monate). Die Autoren vermuten
unter Anderem, dass dies eine de novo Expression dieses Proteins von Neuronen
ist, die im jungen Alter das Calbindin nicht enthielten, dies aber im Laufe des Lebens
immer mehr exprimieren. Calbindin wurde auch neu nach Cochleotomie von Zellen
exprimiert, die vorher unter normalen Bedingungen dieses calziumbindende Protein
nicht enthielten (Forster und llling, 2000). Ob die hier beobachtete geringfigige und
nicht signifikante Zunahme von glyzinexprimierenden Zellen peripher bedingt
und/oder ein reiner Alterungsprozess ist, kann nicht geklart werden.

Fest steht jedoch, dass periphere Horstérungen laut der Befunde von Hamann et al.
(2002) nur relativ gering ausfielen und da (mit Ausnahme des AVCN) kaum
altersbedingte Veranderungen bei den untersuchten Parametern gefunden wurden,
erscheint zumindest PVCN und DCN relativ resistent fur rein altersbedingte

Veranderungen.

Signifikante Veranderungen, die mehr die tiefe Schicht des DCN als die molekulare
und fusiforme Schicht betreffen, konnten in dieser Arbeit nicht festgestellt werden.
Fest steht, dass sich cochledre Horschadigung bei den Untersuchungen an Mausen
im AVCN, PVCN und der tiefen Schicht des DCN manifestiert, also in Bereichen, die
am starksten von Hornervfasern innerviert werden (Willott, 1996). Wobei sich der
DCN im Vergleich zum AVCN am resistentesten gegenuber peripheren Stérungen
zeigt (Fleckeisen et al., 1991). Falls bei den in dieser Arbeit untersuchten Tieren
periphere HOrstorungen auftraten, so zeigen sie sich am ehesten in der
Flachenabnahme im AVCN.

Veranderungen im CN, die nur auf Alterungsprozesse per se zuriickzufiihren sind,
konnten in dieser Arbeit nicht eindeutig festgestellt werden, andererseits weisen die
Befunde von Hamann et al (2002) und Gleich et al. (2006) darauf hin, dass selbst bei
den Uber 3 Jahre alten Gerbils der Horverlust meist gering ausfallt und weit weniger
als die Halfte der Tiere einen Hoérverlust von mehr als 20 dB aufweisen und selbst
Uber 4 Jahre alte Tiere mit normalem Horvermdgen vorkommen. Dies kdnnte
Begrinden, dass die Veranderungen im CN der Wiuistenrennmaus im Vergleich zu
bisherigen Untersuchungen bei Mausen und Ratten nur gering ausfallen und

Uberwiegend auf den Alterungsprozesse per se zuriickzuftihren sind.
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7. Physiologische altersbedingte Veranderungen im CN

Viele altersbedingte Verdnderungen im inhibitorischen System mdgen durch
morphologische Untersuchungen nicht entdeckt werden. So fanden Willott et al.,
(1997) nur bei alten C57 Mausen mit hochgradigem Horverlust einen signifikanten
Verlust glyzinerger Neurone und eine Abnahme von Glyzin-Rezeptoren, wahrend bei
sehr alten CBA Mausen kein Verlust glyzinerger Neurone oder von Glyzin-
Rezeptoren festgestellt wurde. Beim Vergleich von 3 und 29 Monate alten ,Fischer
344" Ratten konnten Banay-Schwartz et al. (1989a) eine Abnahme der Glyzinmenge
(gemessen in nmol/mg Protein) um 29% und keine Veranderung in der GABA-Menge
(Banay-Schwartz et al. (1989b) nachweisen. In der gegenwartigen Arbeit konnte kein
Hinweis darauf gefunden werden, dass die Anzahl GABAerger und glyzinerger
Neurone in DCN und PVCN im Alter abnimmt (Diagramme 17, 30). Im AVCN hatte
das Alter keinen Einflu3 auf die Anzahl glyzinerger Zellen, wahrend die Anzahl
GABAerger Neurone im AVCN bei alten Tieren im Mittel 23% kleiner als bei jungen
Tieren war (Diagramme 5, 6). Allerdings war dieser Unterschied in der
gegenwartigen Stichprobe nicht signifikant. Funktionell kénnte sich aber nicht nur ein
Verlust von inhibitorischen Zellen, sondern auch weniger gravierende
Verédnderungen (z.B. Schrumpfung von Zellen, wie sie z.B. fir den MNTB bei alten
Gerbils beschrieben wurde, Gleich und Strutz, 2002) auswirken.

Die physiologische Studie von Caspary et al. (2005) weist darauf hin, dass bei alten
Ratten die Funktion der ,tuberculoventral cells* im DCN beeintrachtigt ist und zeigt
auf, zu welchen Veradnderungen im Antwortmuster der ,fusiform cells* dies fiuhren
kann:

Wie im Abschnitt 3 der Diskussion beschrieben, sind mithilfe inhibitorischer
Verbindungen die Outputneurone im DCN in der Lage, Schallstimuli zeitlich genau
sogar wahrend lautem Hintergrundgerausch tber einen weiten Frequenzbereich
hinweg zu codieren (Frisina und Walton, 1994, Caspary et al., 1994, Backoff et al.
1999). Verantwortlich hierfur sind vor allem die ,tuberculoventral cells, die stark
hemmenden Input auf die ,fusiform cells” im DCN austben (Caspary et al., 1994)
aber auch zum VCN projizieren. Durch Vergleiche mit Studien, die mit
Glyzinrezeptorblockaden den Verlust inhibitorischer Hemmung imitieren, untersuchte
Caspary et al. (2005) das Antwortverhalten von ,fusiform cells* im DCN junger und
alter ,Fisher Brown Norway“ Ratten. Sie fanden altersbedingt héhere maximale
Entladungsraten (bei charakteristischen Frequenzen). Vor allem bei lauten Tonen ab
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20 dB uber der Schwelle nahmen die Entladungsraten (Entladungen pro Sekunde)
nach einem Tonstimulus stark zu. Ebenso zeigten sich signifikante Veradnderungen in
der Verteilung so genannter ,postsynaptischer Zeithistogramm-Typen*“. Die Zahl der
.pauser‘-Neuronen nahm altersbedingt signifikant ab, wobei die Zahl der ,wide-
chopper-“ und ,buildup“- Neuronen anstieg. Zudem stellten sie hohere
Entladungsraten wahrend spontanen Aktivitaten bei alteren Ratten fest. Diese
altersbedingten Veranderungen &ahneln denen, die beobachtet wurden, wenn
glyzinerger Input auf die ,fusiform cells* durch Strychnin geblockt wurde. Das Altern
resultiert somit in einem selektiven Verlust glyzinerger inhibitorischer Prozesse
(Caspary et al., 2005). Im Fall der ,tuberculoventral cells* wirde sich dies auch auf
den VCN und deren postulierten Beitrag zur Echo-Suppression auswirken
(Wickesberg, 1990). Eine im Alter eingeschrankte Funktion der ,tuberculoventral
cells* wirde die Echo-Suppression, aber auch die Dynamik der Antworten der
Jfusiform cells* beeintrachtigen, die beide fiur das Sprachverstehen, besonders
wahrend Hintergrundgerduschen wichtig sind.

Der Abfall inhibitorischer Transmitterfunktion kann sich unter Anderem in veranderter
Transmitter- Abgabe bzw. Aufnahme und veranderter
Rezeptorbindungseigenschaften &ufern (Caspary et al., 2008). Im folgenden
Abschnitt wird deshalb auf Verdnderungen im inhibitorischen System eingegangen,
die sich mit lichtmikroskopischen morphologischen Untersuchungen nicht oder nur

schwer nachweisen lassen.

8. Altersbdingte synaptische Veranderungen des inh ibitorischen

Systems

Helfert et al. (2003) stellte mittels elektronenmikroskopischer Untersuchungen bei
.Fischer 344" Ratten fest, dass die cytoarchitektonische Organisation des AVCN bei
alten Tieren im Gesamten relativ stabil bleibt. Sie zeigten keine alterbedingten
Veranderungen in der Neuronenzahl, Dichte und ZellgroRe. Auch die Dichte und
Anzahl der Anschnitte von Dendriten zeigten keine signifikanten Veranderungen
beim Vergleich junger und alter Tiere. Nur die Grol3e der Terminalien, die Dendriten
mit einem Durchmesser unter 2um kontaktieren, nehmen signifikant ab. Es ist

anzumerken, dass Dendriten mit dieser Grof3e den grofdten Prozentsatz aller
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Dendriten im AVCN ausmachen. Darunter sind die Terminalien mit runden und
pleomorphen Vesikeln in ihrem Volumen um 44% bzw. um 24% reduziert. Laut
Helfert et al. kann diese signifikante Verkleinerung dieser Vesikel zur Abnahme der
Glyzinmenge im CN um 29% (Banay-Schwartz et al., 1989b) beitragen. Insgesamt
fanden Helfert et al. (2003) im AVCN verglichen mit dem IC erheblich geringere
altersbedingte Veranderungen. Sie stellen auch fest, dass es trotz der
,morphologischen Stabilitat des AVCN bei alten Ratten Hinweise auf Anderungen
der synaptischen Funktion (z.B. Glyzin: Banay-Schwartz et al., 1989a,
Glyzinrezeptoren: Milbrandt und Caspar, 1995) gibt.

Neben prasynaptischen Anderungen wurden auch altersbedingte Veranderungen in
der Aktivitat von GABA- und Glyzinrezeptoren beschrieben.

Beim Vergleich junger und alter ,Fischer 344" Ratten konnten Milbrandt und Caspary
(1995) eine signifikante Abnahme der Strychninbindung im AVCN um 23% und im
DCN um 26% beobachten. Durch Sattigungsanalysen konnten sie nachweisen, dass
die Abnahme an Bindung nicht an einer verringerten Affinitdt zum Rezeptor, sondern
an signifikant verringerten Bindungsstellen liegt. Auch Milbrandt und Caspary
schlieBen die Mdglichkeit nicht aus, dass veranderte inhibitorische Transmission
einen kompensatorischen Mechanismus darstellt, um das Gleichgewicht zwischen
Exzitation und Inhibition aufrechtzuerhalten.

Mittels In- situ- Hybridisation untersuchten Krenning et al. (1998) den Grad der
Genexpression von alphal-, alpha2-, alpha3- und beta- Untereinheiten der
Glyzinrezeptoren im AVCN von 3, 18 und 27 Monate alten Fischer 344 Ratten. Die
alphal-Untereinheit nahm zwischen 3 und 27 Monaten um 15% ab, daflr erhéhte
sich die alpha2-Untereinheit um 22%. Diese Tatsache kodnnte auch ein
Erklarungsversuch fur die verringerte Strychninbindung sein, die Milbrandt und
Caspary (1995) feststellten, denn die alpha2-Untereinheit bietet fur Strychnin nur
geringe Affinitat. Zudem bewirkt ein erhohter alpha2-Anteil verlangerte
Durchschnittséffnungszeiten der Chloridkanale, was wiederum die Dauer
inhibitorischer postsynaptischer Strome verlangert. AuRerdem nahm im AVCN der
Ratten die Zahl der Glyzinrezeptoren signifikant ab. Dies fihrten die Autoren auf die
signifikante Abnahme der mRNA der beta-Untereinheit zurick, denn die beta-
Einheiten scheinen die integrale Komponente aller Glyzinrezeptoren zu sein. Diese
Arbeiten zeigen, dass es im Alter zu sehr komplexen Veranderungen kommt.

Krenning et al. interpretieren die altersbedingte Anderung bei den Glyzinrezeptoren
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als eine Art Kompensation auf den erniedrigten préasynaptischen Glyzinspiegel
(Banay-Schwartz et al., 1989b).

Die Datenlage zum Thema altersbedingter synaptischer Veranderungen des
GABAergen Systems im CN ist sehr dinn. Raza et al. (1994) fanden im CN keine
altersbedingten Veranderungen der Aktivitat des GABAbildenden Enzyms GAD und
ebenfalls keine Veranderungen in der Aktivitat der GABA-Transaminase, das fur die
Deaktivierung von GABA im Interzellurarraum zustandig ist. Dagegen zeigte sich im
zentralen Kern des Inferior Colliculus ein gestértes Verhdltnis in der Ab- und
Aufnahme des Transmitters, was insgesamt zu verringerter Transmitterfreisetzung
fuhrt.

Ubereinstimmend mit einem aktuellen Review (Caspary et al., 2008) konnte ich zum
Thema altersbedingter postsynaptischer Veranderungen des GABAergen Systems
im CN keine Studien finden.

Untersuchungen, die Caspary et al. (1999) im Inferior Colliculus bei der Ratte
vorgenommen hatte, kdnnen zumindest einen Einblick verschaffen und stellen
Veranderungen in hoheren Kerngebieten der Hoérbahn dar. Sie untersuchten
altersbedingte Veranderungen der Untereinheiten beim GABAA Rezeptor bei Fischer
344 Ratten und konnten eine signifikante Zunahme der gammal-Untereinheit bei
alten Tieren im Vergleich zu jungen Tieren feststellen. Diese Untereinheit andert das
synaptische Profil derart, dass der GABAA Rezeptor eine hbhere Affinitat zu GABA
zeigt und gleichzeitig die Durchflussrate der Chloridkanéle erhdht und somit bei alten
Ratten im IC eine erhohte GABA Effizienz bewirkt. Dies stellt wiederum Teil eines
Kompensationsprozesses fur altersbedingte prasynaptischer Reduktion des GABA-
Spiegels dar (Caspary et al.,, 1999). Da laut Raza et al. (1994) der CN in der
Ausschittung von GABA als Transmitter unverandert bleibt, sich laut Banay-
Schwartz (1989a) der GABA-Spiegel im CN nicht andert und in meiner Arbeit keine
bemerkenswerte Veranderung GABAerger Neurone zu erkennen war, gibt es
vermutlich  keine groReren altersbedingte Veranderung des GABAergen
Transmitterprofils im CN.

Im Gegensatz dazu stehen die Beobachtungen einer Zunahme der Anzahl
glyzinerger Neuronen. Sie ist signifikant im PVCN (Diagramm 17), die insbesondere
im ventralen Bereich des PVCN zu einer erhdhten Dichte glyzinerger Zellen fuhrt

(Diagramm 23) und nicht signifikant im DCN (Diagramm 34). Wie diese Zunahme
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einzuorden ist, bleibt unklar, steht sie doch im Gegensatz zu bisherigen Ergebnissen
anderer Studien zZu altersbedingten Veradnderungen inhibitorischer
Transmittersysteme in der Horbahn.

Zusammenfassend zeigen sich in dieser Arbeit fir viele der untersuchten Parameter
keine altersbedingten Veranderungen. Als signifikante altersbedingte Veranderungen
konnten nur eine verringerte AVCN Querschnittsflache bei einem Teil der alten Tiere
und eine erhéhte Zellzahl und Dichte glyzinerger Neurone im PVCN dokumentiert
werden. Damit scheint der CN-Komplex im Vergleich zu anderen Kernen der
aufsteigenden Horbahn (z.B. IC, Caspary, 2005) relativ resistent gegen
altersbedingte Veranderungen. Dieser Aspekt der Ergebnisse aus der vorliegenden
Arbeit deckt sich mit den Beobachtungen von Helfert et al. (2003) bei der Ratte und
unterstreicht die Beobachtung, dass in den Kernen der Hérbahn sehr spezifische und
unterschiedliche Alterseffekte auftreten (z.B. MNTB: Gleich und Strutz (2002), LSO:
Gleich et al., 2004; MSO und LNTB: Gleich O., Dalles C., Strutz J. (2005), Gleich, O.
(2007), IC: Gleich, O., Boehmig, J., Strutz, J. (2008)).

Eine Frage, die hier nicht geklart werden kann ist, inwieweit altersbedingte
Anderungen des inhibitorischen Systems durch einen peripheren Horverlust
ausgelost werden (Caspary et al., 2008), oder ob es unabhangig vom peripheren
Horvermogen zu altersbedingten Veranderungen in der Hérbahn kommt. Die wichtige
Rolle des peripheren Horvermdgens wird durch Deprivationsexperimente (z.B.
Suneja et al., 1998) oder durch Maus-Modelle mit genetisch friih einsetzender
Horstorung demonstriert (z.B. Willott et al., 1997). Andererseits gibt es Hinweise
darauf, dass mit geeigneten Testparametern (gap-detection, Nachverdeckung)
altersbedingte Defizite bei der Wahrnehmung dieser komplexeren Stimuli auch bei
Probanden auftreten, deren peripheres Horvermoégen normal erscheint (Snell und
Frisina, 2000, Hamann et al., 2004; Gleich et al., 2007). Unabhangig von der
Ursache beeintrachtigen altersbedingte Veranderungen des inhibitorischen Systems

ganz wesentlich die Verarbeitung komplexer Schallsignale in der Horbahn.
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E ZUSAMMENFASSUNG

Das Mittelohr zeigt keine physiologische Alterung, bleibt in seiner mechanischen
Funktion im Laufe des Lebens stabil und zeigt keine Alterungsprozesse mit
messbaren HoéreinbulRen (Hesse, 2006), wohingegen das Innenohr mit seiner
sensorischen Funktion weitaus anfalliger gegentber Alterungsprozessen und
storender Einflisse im Laufe eines Lebens ist. Altersbedingte Veranderungen im
Innenohr, die zu verschlechtertem HoOrvermdgen (periphere Horstérung) fihren
kénnen, sind weitgehend bekannt. Sie aufern sich vor allem in verminderter
Frequenzselektivitat und Erh6hung der Schwellenwerte, beginnend im basalen
(hochfrequenten) Bereich der Cochlea. Horgerate sind in der Lage, diesen erhdhten
Schwellenwert auszugleichen. Das eigentliche Problem in der Horakustik stellen
Veranderungen im zentralen Teil des Gehors dar. Denn infolge, zusétzlicher oder
auch ohne peripherer Alterungsprozesse, konnen zentrale Verdnderungen im Laufe
des Alterwerdens auftreten. Betroffene haben trotz passender Horgerate Probleme,
Sprache bei Hintergrundgerauschen, also hauptséchlich im gesellschaftlichen
Umfeld, zu verstehen. Psychoakustische Studien bei Menschen und Tieren
bestétigten, dass zentrale Veranderungen in der Hérbahn daflr verantwortlich sind.
Zudem zeigten physiologische Test, dass vor allem Veranderungen im
inhibitorischen  System flr eine verschlechterte zeitliche Codierung von
Schallsignalen und folglich fur ein verschlechtertes Sprachverstandnis, verantwortlich
sind.

Der Nucleus cochlearis (CN) ist mit seinen Unterkernen, dem anteroventralen
(AVCN), posteroventralen (PVCN) und dorsalen (DCN) Cochleariskern, der erste
Kern in der aufsteigenden Horbahn. Er stellt die erste Relais-Station der
aufsteigenden Hoérbahn dar, in der Schallinformationen aus der Cochlea Uber den
Hornerv in die zentrale Horbahn umgeschaltet werden. Uber ihn gelangen
Informationen in den Oberen Olivenkomplex (SOC) und Inferior Collicullus (IC). In
der vorliegenden Arbeit wird der CN auf mégliche altersbedingte morphologische
Veranderungen hin untersucht. Es wurden Messungen durchgefuhrt, die Aufschliisse
Uber GroRRenveranderungen der CN-Unterkerne AVCN, PVCN und DCN und
Veranderungen von Anzahl und Dichte GABA- und glyzinexprimierender Neurone
liefern. Hierzu wurden 11 ,junge“ Gerbils im Alter von 4-16 Monaten und 18 ,alte”

Gerbils mit 36-57 Lebensmonaten untersucht und verglichen.
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Es zeigten sich fur viele der untersuchten Parameter im CN keine altersbedingten
Veranderungen. Als signifikante altersbedingte Veranderungen lie3 sich nur eine
verringerte AVCN Querschnittsflache bei einem Teil der alten Tiere feststellen. PVCN
und DCN zeigten dahingehend keine Anderung. Die verringerte AVCN
Querschnittsflache scheint unabhangig von peripherem Hoérverlust eine individuelle
Erscheinungsform alter Gerbils (> 36 Monate) zu sein, da nur knapp die Halfte der
alten Tiere deutlich geringere Messwerte aufwiesen. Dieses Ergebnis steht in
Ubereinstimmung mit den Beobachtungen, die Gleich et al. (1989) beim Gerbil und
Konigsmark und Murphy (1972) beim Menschen machten.

Zudem zeigte sich eine erhohte Zellzahl und Dichte glyzinerger Neurone vor allem im
ventralen Bereich des PVCN. Auch im DCN konnte eine deutliche, aber nicht
signifikante Erhohung glyzinerger Neurone beobachtet werden. Wie diese Zunahme
einzuordnen ist, bleibt unklar, steht sie doch im Gegensatz zu bisherigen
Ergebnissen anderer Studien, die im Zusammenhang mit altersbedingten
Veranderungen eine Abnahme des inhibitorischen glyzinergen Transmittersystems
aufzeigten (Banay-Schwartz et al., 1989b, Milbrandt und Caspar, 1995, Krenning et
al., 1998, Willott et al. 1997, Caspary et al., 2008).

Die Anzahl und Zelldichte GABAerger Neurone unterschied sich zwischen jungen
und alten Gerbils nicht bemerkenswert und weist in Ubereinstimmung mit anderen
Studien darauf hin (Banay-Schwartz, 1989a, Raza et al., 1994), dass im CN keine
grolReren altersbedingten Veranderungen des GABAergen Transmitterprofils zu
finden sind.

Fest steht, dass im Vergleich zu anderen Kernen der aufsteigenden Horbahn der CN-
Komplex gegenuber altersbedingten Veranderungen relativ resistent ist und dass
sich altersbedingte Verdnderungen innerhalb der Kerne der aufsteigenden Hoérbahn

sehr spezifisch und unterschiedlich auswirken.
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CN
GABA
GAD

SOC
MSO
LSO
MNTB
LNTB
VNLL

IAS
DAS
IPSP

Cochlearis Nucleus, Cochleariskern

Gamma-Amino-Butyric Acid, Gamma-Amino-Buttersaure
Glutamic-Acid-Decarboxylase, Glutaminsaure-Decarboxylase
Inferior Colliculus

Superior Olivary Complex, oberer Olivenkoplex

Medial Superior Olive; mediale obere Olive

L ateral Superior Olive, laterale obere Olive

Medial Nucleus of Trapezoid Body, mediales Trapezkorperchen

L ateral Nucleus of Trapezoid Body, laterales Trapezkdrperchen
Ventral Nucleus of Lateral Lemniscus, ventraler Kern des lateralen
Lemniskus

Intermediate Acoustic Stria, mittlere akustische Stria

Dorsal Acoustic Stria, dorsale akustische Stria

Inhibitory Postsynaptic Potential, inhibitorisches postsynaptisches

Potential
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