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Zusammenfassung

1 Zusammenfassung

Innere Haarsinneszellen (IHZ) sorgen fir die Umwandlung eines Schallreizes in elektrische
Erregung und eine Ubertragung des Signals auf das erste Neuron der Hérbahn. Der span-
nungs- und calciumabhangige BK-Kalium-Kanal ist in inneren Haarsinneszellen fir die
schnelle Repolarisation der IHZ zustandig. Damit kdnnte der Kanal ein Angriffspunkt fir den
NO-cGMP-PKG-Signalweg sein, dessen Aktivierung die IHZ vor einem Larmtrauma schitzt.
Um diese Hypothese zu Uberprifen, wurden die BK-Stréme der IHZ mit dem nicht hydroly-
sierbaren Analogon des cGMPs, 8-Bromo-cGMP, und unter zwei verschiedenen Calciumkon-
zentrationen in der Intrazellularldsung gemessen. Die freie Calciumkonzentration in IHZ ist
nicht bekannt, da die Zellen eine hohe Konzentration verschiedener Calciumpuffer enthalten.
BK-Stréme zeigten als Antwort auf das zugegebene 8-Bromo-cGMP eine Veranderung in
Abhangigkeit von der freien intrazellularen Calciumkonzentration. Eine Calciumkonzentration
von 2 nM fuhrte zu einer Stromerhdhung, bei 20 nM kam es jedoch zu einer Reduktion des
Stroms. Zudem waren die Aktivierungszeitkonstanten der BK-Strome bei 20 nM niedriger,
d. h. der Kanal aktivierte schneller. Jedoch wurde dieser Effekt durch 8-Bromo-cGMP wieder
umgekehrt. Insgesamt konnten sowohl bei 2 nM als auch bei 20 nM intrazellularem Calcium
Effekte von 8-Bromo-cGMP auf die BK-Strome ausgemacht werden. Es ist jedoch unwahr-
scheinlich, dass der Kanal zur Stabilisierung der inneren Haarsinneszellen nach Larmtrauma
beitragt. Wahrend eines Larmtraumas ist die Calciumkonzentration in den Zellen erhdht, was
in diesen Experimenten bei Aktivierung der NO-cGMP-Kaskade zu reduzierten BK-Stromen
fuhrte. Es kann lediglich vermutet werden, dass der Kanal zwar phosphoryliert wird, sich
hinter der protektiven Wirkung des NO-cGMP-Signalwegs jedoch ein anderer Mechanismus

verbirgt.

Spannungsgesteuerte Calciumkanale bestehen aus einer porenbildenden ai-Untereinheit
und den akzessorischen Untereinheiten Ca, (B) und Ca,a.0 (a.0). Es existieren 10 verschie-
dene Gene der a;-Untereinheit; B- und a,0-Untereinheit werden durch je vier Gene kodiert.
Der Calciumeinstrom in IHZ verursacht die Ausschittung des Neurotransmitters Glutamat,
der an der Postsynapse exzitatorische postsynaptische Potentiale (EPSP) und in deren
Folge Aktionspotentiale auslost. In IHZ setzt sich der Calciumkanal hauptsachlich aus der

Ca,1.3-a4-, der p2-Untereinheit und bislang nicht identifizierten a.5-Untereinheiten



Zusammenfassung

zusammen. In dieser Arbeit sollte untersucht werden, welche der vier a,0-Untereinheiten am
Aufbau des Kanalkomplexes beteiligt sind. Quantitative Real-Time-PCR Experimente mit
mRNA von Haarsinneszellen identifizierten die a.62-Untereinheit als vorherrschende Unter-
einheit. Nachfolgende Untersuchungen an IHZ von Mausen mit Mutation der a,562-Unterein-
heit (ducky- oder du/du-Mause) sollten kléren, ob diese Untereinheit in der Horbahn, aber
insbesondere auch in den IHZ eine Rolle spielt. Die Messung der Horfunktion der du/du-
Mé&ause ergab eine um 18 dB SPL erhohte Horschwelle und damit einen moderaten Horver-
lust. Unerwarteter Weise waren die DPOAE-Amplituden, ein Mal} fir die Funktionalitat des
cochledren Verstarkers und die Integritat der dulReren Haarsinneszellen, bei du/du-Mausen
gegenuber der Kontrolle nicht vermindert, sondern sogar erhéht. Die Horschwellenerhéhung
deutete auf ein Defizit in der aufsteigenden Horbahn der du/du-M&ause hin. Um dies weiter zu
untersuchen, wurden Calcium- und Bariumstrome in IHZ der apikalen Windung des Corti-Or-
gans gemessen. Die maximalen Stromamplituden waren bei den du/du-Mausen um etwa
30 % reduziert und die Strom-Spannungskurven um 7 mV und 5 mV Richtung positiver
Potentiale verschoben. Jedoch konnte auch bei den du/du-Mausen die a,02-Untereinheit
immunhistochemisch an der Zellmembran nachgewiesen werden. Da in Purkinje-Zellen des
Cerebellums von du/du-Mausen ein verkirztes a,062-Protein gebildet wird, ist nicht auszu-
schlielen, dass dies auch in den IHZ der Fall ist. Das verkirzte Protein wiirde entgegen
jeder Vermutung die Zellmembran erreichen und eventuell auch Einfluss auf den Calcium-
strom nehmen. Zudem wurde in immunhistochemischen Untersuchungen gezeigt, dass die
postsynaptische Struktur in den du/du-Mausen verandert ist. Dies konnte ein Hinweis darauf
sein, dass die a,02-Untereinheit an der Organisation von Pra- und Postsynapse beteiligt ist.
Weitere Untersuchungen der IHZ von du/du-Mausen hinsichtlich Calciumkanal- und Ribbon-
Synapsen-Verteilung, Expression der 32-Untereinheit und Otoferlin-Expression zeigten keine
Unterschiede. Die Veranderung des Calciumstroms in IHZ und eine daraus wahrscheinlich
resultierende verminderte Exozytoserate der IHZ kénnten fir den Horphanotyp verantwort-
lich sein. Dennoch kdnnte das Fehlen der a,02-Untereinheit die Horbahn noch an anderer
Stelle beeintrachtigen, z. B. durch eine verminderte synaptische Funktion der die duf3eren
Haarsinneszellen (AHZ) hemmenden Efferenzen, was die erhdohten DPOAE-Amplituden
erklaren wirde. Zusammenfassend wurde in dieser Arbeit gezeigt, dass die a,62-Unterein-
heit eine wichtige Rolle beim Calciumkanal-Aufbau in IHZ spielt und das Fehlen des vollstan-

digen a,02-Proteins einen Horverlust nach sich zieht.
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2 Summary

Mature inner hair cells (IHC) convert mechanical sound stimuli into electrical excitation which
in turn is transmitted to the first neuron of the auditory pathway via chemical synapses.
Voltage and calcium-activated BK channels in IHCs are the most important potassium chan-
nels for fast repolarization of the IHC and counteract sound-induced depolarization. Stimula-
tion of the NO-cGMP-PKG signaling pathway via phosphorylation by PKGI exerts protecting
effects on IHCs after noise trauma. It was hypothesized that BK channels are a possible
target of this pathway. In this thesis | analyzed whether 8-bromo-cGMP, a non-hydrolysable
analogue of cGMP, affects BK currents of IHCs at two different intracellular calcium concen-
trations. The free calcium concentration in IHCs is not known because IHCs possess high
concentrations of different calcium buffers. Upon intracellular application of 3 uM 8-bro-
mo-cGMP, BK currents were increased at a calcium concentration of 2 nM, whereas a
decrease of the BK currents was observed at a calcium concentration of 20 nM. Channel
activation was faster at 20 nM versus 2 nM intracellular free calcium concentration, but this
effect was reversed by application of 8-bromo-cGMP. In summary, at the two intracellular
calcium concentrations tested, differential effects of 8-bromo-cGMP on BK-currents were
detected, but it is unlikely that alterations of BK channels contribute to the stabilization of
IHCs after noise trauma. Acoustic overstimulation results in calcium increase, but in this
study BK currents were found to decrease upon activating the NO-cGMP-PKG signaling
pathway at 20 nM intracellular calcium. Thus, although BK channels are likely being phos-
phorylated the protective effects of the NO-cGMP-PKG signaling pathway for the IHC are

rather caused by other mechanisms.

Voltage-gated calcium channels are composed of an a; pore-forming subunit and the auxi-
liary subunits Ca, (B) and Ca,a,0 (a.0). The a; subunit is encoded by 10 different genes
whereas 3 and 0,0 are encoded by 4 genes each. Calcium currents trigger transmitter
release in IHCs which in turn initiates the generation of excitatory postsynaptic potentials
(EPSP) and action potentials. Calcium channels in IHCs are mainly composed of the subu-
nits Ca,1.3 (a4) and B2 and so far unidentified a,d subunits. The aim of this thesis was to
define those 0,0 subunits that are part of IHC calcium channel complexes. Quantitative real

time PCR experiments with hair cell-derived mRNAs identified 0,02 as the main a,® subunit
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in inner and outer hair cells. We used a mouse model with a mutated 0,62 protein (ducky or
du/du mice) to further analyze hearing performance and IHC function. Hearing levels of
ducky mice were increased by 18 dB SPL. Unexpectedly, DPOAE amplitudes, an objective
indicator of the function of the cochlear amplifier and of outer hair cell (OHC) integrity, were
increased in ducky mice. The increase of the hearing level indicated a defect in the ascen-
ding auditory pathway. Barium and calcium currents of mature apical IHCs of the cochlea
were measured to further analyze what caused that hearing loss. Maximum current ampli-
tudes were reduced by 30 % in ducky mice and the I-V-curves were shifted by 7 mV and
5 mV towards positive potentials. Surprisingly, a,02-immunopositive spots could still be
detected at synaptic ribbons of ducky IHCs. Because a truncated a,62 protein is being
produced in cerebellar Purkinje cells, the existence of such a truncated protein in IHCs
cannot be ruled out. Contrary to previous assumptions, this truncated protein apparently
reached the plasma membrane and also affected calcium currents. Furthermore, the pattern
of the postsynaptic protein PSD-95 was changed in ducky mice. Thus, the a,82 subunit could
be involved in the organization of pre- and postsynapses independent of its function in
calcium current enhancement. Experiments regarding calcium channel and ribbon synapse
distribution and expression of 32 and otoferlin revealed no differences in ducky mice. Decre-
ased calcium currents likely causing reduced exocytosis could explain the hearing pheno-
type. Nevertheless, the 0,62 mutation could also influence the auditory pathway at different
locations: for example, reduced inhibitory synaptic function of the efferent fibers may explain
increased DPOAE amplitudes. In conclusion, the results of this thesis show that the 0,62
subunit plays a crucial role in the composition of IHC calcium channel complexes and that

the ducky mutation of the 0,62 protein leads to a hearing deficit.
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3 Einleitung

Das Ohr ist ein sensibles und komplexes Sinnesorgan. Es dient dem Menschen zum
Erkennen und Lokalisieren von Gefahren, vor allem aber ist es fir Erwerb und Aufrechterhal-
tung von Kommunikation durch Sprache unerlasslich. Eine Schadigung des Hoérvermogens
bedeutet einen hohen Verlust an Lebensqualitat. Aufnahme und Verarbeitung von Schallsi-
gnalen mussen sehr empfindlich, schnell und zeitlich prazise ablaufen. Nur so ist es moglich,
Gerausche zu detektieren, zu lokalisieren, Lautstarken und Tonhohen zu unterscheiden

sowie storende Schallquellen zu unterdriicken.

3.1 Aufbau und Funktion des Ohrs

Das Saugerohr setzt sich aus Auften-, Mittel- und Innenohr zusammen. Hérmuschel und
Gehorgang bilden das AufRenohr. Das Mittelohr besteht aus Trommelfell, Paukenhdhle und
der Gehdérkndéchelchen-Kette mit Hammer, Amboss und Steigbiigel. Das Innenohr umfasst
die Gehoérschnecke (Cochlea) und das Gleichgewichtsorgan (Vestibularorgan). Schall wird
Uber die Hormuschel gesammelt und gelangt Gber den Gehdrgang ans Trommelfell, welches
Aulen- und Mittelohr voneinander trennt (Abbildung 3.1). Am Trommelfell Gbertragen sich
die Schwingungen auf die Gehorkndchelchen, welche wiederum Uber den Steigbugel mit
dem Innenohr verbunden sind. Uber das Mittelohr findet eine Impedanzanpassung des
Schalls zwischen zwei unterschiedlichen Medien statt: von der in Aulen- und Mittelohr
vorhandenen Luft auf die sich in der Cochlea befindliche Flissigkeit. Durch das Flachenver-
haltnis von Trommelfell und ovalem Fenster sowie der Hebelwirkung der Gehdrkndchelchen-
Kette erhoht sich der Druck am ovalen Fenster. Diese Anpassung verhindert die ansonsten
stattfindende, fast vollstandige Reflexion des Schalls (Geisler, 1998). Durch schallgekoppelte
Auslenkung des Steigbigels, dessen Fuliplatte Uber die Membran des ovalen Fensters mit
der Cochlea verbunden ist, kommt es zur Ubertragung des Schalls auf das Innenohr. Hier
wird der Stimulus schlie3lich in elektrische Errequng umgesetzt, die Uber den Hoérnerv an
das Gehirn weitergeleitet wird (Schmidt et al., 2005).
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Steigbiigel Cochlea Helikotrema

AmboR

Hammer

Struktur
der ,entrollten”
Cochlea
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rundes Fenster Scala vestibuli (Perilymphe)

Abbildung 3.1: Aufbau des Saugerohrs

Die schematische Abbildung zeigt das Mittelohr und einen Teil des Innenohrs. Die Cochlea ist zum
besseren Verstandnis teilweise entrollt dargestellt. Der Uber das Trommelfell weitergegebene
Schallreiz wird durch die fiir die Impedanzanpassung zustdndige Gehorkndchelchen-Kette an das
Innenohr weitergegeben. Hier erfolgt die Umwandlung des mechanischen Reizes in elektrische

Erregung und die Weiterleitung an das Gehirn (aus Schmidt et al., 2005).

3.2 Aufbau der Cochlea

Die Cochlea windet sich um einen Knochen (Modiolus) von basal nach apikal und teilt sich
quer in drei flissigkeitsgefillte Kompartimente: Scala vestibuli, Scala media und Scala
tympani (Abbildung 3.1). Die Scala vestibuli wird von der mittig liegenden Scala media durch
die Reissner-Membran getrennt. Die Basilarmembran separiert Scala media und Scala
tympani voneinander. Scala tympani und Scala vestibuli enthalten kaliumarme Perilymphe,
die Scala media hingegen kaliumreiche Endolymphe. Scala vestibuli und Scala tympani

gehen am obersten Punkt der Cochlea (Helicotrema) ineinander Uber. Der Steigbugel ist
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Uber das ovale Fenster mit der Scala vestibuli verbunden, die Scala tympani endet im runden

Fenster am basalen Ende der Cochlea.

Am aufleren Rand der Scala media befindet sich die Stria vascularis, die maf3geblich an der
Aufrechterhaltung der hohen Kaliumkonzentration der Endolymphe beteiligt ist. Auf der Basi-
larmembran liegt das fir die Erregungsweiterleitung wichtige Corti-Organ mit den eigentli-
chen Sinneszellen (Abbildung 3.2). Diese werden unterteilt in duBere (AHZ) und innere Haar-
sinneszellen (IHZ); die AHZ bilden drei, die IHZ eine Reihe. Zwischen der innersten Reihe
der AHZ und den IHZ liegen die Pfeilerzellen, welche den Cortischen Tunnel aufspannen.
Uber dem Corti-Organ befindet sich die Tektorialmembran, eine gallertartige Schicht, die am
oberen Ende des inneren Sulcus (IS) befestigt ist und sich bis Uber die AHZ erstreckt. Die
Stereozilien (morphologisch Stereovilli) der AHZ ragen in die Tektorialmembran hinein, die
der IHZ dagegen ragen frei in die Endolymphe. Die Stereozilien eines Haarbiindels sind
durch sogenannte Tip links verbunden. An der Spitze jedes Stereoziliums zieht eine solche

Verbindung zum nachst hoheren Stereozilium (Pickles et al., 1984).

SCALA VESTIBULI Pl
&

SCALA TYMPANI

Abbildung 3.2: Darstellung des Corti-Organs im Querschnitt

Die Sinneszellen (AHZ: duRere Haarsinneszellen; IHZ: innere Haarsinneszellen) liegen in Stiitzzellen
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eingebettet der Basilarmembran auf. Die Stereozilien der AHZ ragen in die Tektorialmembran (TM).
Die Reizweiterleitung erfolgt Gber die Spiralganglien-Neurone (SG) und weitere Schaltstellen im
Gehirn bis zur Hoérrinde. Die Pfeilerzellen (PZ) spannen den Cortischen Tunnel auf (CT), welcher
wiederum die Schwingungseigenschaften der Basilarmembran beeinflusst. Eine Trennung der
flussigkeitsgefllliten Kompartimente Scala vestibuli und Scala media erfolgt durch die Reissner-

Membran (RM). IS: innerer Sulcus, SV: Stria vascularis (modifiziert nach Ashmore et al., 2000).

Die IHZ werden direkt Uber Afferenzen des Typs | der Spiralganglien-Neuronen innerviert,
eine efferente Modulation erfolgt Gber Fasern des LOC- (lateralen olivocochledren) Blindels.
Die AHZ werden von Typ |l Afferenzen und Efferenzen des medialen olivocochledren (MOC)
Biindels innerviert (Berglund and Ryugo, 1987; Spoendlin, 1969; Ubersichten in Guinan,
2006; Rusznak and Szucs, 2009).

3.3 Reizweiterleitung ab dem Innenohr

Der Uber das Mittelohr Ubertragene Schallreiz und die damit ausgeléste Schwingung des
Steigbugels fuhrt zur Entstehung einer Wanderwelle in der Scala vestibuli. Die Wanderwelle
breitet sich von basal nach apikal hin aus. Sie erreicht an einer bestimmten Stelle der Basi-
larmembran ihre maximale Amplitude und bricht danach ab. Aufgrund der mechanischen
Eigenschaften der Basilarmembran ist dies abhangig von der Frequenz des Tons: Hochfre-
quente Tone erreichen die maximale Auslenkung an der Basis der Cochlea, tieffrequente
dagegen am Apex (von Békésy, 1960). Auf diese Weise werden Reissner-Membran, Basilar-
membran - mit den sich darauf befindenden Haarsinneszellen - und Tektorialmembran in
Bewegung versetzt. Dies wiederum fuhrt zu einer Scherbewegung zwischen Tektorial- und
Basilarmembran. In der Folge werden die Stereozilien der AHZ in Richtung der groReren
Stereozilien ausgelenkt. Diese Auslenkung bewirkt einen Zug auf die Tip links. An den Veran-
kerungsstellen der Tip links kommt es durch bisher unbekannte Transduktionskanale zum
Einstrom von Kationen (Ubersicht in Pickles and Corey, 1992). Diese Depolarisation fiihrt in
den AHZ zur Konformationsdnderung des Motorproteins Prestin (Zheng et al., 2000) und
damit zur Langenanderung der Zellen (Elektromotilitét). Durch diesen Mechanismus verursa-
chen die AHZ eine verstarkte Auslenkung der Basilarmembran. Der subtektoriale Flissig-
keitsstrom um die Stereozilien der IHZ und damit der addquate Reiz dieser Zellen wird somit
verstarkt (Brownell et al., 1985). Auf diese Weise kdnnen auch Tone mit niedrigen und mitt-

leren Schalldruckpegeln gehoért werden. So filhrt eine Deletion des Proteins Prestin in
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M&usen zu einer um 40 bis 60 dB SPL verringerten Empfindlichkeit (Liberman et al., 2002).
In den IHZ 6ffnen sich als Folge der Depolarisation unter anderem schnell aktivierende,
spannungsabhangige Calciumkanale des Typs Ca,1.3 (Platzer et al., 2000). Das einstro-
mende Calcium verursacht an den in direkter Nahe der Calciumkanale liegenden Synapsen
die Ausschittung des Transmitters Glutamat (Fuchs et al., 2003; Puel, 1995; Ruel et al.,
1999). In der Haarsinneszelle befindet sich ein spezieller Synapsen-Typ, die sogenannte
Ribbon-Synapse (Sobkowicz et al., 1982). Diese Synapse bindet einen standigen Vorrat von
Vesikeln dicht an der prasynaptischen Membran, wodurch die Haarsinneszelle standig reiz-
abhangig Transmitter ausschitten kann (Ubersicht in Nouvian et al., 2006). Bei Depolarisa-
tion 6ffnen sich zusatzlich zu den Calciumkanalen Kaliumkanale: erst schnell aktivierende
calcium- und spannungsabhangige BK-Kanéale (Kros et al., 1998), etwas zeitversetzt dann
auch die spannungsabhangigen Kaliumkanale K,. Die KCNQ4-Kandale aktivieren bereits
unterhalb von -80 mV, besitzen eine geringe Leitfahigkeit und stabilisieren so das Ruhemem-
branpotential der IHZ. Alle drei Klassen von Kaliumkanalen tragen zur Repolarisation der
Zellen bei (Housley et al., 2006; Marcaotti et al., 2003a; Oliver et al., 2003).

Das freigesetzte Glutamat 6ffnet die an der Postsynapse liegenden Glutamat-Rezeptoren,
was die Auslésung eines exzitatorischen postsynaptischen Potentials (EPSP) und anschlie-
Renden Aktionspotentialen zur Folge hat (Hudspeth, 1989). Das EPSP wird tUber mehrere
Schaltstellen zum auditorischen Kortex weitergeleitet, wo schlieBlich der Horeindruck

entsteht.

Um die beschriebenen Funktionen erfiillen zu konnen, durchlaufen Haarsinneszellen einen
Reifungsprozess. Bei Mausen findet dieser Prozess in den ersten drei postnatalen Wochen
statt. Die auffallendsten Reifungsschritte sind bis zum Tag des Hoérbeginns am postnatalen
Tag 12 (P12) abgeschlossen. Eine wichtige Eigenschaft der IHZ wahrend dieser Phase ist
ihre Spontanaktivitat. Die IHZ generieren ohne Stimulation von aufien Calcium-Aktionspoten-
tiale und leiten dieses Signal Uber Transmitterfreisetzung an die Afferenzen der Spiralgangli-
en-Neurone weiter. Dieser Mechanismus dient wahrscheinlich der Reifung der Hoérbahn
(Beutner and Moser, 2001; Glowatzki and Fuchs, 2002; Kros et al., 1998).
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3.4 Spannungsgesteuerte Calciumkanale

Spannungsgesteuerte Calciumkanale kommen in erregbaren Zellen vor. Sie vermitteln als
Antwort auf Depolarisationen durch das einstromende Calcium vom Zelltyp abhangige,
unterschiedliche Reaktionen: Kontraktion von Muskelzellen, Sekretion von Neurotransmittern
oder Hormonen, Regulation der Genexpression, Erregungsibertragung zwischen Neuronen
(Ubersicht in Catterall et al., 2005). Abhéngig von ihren Aktivierungseigenschaften werden
Calciumkanale in zwei Hauptgruppen unterteilt: bei niedrigen (LVA: low voltage activated
channels) oder hohen Membranspannungen aktivierbare Kanale (HVA: high voltage acti-
vated channels). Eine weitere Unterteilung erfahren sie anhand ihrer biophysikalischen und
pharmakologischen Eigenschaften. So werden bei den HVA-Kanalen weiter L-, N-, P/Q- und
R-Typ-Kanéle unterschieden. LVA-Kanale sind T-Typ-Kanale (Ubersicht in Arikkath and
Campbell, 2003; Catterall, 2000). Eine neue Nomenklatur teilt die Kanale entsprechend der
Gensequenz ihrer porenbildenden Untereinheit (Caya+) ein (Abbildung 3.3, Ertel et al., 2000).

— Ca,1.1 (a4s)
Ca,1.2 (asc) -
E Ca,1.3 (asp) TP
Ca,1.4 (o) - HVA
Ca,2.2 (o) N-Typ
_ | L Ca2.3 (o) R-Typ |
Ca,3.1 (dyg) ]
Ca,3.2 (ay) T-Typ - LVA
Ca,3.3 (ay)) _
| I I ' |
20 40 60 80 100

Prozentuale Ubereinstimmung in CLUSTAL

Abbildung 3.3: Einteilung spannungsgesteuerter Calciumkanale

Einteilung der spannungsgesteuerten Calciumkanale nach der Sequenzhomologie der membran-
spannenden Segmente und der porenbildenden ai-Untereinheit mit alter und neuer Nomenklatur
(modifiziert nach Ertel et al., 2000).

10
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3.4.1 L-Typ-Calciumkanale

Die Kanale des L-Typs (L fir long lasting) reagieren sensitiv auf Dihydropyridine (DHP).
Hierin unterscheiden sich die L-Typ-Kanale von den anderen spannungsabhangigen Calci-
umkanalen. L-Typ-Kanale kommen hauptsachlich in Skelettmuskelzellen (Ca,1.1), sensori-
schen Zellen (Ca,1.3, Ca,1.4), Neuronen (Ca,1.2, Ca,1.3), Herzmuskelzellen (Ca,1.2), Zellen
des Sinus- und AV-Knotens (Ca,1.3), glatten Muskelzellen (Ca,1.2) und endokrinen Zellen
(Ca,1.2, Cay1.3) vor (Dolphin, 2009; Striessnig and Koschak, 2008). Die L-Typ-Kanale
zeigen untereinander ebenfalls spezifische Eigenschaften hinsichtlich ihrer Blockierung
durch DHPs, Aktivierungskinetik, Aktivierungsspannung und calciumabhangiger Inaktivierung
(Lipscombe et al., 2004).

3.4.2 Aufbau spannungsgesteuerter Calciumkanile

Der Aufbau eines spannungsgesteuerten Calciumkanals wurde erstmalig anhand des Dihy-
dropyridin-Rezeptors im Skelettmuskel beschrieben (Takahashi et al., 1987; Tanabe et al.,
1987). Spannungsgesteuerte Calciumkanale bestehen aus der porenbildenden Ca,a, (a4)-
Untereinheit sowie den akzessorischen Untereinheiten Ca,3 (8) und Ca,a,0 (a.8) (Abbildung
3.4; Ubersichten in Arikkath and Campbell, 2003; Catterall, 1995; Catterall et al., 2005). Bei
manchen Kanalen kommt noch eine Ca,y-Untereinheit hinzu, die jedoch nur schwachen
Einfluss auf die Eigenschaften des Calciumstroms hat (Ubersichten in Dolphin, 2012; Kang
and Campbell, 2003). Die as-Untereinheit bestimmt die grundlegenden biophysikalischen
Eigenschaften des Kanals (z. B. Spannungsabhangigkeit der Aktivierung, Einzelkanal-Leitfa-
higkeit, Aktivierungs- und Inaktivierungskinetik) und enthalt neben dem Spannungssensor
Bindungsstellen fir Pharmaka und second messenger (Dolphin, 2006; Ertel et al., 2000).
Bisher sind bei Sdugetieren 10 Gene dieser Untereinheit bekannt, die sich auf verschiedene
Zelltypen verteilen und jeweils charakteristische Eigenschaften haben (Ertel et al., 2000;
Abbildung 3.3). Die akzessorische B-Untereinheit bindet intrazellular Gber die AID (a; interac-
tion domaine) an die as-Untereinheit (Pragnell et al., 1994; De Waard et al., 1994). In Expres-
sionssystemen flhrt die Koexpression der as-Untereinheit zusammen mit der B-Untereinheit
zu einer erhdhten Calciumstrom-Amplitude im Vergleich zur alleinigen as-Expression. Haupt-
aufgaben der B-Untereinheit sind der Transport des Calciumkanals an die Zelloberflache und
die Modulation der Offnungseigenschaften des Kanals (Bichet et al., 2000; Ubersicht in
Hidalgo and Neely, 2007). Kodiert wird die B-Untereinheit durch vier bekannte Gene (CACN-

11
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B1-CACNB4), die fur die Untereinheiten B1-B4 kodieren. Die weitere Differenzierung der f3-
Untereinheiten erfolgt, wie auch bei den a;-Untereinheiten, durch SpleiRvarianten (Ubersicht
in Buraei and Yang, 2010).

\m-amino
acid
el pReTeee
66658 88665

.

Abbildung 3.4: Aufbau eines spannungsgesteuerten Calciumkanals

Die Pore des Kanals besteht aus der a;-Untereinheit und bildet zusammen mit den akzessorischen
Untereinheiten $ und a,® einen spannungsgesteuerten Calciumkanal. Die B-Untereinheit befindet sich
komplett intrazellular wahrend die a.6-Untereinheit mit Ausnahme des Membranankers hauptsachlich
extrazelluldr gelegen ist. Die a,6-Untereinheit besitzt neben zahlreichen Glykosylierungsstellen eine
von-Willebrandt-Faktor-A-ahnliche Domane (VWA-Domane). a,- und 8-Untereinheit sind Uber

Disulfidbriicken verbunden (aus Davies et al. 2010).

3.5 Die a,08-Untereinheit

Fir die a,0-Untereinheit sind bei Saugetieren bisher vier Gene bekannt. Die erste a.0-Unter-
einheit (0,61) wurde 1988 kloniert (Ellis et al., 1988), es folgten 0262, 0,03 und 0,04 (Gao et
al., 2000; Klugbauer et al., 1999; Qin et al., 2002). Die a,0-Unterheit befindet sich hauptsach-
lich extrazellular (Jay et al., 1991; Wiser et al., 1996). Die 6-Untereinheit enthalt eine Trans-
membrandomane (Brickley et al., 1995; Jay et al., 1991; Wiser et al., 1996). Es gibt neuere

Hinweise, dass der membransténdige Teil der Untereinheiten a,61-0,03 einen GPI-Anker

12
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bilden kann (Davies et al., 2010). Es konnte jedoch bisher nicht bewiesen werden, ob der &-
Teil der a,0-Proteine nicht auch als Transmembran-Proteine existiert (Bauer et al., 2010;
Davies et al., 2006, 2010). Uber die genaue Interaktionsstelle der a,8-Unterheit mit der a-
Untereinheit ist bisher wenig bekannt, jedoch gibt es Vermutungen, dass sich diese an dem
extrazellularen Proteinteil befindet (Gurnett et al., 1997; Wiser et al., 1996). Die a,d-Unterein-
heit stammt von einem Gen, wird jedoch posttranslational in a, und & gespalten, welche Uber
Disulfidbriicken verbunden bleiben (Jay et al., 1991; De Jongh et al., 1990). Das a,0-Protein
ist stark glykosyliert (Gurnett et al., 1996; Klugbauer et al., 1999; Marais et al., 2001), wobei
die Hauptglykosylierungsstellen an der a,-Untereinheit zu finden sind. Eine weitere wichtige
Struktur des a,0-Proteins ist die etwa 200 Aminosauren umfassende von Willebrand-Faktor-
A-ahnliche Domane (VWA-Domane), die ein MIDAS-Motiv (metal ion dependent adhesion
site) enthalt. Die VWA-Domane befindet sich in der a,-Untereinheit und ist bei allen vier a,0-
Proteinen vorhanden (Whittaker and Hynes, 2002). VWA-Domanen wurden in vielen Prote-
inen wie z. B. Integrinen oder extrazellularen Matrixproteinen nachgewiesen. Sie sind
zustandig fir Protein-Protein-Wechselwirkungen. Dabei wirkt das MIDAS-Motiv als Kationen-
bindungsstelle und kann darUber die Interaktion mit anderen Proteinen vermitteln (Whittaker
and Hynes, 2002). Weiterhin enthalten die a,0-Proteine zwei Cache-Domanen, die Uber
Homologie mit bakteriellen Chemotaxis-Rezeptoren identifiziert wurden (Anantharaman and
Aravind, 2000).

Das als Antikonvulsivum entwickelte Gabapentin (2-(1(Aminomethyl)-Cyclohexyl)-Essig-
saure) bindet an die Untereinheiten a,61 und a,02 (Gee et al., 1996; Gong et al., 2001;
Marais et al., 2001). Gabapentin, bzw. der daraus weiterentwickelte Nachfolgewirkstoff
Pregabalin, kommen bei der Behandlung von Epilepsie (Taylor et al., 2007), vor allem aber
von neuropathischen Schmerzen (Harden, 1999; Moore et al., 2011) zum Einsatz. Fir die
Bindung des Gabapentins an a,0 ist eine dreifache Folge der Aminosaure Arginin in der
VWA-Domane wichtig (Davies et al., 2006; Field et al., 2006; Hendrich et al., 2008). Wie bei
den as-und B-Untereinheiten existieren auch fur die einzelnen a,6-Untereinheiten verschie-
dene Spleilvarianten; weitreichende Funktionsunterschiede wurden aber nicht gefunden
(Angelotti and Hofmann, 1996; Hobom et al., 2000; Qin et al., 2002; Klugbauer et al., 2003).

In heterologen Expressionssystemen scheint es unerheblich zu sein, welche der vier - oder
a.0-Untereinheiten zusammen mit der as-Untereinheit exprimiert werden (Gurnett et al.,

1996). In vivo zeigte sich jedoch, dass gewebespezifisch haufig bestimmte Kombinationen
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von Calciumkanal-Untereinheiten vorkommen. So scheint beispielsweise in Purkinje-Zellen
die a,02-Untereinheit ausschlieBlich in Kombination mit der Ca,2.1-Pore und der 34-Unter-

einheit vorhanden zu sein (Barclay et al., 2001).

3.5.1 Vorkommen der verschiedenen a,8-Untereinheiten

Das Vorkommen der a,0-Untereinheiten wurde anhand von Protein und mRNA-Nachweisen
in verschiedenen humanen und murinen Geweben untersucht. Die a,81-Untereinheit wird
hauptsachlich in Muskelzellen, z. B. Skelett-, Herz- und glatten Muskelzellen exprimiert (Ellis
et al., 1988; Marais et al., 2001). Aber auch in Gehirn und Spinalganglien-Neuronen konnte
die a,01-Untereinheit nachgewiesen werden (Bauer et al., 2009; Cole et al., 2005; Ellis et al.,
1988; Klugbauer et al., 1999; Marais et al., 2001; Newton et al., 2001). Daruber hinaus
wurde anhand von quantitativer Real-Time-PCR die a,01-Untereinheit als Hauptisoform in
Hippocampus und Cortex identifiziert (Schlick et al., 2010). Die a,02-Untereinheit wurde in
einigen Gehirnregionen detektiert, wobei sie besonders stark im Cerebellum exprimiert wird
(Barclay et al., 2001; Cole et al., 2005; Hobom et al., 2000; Schlick et al., 2010). Aber auch in
Herzgewebe konnte mRNA und Protein der a,62-Untereinheit nachgewiesen werden (Gong
et al., 2001; Klugbauer et al., 1999). Bei Mausen beschrankt sich die Expression der a,03-
Untereinheit auf das Gehirn. In Hypothalamus, Cortex, Hippocampus, Cerebellum und
Caudate putamen ist die Expression am starksten (Cole et al., 2005; Klugbauer et al., 1999;
Schlick et al., 2010). Retina, Gehirn und Leber exprimieren die a,64-Untereinheit (Qin et al.,
2002; De Sevilla Mller et al., 2013; Wycisk et al., 2006a, 2006b).

3.5.2 Funktion der a;6-Untereinheit

Die bisher gefundenen Aufgaben der a.d-Proteine sind vielseitig. Eine Funktion aller a,8-Un-
tereinheiten ist die Beeinflussung des Calciumeinstroms in die Zelle. So fiihrt eine Koexpres-
sion der as- und B-Untereinheit mit der a,0-Untereinheit zur Erhéhung der Stromdichte. Dies
konnte sowohl in heterologen Expressionssystemen als auch in nativem Gewebe gezeigt
werden (Andrade et al., 2009; Barclay et al., 2001; Canti et al.; Felix et al., 1997; Gurnett et
al., 1996; Hobom et al., 2000; Jones et al., 1998; Klugbauer et al., 1999; Shistik et al., 1995;
Yasuda et al., 2004; Gao et al., 2000; Qin et al., 2002). Zudem kann eine Koexpression der

az0-Untereinheit die Strom-Spannungskurve (/-V-Kurve) des Calciumstroms um bis zu
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10 mV in Richtung hyperpolarisierender Potentiale verschieben (Felix et al., 1997; Hobom et
al., 2000; Platano et al., 2000; Singer et al., 1991). Jedoch wurde dieser Effekt nicht immer
beobachtet (Bangalore et al., 1996; Shistik et al., 1995). Qin et al. (1998) fanden sogar einen
Versatz der Strom-Spannungskurve Richtung depolarisierender Potentiale bei Expression
der Ca,2.3-Pore mit der a,01-Untereinheit in Xenopus-Oocyten. Auch Aktivierungs- und Inak-
tivierungskinetiken des Calciumstroms kénnen durch das a,0-Protein verandert werden. Bei
heterologer Expression beschleunigt a,d sowohl die Aktivierung (Qin et al., 1998; Singer et
al., 1991; Sipos et al., 2000) als auch die Inaktivierung des Calciumstroms (Felix et al., 1997;
Hobom et al., 2000; Qin et al., 1998; Sipos et al., 2000).

Es gibt zahlreiche Hinweise, dass die a,0-Untereinheit flir den Transport der porenbildenden
as-Untereinheit an die Zellmembran zustandig ist und somit die Anzahl an Calciumkanalen in
der Zellmembran erhdhen kann (Barclay et al., 2001; Brodbeck et al., 2002; Canti et al.,
2005; Dickman et al., 2008; Hendrich et al., 2008; Hoppa et al., 2012; Saheki and Bargmann,
2009; Shistik et al., 1995; Ly et al., 2008). Fur die Erhdhung der Stromamplitude kdnnte
andererseits aber auch eine verringerte Degradation des Calciumkanals durch die a,0-Unter-
einheit verantwortlich sein (Bernstein and Jones, 2007). Das Vorkommen der a,0-Unterein-
heit ist nicht zwingend an das Vorhandensein einer a;-Untereinheit geknupft. Garcia et al.
(2008) zeigten an Muskelfasern, dass die a,061-Untereinheit auch unabhangig von der a-Un-

tereinheit vorkommt.

Aktuell mehren sich Hinweise, dass die a,0-Untereinheit eine Rolle bei der Synapsen-Mor-
phologie unabhangig von ihrem Einfluss auf den Calciumkanal spielen kann. Beispielsweise
ist das a,03-Homolog straightjacket bei der Taufliege Drosophila essentiell fur die Auspra-
gung der richtigen Gréfle und Anzahl synaptischer Boutons an der motorischen Endplatte.
Dieser Effekt pragt sich vor der Existenz funktionaler spannungsgesteuerter Calciumkanale
aus. Eine Mutation dieses Gens sorgt au3erdem fir eine reduzierte Transmitterausschiittung
(Dickman et al., 2008; Ly et al., 2008; Kurshan et al., 2009). Auch an hippocampalen Neuro-
nen-Kulturen von Ratten erhdéhen die Untereinheiten a.01-0,03 die Wahrscheinlichkeit der
Transmitterfreisetzung als Antwort auf ein Aktionspotential (Hoppa et al.,, 2012). In der
Horbahn wurde gezeigt, dass bei einer Mutation der a,03-Untereinheit die Synapsen der
Hornervenfasern auf Zellen des ventralen cochlearen Nucleus (VCN) deutlich in ihrer Grélke

reduziert sind (Pirone et al., in Revision).
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Weiterhin wird eine Rolle der a,0-Proteine als Rezeptoren fiir Liganden diskutiert, da der
GroRteil des Proteins extrazellular liegt und Protein-Protein-Interaktionsdomanen (VWA- und
Cache-Domanen) enthalt. So wurde 0,61 als neuronaler Thrombospondin-Rezeptor identifi-
ziert (Eroglu et al., 2009). Thrombospondine spielen bei der Synaptogenese eine entschei-
dende Rolle (Ubersicht in Risher and Eroglu, 2012).

3.6 Calciumkanale in inneren Haarsinneszellen

Die Ca,1.3 as-Untereinheit ist die Haupt-as-Untereinheit der Haarsinneszellen und fir die
Horfunktion unentbehrlich (Dou et al., 2004; Platzer et al., 2000). Diese Untereinheit zeichnet
sich in Haarsinneszellen durch negative Aktivierungsspannungen und schnelle Aktivierungs-
kinetik aus. Die Inaktivierung ist langsam und zudem nur schwach calcium- und spannungs-
abhangig (Cui et al., 2007; Grant and Fuchs, 2008; Michna et al., 2003; Platzer et al., 2000;
Yang et al., 2006). Durch diese Eigenschaften ist ein langer andauernder Calciumeinstrom
schon bei geringen Depolarisationen moglich (Johnson et al., 2005; Koschak et al., 2001;
Marcotti et al., 2003b) Der Ca,1.3-Kanal der IHZ reagiert im Gegensatz zu anderen Kanalen
des L-Typs nur schwach auf DHP (Michna et al., 2003; Platzer et al., 2000), Phenylal-
kylamine und Benzothiazepine (Tarabova et al., 2007). Homozygote Mutationen in diesem
Kanal fiihren bei Mausen wie Menschen zu Taubheit und Arrhythmien (Baig et al., 2011; Dou
et al., 2004; Platzer et al., 2000).

Auf Einzelzellebene maturer IHZ konnte hauptsachlich mRNA der B2-Untereinheit amplifiziert
werden (Neef et al., 2009). In bzw. an neonatalen Haarsinneszellen konnte sowohl mRNA als
auch Protein aller vier B-Untereinheiten nachgewiesen werden. In IHZ war jedoch nur der
mMRNA-Nachweis der Untereinheiten B2 und B3 konsistent reproduzierbar (Kuhn et al., 2009).
In einem Mausmodell mit extrakardialer Deletion der 32-Untereinheit war der Calciumstrom
in IHZ um 70 % reduziert und die Anzahl der Calciumkanale verringert. Zudem waren
Expression und Stromamplitude des calciumabhangigen Kaliumkanals BK herabgesetzt
(Neef et al., 2009), was an das véllige Fehlen von BK-Kanalen bei Ca,1.3-defizienten Tieren
erinnert (Brandt et al., 2003). Maus-Mutanten mit Deletionen der $3- oder B4-Untereinheit
haben normale ABR-Schwellen und damit keine Hérdefizite, jedoch sowohl neonatal als
auch adult leicht veranderte Calciumstrome (Kuhn et al., 2009). Zusammenfassend lasst sich

sagen, dass die p2-Untereinheit die Haupt-B-Untereinheit in IHZ ist, die Untereinheiten 33
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und B4 jedoch einen Anteil an einem kleineren Teil der Calciumkanal-Komplexe in IHZ und
AHZ haben.

Der Calciumstrom in IHZ wird folglich hauptsachlich von der Ca,1.3-Untereinheit im Komplex
mit der B2-Untereinheit getragen (Dou et al., 2004; Neef et al., 2009; Platzer et al., 2000).

Uber die a,8-Untereinheit ist dahingegen relativ wenig bekannt.

Mause mit einer Mutation in der a,03-Untereinheit haben eine um 5 dB SPL erhdhte Klick-
ABR-Schwelle. Zudem ist in neonatalen IHZ die Bariumstromdichte um 19 % reduziert, was
in maturen IHZ jedoch nicht mehr beobachtet werden konnte. Hingegen ist in maturen IHZ
die gemittelte Strom-Spannungskurve der Bariumstrome um etwa +4 mV in Richtung depola-
risierender Potentiale versetzt (Pirone et al., in Revision). Bei dem bislang bekannten Maus-
modell mit einer Mutation der a,04-Untereinheit besteht zusatzlich eine Mutation des Cadhe-
rin23-Gens, welches mit Taubheit assoziiert ist (Petit et al., 2001). Dennoch konnte bei den
Mausen mit mutierter a,04-Untereinheit im Vergleich zu den Mausen ohne a,04-Mutation ein
héherer Grad von Schwerhdrigkeit festgestellt werden (Wycisk, PhD thesis, Zirich, 2006).
Die bisherigen Erkenntnisse lassen daher keine konkreten Schlisse auf die Haupt-a,0-Un-

tereinheit in IHZ zu.

3.7 Die ducky- (du/du) Maus

Die in dieser Arbeit verwendete ducky- (du/du) Maus wurde erstmals 1955 beschrieben. Bei
dieser Maus konnte ab einem Alter von 15 Tagen ein ataktischer Gang und reduzierte Grolie
im Vergleich zu den Geschwistertieren beobachtet werden (Snell, 1955). Die weitere Charak-
terisierung zeigte eine erhoéhte Pradisposition fir epileptische Anfalle, reduzierte Lebenser-
wartung und Fehlbildungen des zentralen Nervensystems, u. a. des Cerebellums (Meier,
1968). Barclay et al. (2001) konnten zeigen, dass die Mutation der ducky-Mause das
Cacna2d2-Gen und damit auch die a,02-Untereinheit des spannungsgesteuerten Calciumka-
nals betrifft. In dem mutierten Allel kommt es nach bisherigen Erkenntnissen zu einer
grolReren Umstellung der genetischen Information: Eine Duplikation mit Inversion der Exons
2-39 des Cacna2d2-Gens ist verbunden mit einer Deletion der Exons 4-39, die auch eine

anschlielRende unbekannte Region betrifft. Die a,62-Untereinheit wird in den Purkinje-Zellen
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des Cerebellums stark exprimiert (Barclay et al., 2001). Untersuchen zeigten eine veranderte
Morphologie dieser Zellen bei du/du-Mausen: Dendritische Verzweigungen waren weniger
komplex, die Dendritenbdume waren kirzer und erreichten nicht immer die aul3erste Rinden-
schicht (Molekularschicht). Der Bariumstrom in diesen Zellen war um ungefahr 30 % redu-
ziert, zeigte ansonsten aber keine Veranderungen (Barclay et al., 2001; Brodbeck et al.,
2002). Im Gegensatz zu Wildtyp-Mausen feuerten bei du/du-Mausen die Purkinje-Zellen mit
niedrigerer Rate und wiesen dabei starkere Unregelmafigkeiten auf (Donato et al., 2006). In
den Purkinje-Zellen des Cerebellums scheint die a,02-Untereinheit folglich ein essentieller
Teil der Calciumkanale zu sein. Erst kirzlich wurde die erste humane Mutation im
CACNA2D2-Gen mit Phanotyp entdeckt. Eine Punktmutation in dem Gen flhrt bei drei der
vier Geschwisterkinder zu epileptischen Anfallen und starker geistiger Retardierung. Alle drei
Betroffenen sind homozygot, das nicht betroffene Geschwisterkind und die Eltern sind
heterozygot fur die Mutation. Die Horfunktion der betroffenen Kinder wurde nicht untersucht
(Edvardson et al., 2013).

3.8 Kaliumkanale maturer innerer Haarsinneszellen

Die lonenkanalzusammensetzung der IHZ andert sich im Verlauf der Entwicklung. Bei
Mausen wurde diese Entwicklung besonders intensiv untersucht. IHZ exprimieren ab
Horfunktionsbeginn (in Mausen etwa der postnatale Tag 12; Ehret, 1985) zwei Kaliumkanale,
die vorher noch nicht vorhanden waren: den BK-Kanal (Kros et al., 1998; Langer et al., 2003;
Marcotti et al., 2003a) und den KCNQ4-Kanal (Marcotti et al., 2003a; Oliver et al., 2003;
Abbildung 3.5). Der BK-Kanal hat eine sehr groRe Leitfahigkeit, aktiviert sehr schnell und bei
negativen Potentialen. Dadurch wird die Zelle nach Depolarisation sehr schnell wieder repo-
larisiert. Der KCNQ4-Kanal dient als Einwartsgleichrichter, er hat eine geringe Leitfahigkeit,
aktiviert aber schon ab Spannungen um die -120 mV. Auf diese Weise setzt der KCNQ4-
Kanal, zusammen mit dem schon vor Hoérfunktionsbeginn vorhandenen K,-Kanal, die IHZ auf
ein negatives Ruhemembranpotential von etwa -70 mV (Marcotti et al., 2003a; Kros and
Crawford, 1990).
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3.8.1 Der BK-Kanal

Der BK-Kanal mit Einzelkanal-Leitfahigkeiten von 100-300 pS aktiviert spannungs- und calci-
umabhangig (Ubersicht in Cui et al., 2009). Die Aktivierungszeitkonstanten des BK-Kanals
sind selbst spannungsabhangig. In IHZ liegen sie zwischen 0.3 und 0.6 ms und sind daher
sehr schnell, wodurch BK-Kanale malgeblich das Rezeptorpotential formen und die IHZ
repolarisieren. Durch ihre grolie Gesamtleitfahigkeit und die negative Aktivierung bestimmen
BK-Kanale auerdem die Geschwindigkeit der Anderung des Rezeptorpotentials (Kros et al.,
1998). Es gibt Hinweise, dass die BK-Kanéle in IHZ Uber zwei Mechanismen aktiviert werden
bzw. in zwei Populationen vorkommen: Ein Teil des Stroms kann durch Iberiotoxin inhibiert
werden; ein anderer, kleinerer Strom-Anteil dagegen nicht (Brandt et al., 2007; Marcotti et al.,
2004). Der Iberiotoxin-resistente Strom wird durch Calcium aktiviert, welches durch Ca,1.3-
Kanéle in die Zelle einstromt. Dieser Strom ist abhangig von extrazellularem, jedoch unab-
hangig von intrazellularem Calcium. Bei dem Iberiotoxin-sensitiven Anteil des BK-Stroms
erfolgt eine Aktivierung durch interne Calciumspeicher, wodurch dieser Teilstrom unabhangig
von extrazelluldarem Calcium ist (Marcotti et al., 2004). Der Unterschied zwischen den
Stromen kdnnte auf den Aufbau des Kanals aus verschiedenen Isoformen zuriickzufihren
sein. Der BK-Kanal besteht aus einer porenbildenden a- und einer B-Untereinheit. Modulie-
rende Isoformen der B-Untereinheit (31-B4) konnten die unterschiedliche Sensitivitat gegen-
Uber Iberiotoxin verursachen. So zeigten Meera et al. (2000), dass die B4-Untereinheit dem

Kanal eine Insensitivitdt gegenlber Iberiotoxin verleiht.

3.9 Die NO-cGMP-PKG-Signalkaskade

Das durch NO-Synthasen (NOS) gebildete Stickstoffmonoxid (NO) ist ein Aktivator der 18sli-
chen Guanylylcylase (sGC). Dieses Enzym katalysiert die Umwandlung von GTP in das
Signalmolekul cGMP (zyklisches Guanosin-Monophoshphat). Als cGMP-Zielstrukturen sind
bisher Phosphodiesterasen (PDE), Zyklonukleotid-aktivierte Kanale (CNG-Kanale) und
cGMP abhangige Proteinkinasen bekannt (PKG; Ubersichten in Beavo and Brunton, 2002;
Francis et al., 2010; Abbildung 3.5). Eine wichtige Funktion dieser Kaskade ist beispiels-
weise die Hemmung der Thrombozyten-Aggregation im Herzen (Balligand and Cannon,
1997). Enzyme der NO-cGMP-PKG-Signalkaskade (neuronale NOS, sGC, PDE, PKGI)

konnten auch in IHZ nachgewiesen werden (Gosepath et al., 1997; Heinrich et al., 2000;
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Jaumann et al., 2012). Ein durch ATP induzierter Calciumeinstrom durch P2X-Rezeptoren
am apikalen Pol der Haarzelle ist Ausloser der Signalkaskade (Shen et al., 2003, 2005),
jedoch ist das Zielprotein in IHZ bisher unbekannt. In einigen Geweben konnte gezeigt
werden, dass der BK-Kanal durch die NO-cGMP-PKG-Signalkaskade dahingehend moduliert
wird, dass er bei calcium- und spannungsgesteuerter Aktivierung eine gréRRere Leitfahigkeit
aufweist. Diese Stimulation verursacht beispielsweise eine Relaxation der Gefalmuskulatur
und eine daraus resultierende Erweiterung mesenterialer BlutgefaRe (Carrier et al., 1997;
Lim et al., 2005; Lu et al., 1998). Phosphodiesterasen (PDE) hydrolysieren das cGMP und
sorgen dadurch fiir einen Abbruch der Signalkaskade. Erst vor kurzem wurde gezeigt, dass
die PDES5 in IHZ exprimiert wird. Vardenafil, ein Hemmstoff der PDES5, schiitzt die IHZ vor
einem Schalltrauma, selbst wenn es erst nach dem Trauma verabreicht wird (Jaumann et al.,
2012). Bisher konnte jedoch noch nicht geklart werden, welches Zielprotein die cGMP

abhangige Proteinkinase in IHZ besitzt.

A B

—> Schalltrauma
i

KCNQ4

Phosphorylierung
von Target-Proteinen

/ Typ | Afferenzen

Abbildung 3.5: lonenkanile und der NO-cGMP-PKG-Signalweg in maturen inneren
Haarsinneszellen

A: Das Abscheren der Stereozilien fliihrt durch mechanoelektrische Transduktionskanale (MET) zum
Einstrom von Kationen. Die Depolarisation hat ein Offnen der am basalen Zellpol lokalisierten,
spannungsgesteuerten Ca,1.3-Kanale zur Folge. Einstrémendes Calcium sorgt fir die

Transmitterausschiittung an den Ribbon-Synapsen. Die Kaliumkanale BK, K, und KCNQ4
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verursachen die Repolarisation und das sehr negative Ruhemembranpotential der IHZ. B: Durch ein
Schalltrauma werden P2X-Rezeptoren der Haarzellen durch ATP, das aus zerstorten Zellen austritt,
aktiviert und Calcium fliet in die Zelle. Die NO-cGMP-PKG-Signalkaskade wird in Gang gesetzt,
wobei das Zielprotein der cGMP abhangigen Proteinkinase | noch unbekannt ist (PKGI). nNOS:
neuronale NO-Synthase, sGC: I6sliche Guanylylcyclase, PDES5: Phosphodiesterase, Isoform 5, IHZ:

innere Haarsinneszelle (modifiziert nach Prof. Dr. Jutta Engel).
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3.10 Fragestellungen der Arbeit

3.10.1 Wirkung von 8-Bromo-cGMP auf BK-Kanéle der inneren Haarsinneszellen

Bei Mausen konnte eine protektive Rolle der NO-cGMP-PKG-Signalkaskade fiir das Horver-
mogen und fir den Phanotyp von Haarsinneszellen gezeigt werden. Eine Hemmung des
cGMP-Abbaus schitzt vor den Auswirkungen eines Schalltraumas, welches ansonsten zur
Schadigung der IHZ und einem damit verbundenen Horverlust fihren wirde (Jaumann et al.,
2012). Das Zielprotein dieser Signalkaskade in IHZ ist bisher jedoch nicht bekannt. In
anderen Geweben konnte bereits gezeigt werden, dass der BK-Kanal ein mdgliches Zielpro-
tein darstellt (Carrier et al., 1997; Lim et al., 2005; Lu et al., 1998). Um zu Uberprufen, ob
dies auch in den IHZ der Fall sein kénnte, wurden elektrophysiologische Messungen von
Ganzzell-BK-Strémen an maturen IHZ durchgefuhrt. Zur Stimulation der Signalkaskade
wurde das nicht hydrolysierbare cGMP-Analog 8-Bromo-cGMP in der intrazellularen Lésung
verwendet. Die biophysikalischen Eigenschaften der BK-Stréme in diesen Ableitungen

wurden mit denen von Kontrolimessungen verglichen.

3.10.2 Einfluss einer mutierten a,62-Untereinheit auf innere Haarsinneszellen und

das Horvermogen

Spannungsgesteuerte Calciumkanale bestehen aus der porenbildenden as-Untereinheit und
den akzessorischen Untereinheiten B und a.6. Von der as-Untereinheit existieren 10
verschiedene Gene, fur die B und a,0-Untereinheiten wurden jeweils vier Gene gefunden. Es
ist von Zelltyp und teilweise subzellularem Kompartiment abhangig, welche Kombination der
Calciumkanal-Untereinheiten vorhanden ist. Die Hauptform der porenbildenden a;-Unterheit
des spannungsgesteuerten Calciumkanals in IHZ ist bereits bekannt: Mehr als 90 % des
Calciumstroms flieRen durch Ca,1.3-Kanale (Dou et al., 2004; Platzer et al., 2000). Als domi-
nante, akzessorische (-Untereinheit wurde die B2-Untereinheit identifiziert (Neef et al.,
2009). Die Deletion der Ca,1.3- oder der p2-Untereinheit fihrt in beiden Mausmodellen zu
Taubheit. Welche der vier a.0-Untereinheiten in den IHZ eine entscheidende Rolle spielt,
konnte bisher jedoch nicht geklart werden (Pirone et al., in Revision; Wycisk, PhD thesis,
Zirich, 2006). Die vorliegende Arbeit soll Aufschluss darlber bringen, welche a.8-Unterein-

heiten in IHZ vorkommen und welche Auswirkungen eine Mutation der a,02-Untereinheit auf
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die IHZ, aber auch das Horvermdgen insgesamt hat. Hierzu wurden Transkriptanalysen der
mRNA aller vier a,8-Untereinheiten von IHZ und AHZ durchgefiihrt. Des Weiteren wurden
Mause mit einer Spontanmutation der a,62-Untereinheit (du/du-Mause) hinsichtlich des
Horvermdgens untersucht. Zudem wurden Barium-, Calcium- und Kaliumstréme (BK-Kanal)
in IHZ gemessen und ihre biophysikalischen Eigenschaften analysiert. Immunhistochemi-
sche Farbungen hinsichtlich B2-Untereinheit, Ribbon-Synapsen-Anzahl, Postsynap-
sen-Struktur, Stereozilien-Morphologie und Otoferlin-Expression vervollstandigten die Phano-

typisierung der IHZ der du/du-Maus.
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4 Material und Methoden

4.1 Mauslinien

Die Haltung der Tiere und Versuche mit Tieren erfolgten gemaf} Tierschutzgesetz in Verbin-
dung mit dem Saarlandischen Gesetz Uber das o6ffentliche Veterinarwesen und die amtliche
Lebensmitteliberwachung (Landesamt fir Gesundheit und Verbraucherschutz). Die Tiere
wurden in einem 12h-Tag-Nacht-Zyklus gehalten und hatten standigen Zugang zu Wasser
und Futter (ssniff®Futtermittel fir Ratten und Mause). Neben NMRI-Mausen (Charles River,

Sulzfeld) wurden die folgenden Mauslinien genutzt:

(1) Cacna1d-defiziente Mause (Platzer et al., 2000):
Mause mit NMRI- oder C57BL/6-Hintergrund mit einer Deletion der porenbildenden
Untereinheit des Ca,1.3-Kanals

(2) Cacna2d2-defiziente Mause (ducky- oder du/du-Mause, Barclay et al., 2001):
Mause mit C57BL/6-Hintergrund mit einer Mutation in der akzessorischen

Calciumkanal-Untereinheit 0,02.

4.2 Genotypisierung von ducky-Mausen

Die du/du-Mause wurden nach folgendem Protokoll (modifiziert nach Prof. Dr. Gerald Ober-
mair, Innsbruck; Brodbeck et al., 2002) genotypisiert: Aus 1-2 mm groRen Gewebestlicken
(Ohrstanzen oder Schwanzstiicke) wurde die DNA mit dem NucleoSpin® Tissue Kit (Mache-
ry-Nagel GmbH & Co. KG, Duren) laut Anleitung isoliert (in 50 pl BE Puffer). Anschlieend
wurde eine PCR (Thermocycler TGradient, Biometra, Géttingen) nach folgendem Ansatz und
mit dem in Tabelle 4.1 beschriebenen PCR-Programm durchgefthrt: 2 pul DNA (~ 200-
400 ng), 0.5 pl Primer forward (5'-ACCTATCAGGCAAAAGGACG-3’, Biomers.net GmbH,
Ulm), 0.5 ul Primer reverse (5-AGGGATGGTGATTGGTTGGA-3’), 7 ul destilliertes Wasser,
10 ul GoTag® GreenMaster Mix (Promega GmbH, Mannheim).
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Tabelle 4.1: PCR-Programm fiir die du/du-Genotypisierung

Temperatur Zeit

95 °C 3 min

95 °C 40 sec

56 °C 30sec  35x
72°C 35 sec

72°C 5 min

8°C o0

10 pl des PCR-Produktes wurden fir den anschlieBenden Enzymverdau mit 2 pl NEB4-
Puffer, 0.2 yl BspHI (New England Biolabs, Ipswich, MA, USA) und 7.8 pl ddH,O gemischt.
Der Ansatz inkubierte 60 - 80 Minuten bei 37°C. Die Auftrennung der DNA-Fragmente
erfolgte mit 10 pyl des Enzymverdaus mit einer Gelelektrophorese (1.8%iges, Ethidiumbromi-
d-haltiges Agarosegel) in TAE-Puffer (50XTAE: 2 M TRIS-Base, 50 mM EDTA (Sigma, Tauf-
kirchen), 5.7 % (v/v) Eisessig (VWR International GmbH, Radnor, PA, USA)) mit 120 V. Die
Banden wurden mit der EBox-VX2 (Vilber Lourmat Deutschland GmbH, Eberhardzell) detek-
tiert.

Die Primer amplifizieren eine Region des Gens, die aul3erhalb des eigentlichen Cacna2d2-
Gens liegt. Die Bande fir das Wildtyp-Cacna2d2-Allel (541 bp) ist unabhangig vom Genotyp
immer vorhanden. Bei der du/du-Mutation im Cacna2d2-Allel ist diese Region dupliziert und
zudem mutiert. Man erhalt durch die Duplikation folglich ein Fragment mit gleicher GréRe wie
fur den Wildtyp (541 bp). Durch die in diesem Genabschnitt befindliche Mutation kann dieser
Bereich allerdings durch ein Restriktionsenzym (BspHI) in zwei Fragmente (beide ca. 280 bp
grol3) geschnitten werden. In Tabelle 4.2 sind die zu erwartenden Genotypen mit ihrer

BandengréfRRe dargestellt.
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Tabelle 4.2: BandengroBen der du/du-Genotypisierung

Genotyp BandengroRe

Wildtyp (wt) 541 bp
Heterozygot fur du/du (du/wt) 541 bp und 280 bp

Homozygot fir du/du (du/du) 541 bp und 280 bp (starker als bei du/wt)

Ein Beispielbild einer Genotypisierung ist in Abbildung 4.1 dargestellt. Die Auswahl der
du/du-Mause flr Experimente erfolgte sowohl anhand des Geno- als auch des Phanotyps.
Die du/du-Mause waren deutlich kleiner und leichter (4.6 g + 0.7 g, n = 8) als ihre Wildtyp-
Geschwistertiere (12.2g + 2.3 g, n=9), wie die Ermittlung des Gewichtes fur die Narkose
bei Hormessungen ergab. Zu diesem Zeitpunkt waren die du/du-Mause zwischen 20 und 25
Tagen alt, die Wildtyp-Mausen zwischen 21 und 30 Tagen. Des Weiteren besallen du/du-
Mause einen ataktischen Gang und litten unter epileptischen Anfallen (s. auch Kapitel 3.7
Die ducky- (du/du) Maus). Die du/du-Mause wurden nicht alter als 28 Tage (P28). Bei der
Praparation der Cochlea (s.4.5 Praparation der Cochlea) wurde beobachtet, dass die Coch-
leae von du/du-Mausen brichiger waren als die der Wildtyp-Geschwistertiere. Ansonsten

ergaben sich keine auffalligen, morphologischen Unterschiede.

bp

600
D S N B e B A e

300 -y e

100

du/du du/wt wit du/wt du/du du/wt du/wt duwt NK

Abbildung 4.1: Beispielgel einer du/du-Genotypisierung

Die obere Bande hat eine GréRe von 541 bp, die untere von etwa 280 bp. Ist das du/du-Allel nicht
vorhanden, schneidet das Enzym nicht und es erscheint nur eine Bande bei 541 bp (wt). Bei
Vorhandensein des du/du-Allels schneidet das Enzym und man erhalt eine Bande bei etwa 280 bp. Ist
das du/du-Allel homozygot (du/du) vorhanden, dann ist die 280 bp-Bande intensiver, bei
heterozygoten Tieren schwacher (du/wt). Marker: Tracklt 100 bp (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA). NK:

26



Material und Methoden

Negativkontrolle, d. h. keine DNA.

4.3 Genotypisierung von Ca,1.3-defizienten Mausen

Die Ca,1.3-defizienten Mause wurden mit den Primern Ca,1.3 sense (5'-GCA AAC TAT GCA
AGA GGC ACC AGA-3'), Ca,1.3 antisense (5'-TAC TTC CAT TCC ACT ATA CTA ATG CAG
GCT-3") und Ca,1.3 neosense (5-TTC CAT TTG TCA CGT CCT GCA CCA-3') nach
Striessnig et al. (2006) genotypisiert.

4.4 LoOsungen

Tabelle 4.3 zeigt die in dieser Arbeit zur Herstellung der intra- und extrazellularen Losungen
verwendeten Chemikalien mit Hersteller. Einstellung des pH-Wertes und der Osmolaritat
erfolgten mit dem pH-Meter HI221 (HANNA Instruments Deutschland GmbH, Kehl am Rhein)
und dem Osmomat®030 (Gonotec GmbH, Berlin).

Tabelle 4.3: Auflistung der verwendeten Chemikalien mit Hersteller

Chemikalie Hersteller

Apamin (sApamin) Alomone Labs Ltd., Jerusalem, Israel
ATP Alfa Aesar, Karlsruhe

BaCl, Merck KGaA, Darmstadt

CaCl; Calbiochem, Darmstadt
Césiummethansulfonat Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen
Glukose AppliChem GmbH, Darmstadt

GTP Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen
HEPES acid Merck KGaA, Darmstadt

Kalilauge Merck KGaA, Darmstadt

KCI Calbiochem, Darmstadt
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Chemikalie Hersteller
Kalium-Glukonat Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen
Laktobionat Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen

Molekula Limited, Dorset, UK

Linopirdin Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen
MgCl Merck KGaA, Darmstadt

NaCl Merck KGaA, Darmstadt

Natronlauge VWR International GmbH, Darmstadt
Phosphokreatin Dinatrium Salz Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen
TEA-CI Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen

4.5 Praparation der Cochlea

Fir elektrophysiologische Messungen an inneren Haarsinnneszellen (IHZ) und immunhisto-
chemische Farbungen der apikalen Windung des Corti-Organs wurden NMRI-Mause, Mause
der Ca,1.3-Linie und Mause der ducky-Linie zwischen dem postnatalen Tag 15 und 25 laut
Tierschutzgesetz mit Isofluran (Baxter GmbH, UnterschleiRheim) narkotisiert und anschlie-
Rend dekapitiert. Fir die Gewinnung von Haarzellen fir gRT-PCR-Experimente wurden
zusatzlich neonatale Mause verwendet (zwischen postnatalem Tag 5 und 6). Die Schadel-
halften wurden in einer physiologischen Losung (153 mM NacCl, 5.8 KCI, 1.3 mM CaCl,, 0.9
MgCl, 5.6 mM Glukose, 10 mM HEPES, 0.7 mM NaH:PO., pH 7.35, 320 mOsm) auf Eis
gelagert und die Cochlea wurde entnommen. Weitere Praparationen erfolgten unter dem
Stereomikroskop SZX-16 (Olympus Deutschland GmbH, Hamburg). Nach Entnahme des
Innenohrs wurde der Knochen der Cochlea ausgehend vom apikalen Ende unter Zubhilfe-
nahme feiner Pinzetten entfernt. Die dadurch freigelegte apikale Windung des Corti-Organs
wurde entnommen, mit Cell-Tak (BD Biosciences, Franklin Lakes, NJ, USA) aufgeklebt und

die Tektorialmembran vorsichtig entfernt.
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4.6 Transkriptanalyse an Haarsinneszellen

Fir die Transkriptanalyse wurden innere und &uRere Haarsinneszellen (IHZ, AHZ) abge-
saugt, die RNA in cDNA umgeschrieben und diese mit Hilfe der gRT-PCR weiter analysiert.

Die einzelnen Schritte sind im Folgenden beschrieben.

4.6.1 Gewinnung von Haarsinneszellen

Zur Isolation von Haarsinneszellen wurde die Cochlea wie unter Kapitel 4.5 (Praparation der
Cochlea) beschrieben prapariert. Vor Offnung der Cochlea wurde diese in eine Lésung Uber-
fuhrt, die ein vorzeitiges Schwellen der Haarzellen durch Zugabe von Glukonat verhindern
sollte (45 mM NaCl, 4.8 mM KCI, 1.3 mM CacCl,, 0.95 mM MgCl;, 5.8 mM Glukose, 10 mM
HEPES, 0.7 mM NaH:PO4, 120 mM Natrium-Glukonat, pH 7.35, 320 mOsm). Die apikale
Windung des Corti-Organs wurde herausprapariert und mit Cell-Tak aufgeklebt. Unter dem
Mikroskop (Axioskop, Carl Zeiss Microscopy GmbH, Oberkochen, 40x Achroplan Objektiv)
wurden die Haarsinneszellen (30-90 IHZ, 120-220 AHZ) durch Absaugen mittels Borosilikat-
pipetten (Glasrohlinge flr 4 h bei 200 °C ausgebacken) von etwa 10 ym Durchmesser
gesammelt. Zum Teil wurde in die Pipettenspitzen ein RNase-Inhibitor (RNaseOUT™, Invi-
trogen Limited, Carlsbad, CA, USA) mit bis zu 0.5 yl vorgelegt. Wahrend des Absaugens
wurde das Corti-Organ standig bei hoher Geschwindigkeit mit der Glukonat-haltigen Lésung
Uberspilt. Nach dem Gewinnen der Haarsinneszellen wurden diese durch schwachen Uber-
druck und Abbrechen der Pipettenspitze in ein autoklaviertes Kryogefal’ Gberfihrt und in flls-
sigem Stickstoff eingefroren. Die Zellen wurden maximal eine Woche bei -70 °C gelagert. Die
Haarsinneszellen wurde teilweise von Dr. Niels Brandt (Fachrichtung 2.5 Biophysik, Univer-

sitat des Saarlandes, Homburg) isoliert.

4.6.2 Umschreibung der RNA in cDNA

Die Transkription der RNA in cDNA erfolgte nach folgendem Protokoll (s. Baig et al., 2011):
Die Zellen wurden zum Aufbrechen der Zellmembranen dreimal bei 37 °C aufgetaut und in
flussigem Stickstoff wieder eingefroren. AnschlieBend wurde das Volumen fur jede Reaktion
mit RNase-freiem Wasser (Promega GmbH, Mannheim) auf 9 yl aufgeflllt. Hinzu kamen

Random Hexamer Primer (finale Konzentration 5 uM, Applied Biosystems, Carlsbad, CA,
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USA) und dNTPs (finale Konzentration: 0.5 mM, New England Biolabs, Ipswich, MA, USA).
Dieser Ansatz wurde fir 5 Minuten bei 65 °C inkubiert, danach fir mindestens eine Minute
auf Eis gelagert. Es wurden DTT (final: 10 mM, Invitrogen Limited, Carlsbad, CA, USA),
RNaseOUT (40 U) und die SuperScript Il Reverse Transkriptase (200 U, Invitrogen Limited,
Carlsbad, CA, USA) hinzugeflgt und mit 5xFS-Puffer auf ein Gesamtvolumen von 20 pl
aufgeflllt. Die Umschreibung erfolgte bei 50 °C fiir 2.5 Stunden. Eine Inaktivierung der Tran-
skriptase dauerte 30 Minuten bei 70 °C. Die gewonnene cDNA wurde bei -20°C gelagert und

zur weiteren Analyse auf Trockeneis versandt.

4.6.3 Transkriptanalyse mit quantitativer Real-Time-PCR (qRT-PCR)

Die Transkripte der abgesaugten Haarsinneszellen wurden mit Hilfe einer quantitativen Real-
Time-PCR von Prof. Dr. Gerald Obermair (Sektion fir Physiologie, Medizinischen Universitat
Innsbruck) analysiert. Dabei wird die Anzahl an mRNA- bzw. cDNA-Molekllen mittels
TagMan™-Sonden in jedem PCR-Zyklus ermittelt. Die TagMan™-Sonden sind - neben den
,hormalen® forward und reverse Primern - Oligonukleotide, die an der zu untersuchenden
Sequenz binden. Sie enthalten an einem Ende einen Reporterfluoreszenz-Farbstoff, am
anderen Ende einen sogenannten Quencher-Farbstoff. Der Quencher-Farbstoff unterdrickt
durch einen Fluoreszenz-Resonanz-Energietransfer die Fluoreszenz des Reporters. Wird die
betreffende Sequenz amplifiziert und die Sonde durch die Exonukleaseaktivitat der Tag-Poly-
merase abgebaut, kommt es zur Trennung von Reporter und Quencher und damit zur Fluo-
reszenz. Die Fluoreszenzintensitat ist proportional zur Menge des PCR-Produkts. Die fur die
a.0-Untereinheiten verwendeten Expressions-Assays (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) sind in
Tabelle 4.4 aufgefiuhrt (Schlick et al., 2010). Um die Ausbeute zu erhéhen, wurden teilweise
mehrere Proben zusammengefugt (gepoolt). Zur Quantifizierung wurden die Werte auf ein
mitgefuhrtes, mitamplifiziertes Haushaltsgen (hier Hypoxanthin-Phospho-Ribosyl-Trans-

ferase) normiert.

Tabelle 4.4: Verwendete TagMan™ Expressions-Assays fiir die a,5-Unterheiten

Unter- Gen Bank Assay-Nummer FragmentgroBe in bp Exongrenze

einheit Accession

0,01 NM_009784N MmO00486607_m1 100 33-34

0202 NM_020263 MmO00457825_m1 84 1-2

30



Material und Methoden

Unter- Gen Bank Assay-Nummer FragmentgroBe in bp Exongrenze

einheit Accession

0203 NM_009785 Mm00486613_m1 109 5-6

0,04 NM_001033382 MmO01190105_m1 61 8-9

4.7 Hormessungen

Das Horvermdgen der du/du-Mause wurde von Dipl.-Ing. Dietmar Hecker in Zusammenarbeit
mit Dr. Julia Dlugaiczyk und Prof. Dr. Bernhard Schick an der HNO Universitatsklinik des
Saarlandes (Abteilung Experimentelle Audiologie unter der Leitung von Prof. Dr. Bernhard
Schick) untersucht. ABR (auditory brainstem responses) und DPOAE (distortion product of
otoacoustic emissions)-Messungen wurden in einer schalldichten Kammer an Mausen im
Alter von etwa 21-30 (wt) und 20-25 Tagen (du/du) durchgeflihrt.

4.71 ABR-Messungen

Der Schallreiz wird von der Cochlea ausgehend Uber die zentrale Hérbahn, die mehrere
Stationen umfasst, an die Horrinde weitergeleitet. Mit ABR-Messungen wurde die Reaktion
des auditorischen Hirnstammes auf einen akustischen Reiz getestet. Die Hirnstammpoten-
tiale wurden mit Hilfe von subcutan angebrachten Elektroden gemessen. Die Messelektrode
befand sich hinter dem Ohr, die Referenzelektrode auf der Stirn und die Erdungselektrode
am Ricken. Anhand des Auftretens der typischen ABR-Wellenformen liefsen sich individuelle
Horschwellen bestimmen. Zum Ermitteln der Hoérschwelle wurden Klick- (10 ps,
»,Rauschen“/noise) und frequenzspezifische (3 ms, 2 - 45 kHz) Impulse prasentiert (Engel et
al., 2006; Zuccotti et al., 2012).

4.7.2 DPOAE-Messungen

Otoakustische Emissionen (OAE) sind akustische Signale, die im Innenohr entstehen und
mit einem Mikrofon im Gehdrgang detektiert werden. Sie dienen als Mal} fur die Funktion des

cochledren Verstarkermechanismus und damit auch der AHZ. Es wird angenommen, dass
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die aktive Verstarkung des Schalls durch die AHZ zur Bildung dieser Signale flihrt (Kemp,
2002). Die Distorsionsprodukte otoakustischer Emissionen (DPOAE) sind eine spezielle
Form der OAEs. Sie werden ausgel6st durch die simultane Prasentation zweier Téne. Da der
Verstarkermechanismus der Cochlea nicht-linear ist, entsteht als Folge ein Ton bei einer
Frequenz, die nicht proportional zu den eingespielten Ténen ist. Es kommt zur Distorsion,
wobei das charakteristische Produkt bei 2*f; - f, die groRte Amplitude hat und daher zur
Auswertung herangezogen wird. Die hier verwendeten Tdne zur Stimulation hatten ein
Verhaltnis von f; = 1.2*f; (mit Lf; = 55 dB SPLund Lf, = 45 dB SPL). Die Messung erfolgte bei
16 kHz und uber den Bereich von 10 bis 18 kHz, wobei die Signale in diesem Bereich in 0.5

kHz-Schritten gemittelt wurden (Hecker et al., 2011; Schimmang et al., 2003).

4.8 Durchfiihrung der Patch-Clamp-Messungen

Alle Patch-Clamp-Messungen erfolgten an IHZ der apikalen Windung des Corti-Organs bei
Raumtemperatur (21-23 °C) in der Ganzzell-Konfiguration im Voltage-Clamp-Modus. Die
Praparate wurden kontinuierlich mit Extrazellularlésung Uberspult, die (aul3er fir Barium-
strome) wie folgt zusammengesetzt war: 70 mM Laktobionat, 83 mM NacCl, 5.8 KCI, 1.3 mM
CaCl,, 0.95 MgCl,, 5.3 mM Glukose, 10 mM HEPES, 0.7 mM NaH,PO,4 pH 7.35, 320 mOsm.
Als Mikroskop diente das Axioskop (Carl Zeiss Microscopy GmbH, Oberkochen) unter
Beleuchtung mit einem differentiellen Interferenzkontrast und einem 40x-Objektiv (Achroplan)
mit Wasserimmersion. Patch-Pipetten wurden aus Quarzglas mit einem Laserpuller (Sutter
Instruments, Novato, CA, USA) gezogen und hatten in der oben angegebenen Badlésung

mit den unten genannten Pipettenldsungen Widerstande von 6 bis 8 MQ.

4.8.1 Effekt von 8-Bromo-cGMP auf BK-Strome der inneren Haarsinneszellen von
NMRI-Mausen

Der Effekt von 8-Bromo-cGMP auf Kaliumstréme der IHZ wurde an NMRI-Mausen im Alter
von 15-25 Tagen gemessen. Dazu wurden intrazellulare Lésungen mit unterschiedlichen
freien Calciumkonzentrationen verwendet. Die Pipettenlésung war wie folgt zusammenge-
setzt: 4 mM MgCl,, 5 mM HEPES, 5 mM EGTA, 10 mM Phosphokreatin, 0.1 mM GTP,
20 mM KCI, 4 mM ATP, 110 mM Kalium-Glukonat, pH 7.35, 305 mOsm. Fir eine niedrigere

freie Calciumkonzentration wurden 0.1 mM CacCl,, flir eine hohere Calciumkonzentration
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1 mM CaCl, zugegeben. Die Berechnung des freien Calciums erfolgte mit Hilfe einer Website
der Standford University (Information gemaR Stanford University, 2011: http://www.stan-
ford.edu/~cpatton/webmaxc/webmaxcS.htm, Temperatur: 22 °C, pH-Wert: 7.35 und lonen-
starke: 0.16 N fir physiologische Lésungen). Fir eine Lésung mit 0.1 mM CaCl; ergab sich
eine freie Calciumkonzentration von 22.4 nM (~20 nM), fir die Lésung mit 1 mM CaCl;
ergaben sich 1.8 nM freies Calcium (~2 nM). 8-Bromo-cGMP (Tocris Bioscience, Bristol, UK)

wurde mit einer Konzentration von 3 uM dazu gegeben.

4.8.2 Barium- und Calciumstrome der inneren Haarsinneszellen von ducky-Mausen

Barium- und Calciumstrome wurden an IHZ von 19-23 Tage alten du/du-Mausen gemessen
und mit denen von Wildtyp-Tieren im Alter von 16-24 Tagen verglichen. Fir die Barium- und
Calciumstrom-Messungen war die Pipette mit folgender Intrazellulariésung geftllt: 0.1 mM
CaCl;, 4 mM MgCl;, 5 mM HEPES, 5 mM EGTA, 10 mM Phosphokreatin, 0.3 mM GTP,
20 mM CsClI, 4 mM ATP, 110 mM Casiummethansulfonat, pH 7.35, 305 mOsm. Die extrazel-
luldre Lésung fur die Bariumstrome enthielt im Gegensatz zur Ublichen Extrazellularldsung
72.5mM Laktobionat, 40 mM NaCl, 5.6 KCI, 10 mM BaCl,, 0.9 MgCl, 5.6 mM Glukose,
10 mM HEPES, 35 mM TEA-CI und 15 mM 4-AP (pH 7.35, 320 mOsm). Durch die Bari-
um-lonen werden Kaliumkanale blockiert, deren Stréme um ein Vielfaches grélRer sind als
die durch die Calciumkanale flieRenden Strome. Zudem kénnen mit Barium als Ladungs-
trager hohere Stromamplituden durch den Calciumkanal gemessen werden und es lasst sich
spannungs- von calciumabhangiger Inaktivierung trennen. Fir Calciumstréome wurden die
Zellen mit normaler Extrazellulariésung (Zusammensetzung s. Kapitel 4.8 Durchfihrung der
Patch-Clamp-Messungen) Uberspult. Wahrend der Ableitung der IHZ wurde folgende Lésung
mit erhdhter Calciumkonzentration und Kaliumkanal-Blockern mit einer Thetaglas-Pipette, die
dicht an den Haarzellen positioniert war, appliziert: 72.5 mM Laktobionat, 40 mM NaCl,
5.6 KCI, 0.9 MgCl, 5.6 mM Glukose, 10 mM HEPES, 10 mM CacCl,, 35 mM TEA-CI, 500 nM
Apamin, 100 uM Linopirdine, 15 mM 4-AP, pH 7.35, 320 mOsm.

4.8.3 Kaliumstrome der inneren Haarsinneszellen von ducky-Mausen

Die Kaliumstrome der IHZ von 21-22 Tage alten du/du-Mausen im Vergleich zu Wildtyp-IHZ

(21-22 Tage alt) wurden mit folgender Intrazellularlosung gemessen: 0.1 mM CaCl;, 4 mM
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MgCl,, 5 mM HEPES, 5 mM EGTA, 10 mM Phosphokreatin, 0.1 mM GTP, 20 mM KCI, 4 mM
ATP, 110 mM Kalium-Glukonat, pH 7.35, 305 mOsm. Die Zellen wurden mit normaler Extra-
zellularldsung (Zusammensetzung s. Kapitel 4.8 Durchfihrung der Patch-Clamp-Mes-

sungen) Uberspllt.

4.8.4 Allgemeiner Messaufbau

Als Patch-Clamp-Verstarker diente ein AXOPATCH 200B (Molecular Devices GmbH,
Sunnyvale, CA, USA). Die Daten wurden mit der Software Pulse++ 1.73 (Ulrich Rexhausen,
Institut fur Physiologie I, Eberhard-Karls-Universitat Tlbingen und Klaus Bauer, Max-Planck-
Institut fir medizinische Forschung, Heidelberg) und einem ITC16 Computer Interface
(Instrutech, Greatneck, NY, USA) aufgezeichnet. Die Stromspuren wurden mit einer
Frequenz von 100 kHz (Programme mit einer Lange von 30 ms) und 5 kHz (Programme mit
einer Lange von 500 ms) abgetastet und mit 10 bzw. 1.3 kHz gefiltert (LPBF 48DG, npi elec-

tronic GmbH, Tamm).

Die Zellen wurden bei -80 mV (Kaliumstrome), -88 mV (Bariumstréme) oder -86 mV (Calci-
umstrome) gehalten. Nach einem Testpuls mit einer Hyperpolarisation (von -10 mV zur
Berechnung des Leckstroms) wurden die Zellen zur Messung von Kalium- und Barium-
stromen vom Haltepotential ausgehend in 24 bzw. 28 5 mV-Schritten fir eine Dauer von
8 ms depolarisiert. Fur Calciumstrome wurde ein Startpotential von -111 mV gewahlt (30
5 mV-Schritte). Inaktivierungsprotokolle depolarisierten die Zellen fir 400 ms in 13 10 mV-
Schritten.

4.8.5 Auswertung der Patch-Clamp-Daten

Die Daten wurden mit Hilfe der Software Igor Pro (Wavemetrics, Lake Oswego, USA) und
verschiedenen, von Dr. Stefan Minkner (Fachrichtung 2.5 Biophysik, Universitat des Saar-
landes, Homburg) programmierten Analyseprogrammen in Igor (Igor-Makros) ausgewertet.
Bei den Stromen erfolgte ein Abzug des Leckstroms, bei den Spannungen wurde das Liquid
Junction Potential (LJP) (Neher, 1992) mit einberechnet. Dieses betrug fur die Lésungen zur
Messung der Kaliumstrome -10 mV, zwischen den Ldsungen fur die Bariumstrome -8 mV

und bei den Calciumstromen -6 mV. Dabei ist zu beachten, dass fiur die Calciumstrome ein
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LJP einer Drei-Lésungssituation hatte berechnet werden miissen (Neher, 1992). Da das LJP
fur die Applikations- und Extrazellularldsung nur bei -2.4 mV lag, wurde dieses vernachlas-
sigt. Bei Kaliumstromen wurde der Serienwiderstand am Verstarker um 60-80 % korrigiert
und diese Korrektur wurde bei der Datenauswertung bericksichtigt. Bei Messung der
Barium- und Calciumstréme erfolgte keine Serienwiderstands-Korrektur am Verstarker, um
erhdhtes Rauschen der Stromspuren zu vermeiden. Au3erdem war der daraus resultierende
Spannungsfehler bei den sehr geringen Stromamplituden der Barium- und Calciumstréme
(bis maximal 250 pA) so gering, dass eine Korrektur des Serienwiderstandes nicht nétig war.
Fir die Ermittlung der Strom-Spannungskurve (/-V) wurde bei Kaliumstrom-Messungen der
korrigierte Serienwiderstand zur Berechnung der tatsachlich angelegten Spannung einbe-
zogen. Bei Barium- und Calciumstromen war der Spannungsfehler vernachlassigbar klein

und wurde daher nicht bertcksichtigt.

Zur Erstellung der Strom-Spannungskurve bei Kaliumstromen wurden die Stromwerte
zwischen 1.2 und 1.3 ms nach Depolarisationsstart gemittelt. Zu diesem Zeitpunkt sollten nur
die schnellen BK-Strome der Haarzelle aktiviert sein (Kros et al., 1998; Kurt et al., 2012). Die
I-V-Kurven der Kaliumstrdme wurden mit Gleichung 1 gefittet (Boltzmann-Fit erster Ordnung,

multipliziert mit der treibenden Spannung).

(v-v

max (Vv
1+e

rev)
V) /k

(1) 1=G

half —

V = Membranpotential, V.., = Umkehrpotential von Kalium (-73 mV), Gmax = maximale Leitfa-
higkeit der Zelle, Viar = halbmaximale Aktivierungsspannung, k = Steigungsfaktor (Steep-

ness) der Boltzmann-Funktion (Kros and Crawford, 1990).

Die Aktivierungszeitkonstanten der Kaliumstrome wurden wahrend der ersten Millisekunde
nach Start der Depolarisation mit Hilfe folgender Gleichung angefittet (monoexponentielle

Hodgkin-Huxley Aktivierungskinetik):

(2) I(t)zlss-m(t)2 wobei m(t)=m_+(m,—m_) e V™

0
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mit |ss = steady-state-Strom, 1= Aktivierungszeitkonstante, m.und mo= Wahrscheinlich-
keiten, dass sich ein ,gating particle“ des Hodgkin-Huxley-Modells zu einem entsprechenden

Zeitpunkt (t = 0 oder t = <) im offenen Zustand befindet.

Fir die /I-V-Kurven der Barium- und Calciumstrome wurden die Werte 7-8 ms nach Start der

Depolarisation gemittelt.

Die Strom-Spannungskurven der Barium- und Calciumstréme wurden mit Gleichung 4 (Boltz-
mann-Funktion zweiter Ordnung, Goldman-Hodgkin-Katz-Gleichung fiir die Beschreibung
der treibenden Spannung flir Barium und Calcium (Hille, 1991; modifiziert nach Knirsch et
al., 2007) angefittet:

| =lga oder lca zum Zeitpunkt der /-V-Bestimmung, Pmax = maximale Permeabilitat, fur
v=2z"F*V/(RT) qilt z=2; F =Faraday-Konstante, R = Gaskonstante, T = Temperatur,
V = Membranpotential, [Ba]; und [Ba]o = intra- und extrazellulare Barium-Konzentration (bzw.
[Ca]i und [Ca]o bei Calcium), Vhar = halbmaximale Aktivierungsspannung, k = Steigungsfaktor

der Boltzmann-Funktion. [Ca]; und [Ba]i wurden jeweils auf 50 nM gesetzt.

Die prozentuale Inaktivierung der Barium- und Calciumstréme nach 300 ms Depolarisation

wurde nach folgender Formel ermittelt:

|
5) Inaktivierung = 1 — ==L 100%
|
peak

mit lpeak = Maximalstromamplitude der Stromspur bei Vimax + 10 mV zum Zeitpunkt t = tpea und
lest der Strom zum Zeitpunkt t = tpeac + 300 ms und lest der Strom zum Testzeitpunkt (Knirsch
et al., 2007).

36



Material und Methoden

Die Zeitkonstante der Inaktivierung dieser Strome wurde mit folgender Gleichung durch

Anfitten ermittelt:

6) I(t)=A; e " +A,

| = Ica Oder Iga, A1 = Stromamplitude, A, = Offset-Strom, 1 = Zeitkonstante der Inaktivierung.

Die gemessenen Zellen wurden anhand von Leck- und Serienwiderstand selektiert: Fur alle
Messungen gingen nur solche Zellen in die Auswertung ein, die einen Leckwiderstand grofier
als 100 MQ und einen unkorrigierten Serienwiderstand kleiner als 18 MQ hatten. Die Serien-
widerstande der Barium-und Calciumstrommessungen lagen im Mittel zwischen 13 und
15 MQ, die der Kaliumstréme nach Korrektur zwischen 2.5 und 3.1 MQ. Bei der Analyse der
Kaliumstrome wurden zudem die Zellen ausgeschlossen, deren aus dem Bolzmann-Fit resul-
tierenden Parameter (Vhar und Strom bei -10 mV) aulierhalb des Messbereiches der jewei-
ligen Zelle lagen. Die Leckwiderstande betrugen bei Kaliumstrom-Messungen im Mittel 160 -
180 MQ, bei Barium- und Calciumstrom-Messungen zwischen 1800 und 2600 MQ. Bei den
Messungen von Barium- und Calciumstromen wurden alle Kaliumkanale blockiert, die unblo-
ckiert bei den Kaliumstrom-Messungen flr eine beachtliche Leitfahigkeit beim Haltepotential
von -80 mV und damit fir einen kleinen ,Leckwiderstand® verantwortlich sind. Durch die
grolien Kaliumstréme ergeben sich aufgrund der Serienwiderstande fir jede Zelle individu-
elle Spannungswerte. Damit die Strom-Spannungskurven und Aktivierungszeitkonstanten
dennoch gemittelt werden konnten, wurden die Spannungswerte in 5 mV-Intervallen
zusammen gefasst, ggf. gemittelt und die Werte bei der betragsmalRig kleineren Intervall-

grenze aufgetragen.

4.9 Immunhistochemie
491 Fixierung

Far immunhistochemische Experimente wurden die Maus-Cochleae wie unter Kapitel 4.5

(Praparation der Cochlea) beschrieben entnommen und anschlieRend fixiert. Die Fixierung
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der Zellen erfolgte fur 8 bis 15 Minuten auf Eis mit Zambonis Fixativ (Tabelle 4.5) (Stefanini
et al., 1967) oder 2 % PFA (Ausgangslésung: 16 %, Polysciences Europa GmbH, Eppelheim)
in PBS (Invitrogen Limited, Carlsbad, CA, USA). Die Pikrinsaure (Sigma-Aldrich Chemie
GmbH, Taufkirchen) in Zambonis Fixativ sorgt fir eine schnellere Fixierung und damit
besseren Gewebeerhalt. Die Wahl des Fixativs war von den verwendeten primaren Antikor-
pern abhangig. Fir die Fixierung wurde der Steigbiigel vom ovalen Fenster der Cochlea
entfernt. Nach Uberfihrung der Cochlea in das entsprechende Fixativ wurde mit Hilfe der
Injektionsnadel einer 1 mi-Insulinspritze vorsichtig ein Loch in den Apex gestochen. Das
nachfolgend durch ovales und rundes Fenster injizierte Fixativ (1 ml) konnte an dieser Stelle
wieder entweichen, was einen grindlichen Austausch des Mediums in der Cochlea gewahr-
leistete. Nach der Inkubationszeit wurde die Cochlea in PBS Uberfihrt und die Reaktion
wurde durch Injektion mit PBS gestoppt. Es folgte die Praparation der apikalen Windung des
Corti-Organs (s. Kapitel 4.5 Praparation der Cochlea), welches dann in PBS mit Cell-Tak
innerhalb eines ImmunoPen™-Kreises (Calbiochem, Darmstadt) von 1 cm Durchmesser auf
Objekttragern aufgeklebt wurde.

Tabelle 4.5: Zambonis Fixativ

Substanz Menge
8 % PFA 50 ml
2 % PFA 50 mi
PBS (10x) 2.5ml
destilliertes Wasser 25 ml
NaCl 179
NaOH (1 M) 500 pl

Pikrinsaure (gesattigt) 22.5 mi

4.9.2 Immunfarbung

Alle Inkubations- und Farbeschritte erfolgten auf den Objekttragern in einer lichtundurchlas-
sigen, feuchten Kammer und mit je 50 pl Puffer. Die Zusammensetzung der Puffer ist in
Tabelle 4.6 aufgefuhrt. Nach 10-minutiger PBS-Inkubation wurden die Zellen mit Triton-X 100
(VWR International GmbH, Darmstadt) permeabilisiert (10 min, PP). Unspezifische
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Bindungsstellen wurden mit BSA (Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen) blockiert
(30 min, BP). Die Inkubation des primaren Antikorpers (in RP) erfolgte in entsprechender
VerdUnnung (s. Tabelle 4.7) fur 90 Minuten bei Raumtemperatur oder fur 14-16 Stunden bei
4 °C. Nach zwei Waschschritten (2 x 15 min WP) wurde der sekundare Antikérper (in RP) (s.
Tabelle 4.8) fur 70 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Es folgten zwei weitere Wasch-
schritte. Sekundare Antikérper-Lésungen wurden vor Benutzung immer fir 3 min bei 6000 g
zentrifugiert, primare Antikdrper-Loésungen je nach Datenblatt. Bei jeder Farbung wurden
Negativkontrollen mitgefuhrt, um zu testen, ob der sekundare Antikérper unspezifische

Bindungen eingeht.

Bei den immunhistochemischen Farbungen sind zum Vergleich Kontrollen sehr wichtig. Da
nicht immer Wildtyp-Tiere verfugbar waren, wurden in einigen Fallen auch heterozygote Tiere
verwendet. Heterozygote Geschwistertiere der du/du- und Ca,1.3-defizienten M&use zeigen
keinen Phanotyp. Auf die Verwendung heterozygoter Kontrolltiere wurde in den Abbildungs-

unterschriften hingewiesen.

Tabelle 4.6: Verwendete Puffer fiir immuhistochemische Farbungen

Substanz Menge

BSA aus 10 % Stocklésung in PBS
Blockierpuffer (BP) 1% BSAin 1X PBS
Permeabiliserungspuffer (PP) 0.5 % Triton X-100 in 1X PBS
Reaktionspuffer (RP) 0.5 %BSA, 0.2 % Triton X-100 in 1X PBS
Waschpuffer (WP) 0.1 % Triton X-100 in 1X PBS

primare Antikorper-Losung entsprechende Verdiinnung in RP
sekundarer Antikoérper-Lésung entsprechende Verdinnung in RP

Bei manchen Praparaten wurde eine DAPI-Farbung zur Verbesserung der Kernfarbung
durchgefiihrt, in manchen Fallen eine zusatzliche Phalloidin-Farbung (Acti-stain™ 670 Fluo-
rescent Phalloidin, Cytoskeleton, Inc., Denver, CO, USA) zur Markierung der Stereozilien
und Kutikularplatte. Fir die DAPI-Farbung wurden die Praparate zuerst 5-6 Minuten in PBS
gewaschen. DAPI-Stockldsung (0.5 mg/ml, Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen)

wurde auf 1.5 pg/ml verdiinnt und die Praparate fir 3 Minuten darin inkubiert. Es folgten drei
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Waschschritte mit PBS (je 1 min). Bei der zuséatzlichen Acti-Stain Phalloidin-Farbung wurde

die Stocklosung (14 uM) in der primaren Antikérper-Losung auf 200 nM verdinnt.

SchlieRlich wurden die Praparate mit 6-10 ul DAPI-enthaltendem VECTASHIELD® Mounting
Medium (Vector Laboratories, Inc., Burlingame, CA, USA) und Prazisionsdeckglasern (Carl
Zeiss Microscopy GmbH, Oberkochen) eingedeckelt. Die Objekttrager lagerten dunkel bei
4 °C.

Tabelle 4.7: Verwendete primare Antikorper

Epitop Wirt Verdiinnung Firma Lot
Ca.p2, polyklonal Kaninchen 1:500 Eigenherstellung AG

Flockerzi
BKca, polyklonal Kaninchen 1:50 Alomone Labs Ltd., AN-08

Jerusalem, Israel

Cacna2d2 (H-210), Kaninchen 1:50 Santa Cruz H3109
polyklonal 1:200 Biotechnology, Inc.,
Santa Cruz, CA, USA

Ca\1.3, polyklonal Kaninchen 1:100 Alomone Labs Ltd., AN-14
1:200 Jerusalem, Israel AN-15
1:500
CtBP2/RIBEYE, Maus 1:100 Becton Dickinson GmbH, 04274
monoklonal Heidelberg
Otoferlin, polyklonal Kaninchen 1:8000 Eigenherstellung AG
Knipper; Schug et al.,
(2006)
PSD-95, monoklonal Maus 1:1000 Neuromab, Davies, USA
Tabelle 4.8: Verwendete sekundére Antikorper
Fluoreszenz Epitop Wirt Verdiinnung Firma Lot
Alexa488 Kaninchen Ziege 1:500 Molecular Probes, 774904

Eugene, OR, USA
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Fluoreszenz Epitop Wirt Verdiinnung Firma Lot
Cy3 Maus Ziege 1:1500 Jackson 94213
ImmunoResearch

Laboratories, Inc.,
Westgrove, PA,
USA

4.9.3 Auswertung

Die Immunfluoreszenz-Farbungen wurden an einem konfokalen Laserscanning-Mikroskop
(LSM 700) mit der Software ZEN der Firma Zeiss (Carl Zeiss Microscopy GmbH, Oberko-
chen) angesehen, aufgenommen und ausgewertet. Die Anregung der Fluoreszenz erfolgte
mit Lasern der folgenden Wellenlangen: 405 nm (DAPI), 488 nm (Alexa488), 555 nm (Cy3),
633 nm (Acti-Stain-Phalloidin 670 nm). Zur Aufnahme von Ubersichtsbildern wurde ein 20x-
Objektiv ohne Immersion (Plan Apochromat 20x, numerische Apertur 0.5), fir die z-Stapel
ein Olobjektiv (Plan Apochromat 63x, numerische Apertur 1.4) verwendet. Die Anregung
erfolgte bei du/du- und Wildtyp-Praparaten jeweils mit der gleichen Laserintensitat (1-2 % der
maximalen Laserintensitat) und der gleichen Verstarkung fir die Photomultiplier (Faktor 400-
900). Die Aufnahme der zugehdrigen Negativkontrolle erfolgte ebenfalls mit den gleichen
Parametern. Sie sind in Anhang | dargestellt. Die Einzelbilder oder Bilder eines z-Stapels
wurden mit 12 bit und variablen Kantenmaflen (maximal 2048 x 2048 Pixel) aufgenommen.
Bei Detailbildern mit dem 63x-Olobjektiv wurde darauf geachtet, dass die Kantenlange eines
Pixels etwa 0.07 ym grof3 war. Die aufgenommenen z-Stapel werden in dieser Arbeit als
Maximumintensitatsprojektionen dargestellt: jedes Pixel zeigt den Wert aus der Ebene, in der

es die maximale Intensitat hat.

Auszéhlung der Ribbon-Synapsen

Um die Anzahl der Ribbon-Synapsen pro Zelle vergleichen zu kénnen, wurde diese anhand
der CtBP2-Farbungen ausgezahlt. Dazu wurden alle Ribbon-Synapsen in einer Maximumin-
tensitatsprojektion von 4-6 inneren Haarsinneszellen gezahlt und durch die Anzahl der Zellen

geteilt.
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4.10 Dot-Blot-Analyse zur Charakterisierung des a.52-Antikorpers

Die Analyse zur Ermittlung der genauen Bindungsstelle des a,02-Antikérpers wurde von PD
Dr. Martin Jung an der Universitat des Saarlandes (Institut fir medizinische Biochemie und
Molekularbiologie unter der Leitung von Prof. Dr. Richard Zimmermann) durchgefuhrt. Dies
wurde mit sogenannten Dot-Blot-Analysen untersucht. Dazu wurde die Aminosauresequenz,
gegen die der Antikérper gerichtet ist, bzw. die als Immunisierungspeptid verwendet wurde,
mit einem repetitiven Versatz von zwei Aminosauren auf eine derivatisierte Cellulosemem-
bran geblottet. Auf dieser wurde der zu testende Antikdrper inkubiert und mit einem sekun-
daren, Peroxidase-gekoppelten Antikdrper detektiert. Es erschienen dunkle Kreise (Dots) im

Bereich der Aminosauren, an die der Antikérper gebunden hatte.

4.10.1 Software

Tabelle 4.9 zeigt die in dieser Arbeit verwendete Software mit Hersteller.

Tabelle 4.9: Verwendete Software und Hersteller

Software Hersteller

GraphPad Prism Version 6, Testlizenz GraphPad Software, Inc.; La Jolla, CA, USA
IBM® SPSS® Statistics, Version 19 IBM Deutschland GmbH, Ehningen

Igor Software Package, Version 6.2 Wavemetrics, Lake Oswego, OR, USA
ImagedJ 64 1.45r Wayne Rasband, National Institute of Health,

Bethesda, MD, USA
Inkscape, Version 0.48 Free Software Foundation, Boston, MA, USA

Pulse ++ 1.73 entwickelt von Ullrich Rexhausen und Klaus
Bauer (Institut fir Physiologie I, Eberhard-Karls-
Universitat Tubingen; Max-Planck-Institut fiir

medizinische Forschung, Heidelberg)

PyRAT (Python Based Relational Animal Scionics Computer Innovation GmbH, Dresden
Tracking) Software, Version 3.0 Build 7793

OpenOffice™ Apache, Version 3.4.1 The Apache Software Foundation, Forest Hill,
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Software Hersteller
MD, USA

ZEN Carl Zeiss Microscopy GmbH, Jena

Zotero, Version 3.0.8.1 Center for History and New Media, Fairfex, VA,
USA

411 Statistik

Fiar den Vergleich von Einzelwerten zwischen zwei Gruppen (IHZ oder Hormessungen von
du/du- oder Wildtyp-Mause; IHZ von NMRI-Mausen mit oder ohne 8-Bromo-cGMP) wurde
der Mann-Whitney-U Test verwendet. FUr die Auswertung der frequenzspezifischen ABR-
Schwellen, der gemittelten Barium-, Calcium- und Kalium-/-V-Kurven sowie der Aktivierungs-
zeitkonstanten wurde eine two-way ANOVA (analysis of variance) mit Bonferroni Post-Hoc-
Test durchgefuhrt.

43



Ergebnisse I: Wirkung von 8-Bromo-cGMP auf BK-Kanéle

5 Ergebnisse |: Wirkung von 8-Bromo-cGMP auf BK-Kanale

Durch ein Schalltrauma kommt es zur Schadigung und dem Verlust von inneren Haarsinnes-
zellen (IHZ). Die in IHZ vorkommende NO-cGMP-PKG-Signalkaskade spielt dabei eine
entscheidende Rolle (Gosepath et al., 1997; Heinrich et al., 2000; Jaumann et al., 2012).
Wird der Abbau von cGMP gehemmt, schitzt dies die IHZ vor einem Schalltrauma (Jaumann
et al., 2012). Die Zielproteine dieser Kaskade sind in IHZ bisher jedoch unbekannt. In einigen
Geweben wurde der BK-Kanal als Zielprotein der NO-cGMP-PKG-Signalkaskade identifiziert
(Carrier et al., 1997; Lim et al., 2005; Lu et al., 1998). Um zu Uberpriifen, ob der BK-Kanal
auch in IHZ ein mdéglicher Angriffspunkt der Signalkaskade ist, wurden BK-Stréme mit und
ohne 3 yM 8-Bromo-cGMP in der intrazellularen Lésung gemessen. Zudem wurden die
Messungen mit zwei verschiedenen intrazellularen, freien Calciumkonzentrationen durchge-
fihrt ([Ca?*] =2 nM und [Ca?"]i= 20 nM), die durch die jeweilige Pipettenldsung eingestellt

wurden.

5.1 Wirkung von 8-Bromo-cGMP auf BK-Kanale maturer innerer Haarsinneszellen von
NMRI-Mausen

Abbildung 5.1 zeigt BK-Strome von vier individuellen IHZ mit den dazugehdrigen Strom-
Spannungskurven (/-V-Kurven). Bei einer niedrigen intrazelluldren Calciumkonzentration
(2 nM) nahm der Strom durch Zusatz von 8-Bromo-cGMP zu (Abbildung 5.1A), bei einer

Calciumkonzentration von 20 nM wurde er dadurch etwas niedriger (Abbildung 5.1B).
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Abbildung 5.1: Exemplarische BK-Strome von IHZ bei Zugabe von 8-Bromo-cGMP in

unterschiedlichen Calciumkonzentrationen

Einzelne Stromspuren von BK-Strémen als Antwort auf 8 ms andauernde Depolarisationen auf die

angegeben Spannungen fiir jeweils eine Kontrollzelle (oben), eine mit 8-Bromo-cGMP gemessene

Zelle (Mitte) und die zugehdrigen /-V-Kurven (unten). Die Messungen wurden mit 2 nM (A) und 20 nM

(B) freiem Calcium in der intrazellularen Lésung durchgefihrt. Die rot markierten Spuren zeigen die
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Fits der monoexponentiellen Hodgkin-Huxley Aktivierungskinetik Uber die schnelle Komponente des
BK-Stroms. Die /-V-Kurven wurden aus dem gemittelten Strom 1.2 bis 1.3 ms nach Beginn der
Depolarisation (grau unterlegt) ermittelt. Zu diesem Zeitpunkt ist nur der schnell aktivierbare BK-Kanal
offen (Kros et al., 1998; Kurt et al., 2012).

Die fur die jeweilige Messbedingung gemittelten /-V-Kurven aller gemessenen Zellen zeigt
Abbildung 5.2. Bei Zugabe von 8-Bromo-cGMP in niedriger Calciumkonzentration
([Ca?)i= 2 nM) flihrte eine Depolarisation auf -15 mV, -10 mV, -5 mV und 0 mV zu einem
signifikant erhéhten Strom (p < 0.05). Ein gegenteiliger Effekt wurde mit der héheren Calci-
umkonzentration ([Ca?*]i= 20 nM) gemessen, bei der der Strom bei Spannungswerten von
-15 mV, -5 mV und 0 mV signifikant kleiner wurde (p < 0.05).

129 o ~2nm [Ca?],
O ~2nM [Ca?] + 3 uM 8-Br-cGMP
*
104 A ~20nM[Ca?]
A ~20 nM [Ca?*]; + 3 uM 8-Br-cGMP
8 —]
<
L=
-— 6 ]
4 —]
2 —]
0 —]
| | | | | |
-80 -60 -40 -20 0 20
V (mV)

Abbildung 5.2: Calciumabhingige Anderung der BK-Stréme in IHZ durch 8-Bromo-cGMP

Gemittelte Stromspannungskurven + SEM von BK-Strdmen mit oder ohne Zugabe von 8-Bromo-
cGMP bei zwei intrazellularen Calciumkonzentration (2nM und 20 nM). Aus Grinden der
Ubersichtlichkeit ist der Standardfehler jeweils nur in eine Richtung dargestellt. 2 nM [Ca®|:
Kontrollen, n=9; 8-Bromo-cGMP n=6; 20 nM [Ca%|: Kontrollen n=9; 8-Bromo-cGMP n =12.

*p < 0.05, two-way ANOVA, verglichen wurde innerhalb der jeweiligen Calciumkonzentration
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Um genauere Aussagen Uber die Stréome treffen zu kénnen, wurden an die /-V-Kurven Funk-
tionen angefittet, die das Produkt einer Boltzmann-Funktion fir die Aktivierung des BK-Ka-
nals mit der treibenden Spannung darstellen. Der Fit wurde Uber einen Spannungsbereich
von -65 mV bis -2.5 mV % 0.9 mV angelegt. Daraus ergaben sich die Spannungsabhangig-
keit der Aktivierung des Stroms (Steepness) und die halbmaximale Aktivierungsspannung
(Vhar), die zusammen mit Stromamplitude und Stromdichte bei -10 mV in Abbildung 5.3
dargestellt sind. Die Stromamplitude wurde bei der hdheren Calciumkonzentration
([Ca?")i= 20 nM) durch Zugabe von 8-Bromo-cGMP signifikant von 5.0 nA £ 1.3 nA (Kontrolle;
n =9) auf 3.5 nA £ 1.3 nA (8-Bromo-cGMP; n = 12) reduziert (p < 0.05). Die Kapazitaten der
Zellen waren ahnlich (nicht dargestellt, 8-Bromo-cGMP: 9.5 pF £ 1.5 pF; Kontrolle: 8.8 pF *
1.6 pF). Die Stromdichte wurde bei 20 nM [Ca?*]; somit durch das 8-Bromo-cGMP ebenfalls
signifikant reduziert (8-Bromo-cGMP: 0.60 nA/pF + 0.23 nA/pF, Kontrollen: 0.36 nA/pF %
0.11 nA/pF; p < 0.05). Die Spannungsabhéangigkeit der Aktivierung (8-Bromo-cGMP: 11.8 mV
1+ 1.5 mV; Kontrolle: 13.2 mV = 1.7 mV) und die halbmaximale Aktivierungsspannung (8-Bro-
mo-cGMP: -8.8 mV £ 5.9 mV; Kontrolle: -10.4 mV % 3.8 mV) waren unverandert.
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Abbildung 5.3: Parameter der BK-Strome bei Zugabe von 8-Bromo-cGMP in Abhangigkeit von
der Calciumkonzentration

Mittelwerte £ SD des Stroms (lst) und der Stromdichte bei -10 mV (oben), Steepness und Viar (Unten).
Steepness und Vi wurden aus einem Boltzmann-Fit berechnet. 2 nM [Ca?|: Kontrollen, n =9; 8-
Bromo-cGMP, n=10; 20 nM [Ca®|: Kontrollen, n=9; 8-Bromo-cGMP, n=12. *p <0.05, Mann-
Whitney-U-Test

Bei einer freien intrazellularen Calciumkonzentration von 2 nM wurde der Strom bei -10 mV
(ltast) durch 8-Bromo-cGMP nicht signifikant verandert (8-Bromo-cGMP: 6.1 nA £ 2.4 nA;
n = 10; Kontrollen: 4.0 nA = 1.1 nA; n = 9). Auch die durchschnittliche Kapazitat und die mitt-
lere Stromdichte bei -10 mV waren nicht unterschiedlich (Kapazitat 8-Bromo-cGMP: 9.6 pF *
0.9 pF; Kapazitat Kontrollen: 8.8 pF + 1.1 pF; Stromdichte 8-Bromo-cGMP: 0.63 nA/pF %
0.21 nA/pF; Stromdichte Kontrollen: 0.46 nA/pF £ 0.11 nA/pF). Ebenso zeigten die aus dem
Boltzmann-Fit errechneten Parameter Steepness und Ve keinen signifikanten Unterschied
bei 2nM [Ca?'] (Steepness 8-Bromo-cGMP: 11.7 mV % 1.1 mV; Steepness Kontrollen:
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129 mV £ 1.8 mV; Viar 8-Bromo-cGMP: -5.9mV *= 55mV; Vhas Kontrollen: -6.7 mV +
5.6 mV).
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Abbildung 5.4: Effekt von 8-Bromo-cGMP auf die Aktivierungszeitkonstanten der BK-Strome in
Abhangigkeit von der intrazellularen Calciumkonzentration

Gemittelte Aktivierungszeitkonstanten (Tat) £ SEM mit oder ohne 8-Bromo-cGMP Zugabe bei zwei
verschiedenen intrazelluldren Calciumkonzentrationen (2 nM und 20 nM [Ca?]:). Aus Griinden der
Ubersichtlichkeit ist der Standardfehler jeweils nur in eine Richtung dargestellt. 2nM [Ca®']:
Kontrollen, n=7; 8-Bromo-cGMP, n=7; 20 nM [Ca?]: Kontrollen, n=9; 8-Bromo-cGMP, n2>7.

*p < 0.01, two-way ANOVA, verglichen wurden innerhalb der jeweilige Calciumkonzentration

Zur weiteren Charakterisierung der BK-Strome wurden die Aktivierungszeitkonstanten wie
unter Kapitel 4.8.5 (Auswertung der Patch-Clamp-Daten) beschrieben, ermittelt (Abbildung
5.4, siehe auch Abbildung 5.1). Bei der niedrigeren Calciumkonzentration (2 nM [Ca?'])
veranderte die Anwesenheit von 8-Bromo-cGMP die Aktivierungsgeschwindigkeit des Kanals
nicht. Die Zeitkonstanten nahmen von etwa 0.6 ms bei -25 mV bis auf etwa 0.3 ms bei 0 mV
kontinuierlich ab. Bei hoherer Calciumkonzentration (20 nM [Ca?']) aktivierte der BK-Kanal

schneller als bei 2 nM [Ca?'].. Zugabe von 3 uM 8-Bromo-cGMP verlangsamte die Aktivie-
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rungsgeschwindigkeit der BK-Strome jedoch wieder. In den Kontrollzellen fiel die Aktivie-
rungszeitkonstante von ~0.4 ms bei -35 mV auf ~0.2 ms bei 0 mV, mit 8-Bromo-cGMP
hingegen von ~0.55 ms (-35 mV) auf ~0.25 ms bei 0 mV (p <0.01 bei Depolarisation auf
-30 mV und -35 mV).

Diese Ergebnisse zeigen, dass der BK-Kanal der IHZ durch 8-Bromo-cGMP abhangig von
der intrazellularen freien Calciumkonzentration beeinflusst wird. Bei sehr niedrigen Calcium-
konzentrationen ([Ca?*] = 2 nM) fiihrt 8-Bromo-cGMP zu hoheren BK-Stromen, bei 10fach
héherer Calciumkonzentration verursacht es dahingegen eine Reduktion der Stréme.
Darlber hinaus aktivieren die Kanale bei hdheren Calciumkonzentrationen insgesamt

schneller, 8-Bromo-cGMP verlangsamt diesen Effekt jedoch wieder.
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6 Ergebnisse Il: a,0-Untereinheiten in Haarsinneszellen

Spannungsgesteuerte Calciumkanale spielen eine wichtige Rolle bei der Reizweiterleitung in
inneren Haarsinneszellen (IHZ). Sie vermitteln einen durch Depolarisation ausgeldsten Calci-
umeinstrom, der die Ausschuttung des Neurotransmitters Glutamat und damit die Weiterlei-
tung des Stimulus an Spiralganglien-Neurone verursacht. Die in IHZ dominierende porenbil-
dende as-Untereinheit des Calciumkanals ist Ca,1.3 (Platzer et al., 2000). In Bezug auf die
Ca.B-(B)-Untereinheit wird in IHZ der B2-Untereinheit die wichtigste Rolle zugeschrieben
(Neef et al., 2009). Die Ca,a,6-Untereinheit (a.0) ist wie die B-Untereinheit eine akzessori-

sche Untereinheit von spannungsgesteuerten Calciumkanalen.

Die folgenden Kapitel stellen Versuchsergebnisse dar, die Aufschluss dariber geben sollen,
welche der vier bekannten a,0-Untereinheiten in IHZ vorkommen und inwiefern ein Funkti-

onsverlust der a,02-Untereinheit die IHZ und das Horen beeinflusst.

6.1 a,d-Transkripte in inneren und auBeren Haarsinneszellen der Maus (Prof. Dr.
Gerald Obermair)

Um zu ermitteln, welche der vier a,6-Untereinheiten in Haarsinneszellen transkribiert werden,
wurde eine quantitative Real-Time-PCR durchgefiihrt. Die cDNA wurde mittels reverser Tran-
skriptase aus mRNA isolierter Haarsinneszellen von NMRI-Mausen synthetisiert. Aufgrund
der Reifung der Haarsinneszellen und den damit einhergehenden Anderungen des Calcium-
stroms ist es mdglich, dass an dem Calciumkanal-Aufbau bei neonatalen Haarsinneszellen
andere akzessorische Untereinheiten beteiligt sind als bei maturen. Daher wurden die Tran-
skriptzahlen neonataler und maturer IHZ sowie AHZ bestimmt. Hierzu muss angemerkt
werden, dass fur den Nachweis der vier a,6-Untereinheiten und einer endogenen Kontrolle

mit jeweiliger Doppelbestimmung das Ausgangsmaterial in 10 Einzelproben aufgeteilt wurde.

In neonatalen IHZ kam bei zwei unabhangigen, auf ein Haushaltsgen normalisierten cDNA-

Proben von ca. 40 und 120 gepoolten Haarzellen die 0,02 Untereinheit mit 59 und122 Mole-
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kilen am haufigsten vor. Fur die a,83-mRNA wurden in diesen Zellen 15 und 23 Molekule
detektiert. a,061 konnte kaum (je 3 Molekile) und a,04 Uberhaupt nicht nachgewiesen werden
(Abbildung 6.1). Bei einer Probe mit 240 neonatalen AHZ (2 Proben mit je 120 AHZ gepoolt)
wurde die a;02-Untereinheit mit 30 Molekulen nachgewiesen. Die anderen Untereinheiten
zeigten geringere Molekulzahlen: a,01 mit 6 Molekllen, a,03 mit 5 Molekulen, a,04 mit 3
Molekullen (nicht dargestellt). Insgesamt lagen die Werte teilweise Uber der Detektions-

schwelle, jedoch unter der Quantifizierungsgrenze.

140
120 — ]
100 —
80 —
60 —
40 —

20 —

Normalisierte Transkriptanzahl

a,01 a,02 a,03 a,04

Abbildung 6.1: Transkriptzahlen der a,51 bis a,84-Untereinheiten in NMRI-Mausen
(A) Hprt1*-normalisierte Transkriptzahlen zweier unabhangiger cDNA Proben mit 40 und 120
gepoolten, neonatalen IHZ. Die Detektionsschwellen sind mit gestrichelten Linien fur jede a.0-

Untereinheit angedeutet. (*Hprt1 = Hypoxanthin-Phosphoribosyltransferase)

Die Ergebnisse zu maturen IHZ und AHZ ergaben, dass die mRNA der a,52-Untereinheit
vorherrschend vorkommt (nicht dargestellt). Zwar konnten trotz vieler Versuche die Detekti-
onsschwellen nicht erreicht werden, jedoch lief bei einigen Proben eine Nullkontrolle ohne
cDNA mit, wodurch dennoch Aussagen zum Vorhandensein der 0,02-mRNA getroffen
werden konnen. So konnte nur die a,62-mRNA in vier unabhangigen IHZ-Proben (40 — 170
Zellen pro Probe, teilweise Zellen aus mehreren Einzelproben gepoolt) mit 8, 9, 9 und 12
Molekilen vorhanden. In 5 Proben maturer AHZ (120 — 630 AHZ, teilweise Zellen aus

mehreren Einzelproben gepoolt) wurden zwischen 6 und 21 Molekile a,02 detektiert.
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Insgesamt konnte sowohl in neonatalen als auch maturen IHZ und AHZ hauptsachlich a,52-

mRNA nachgewiesen werden.

6.2 Hormessungen an ducky-Mausen (Prof. Dr. Bernhard Schick, Dr. Julia Dlugaiczyk,

Dipl.-Ing. Dietmar Hecker)

Die in dieser Arbeit untersuchten ducky (du/du) - Mause haben eine Mutation in der a,62-Un-
tereinheit. Diese konnte fir den Calciumkanal in Haarsinneszellen (Ca,1.3) eine wichtige
Funktion erfullen. Mit ABR- (auditory brainstem response) und DPOAE- (distortion products
of otoacoustic emissions) Messungen wurde an du/du-Mausen untersucht, ob diese Mutation
eine Beeintrachtigung in der Horfunktion auslést und damit eventuell eine zentrale Rolle flr

Haarsinneszellen hat.

6.2.1 ABR-Messungen

ABR-Messungen wurden durchgeflihrt, um zu untersuchen, ob es bei du/du-Mausen eine
korrekte Reizweiterleitung von den Haarsinneszellen bis zum auditorischen Kortex gibt.
Abbildung 6.2A zeigt die fir Wildtyp- und du/du-Mause jeweils gemittelten ABR-Schwellen
als Antwort auf Klick-Stimuli. Die ABR-Schwellen waren bei den du/du-Mausen mit
33.0dB SPL + 12.9dB SPL (n = 8/16 Tiere/Ohren) signifikant héher als bei den Wildty-
p-Mausen, bei denen eine Schwelle von 14.7 dB SPL + 2.9 dB SPL (n = 8/15 Tiere/Ohren)
gemessen wurde (p <0.001). Auch in den frequenzabhangigen ABR-Messungen zeigten
sich bei den du/du-Mausen erhéhte Schwellen (s. Abbildung 6.2B), die sich bei den
Frequenzen 11.3, 16 und 22.6 kHz signifikant von ABR-Schwellen der Wildtyp-Mausen unter-
schieden (p < 0.01). Bei den Frequenzen 2, 2.8, 4, 5.6, 32 und 45 kHz gab es keinen signifi-
kanten Unterschied in den ABR-Schwellen. Im Bereich von 2 — 5.6 kHz lagen die Mittelwerte
der ABR-Schwellen der du/du-Mause jedoch stets héher als die der Wildtyp-Mause. Es ist
wahrscheinlich, dass sich bei einer Erhdhung der Zahl der gemessenen Tiere auch bei
diesen Frequenzen eine signifikante Schwellenerhdhung bei den du/du-Mausen ergeben

wiurde.
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Abbildung 6.2: ABR-Schwellen von du/du-Mausen

Mittelwerte £+ SD der ABR-Schwellen bei Klickreizen (A) oder Reintdnen (B) bei Wildtyp- und du/du-
Mausen. A: Wildtyp: n = 8/16 Tiere/Ohren; du/du: n = 8/15 Tiere/Ohren; *p < 0.001, Mann-Whitney-U-
Test. B: ABR-Schwellen als Funktion der Frequenzen der Reintdne bei 2, 2.8, 4, 5.611.3, 16, 22.3, 32
und 45 kHz; Wildtyp: n < 8/16 Tiere/Ohren; du/du: n < 7/14 Tiere/Ohren; *p < 0.01, two-way ANOVA

6.2.2 DPOAE-Messungen

Um die Horfunktion weiter zu untersuchen wurden DPOAE-Messungen durchgefihrt. Diese
sollten Aufschluss dariber bringen, ob die cochleare Verstarkung bei du/du-Mausen beein-
trachtigt war. Die Messungen erfolgten im Bereich des besten HOrens, zum Einen bei der
Bestfrequenz von 16 kHz (Abbildung 6.3A), zum Anderen in 0.5 kHz-Schritten gemittelt Gber
einen Bereich von 10 — 18 kHz (Abbildung 6.3B). Die maximale 2f, — f,- Amplitude Uber dem
Hintergrundrauschen betrug fir die 16 kHz Messung bei den du/du-Mausen 29.8 dB SPL
+4.3 dB SPL (n =8) und bei den Wildtyp-Mausen 23.4 dB SPL + 6.6 dB SPL (n = 6). Die
Erhéhung der DPOAE-Amplitude war bei der Mittelung Uber den Frequenzbereich von 10 —
18 kHz signifikant. Die Amplitude betrug 28.9 dB SPL + 3.0 dB SPL (n = 8) bei du/du-Mausen
und 21.9 dB SPL + 4.0 dB SPL (n = 6) bei Wildtyp-Mausen (p < 0.01).
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Abbildung 6.3: DPOAE-Amplituden von du/du-Mausen

Mittelwerte + SD der maximalen 2f; — f.-Amplitude in dB SPL Uber dem Hintergrundrauschen. Wildtyp:
n = 3/6 Tiere/Ohren, du/du: n = 4/8 Tiere/Ohren; A: DPOAE-Amplituden mit f, = 16 kHz B: DPOAE-
Amplituden mit f,= 10 - 18 kHz, *p < 0.01, Mann-Whitney-U-Test

Diese Ergebnisse zeigten, dass die du/du-Mause ein verandertes Horvermdgen besitzen.
Die ABR-Schwellen waren Uber einen gro3en Frequenzbereich, teilweise signifikant, erhoht.
Im Bereich des besten Horens (10 - 18 kHZ) waren DPOAEs bei du/du-Mausen vorhanden

und wiesen gegenlber den Wildtyp-Mausen sogar hdhere Amplituden auf.

6.3 Charakterisierung der Calciumkanale in maturen inneren Haarsinneszellen von

ducky-Mausen

Die folgenden Experimente sollten zeigen, ob die a,062-Mutation der du/du-Mause einen
Einfluss auf die Lokalisation oder Funktion der Calciumkanéle (Ca,1.3) in inneren Haarsin-
neszellen hat. Dazu wurde ein Ca,1.3-AntikOrper getestet, die Lokalisation des Kanals sowie
der Ribbon-Synapsen immunhistochemisch bestimmt und die Funktionalitdt des Kanals

mittels elektrophysiologischen Messungen der Barium- und Calciumstrome Uberpruft.
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6.3.1 Lokalisation von Ribbon-Synapsen und Calciumkanaélen in inneren

Haarsinneszellen von ducky-Mausen

Die Mutation der du/du-Mause betrifft eine akzessorische Calciumkanal-Untereinheit (a,62).
Der Ca,1.3-Antikérper wurde an einer Ca,1.3-defizienten Maus auf Spezifitdt getestet.
Immhistochemische Experimente mit Ca,1.3- und CtBP2/RIBEYE-Antikdrpern sollten zeigen
ob der in |IHZ fast exklusiv vorkommende Calciumkanal Ca,1.3 bei du/du-Mausen weiterhin
exprimiert wird, ob die Ausbildung der Ribbon-Synapsen bei diesen Mausen verandert ist

und ob die Kolokalisation des Calciumkanals mit der Ribbon-Synapse noch vorhanden ist.

Uberblick iiber das Corti-Organ

Zur Orientierung in den Abbildungen der immunhistochemischen Versuche zeigt Abbildung
6.4 exemplarisch einen Uberblick Uber das Praparat. Zu sehen ist die apikale Halbwindung
des Corti-Organs, wie sie in allen Versuchen dieser Art verwendet wurde. Die Ribbon-Syn-
apsen der IHZ und AHZ sind als griine Punkte zu sehen. Die AHZ sind in drei Reihen nach
aulen orientiert zu sehen, die IHZ liegen weiter innen, d.h. zum Zentrum der Cochlea
gerichtet. Auerdem ist in den IHZ eine Farbung des oberhalb der Zellkerne lokalisierten BK-
Kanals (rote Punkte) zu sehen. In dieser Arbeit lag der Fokus auf den IHZ. Der weil3e
Rahmen in Abbildung 6.4 zeigt einen Bereich mit 3-5 IHZ, wie er typischerweise in allen

folgenden, immunhistochemischen Abbildungen ausgewahlt wurde.
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Abbildung 6.4: Ubersichtsaufnahme einer apikalen Windung des Corti-Organs
Immunhistochemische Farbung eines whole mount-Praparats einer apikalen Windung des Corti-
Organs, aufgenommen mit einem 20x-Objektiv ohne Immersion an einem konfokalen Laser Scanning
Mikroskop. Die Reihe IHZ und drei Reihen AHZ sind markiert. Es wurden primare Antikérper gegen
CtBP2/RIBEYE (griin) und den BK-Kanal (rot) eingesetzt, Zellkerne sind mit DAPI markiert (blau). Das
weille Rechteck umrahmt exemplarisch einen Bereich von etwa 3-5 IHZ, der in allen nachfolgenden
immunhistochemischen Abbildungen jeweils mit einem 63x-Olobjektiv betrachtet wurde. Malstab:
200 ym

Test des Ca,1.3-Antikérpers

Einen ersten Hinweis, ob an der Verteilung der Calciumkanale in IHZ von du/du-M&usen
etwas verandert ist, sollte ein immunhistochemischer Versuch mit einem entsprechenden
Antikorper geben. Dazu wurde ein Antikorper der Firma Alomone, der gegen den in den
Haarsinneszellen prominent vorkommenden Ca,1.3-Kanal gerichtet ist, bei Ca,1.3-defizi-
enten Mausen (Ca,1.3": Platzer et al., 2000) getestet (Abbildung 6.5). An den zwei darge-
stellten Haarsinneszellen sind die Zellkerne (blau) am oberen Bildrand klar zu erkennen,
aullerdem die flr Haarsinneszellen charakteristischen Ribbon-Synapsen (CtBP2/RIBEYE-

Antikorper, grin dargestellt), die am basalen Zellpol liegen. Bei den Kontrolltieren fand sich
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an jeder Ribbon-Synapse ebenfalls die Farbung des Calciumkanals, was in dem vergro-
Rerten Bereich noch deutlicher zu sehen ist. Bei den Ca,1.3-defizienten Mausen war die
Calciumkanal-Farbung deutlich reduziert und schwacher. Vereinzelte Punkte wurden detek-
tiert, jedoch war in der VergréRerung keine Kolokalisation auszumachen (n = 2 Ca,1.3" Tiere

mit je 3-6 Haarsinneszellen).

A vl Uberlagert VergroRerung

'
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1
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'
1
'
'
'
'
'
'
'
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g

Kontrolle

Ca,1.37

Abbildung 6.5: Spezifitit des Ca,1.3-Antikoérpers

Maximumintensitatsprojektionen von Immunfluoreszenz-Farbungen apikaler whole mount-Praparate
einer heterozygoten Kontroll- (P20) (A) und einer Ca,1.3-defizienten Maus (Ca,1.3", P20) (B).
Dargestellt sind jeweils zwei Haarzellen, wobei der Umriss des basalen Teils einer Haarzelle
angedeutet ist (weil} gestrichelt). Der CtBP2/RIBEYE-Antikorper (griin) markiert die Ribbon-Synapsen.
Die anti-Ca,1.3-Farbung ist in rot dargestellt. Zellkerne sind mit DAPI markiert (blau). Das jeweils

letzte Bild in der Reihe zeigt eine VergréRerung der Uberlagerten Farbung. Die gelben Punkte lassen
auf eine Kolokalisation der beiden Antikérper schlieRen. MaRstébe: Ubersichten: 10 pym,

VergréRerungen: 5 um
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Der Ca,1.3-Antikorper lieferte dann ein zuverlassiges Ergebnis, wenn er mit dem
CtiBP2/RIBEYE-Antikorper gleichzeitig eingesetzt wurde. Die in den Ca,1.3-defizienten IHZ
vorhandenen Fluoreszenzsignale bei Farbung mit dem Ca,1.3-Antikdrper wurden als relativ

hoher, aber unspezifischer Hintergrund interpretiert.

Anzahl der Ribbon-Synapsen

Die Anzahl der Ribbon-Synapsen pro Zelle bei du/du- und Wildtyp-Mausen wurde anhand
immunhistochemischer Experimente unter Verwendung des CtBP2/RIBEYE-Antikdrpers
verglichen. IHZ von du/du- und Wildtyp-Mausen besallen eine ahnliche Anzahl an Ribbon-
Synapsen in der apikalen Windung des Corti-Organs (du/du-Mause: 15.3 * 3.4 Ribbon-Syn-
apsen pro Zelle; n=7/6 Praparate/Tiere mit je 3-6 Haarsinneszellen; Wildtyp-Mause:

16.3 £ 3.1 Ribbon-Synapsen pro Zelle; n = 7/6 Praparate/Tiere).

Kolokalisation von Calciumkanal und Ribbon-Synapsen

In diesem Versuch sollte geklart werden, ob der Calciumkanal auch bei du/du-Mausen noch
mit den Ribbon-Synapsen kolokalisiert ist (Abbildung 6.6). Die Farbung des Ca,1.3-Antikor-
pers war bei du/du- und Kontroll-Mausen vorhanden und hob sich von der relativ hohen
Hintergrundfarbung als starker gefarbte und gréRere Punkte ab (s. auch Abbildung 6.5). Die
vergrolRerten Ausschnitte (Abbildung 6.6C, D) zeigen eine Kolokalisation des Calciumkanals
mit den Ribbon-Synapsen bei beiden Genotypen. Eine Analyse mehrerer Farbungen ergab,
dass an jeder Ribbon-Synapse in den IHZ von du/du-Mausen eine Calciumkanal-Farbung
vorhanden war (n =3 du/du-Mause mit je 3-6 IHZ), genau so, wie es auch in IHZ von

Kontroll-Mausen der Fall war (n = 3 Kontroll-Mause mit je 3-6 IHZ).
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Abbildung 6.6: Kolokalisation von Ca,1.3 mit CtBP2/RIBEYE in IHZ der du/du-Maus

Maximumintensitatsprojektionen von Immunfluoreszenz-Farbungen apikaler whole mount-Praparate
einer heterozygoten Kontroll- (A, C) und einer du/du-Maus (B, D). A, B: Ubersicht iber jeweils 5 IHZ,
wobei der Umriss einer Haarzelle angedeutet ist (weild gestrichelt). Die CtBP2/RIBEYE-Farbung (grin)
zeigt die Ribbon-Synapsen, die Ca,1.3-Farbung ist in rot dargestellt, Zellkerne sind mit DAPI markiert
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(blau). MaBstab: 10 um. WeilRke Rahmen deuten die Bereiche an, die unten als vergrofierte Einzel-
Farbungen dargestellt sind. C, D: Darstellung der Einzelfarbungen einer IHZ mit CtBP2/RIBEYE-
(gruin, links) und Ca,1.3- (rot, Mitte) Antikdrper. Rechts ist die Uberlagerung der beiden Kanale zu

sehen. Zellkerne der Stitzzellen sind mit DAPI markiert (blau). Mal3stab: 5 um

Die Lokalisation und Anzahl der Ribbon-Synapsen in IHZ der apikalen Windung des Corti-Or-
gans waren durch die Mutation der a,62-Untereinheit in du/du-Mausen nicht verandert. Der
Calciumkanal war in den IHZ der du/du-Mause vorhanden. Die Farbung des Ca,1.3-Kanals,
dessen Spezifitdt anhand der Farbungen einer Ca,1.3-defizienten Maus ermittelt wurde,
zeigte bei den du/du-Mausen eine clusterférmige Kolokalisation mit den Ribbon-Synapsen.
Mit elektrophysiologischen Messungen von Ganzzell-Stromen sollte nun Uberprift werden,

ob die Funktion der Calciumkanale verandert ist.

6.3.2 Eigenschaften von Bariumstromen in inneren Haarsinneszellen von ducky-

Mausen

Durch elektrophysiologische Ableitungen von Bariumstromen im Ganzzell-Modus wurde
untersucht, ob die Funktion der Calciumkanale apikaler IHZ von du/du-Mausen durch die
Mutation der akzessorischen Calciumkanal-Untereinheit a,62 beeintrachtigt wird. Die
Verwendung von Barium als Ladungstrager hat zum Einen den Vorteil, dass durch die Bariu-
mionen Kaliumkanale blockiert werden und somit eine Zugabe weiterer extrazellularer Kali-
umkanal-Antagonisten nicht mehr nétig ist. Zum Anderen kann das Inaktivierungsverhalten
des Calciumkanals untersucht werden. Der Kanal inaktiviert mit Barium nur spannungsab-
hangig (voltage dependent inactivation, VDI), die calciumabhangige Inaktivierung bleibt

jedoch aus (calcium dependent inactivation, CDI).

Die Abbildungen 6.7A und 6.7B zeigen Bariumstrome zweier exemplarischer Zellen einer
Wildtyp- und einer du/du-Maus als Antwort auf 8 ms andauernde Depolarisationen auf
verschiedene Spannungen. Bei der Wildtyp-Zelle war der Bariumeinstrom bei einer Depolari-
sation auf -18 mV mit 210 pA maximal, wahrend der Strom der du/du-Zelle bei dieser Depo-
larisation mit ungefahr 130 pA um etwa 40 % kleiner war. Abbildung 6.7C zeigt in dem Zeit-
raum von 7-8 ms nach Depolarisationsbeginn gemittelte Strom-Spannungskurven (/-V-
Kurven) der Beispielzellen. Neben dem reduzierten Bariumeinstrom der du/du-Zelle wird hier

ebenfalls deutlich, dass die I-V-Kurve in Richtung positiver Potentiale verschoben ist.
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Abbildung 6.7: Exemplarische Bariumstrome in IHZ der du/du-Maus

Reprasentative Bariumstrome einer Wildtyp- (wt, P21) (A) und einer du/du-IHZ (P23) (B).
Ausgewahlte Stromspuren in Antwort auf 8 ms andauernde Depolarisationen zu den angegebenen
Spannungswerten mit 10 mM Bariumchlorid in der Extrazellularlésung. C: Strom-Spannungskurven zu

den in A und B gezeigten Zellen, gemittelt zwischen Sekunde 7 und 8 nach Beginn der Depolarisation.

Die Mittelung der I-V-Kurven aller gemessenen IHZ (Abbildung 6.8) bestéatigte das Ergebnis

der gezeigten Einzelzellen: Die I-V-Kurve der du/du-Zellen war in Richtung positiver Poten-
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tiale verschoben und der Bariumeinstrom war iber den Spannungsbereich von etwa -38 bis

-1 mV signifikant geringer als bei den Wildtyp-Zellen (*p < 0.01).

@ wt
A du/du -250 11 | (pA)

Abbildung 6.8: Strom-Spannungskurven der Bariumstrome in IHZ von du/du-Mausen

Gemittelte Strom-Spannungskurven + SD von Wildtyp- (wt) und du/du-Mausen. Aus Griinden der
Ubersichtlichkeit ist die Standardabweichung jeweils nur in eine Richtung dargestellt. Die Stréme
wurden mit 10 mM Barium in der Extrazellularidsung gemessen. Wildtyp-Zellen: n = 12; du/du-Zellen:
n=11; *p <0.01, two-way ANOVA

Abbildung 6.9 zeigt die Eigenschaften der IHZ und deren Bariumstrome, die aus den
einzelnen /-V-Kurven und den daran angelegten Boltzmann-Fits ermittelt wurden. Der maxi-
male Bariumeinstrom Inax der du/du-Zellen war mit -142.9 pA £ 29.6 pA (n = 11) vom Betrag
her um 30 % geringer als in den Wildtyp-Zellen (-201.6 pA + 38.3 pA, n =12; p <0.01). Die
gemittelten Kapazitaten und damit die ZellgroRen unterschieden sich hingegen nicht (du/du:
9.6 pF = 0.7 pF; Wildtyp: 9.5 pF + 1.2 pF). Daraus folgte, dass auch die fir jede Zelle indivi-
duell aus Maximalstrom und Kapazitat errechneten Stromdichten (CD bei Vmax) der du/du-
Zellen im Mittel mit -15.1 pA/pF £ 3.8 pA um 30 % gegenlber den Wildtyp-Zellen mit
-21.3 pA/pF * 3.6 pA reduziert waren (p < 0.01). Die Spannung, bei welcher der maximale
Bariumeinstrom erreicht wurde (Vmax), lag fir die du/du-Zellen bei -9.4 mV £ 2.3 mV und
damit um 7.8 mV positiver als bei den Wildtyp-Zellen (-17.2 mV £ 1.9 mV; p <0.001). Die

halbmaximalen Aktivierungsspannungen (Vhar), die aus dem Boltzmann-Fit an die Strom-
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Spannungskurven ermittelt wurden, bestatigten die Rechtsverschiebung der /-V. Die halbma-
ximale Aktivierungsspannung betrug fir die du/du-Zellen -26.1 mV £ 3.4 mV und fir die Wild-
typ-Zellen -33.3 mV + 1.5 mV (p < 0.001), d. h. die Aktivierung der Bariumstrome war in den
du/du-Zellen im Mittel um 7.2 mV zu positiven Spannungen hin verschoben. Die Steepness,
ein Mal} fir die Spannungsabhangigkeit der Aktivierung, die ebenfalls aus dem Boltz-
mann-Fit hervorgeht, war mit 9.8 mV + 0.8 mV (du/du-Zellen) und 9.1 mV = 0.5 mV (Wildtyp)
signifikant erhoht (p < 0.05).
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Abbildung 6.9: Parameter der Bariumstrome in IHZ von du/du-Mausen

Mittelwerte + SD der Eigenschaften der Bariumstréme von Wildtyp- (n = 12) und du/du-Zellen (n = 11)
im Vergleich. Obere Reihe: maximaler Bariumstrom In., Kapazitdt, Stromdichte (CD bei Vma;
*p <0.05). Untere Reihe: Maximale Spannung Vma, halbmaximale Aktivierungsspannung Vhar,
Steepness als Mal fir die Spannungsabhangigkeit der Aktivierung. Vhar und Steepness wurden aus
demProdukt von Boltzmann-Funktion und treibender Spannung ermittelt, mit dem die Strom-
Spannungskurven angepasst wurden. *p < 0.01 fUr Imax und CD bei Vimax, *p < 0.001 fir Vhar und Vimax, ,
*p < 0.05 fur Steepness, Mann-Whitney-U-Test
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Die spannungsabhangige Inaktivierung, die mit Barium als Ladungstrager gemessen werden
kann, zeigte keinen Unterschied in den IHZ von du/du-Mausen im Vergleich zu Wildty-
p-Mausen. Abbildung 6.10 zeigt exemplarische Inaktivierungsstrome bei -10 mV (Wildtyp)
und -20 mV (du/du) wahrend 400 ms andauernder Depolarisationen. In beiden Fallen war
nur eine leichte Inaktivierung des Stroms zu sehen. Die mittlere Strominaktivierung nach
300 ms war bei den du/du-Zellen mit 5.6 % * 2.4 % (n = 9) ahnlich gering wie bei den Wildty-
p-Zellen (10 % £ 5.6 %, n = 10). Die Inaktivierungszeitkonstanten (Tinaet), die aus den an die
Stromspuren angelegten, monoexponentiellen Fits ermittelt wurden, zeigten mit
501.6 ms = 190.9 ms fur du/du-IHZ und 380.4 ms = 142.7 ms fur Wildtyp-IHZ keinen signifi-

kanten Unterschied.
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Abbildung 6.10: Inaktivierung von Bariumstromen in IHZ von du/du-Mausen
Exemplarische Barium-Inaktivierungsstréome einer Wildtyp- (wt, P23) (A) und einer du/du-Zelle (P22)

(B) in Antwort auf 400 ms andauernde Depolarisationen zu den angegebenen Spannungswerten
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(Vmax). Die rote Linie stellt den monoexponentiellen Fit zur Berechnung der
Inaktivierungszeitkonstanten (Tinact) dar. Mittelwerte + SD der Inaktivierungszeitkontanten (C) und Grad

der Inaktivierung (D) der Bariumstréme nach 300 ms. Wildtyp-Zellen: n = 10; du/du-Zellen: n =9

Zusammenfassend war der maximale Bariumeinstrom in IHZ der apikalen Windung des
Corti-Organs bei du/du-Mausen um 30 % reduziert. Die ermittelte Strom-Spannungskurve
war um etwa 7 mV in Richtung depolarisierender Potentiale verschoben und zeigte Uber den
Spannungsbereich von etwa -38 mV bis -1 mV einen signifikant geringeren Bariumeinstrom.
Zudem zeigte der Bariumstrom der du/du-Zellen eine etwas geringere Spannungsabhangig-

keit fr die Aktivierung.

6.3.3 Eigenschaften von Calciumstromen in maturen inneren Haarsinneszellen von

ducky-Mausen

Um den Calciumkanal apikaler IHZ der du/du-Mause weiter zu charakterisieren, wurden
Calciumstrome mit 10 mM Calciumchlorid in der Extrazellulariésung gemessen. Diese
Lésung wurde nicht Uber das Bad appliziert, sondern mit einer Applikationspipette wahrend
der Ableitung lokal Uber die Zellen gespult, um andere Teile des Praparats zu schonen. Abbil-
dung 6.11 zeigt Beispiele solcher Stréme von einer Wildtyp- und einer du/du-Zelle mit den
daraus berechneten /-V-Kurven. Der Calciumstrom erreichte sein Maximum bei Depolarisa-
tion auf -11 mV in der Wildtyp-Zelle und -6 mV in der du/du-Zelle. Auch bei der /-V-Kurve
zeigte sich bei Potentialen ab etwa -40 mV ein kleinerer Calciumeinstrom in die du/du- als in
die Wildtyp-IHZ. Des Weiteren erreichte die du/du-Zelle ihren Maximaleinstrom erst bei einer

Depolarisation auf einen héheren Spannungswert.

66



Ergebnisse II: a2d-Untereinheiten in Haarsinneszellen

C
80 -60 -40 -20 20 40 60
oo | | | | |
i‘LO. V (mV)
() °
Y [ ]
°®
-40 =
o °
) ( J
°
® 309
°® )
oe®
@ wt
du/du -120 1 (pA)

Abbildung 6.11: Exemplarische Calciumstrome in IHZ der du/du-Maus

Reprasentative Calciumstrome einer Wildtyp (wt, P20) - (A) und einer du/du-Zelle (P21) (B).
Ausgewahlte Stromspuren als Antworten auf 8 ms andauernde Depolarisationen auf die angegebenen
Spannungswerte mit 10 mM Calciumchlorid und Kaliumkanal-Blockern in der Extrazellularlésung.
C: Strom-Spannungskurven zu den in A und B gezeigten Zellen, gemittelt zwischen Sekunde 7 und 8

nach Beginn der Depolarisation.

Was diese Einzelbeispiele von Calciumstrémen der IHZ bereits zeigten, bestatigten auch hier
die gemittelten /-V-Kurven (Abbildung 6.12). Der mittlere Calciumeinstrom der du/du-Zellen
war kleiner als der der Wildtyp-Zellen. Ab der Offnung des Kanals bei Spannungswerten von
etwa -40 mV zeigten sich bei den nachfolgend gemessenen Potentialspriingen kleinere

Stromwerte, die Uber den Bereich von -36 mV bis +12 mV signifikant unterschiedlich waren
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(p < 0.01). Auch der Maximalstrom wurde in den du/du-Zellen mit -5.2mV £ 1.9 mV (n = 12)
erst bei hdheren Spannungen erreicht als in den Wildtyp-Zellen ( -10.3 mV £ 1.8 mV, n = 20).
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Abbildung 6.12: Strom-Spannungskurven der Calciumstréme in IHZ von du/du-Mausen
Gemittelte Strom-Spannungskurven £ SD von Wildtyp (wt)- und du/du-Mausen (s. zum Vergleich mit
Bariumstrémen Abbildung 6.8. Wildtyp-Zellen: n = 20; du/du-Zellen: n = 12; *p < 0.01, two-way ANOVA

Die sich aus den Boltzmann-Fits an die /-V-Kurven ergebenden Parameter sind zusammen
mit den Zellkapazitaten in Abbildung 6.13 gezeigt. Der maximale Calciumeinstrom Im.x war
mit -65.1 pA £ 14.0 pA (n = 12) in den du/du-Zellen signifikant reduziert (Wildtyp: -103.8 pA
18.2 pA, n = 20; p <0.001). Bei diesen Messungen waren die Kapazitaten der du/du-Zellen
kleiner (du/du: 9.2 pF + 1.1 pF; Wildtyp: 10.2 pF + 1.4 pF; p < 0.05). Die sich aus dem indivi-
duellen maximalen Calciumeinstrom und der zugehdrigen Kapazitat ergebende Stromdichte
(CD bei Vmax) war im Mittel bei den du/du-Zellen um 30 % reduziert (du/du: -7.3 pA/pF + 2.1
pA/pF, Wildtyp: -10.3 pA/pF £ 1.5 pA/pF; p <0.001). Sowohl Vmax (du/du: -5.2 mV £ 1.9 mV;
Wildtyp: -10.3 mV + 1.8 mV; p < 0.001) als auch die aus dem Boltzmann-Fit berechnete halb-
maximale Aktivierungsspannung Vhar (du/du: -21.3 mV + 2.9 mV; Wildtyp: -26.5 mV + 2.3 mV;
p < 0.001) waren um 5 mV in Richtung positiver Potentiale verschoben. Die Steepness war
mit 12.3 mV £ 0.9mV in den du/du-Zellen leicht erhdéht (Wildtyp: 11.4 mV £ 1.0 mV;

p < 0.05), d. h. die Spannungsabhangigkeit der Aktivierung des Calciumstroms war bei den
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du/du-Zellen leicht vermindert. Auch der Leckwiderstand war bei diesen Messungen signifi-
kant unterschiedlich (du/du: 1848 MQ + 430 MQ; Wildtyp: 2296 MQ + 621 MQ; p < 0.05).
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Abbildung 6.13: Parameter der Calciumstrome in IHZ von du/du-Mausen

Mittelwerte + SD der Eigenschaften der Calciumstréme in Wildtyp- (wt; n =20) und du/du-Zellen
(n =12) im Vergleich. Obere Reihe: maximaler Calciumstrom Ima, Kapazitat, Stromdichte (CD bei Vmax;
*p < 0.001 fUr lmax und CD; *p < 0.05 fur). Untere Reihe: Maximale Spannung Vmax, halbmaximale
Aktivierungsspannung Vhar, Steepness als Mal fir die Spannungabhangigkeit der Aktivierung. Vha
und Steepness wurden aus den Boltzmann-Fits errechnet, die an die Strom-Spannungskurven gelegt
wurden. *p < 0.001 fUr lmax, CD, Vmax, Vhar, und CD; *p < 0.05 fir Kapazitat und Steepness, Mann-
Whitney-U-Test

Beispielstrome der Inaktivierung von Calciumstrémen in IHZ zeigt Abbildung 6.14. Die Inakti-
vierung des Stroms ist starker als bei den Messungen mit Barium als Ladungstrager, da auch
die calciumabhangige Inaktivierung hier zum Tragen kommt. Zwischen den beiden Zelltypen
gab es keinen auffalligen Unterschied. Es wurde eine Inaktivierung des Calciumstroms nach
300 ms um 27.4 % £ 7.9 % bei den du/du-Mausen (n = 12) und um 32.3 % + 10.4 % bei den
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Wildtyp-Mausen (n =13) gemessen. Auch die Zeitkonstanten der Inaktivierung zeigten
keinen signifikanten Unterschied (du/du: 125.1 ms £ 70.8 ms; Wildtyp: 158.4 ms £ 75.0 ms).
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Abbildung 6.14: Inaktivierung von Calciumstrémen in IHZ von du/du-Mausen

Reprasentative Calciumstrome einer Wildtyp- (wt, P20) (A) und einer du/du-Zelle (P19) (B) auf 400 ms
andauernde Depolarisationen auf die angegebenen Spannungswerte zur Berechnung der
Inaktivierung. Die rote Linie stellt den monoexponentiellen Fit zur Berechnung der
Inaktivierungszeitkonstanten und der Inaktivierung des Stroms nach 300 ms dar. Mittelwerte + SD der
Inaktivierung (C) und Grad der Inaktivierung (D) des Stroms nach 300 ms. Wildtyp-Zellen, n = 13;
du/du-Zellen, n = 12

Uber die Calciumkanal-Eigenschaften in apikalen IHZ der du/du-Mause lasst sich zusam-
mengefasst sagen, dass der maximale Calciumeinstrom um 30 % reduziert war. Die gemit-
telte Strom-Spannungskurve des Calciumstroms der du/du-Zellen war um 5 mV in Richtung

depolarisierender Potentiale hin verschoben und zeigte bei allen Potentialen einen gerin-
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geren Calciumeinstrom. Der Wert fUr die halbmaximale Aktivierung des Calciumstroms Vpat
der du/du-Zellen war ebenfalls um 5 mV zu positiven Potentialen verschoben. Die Zellkapa-
zitat war in den du/du-Zellen leicht reduziert und der Calciumstrom der du/du-Zellen zeigte

eine etwas geringere Spannungsabhangigkeit fur die Aktivierung.

6.3.4 Ca,B2-Untereinheit in inneren Haarsinneszellen von ducky-Mausen

Der Calciumkanal besteht aus der Ca,a4-, der B- und der a,0-Untereinheit. Um zu testen, ob
der Verlust der a,062 Untereinheit einen Einfluss auf die bisher als in IHZ dominant vorkom-
mende B2-Untereinheit (Neef et al., 2009) hat, wurde diese zusammen mit den dem
CtBP2/RIBEYE-Antikorper gefarbt (Abbildung 6.15).
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A , B
Wildtyp du/du

CtBP2/RIBEYE Ca,2

| .-

Abbildung 6.15: Vorkommen der Ca,f2-Untereinheit in IHZ der du/du-Maus

Wildtyp

du/du

Maximumintensitatsprojektionen von Immunfluoreszenz-Farbungen apikaler whole mount-Préparate
einer Wildtyp- (A, C) und einer du/du-Maus (B, D). Uberblick (ber jeweils 4 Haarzellen (A, B) mit
Markierung des Umrisses einer Haarzelle (weil’ gestrichelt). Die CtBP2/RIBEYE-Farbung (griin) zeigt
die Ribbon-Synapsen, die B2-Untereinheit ist rot markiert. Zellkerne sind mit DAPI (blau), Stereozilien
mit Phalloidin (violett) markiert. Vergrofierung der umrahmten Bereiche in (C) und (D) mit Auftrennung
der einzelnen Kanale: CtBP2/RIBEYE (griin, links), B2-Untereinheit (rot, Mitte), Uberlagerung der
Kanéle (rechts). MaRstabe: Ubersicht: 10 um, VergréRerung: 5 um
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Die Markierung der B2-Untereinheit zeigte eine ahnliche Verteilung wie die der Ribbon-Syn-
apsen oder der Ca,1.3-Kanale (s. Abbildung 6.6). B2-spezifische Immunfluoreszenz fand sich
am basalen Zellpol an den Ribbon-Synapsen. Neben jeder griinen Ribbon-Synapse war so-
wohl in Wildtyp- als auch in du/du-Zellen eine rote, punktférmige Farbung der 32-Unterein-
heit zu finden (n = 3 Tiere pro Genotyp mit je 3-6 IHZ), die mit dem Fluoreszenzsignal der

Ribbon-Synapsen teilweise tberlappte.

6.3.5 Test eines a,02-Antikorpers an inneren Haarsinneszellen von ducky-Mausen

Durch die Mutation im Cacna2d2-Gen kann die a,02-Untereinheit bei den du/du-Mausen
nicht korrekt exprimiert werden. Dies sollte dazu fiihren, dass das verkirzte a,62-Protein
nicht an seinem Bestimmungsort, der Zellmembran, zu finden ist (Brodbeck et al., 2002). In
der vorliegenden Arbeit wurde mit immunhistochemischen Farbungen getestet, ob dies

tatsachlich der Fall ist.

Hierzu wurde ein Antikorper der Firma Santa Cruz, der laut Deklaration gegen den N-Ter-
minus des a,02-Proteins gerichtet ist, an Gewebe der du/du-Mause verwendet (Abbildung
6.16). Sowohl bei den Wildtyp- als auch den du/du-Zellen ergab sich eine eventuell spezifi-
sche Farbung: ein Uberblick tber jeweils vier Haarzellen zeigte, dass die Verteilung von
CtBP2/RIBEYE und 0,62 in beiden Genotypen identisch war. Eine VergréRerung von 16 bzw.
20 Ribbon-Synapsen bestétigte die Markierung von 0,62 (rotes Signal) immer dicht lokalisiert
mit der CtBP2/RIBEYE-Farbung der Ribbon-Synapsen, sowohl bei Wildtyp- als auch bei den
du/du-Mausen (n = 2 Tiere pro Genotyp mit je 3-6 IHZ).
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A . B
Wildtyp du/du

CtBP2/RIBEYE 0,02 Uberlagert

Abbildung 6.16: a,52-Farbung in IHZ der du/du-Maus

Maximumintensitatsprojektionen von Immunfluoreszenz-Farbungen apikaler whole mount-Praparate
einer Wildtyp- (A, C) und einer du/du-Maus (B, D). Uberblick von jeweils 4 IHZ mit Andeutung des
Umrisses einer Haarzelle (weild gestrichelt) (A, B). Die CtBP2/RIBEYE-Farbung (grun) zeigt die
Ribbon-Synapsen, die a,62-Markierung ist im roten Kanal dargestellt Verdinnung (1:200). Zellkerne
sind mit DAPI markiert (blau). MafRstab: 10 um. VergréRerung der umrahmten Bereiche in (C) und (D)
mit Auftrennung und Uberlagerung der einzelnen Kanale: CtBP2/RIBEYE-Farbung (griin, links), 0,02-

Wildtyp

du/du

Farbung (rot, Mitte), Uberlagerung der Kanale (rechts). MaRstab: 5 ym
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Die Immunfarbung von a,02 zeigte ein unerwartetes Ergebnis. Aufgrund der Mutation der
0,02-Unterheit bei den du/du-Mausen sollte das Protein nicht an der Zellmembran detek-
tierbar sein. Untersuchungen an Purkinje-Zellen von du/du-Mausen zeigten, dass ein
verkurztes a,02-Protein gebildet wird. Das verklrzte Protein enthalt die Exons 1-3, sollte
jedoch nicht zur Zellmembran transportiert werden (Brodbeck et al., 2002). Die durchge-
fuhrten Farbungen an IHZ zeigten jedoch ein deutliches Signal am basalen Pol der IHZ in
direkter Nahe zur CtBP2/RIBEYE-Farbung. Daher wurde die Spezifitdt des Antikdrpers in
Frage gestellt und weitere Tests des Antikdrpers vorgenommen: Eine Dot-Blot-Analyse
(durchgefuhrt von PD Dr. Martin Jung, Homburg) sollte zeigen, gegen welche Aminosauren
des fir die Immunisierung benutzten Peptids (Aminosauren 1-210 der a,62-Untereinheit) der
polyklonale Antikérper gerichtet ist. Auf eine Membran wurden Peptidabschnitte aufgebracht,
im Anschluss wurde der Antikorper darauf inkubiert. Abbildung 6.17 zeigt den Dot-Blot, auf
dem die Peptidsequenzen mit dem daran gebundenen Antikorper als dunkle Punkte gut zu
identifizieren sind. Der Antikdrper band an den folgenden drei Peptid-Sequenzen des 0,02-
Proteins: (1) Aminosauren 81-109, (2) Aminosauren 119-147, (3) Aminosauren 149-175. Die

erste Aminosauresequenz liegt in Exon 2, die zweite in Exon 3-4 und die dritte in Exon 4-5.

1 2@ 4% 6 48 8

9 il 1814 15 16 bl
1849 2021 22
1 EQEIDGVMRIFGGVQ 12 DIESLLDRKVQALKR
2 EIDGVMRIFGGVQQL 13 ESLLDRKVQALKRLA
3 DGVMRIFGGVQQLRE 14 LLDRKVQALKRLADA
4 VMRIFGGVQQLREIY 15 DRKVQALKRLADAAE
5 RIFGGVQQLREIYKD 16 KVQALKRLADAAENF
6 FGGVQQLREIYKDNR 17 KAHRWQDNIKEEDIM
7 GVQQLREIYKDNRNL 18 HRWQDNIKEEDIMYY
8 QQLREIYKDNRNLFE 19 WQDNIKEEDIMYYDA
9 VEKVAGDIESLLDRK 20 IKEEDIMYYDAKADA
10 KVAGDIESLLDRKVQ 21 EEDIMYYDAKADAEL
11 AGDIESLLDRQVQAL 22 DIMYYDAKADAELDD

Abbildung 6.17: Dot-Blot-Analyse des a,52-Antikorper-Tests
Membran mit gestempelten Peptid-Spots nach Inkubation mit dem a,02-Antikérper und einem
sekundaren Peroxidase-gekoppelten Antikérper. Die stark gefarbten Kreise zeigen, dass der

Antikoérper die an diesen Stellen aufgebrachten Aminosauren erkennt. Die Aminosauresequenzen, die
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an diese Membranstellen aufgebracht wurden, sind angegeben.

Ein weiterer Test des Antikérpers wurde von Prof. Dr. Gerald Obermair (Sektion fir Physio-
logie, Medizinische Universitat Innsbruck, Osterreich) durchgefiihrt. Dazu wurden Zellkul-
turen hippocampaler Neurone immunhistochemisch gefarbt. In dieser Farbung war lediglich
ein hoher Hintergrund, jedoch keine spezifische a,02-Farbung zu erkennen. Allerdings
zeigten die Zellen bei einer Uberexpression von a,52 eine spezifische Farbung an der Zell-
membran (ohne Abbildung, mindliche Mitteilung von Prof. Dr. Gerald Obermair, Prof. Dr.
Jutta Engel).

Als letzter Test wurde mit dem a,062-Antikdrper eine immunhistochemische Farbung an whole
mount-Praparaten von Ca,1.3-defizienten Mausen durchgefihrt. Bei Ca,1.3-defizienten
Mausen wird die vorherrschende ai-Kanalpore Ca,1.3 nicht exprimiert. Die Anzahl der
Ribbon-Synapsen der inneren Haarsinneszellen nimmt ab einem Alter von vier Wochen ab
und die Haarzellen degenerieren (Nemzou N et al., 2006; Platzer et al., 2000). Hier wurde
untersucht, ob das Fehlen der porenbildenden a;-Untereinheit auch Auswirkungen auf die
akzessorische a,0-Untereinheit hat. Aufgrund von Zuchtproblemen konnte der Versuch nur
einmal und mit einer NMRI-Maus als Kontrolle durchgefuhrt werden. Abbildung 6.18 zeigt,
dass Ribbon-Synapsen (CtBP2-RIBEYE-Antikorper, griin dargestellt) am basalen Zellpol in
der Ca,1.3-defizienten Maus (P20) noch vorhanden sind und der a,62-Antikorper (rot darge-
stellt) ein Epitop an derselben Stelle erkennt wie in der Kontroll-Maus. Jede Ribbon-Synapse
ist mit einer a,02-Farbung kolokalisiert. Geht man davon aus, dass der verwendete Anti-
korper gegen 0202 spezifisch ist, muss hieraus geschlossen werden, dass das a,02-Protein
auch ohne as-Untereinheit im Bereich der Ribbon-Synapsen und wahrscheinlich extrazellular

vorhanden ist.
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A B

Kontrolle Ca,1.3"

CtBP2/RIBEYE 0,02 Uberlagert

Kontrolle

Ca,1.3"

Abbildung 6.18: a,82-Antikorper in IHZ einer Ca,1.3-defizienten Maus

Maximumintensitatsprojektionen von Immunfluoreszenz-Farbungen apikaler whole mount-Praparate
einer Kontroll (P24, NMRI) - (A, C) und einer Ca,1.3"-Maus (P23) (B, D). Uberblick von jeweils vier
IHZ mit Andeutung des Umrisses einer Haarzelle (weil gestrichelt) (A, B). Die CtBP2/RIBEYE-
Farbung (grin) zeigt die Ribbon-Synapsen, die a,02-Farbung ist in rot dargestellt (Verdinnung 1:50).
Zellkerne sind mit DAPI markiert (blau). VergroRerung der umrahmten Bereiche in (C) und (D) mit

Auftrennung und Uberlagerung der einzelnen Farbkanale: CtBP2/RIBEYE (griin, links), @52 (rot,
Mitte), Uberlagerung (rechts). MaRstabe: Ubersicht: 10 um, VergroRerung: 5 um
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All diese Ergebnisse lassen den Schluss zu, dass sowohl Ribbon-Synapsen als auch Calci-
umkanale maturer apikaler IHZ in ihrer Lokalisation in du/du-Mausen unverandert sind. Die
Anzahl der Ribbon-Synapsen und deren Verteilung war gegenuber Wildtyp-Zellen nicht
verandert, aulerdem war die Ca,1.3-as-Untereinheit und die akzessorische Untereinheit 32
weiterhin dicht an den Ribbon-Synapsen lokalisiert. Auch die Farbung mit einem a,02-Anti-
kérper, der den Untersuchungen zu Folge spezifisch bindet, brachte keinen Unterschied in
den du/du-Mausen. Erst bei der Betrachtung der physiologischen Eigenschaften des Calci-
umkanals der IHZ konnten Veranderungen in der du/du-Maus beobachtet werden. So fand
sich in den IHZ der du/du-Mause ein um 30 % verringerter, maximaler Einstrom sowohl des
Barium- als des Calciumeinstroms. Des weiteren war die /-V-Kurve in Richtung positiver

Potentiale verschoben.

6.4 Postsynaptische Struktur unter inneren Haarsinneszellen von ducky-Mausen

Um zu Uberprifen, ob die Organisation der Postsynapsen durch eine mutierte a,62-Unterein-
heit verandert ist, wurden immunhistochemische Experimente mit einem monoklonalen PSD-
95 (post synaptic density protein 95) Antikérper und dem Antikérper gegen den Ca,1.3-Kanal
als Gegenfarbung gemacht. PSD-95 ist ein Protein, welches in der Postsynapse vorkommt
und dort an der Organisation von postsynaptischen Rezeptoren, Signalmolekilen und lonen-
kanalen beteiligt ist. Die Ergebnisse dieses Versuchs fielen bei den du/du-Mausen heterogen
aus, was auch auf Schwierigkeiten durch das variable unspezifische Hintergrundsignal des
Ca,1.3-Antikorpers zurtickzufiihren ist. Deswegen sind zur Anschaulichkeit zwei Beispiele
dargestellt (Abbildungen 6.19 und 6.20).
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A , B
Wildtyp du/du

C PSD-95 Ca,1.3 Uberlagert

Wildtyp

du/du

Abbildung 6.19: Postsynapsen-Struktur bei du/du-Mausen, Beispiel 1

Maximumintensitatsprojektionen von Immunfluoreszenz-Farbungen apikaler whole mount-Préparate
einer Wildtyp- (A, C) und einer du/du-Maus (B, D). Wildtyp und du/du-Praparat stammen von zwei
verschiedenen Immunfarbungen, wobei die Helligkeit des griinen Kanals zur besseren Darstellung im
Kontroll-Praparat herauf reguliert wurde. Diese Veranderung wurden vorgenommen, um trotz
Heterogenitat der Farbungen ein anschauliches Beispiel prasentieren zu kénnen. A, B: Ubersicht (iber
3-5 IHZ wobei der Umriss einer Haarzelle angedeutet ist (weill gestrichelt). Die Ca,1.3-Farbung zeigt
die Calciumkanale (rot), die PSD-95-Farbung (griin) die Postsynapsen. Stereozilien wurden mit
Phalloidin angefarbt (violett). Aus Griinden der Ubersichtlichkeit wurde die DAPI-Farbung
ausgeblendet. MaRstab: 10 ym. Weille Rahmen deuten die Bereiche an, die als Einzel-Farbungen
und vergréRert dargestellt sind (C, D). C, D: PSD-95 Farbung (grun, links), Ca,1.3-Farbung (rot, Mitte),
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Uberlagerung der Kanale (rechts); Die Pfeile zeigen PSD-95-Strukturen, die nicht mit einer Markierung

des Ca,1.3-Kanals kolokalisiert sind. Maf3stab: 5 ym

A , B
Wildtyp du/du

C
PSD-95 Ca,1.3 Uberlagert

Abbildung 6.20: Postsynapsen-Struktur bei du/du-Mausen, Beispiel 2

Maximumintensitatsprojektionen von Immunfluoreszenz-Farbungen apikaler whole mount-Praparate
einer Wildtyp- (A, C) und einer du/du-Maus (B, D). A, B: Ubersicht Uber 3-5 IHZ wobei der Umriss
einer Haarzelle angedeutet ist (weild gestrichelt). Die Ca,1.3-Farbung zeigt die Calciumkanale (rot),
die PSD-95-Farbung (griin) die Postsynapsen. Aus Griinden der Ubersichtlichkeit wurde die DAPI-

Farbung ausgeblendet. MaRstab: 10 ym. Weile Rahmen deuten die Bereiche an, die als Einzel-
Farbungen und vergroRert dargestellt sind (C, D). C, D: PSD-95 Farbung (grun, links), Ca,1.3-Farbung

Wildtyp

du/du
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(rot, Mitte), Uberlagerung der Kanale (rechts); MaRstab: 5 ym

Die Markierung der Postsynapse mit dem PSD-95-Antikérper war wie die Ca,1.3-Farbung
am basalen Pol der Zelle zu finden. Die postsynaptische, PSD-95-positive Markierung war
bei den du/du-Mausen etwas ausgedehnter, was besonders gut an Beispiel 2 zu erkennen ist
(Abbildung 6.20). In der vergréRerten Darstellung von Beispiel 1 wurde deutlich, dass sowohl
bei Wildtyp- als auch bei du/du-IHZ nicht bei jeder PSD-95-Farbung auch eine Ca,1.3-Far-
bung zu sehen ist. Jedoch war die Anzahl der nicht kolokalisierten PSD-95-positiven Markie-
rungen bei der du/du-Maus hoéher (s. Pfeile in Abbildung 6.19). Insgesamt zeigte sich bei
diesen Experimenten, dass die Postsynapsen-Struktur der IHZ durch die a,62-Mutation der
du/du-Mause verandert wurde. Dies kdnnte zum Einen die Ausdehnung der Postsynapse
selbst, zum Anderen die korrekte gegenuberliegende Ausrichtung von prasynaptischem

Ca,1.3-Kanal und Postsynapse betreffen (n = 3 Tiere pro Genotyp mit je 3-6 IHZ).

6.5 Eigenschaften der BK-Kanale in maturen inneren Haarsinneszellen von ducky-

Mausen

Eine veranderte Expression der Calciumkanal-Untereinheiten oder ein beeintrachtigter Calci-
umeinstrom kénnen auch zur Beeinflussung anderer Kanale in der Zelle fuhren. So ist der
calciumabhangige BK-Kanal ein méglicher Kandidat, da er sowohl in Ca,1.3- als auch in 32-
defizienten Mausen betroffen ist (Neef et al., 2009; Nemzou N et al., 2006). Daher wurden

Lokalisation und Stromeigenschaften des BK-Kanals in der du/du-Maus untersucht.

6.5.1 Lokalisation von BK-Kanalen in inneren Haarsinneszellen von ducky-Mausen

Um zu Uberprifen, ob der BK-Kanal in der du/du-Maus exprimiert wird, wurden zuerst

immunhistochemische Farbungen durchgefihrt (Abbildung 6.21).
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A . B
Wildtyp du/du

Abbildung 6.21: Verteilung des BK-Kanals in IHZ der du/du-Maus

Maximumintensitatsprojektionen von Immunfluoreszenz-Farbungen apikaler whole mount-Praparate
einer Wildtyp- (A) und einer du/du-Maus (B). Dargestellt sind jeweils 3-4 Haarzellen wobei der Umriss
einer Haarzelle angedeutet ist (weild gestrichelt). Die CtBP2/RIBEYE-Farbung (griin) zeigt die Ribbon-
Synapsen. Zellkerne sind mit DAPI (blau), Stereozilien mit Phalloidin (violett) markiert. Der BK-Kanal

ist im roten Farbkanal dargestellt. Maf3stab: 10 ym

Die Ribbon-Synapsen als Gegenfarbung befinden sich am basalen Zellpol. Der BK-Kanal ist
in einem Bereich unterhalb der Stereozilien und oberhalb des Zellkerns auszumachen.
Anders als bei der Farbung des Calciumkanals war hier keine punktférmige Farbung zu
sehen. Stattdessen sind grofRere Bereiche mit Ausdehnung auf bis zu 2 ym geféarbt.
Zwischen den Wildtyp- und den du/du-Mausen gab es keinen Unterschied in der BK-Kanal

Farbung (n = 3 Tiere pro Genotyp mit je 3-6 IHZ).

6.5.2 Eigenschaften von BK-Stromen inneren Haarsinneszellen von ducky-Mausen

Auch die biophysikalischen Eigenschaften der schnellen BK-Strdme wurden ermittelt. Die
BK-Stréme der du/du-Zellen ahnelten den Strdmen der Wildtyp-Zellen (Abbildung 6.22).
Depolarisations-induzierte Auswartsstrome sind in Abbildung 6.22 fir eine Wildtyp- und eine
du/du-Zelle dargestellt. Die Mittelung der /-V-Kurven erfolgte 1.2 - 1.3 ms nach Beginn der
Depolarisation, zu einem Zeitpunkt, an dem nur der schnelle BK-Kanal gedffnet sein sollte
(Brandt et al., 2007). Auch die I-V-Kurven der BK-Strome der beiden Genotypen verliefen
ahnlich (Abbildung 6.22C). An die /-V-Kurven wurde zur Ermittlung weiterer biophysikalischer
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Parameter der BK-Stréme eine Funktion angelegt, die das Produkt einer Boltzmann-Funktion

(zur Beschreibung der Aktivierung der Kanale) mit der treibenden Spannung dargestellt.

A B

wit +8 mV du/du
+9 mV

somv P IS T somv

2ms

4n

@ wt
A du/du

Abbildung 6.22: Exemplarische Kaliumstrome in IHZ der du/du-Maus

Reprasentative Kaliumstréme einer Wildtyp- (wt, P21) (A) und einer du/du-Zelle (P20) (B). Die
Stromspuren zeigen Antworten auf 8 ms andauernde Depolarisationen auf die angegebenen
Spannungswerte. Graue Balken zeigen die Bereiche 1.2 bis 1.3 ms nach Start der Depolarisation, in
dem der BK-Kanal schon 6ffnet, andere Kaliumstrdme aber noch nicht aktiviert sind. In diesem
Zeitfenster wurden die Stromwerte zur Bestimmung der /-V-Kurven gemittelt. Die roten Linien zeigen
angelegte Fits zur Berechnung der Aktivierungszeitkonstanten der BK-Strome (s. Kapitel 4.8.5,
Gleichung 2). (C) Strom-Spannungskurven zu den in (A) und (B) gezeigten Zellen. Die roten Linien

zeigen den angelegten Fit.
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Die sich aus den /-V-Kurven und den zugehdrigen Fits ergebenden Parameter der BK-
Strome sind in Tabelle 6.1 dargestellt. Die BK-Stréme zeigten bei den du/du-Mausen keine
Veranderung hinsichtlich Stromgrofe bei 0 mV, Kapazitat der Zellen, Stromdichte bei 0 mV,

Steepness und halbmaximaler Aktivierungsspannung (Vhar).

Tabelle 6.1: Eigenschaften der BK-Strome in du/du-Mausen und Zellkapazitat

du/du (n = 8) Wildtyp (n = 10)
Strom bei 0 mV 3.8nA+0.8nA 41nAt14nA
Kapazitat 8.3 pF £1.3 pF 9.0 pF £1.0 pF
Stromdichte bei 0 mV 0.47 pA/pF £ 0.13 pA/pF 0.46 pA/pF £ 0.13 pA/pF
Steepness 13.6mV+1.2mV 143 mV+14mV
Vhair 34mV+58mV 41mV+58mVv

Die Aktivierungszeitkonstanten (Ta.t) wurden durch Anlegen von Fits ab 0.3 bis 0.5 ms nach
Depolarisationsstart ermittelt. Die gemittelten Aktivierungszeitkonstanten in Abhangigkeit von
der Spannung zeigt Abbildung 6.23. Der BK-Kanal aktivierte in beiden Genotypen bei zuneh-
mender Spannung schneller (Tt = etwa 0.8 ms bei -25 mV, etwa 0.3 ms bei +10 mV), jedoch
war die Aktivierung bei den du/du-Mausen iber dem gemessenen Spannungsbereich insge-

samt langsamer (p < 0.01).
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Abbildung 6.23: Aktivierungszeitkonstanten der BK-Strome in IHZ von du/du-Mausen
Aktivierungszeitkonstanten (1.«), ermittelt durch monoexponentielle Fits an die Stromspuren von 0.3
bis 0.5 ms nach Depolarisationsstart, in Abhangigkeit von der Spannung. Wildtyp: n = 10; du/du: n = 8,
*p<0.01, two-way ANOVA

Die Lokalisation der BK-Kanéle in IHZ war durch die Mutation der a,02-Untereinheit des
Calciumkanals bei du/du-Mausen nicht verandert. Eine Betrachtung der biophysikalischen
Eigenschaften der BK-Strome zeigte, dass die BK-Kanale der du/du-Mause etwas langsamer

aktivieren als die Kanale der Wildtyp-Mause.

6.6 Weitere Phanotypisierung der Haarsinneszellen von ducky-Mausen

Um weitere Hinweise zur Auswirkung der du/du-Mutation zu bekommen wurden IHZ mit
einem Antikérper gegen Otoferlin immunhistochemisch gefarbt. Otoferlin spielt beim Exo-En-
dozytose-Kreislauf synaptischer Vesikel in IHZ eine wichtige Rolle (Brandt et al., 2007;

Duncker et al., 2013; Roux et al., 2006). In immunhistochemischen Versuchen farbte der
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Otoferlin-Antikérper das gesamte Volumen der Zelle, wodurch sich ebenfalls Zellform und
-grofRe beurteilen lassen. Des Weiteren wurden die Zellkapazitaten aus allen elektrophysiolo-
gischen Messungen gemittelt, um Aussagen Uber die GréRe der IHZ von du/du-Mausen im
Vergleich zu Wildtyp-Mausen machen zu kénnen. Eine weitere Phanotypisierung bestand in

der Betrachtung der Stereozilien der AHZ.

6.6.1 Otoferlin in inneren Haarsinneszellen von ducky-Mausen

Abbildung 6.24 zeigt das Ergebnis der immunhistochemischen Farbungen am Beispiel
zweier unabhangiger Farbungen. Der Otoferlin-Antikérper farbte das Volumen der IHZ beider
Genotypen, was darauf schlieBRen lasst, dass sich Otoferlin Gberall in der IHZ befand.
Genaue Aussagen Uber GrofRe und Form der Zellen zu treffen ist bei fixierten whole mount-
Praparaten generell dadurch erschwert, dass die Farbung stark von der Lage der Zellen im
Praparat abhangt. Bei der Otoferlin-Farbung wurde dies besonders deutlich. Im ersten
Beispiel (Abbildung 6.24 oben) standen in dem Wildtyp-Praparat die HZ senkrecht nach
unten, was daran zu erkennen ist, dass Phalloidin- und Ribbon-Synapsen-Farbung dicht
beieinander liegen. Im Gegensatz dazu lagen die du/du-Zellen sehr flach im Praparat und
zeigten zusatzlich einen ,Knick“ am basalen Pol. Die Otoferlin-Farbung war in beiden Geno-
typen unter den Kutikularplatten etwas starker als im Rest der Zelle. Im zweiten Beispiel
(Abbildung 6.24 unten) zeigte sich am apikalem Zellpol unterhalb der Kutikularplatte weniger
Otoferlin. Hier war eine starkere Farbung am basalen Pol der Zelle zu finden. Die Farbung
erschien in den du/du-Zellen starker, wobei jedoch auch hier wieder die Lage der IHZ
beachtet werden muss. Wahrend diese in dem Wildtyp-Praparat eher gerade lagen, waren

sie in dem du/du-Praparat am basalen Pol angewinkelt.
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A B

Kontrolle du/du

Beispiel 1

Beispiel 2

Abbildung 6.24: Otoferlin-Lokalisation in IHZ von du/du-Mausen

Maximumintensitatsprojektionen von Immunfluoreszenz-Farbungen apikaler whole mount-Praparate
von zwei Kontroll- (A) und zwei du/du-Mausen (B). Das Kontroll-Tier war in Beispiel 1 heterozygot, in
Beispiel 2 ein Wildtyp-Tier. Dargestellt sind jeweils 4-5 Haarzellen wobei der Umriss einer Haarzelle
angedeutet ist (weil} gestrichelt). Die CtBP2/RIBEYE-Farbung (griin) zeigt die Ribbon-Synapsen. Zell-
kerne wurden mit DAPI (blau), Stereozilien mit Phalloidin (violett, nur Beispiel 1) markiert. Otoferlin ist

im roten Kanal dargestellt. Die Farbung zeigt das Volumen der Haarzelle. Maf3stab: 10 ym

Um Uber die Volumenfarbung bessere Aussagen zu ZellgréRe und -form treffen zu kénnen,
sind die in Abbildung 6.24 gezeigten IHZ (Beispiel 2) in der y-z-Ebene dargestellt (Abbildung
6.25). Das Volumen der IHZ ist wieder deutlich zu sehen. Auch hier zeigte sich die etwas
langer gezogene und starker abknickende Zelle bei der Kontroll-Maus. Bei der du/du-Maus
ist die IHZ eher rundlich und eine Knick ist nicht auszumachen. Wie schon in Abbildung 6.24
gezeigt, ist dies kein Hinweis auf eine Veranderung in der du/du-Maus, da es sich bei dem
anderen Beispiel umgekehrt verhielt. Die Otoferlin-Farbung unterschied sich hinsichtlich ihrer

Verteilung nicht zwischen Kontroll- und du/du-Zellen, es zeigte sich in diesen Farbungen
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weder ein unterschiedliches Zellvolumen noch eine veranderte Zellform (n =3 Tiere pro
Genotyp mit je 3-6 IHZ).

A B

Kontrolle du/du

Abbildung 6.25: Otoferlin-Farbung in der y-z-Ebene in IHZ der du/du-Maus

Maximumintensitatsprojektionen von Immunfluoreszenz-Farbungen apikaler whole mount-Praparate
einer heterozygoten Kontroll- (A) und einer du/du-Maus (B). Die IHZ sind in der y-z-Ebene dargestellt.
Die CtBP2/RIBEYE-Farbung (grin) zeigt die Ribbon-Synapsen. Zellkerne sind mit DAPI markiert

(blau). Otoferlin zeigt das Volumen der Haarzelle (rot). Ma3stab: x-Achse: 6 pm, y-Achse: 10 um.

6.6.2 Zellkapazitit der inneren Haarsinneszellen von ducky-Mausen

Um die Zellgrofie besser bestimmen zu kénnen, wurden die Kapazitaten aller Messungen
von Barium-, Calcium- und Kaliumstrémen gemittelt. Die gemittelte Kapazitat der du/du-
Zellen war mit 9.1 pF £ 1.1 pF (n = 31) nicht signifikant unterschiedlich zu den Zellen der
Wildtyp-Mause (9.7 pF + 1.3 pF; n = 42).

6.6.3 Morphologie apikaler d&uBerer Haarsinneszellen von ducky-Mausen

Bei Mausen mit einer Deletion des Ca,1.3-Kanals degenerieren die AHZ der apikalen und

medialen Cochlearegion in der zweiten postnatalen Woche (Glueckert et al., 2003; Michna et
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al., 2003). Um zu Uberprifen, ob die Mutation der du/du-Maus Einfluss auf die Anzahl
auBerer Haarsinneszellen (AHZ) und die Morphologie ihrer Stereozilienbiindel hat, wurden
diese mit Hilfe des Aktinmarkers Phalloidin markiert (Abbildung 6.26). Die Stereozilienblindel
der AHZ von du/du-Mausen sahen intakt aus. Die Stereozilien waren normal, d. h. v-férmig
angeordnet. Die Anordnung der AHZ war ebenfalls &hnlich: bei beiden Genotypen waren drei
Reihen ohne auffallige Unregelmafigkeiten vorhanden. In den du/du-Mausen zeigte sich die
Kutikularplatte etwas starker, wodurch neben den Sterozilienbliindeln eine Phalloidin-Markie-
rung zu sehen war. Auch die Ribbon-Synapsen-Verteilung war in AHZ durch die a.562-Muta-
tion nicht beeinflusst (Daten nicht gezeigt). Diese Ergebnisse zeigen, dass die AHZ durch ein

Fehlen der a,62-Untereinheit zumindest in ihrer Morphologie nicht beeintrachtigt waren.

A , B
Wildtyp du/du

Abbildung 6.26: Morphologie der AHZ-Stereozilien von du/du-Mausen
Immunfluoreszenz-Farbung apikaler whole mount-Praparate einer Wildtyp- (A) und einer du/du-Maus
(B). Dargestellt sind die drei Reihen dulerer Haarsinneszellen. Die Stereozilien sind mit Phalloidin
(violett) markiert. Maf3stab: 10 ym

Zusammengefasst ergab die weitere Phanotypisierung der apikalen du/du-Haarsinneszellen
keinen Unterschied in der Otoferlin-Expression und Zellgrofie der IHZ. Die Morphologie der

Stereozilienbiindel der AHZ von du/du-M&ausen war unauffallig.
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7 Diskussion I: Wirkung von 8-Bromo-cGMP auf die BK-Kanale

Die Existenz der NO-cGMP-PKG-Signalkaskade (nNOS, sGC, PDE, PKG, s. Kapitel 3.9 Die
NO-cGMP-PKG-Signalkaskade) konnte in inneren Haarsinneszellen (IHZ) nachgewiesen
werden (Gosepath et al., 1997; Heinrich et al., 2000; Jaumann et al., 2012), jedoch sind die
Zielproteine bislang unbekannt. An anderen Geweben wurde gezeigt, dass der BK-Kanal
Angriffspunkt dieser Kaskade sein kann (Carrier et al.,, 1997; Lim et al., 2005; Lu et al.,
1998). Messungen der BK-Stréme mit und ohne 3 uM 8-Bromo-cGMP, einem nicht hydroly-
sierbaren Analogon des cGMPs, sollten zeigen, ob der Kanal auch in IHZ ein mdgliches Ziel-

protein darstellt.

Die BK-Strome in IHZ kdnnen bei Depolarisation auf +20 mV Werte von mehr als 10 nA
erreichen, was fir Zellen dieser Grofe (9-10 pF) sehr beachtlich ist. Messungen dieser
Strome sind mit dem verwendeten Axopatch-Messverstarker problematisch, da dieser
aufgrund der hohen Stromwerte Ubersteuern kann. Weiterhin sind die Aussagen uber die
Kaliumstrdome dahingehend begrenzt, dass es bei zu grolRem Serienwiderstand der verwen-
deten Patch-Pipette zu hohen Spannungsfehlern kommt. Dies wiederum wirkt sich bei der
offline-Analyse negativ auf die Daten aus. Deswegen wurden hier nur Zellen in die Auswer-
tung aufgenommen, die bestimmten Kriterien entsprachen, um so den Spannungsfehler
gering zu halten (s. Kapitel 4.8.5 Auswertung der Patch-Clamp-Daten). Zudem variieren die

BK-Stréme von Zelle zu Zelle stark, was eine einheitliche Analyse ebenfalls erschwert.

Die ersten Messungen erfolgten mit einer intrazelluldren freien Calciumkonzentration von
etwa 2nM. Es wurden verschiedene 8-Bromo-cGMP-Konzentrationen getestet (1, 3,
100 pM), wobei die Assoziationskonstante der cGMP-abhangige Proteinkinase | (PKGI) fur
8-Bromo-cGMP je nach Isoform bei 0.01 yM (PKGla) und 1 uM (PKGIB) liegt (Pdhler et al.,
1995). In der Cochlea wurden beide Isoformen der PKGI mittels Western Blot nachgewiesen
(Jaumann et al., 2012). Reine Haarsinneszellen ergeben nicht genug Ausgangsmaterial fur
die Durchfihrung eines Western Blots, weshalb die Aussagen nur auf die Cochlea bezogen
getroffen werden konnten. In Vorversuchen zu den hier vorgestellten Experimenten ergaben
sich deutliche Effekte auf die BK-Strome der IHZ bei einer Konzentration von 3 uM 8-Bromo-

cGMP, weshalb diese Konzentration fiir die weiteren Experimente genutzt wurde. Zudem
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wurde die Calciumkonzentration variiert, da diese Einfluss auf die Phosphorylierungen haben
koénnte (personliche Mitteilung Prof. Dr. Peter Ruth, Institut fir Pharmazie, Eberhard KarlsU-
niversitat Tubingen). Die tatsachliche, freie Calciumkonzentration der IHZ ist nicht bekannt.
Sie ist wahrscheinlich niedriger als in anderen Sinneszellen oder Neuronen, da Haarsinnes-
zellen extrem hohe Konzentrationen von Calcium-Puffern besitzen (z.B. Calbindin, Calretinin,
Hackney et al., 2005).

Die BK-Strome der Kontrollzellen ohne 8-Bromo-cGMP zeigten ein erwartetes Verhalten (s.
Kapitel 5.1 Wirkung von 8-Bromo-cGMP auf BK-Kanale maturer innerer Haarsinneszellen
von NMRI-M&usen). Die Strom-Spannungskurven unterschieden sich kaum. Die Aktivie-
rungszeitkonstanten waren in den Messungen mit hoher Calciumkonzentration kleiner
(Marcotti et al., 2004). Eine deutliche Calciumabhangigkeit des BK-Kanals wurde von Oliver
et al. (2003) bestimmt. Sie veranderten die Calciumkonzentration ausgehend von O uM Uber
1, 3 und 10 uM, was Anderungen in den Aktivierungseigenschaften des Kanals zur Folge
hatte. Dabei ist zu beachten, dass sie ihre Messungen in der inside-out Patch-Konfiguration
durchfuhrten und die Calciumkonzentration somit von der extrazellularen Seite her andern
konnten. Die in dieser Arbeit verwendeten Konzentrationen von 2 und 20 nM liegen deutlich
unter 1 yM, weshalb diese Bedingungen wahrscheinlich eher der 0 yM Konzentration der
Studie von Oliver et al. (2003) entsprechen. Jedoch hatten die hier durchgefihrten Untersu-
chungen eine andere Absicht: Nicht die Abhangigkeit der BK-Strome von der intrazellularen
Calciumkonzentration sollte gemessen werden, sondern eine Abhangigkeit vom Phosphory-

lierungszustand, auf den die Calciumkonzentration einen Einfluss haben kdnnte.

Das intrazellular verwendete 8-Bromo-cGMP ist ein nicht hydrolysierbares Analogon des
cGMPs und sorgt dadurch flir eine standige Aktivierung der PKG. Ein Effekt von 8-Bro-
mo-cGMP war schon bei der sehr niedrigen Calciumkonzentration von 2 nM zu sehen. Die
mittlere Stromamplitude war bei Depolarisation auf -15 mV, -10 mV, -5 mV und 0 mV signifi-
kant erhoht, was an der /-V-Kurve zu sehen ist (s. Abbildung 5.2 Calciumabhangige Ande-
rung der BK-Strome in IHZ durch 8-Bromo-cGMP). Auch in den Balkendiagrammen ist eine
Tendenz zu erhéhten Stromamplituden zu sehen, jedoch war diese nicht signifikant (s. Abbil-
dung 5.3 Parameter der BK-Stréme bei Zugabe von 8-Bromo-cGMP in Abhangigkeit von der
Calciumkonzentration). Unterschiedliche statistische Tests konnten diese Diskrepanz
erklaren (/-V-Kurven: 2-way ANOVA,; Balkendiagrammen: Mann-Whitney-U Test). Die Strom-

erhéhung durch Zugabe des 8-Bromo-cGMP war ein erwarteter Effekt. Auf diese Weise
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wurde ein Auslésen der NO-cGMP-PKG-Signalkaskade zu groReren BK-Stromen und somit
zur schnelleren Repolarisation der Zelle beitragen, im Mittel die IHZ bei niedrigen Potentialen
halten und die Reizweiterleitung abschwachen. Hingegen zeigte eine Stromreduktion bei der
héheren Calciumkonzentration (20 nM) zusammen mit einer Verlangsamung der Aktivie-
rungszeitkonstanten durch 8-Bromo-cGMP-Zugabe einen gegenteiligen Effekt. Da nach
einem Schalltrauma hohere Calciumkonzentrationen als 20 nM zu erwarten sind, ist es
diesen Ergebnissen nach zu urteilen zweifelhaft, dass der BK-Kanal zur Stabilisierung oder
Hilfe nach Schalltrauma beitragt. Zwar sind Effekte vorhanden, die den Schluss nahe legen,
dass es zu einer Phosphorylierung kommt, jedoch scheint der Mechanismus viel komplexer
zu sein als bisher angenommen. Beispielsweise gibt es nicht nur potentielle PKG-Phospho-
rylierungsstellen innerhalb des Kanalproteins (Fukao et al., 1999), sondern auch die Protein-
kinase C (PKC) kann den Kanal phosphorylieren. Dadurch wiederum wird die Sensitivitat des
Proteins fur eine Phosphorylierung durch PKG oder PKA reguliert (Zhou et al., 2010). Es sind
deswegen Untersuchungen anzustreben, bei denen die Calciumkonzentration noch weiter

erhoht und die 8-Bromo-cGMP-Konzentration ebenfalls variiert wird.

Ein weiteres, mogliches Zielprotein dieser Signalkaskade ware der Ca,1.3-Kanal. Lv et al.
(2010) zeigten, dass Ca,1.3-Strome in Sakkulus-Zellen des Ochsenfrosches durch NO und
cGMP reversibel reduziert werden. Gleichzeitig werden die BK-Stréme vergroRert. Jedoch
fehlt bei Saugetieren eine funktionelle und rdumliche Kopplung zwischen Ca,1.3- und BK-
Kanalen und es besteht eine vollig andere Calciumabhangigkeit des BK-Kanals. Deshalb
sind diese Ergebnisse nicht auf Saugerzellen Ubertragbar. In den Haarzellen von Froschen
ist eine Trennung zwischen Calcium- und Kaliumstrémen nicht vollstandig mdglich und die
Aktivierung der BK-Kanale ist abhangig vom Calciumeinstrom durch Ca,1.3-Kanale. Auch in
murinen Chromaffin-Zellen konnte eine Wirkung von 8-Bromo-cGMP auf den Ca,1.3-Kanal
nachgewiesen werden (Mahapatra et al., 2012). Wirde der Calciumkanal auch in IHZ Ziel-
protein der Kaskade sein, konnte durch eine Inhibition der Calciumkanale einer Anhaufung
des toxischen Calciums entgegen gewirkt werden. Diese Befunde schlielen jedoch nicht

aus, dass die NO-cGMP-PKG-Signalkaskade an beiden Kanalen angreift.
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8 Diskussion ll: a,6-Untereinheiten in Haarsinneszellen

8.1 a2d-Unterheiten

Spannungsgesteuerte Calciumkanale sind aus einer porenbildenden a;-Untereinheit und den
akzessorischen Untereinheiten Ca. (B) und Ca,a:0 (a20; Abbildung 3.4) aufgebaut. Sie sind
in Haarsinneszellen wichtig fur die Transmitterausschittung und die damit verbundene Reiz-
weiterleitung an die Spiralganglien-Neurone. Haufig liegen in Geweben verschiedene Calci-
umkanéle (ai-Untereinheiten) vor. So exprimieren beispielsweise Neurone die Kanale
Ca,2.1-Ca,2.3, Ca,1.2 und Ca,1.3, sowie haufig auch Kanale aus der Gruppe Ca,3 (Uber-
sicht in Catterall et al., 2005). In Haarsinneszellen jedoch flieRen mehr als 90 % des Calci-
umstroms durch den Ca,1.3- (a4) -Kanal, wodurch diese Zellen ein optimales System zur
Untersuchung des Kanalaufbaus darstellen (Dou et al., 2004; Knirsch et al., 2007; Michna et
al., 2003; Platzer et al., 2000). Die B2-Untereinheit scheint die vorherrschende Rolle unter
den B-Untereinheiten des Calciumkanals in inneren Haarsinneszellen (IHZ) zu Gbernehmen
(Neef et al., 2009). Welche der vier a,0-Untereinheiten einen weiteren Teil des Kanals bildet,
ist jedoch nicht bekannt. In dieser Arbeit wurde anhand eines Mausmodells untersucht, ob
die 0,02-Untereinheit fur IHZ wichtig sein kdnnte. Die sogenannten du/du-Mause haben eine
Spontanmutation im Cacna2d2-Gen, das fir die a,02-Untereinheit kodiert (Barclay et al.,
2001).

Die Untereinheiten 0,61 und a,62 sind Bindungspartner der Antikonvulsiva Gabapentin und
Pregabalin (Gee et al., 1996; Gong et al., 2001; Marais et al., 2001). Gabapentin und der
Nachfolgewirkstoff Pregabalin kommen bei vielen Krankheiten zum Einsatz, wobei die
Behandlung von Epilepsie und neuropathischen Schmerzen im Vordergrund stehen (Harden,
1999; Moore et al., 2011; Taylor et al., 2007). Neuropathische Schmerzen entstehen durch
Schadigung oder auch Dysfunktion des Nervensystems. Von Trauma Uber Virusinfektion bis
hin zu Krebs kommen verschiedene Ursachen dafiir in Betracht. In Spinalganglien-Neuronen
kommt es in Tiermodellen mit neuropathischen Schmerzen zu einer erhéhten Expression der
a.01-Untereinheit auf mMRNA- und Protein-Ebene (Bauer et al., 2009; Luo et al., 2001, 2002;

Newton et al., 2001). Urspringlich wurde Gabapentin als Analogon des inhibierenden Neuro-
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transmitter y-Aminobuttersdure (GABA) zur Verhinderung der synaptischen Ubertragung
entwickelt. In mehreren Studien wurde jedoch die Wirksamkeit von Gabapentin an GABA-
Rezeptoren widerlegt (Jensen et al., 2002; Lanneau et al., 2001; Ubersicht in Taylor et al.,
2007). Es gibt Hinweise, dass Gabapentin nur bei chronischer, nicht jedoch akuter Gabe
wirkt. Als mogliche Wirkungsweise wird die Blockierung des Transports der a,01- und a,02-
Untereinheiten zur Plasmamembran und der damit verbundenen Reduktion des Calcium-
stroms diskutiert (Heblich et al., 2008; Hendrich et al., 2008). Dies wurde auch an Spinalgan-
glien-Neuronen gezeigt, bei denen die Expression a,01-Untereinheit bei neuropathischen
Schmerzen erhéht wird (Bauer et al., 2009). Des Weiteren verhindert Gabapentin das Recy-
cling der a,02-Unterheit aus Endosomen zur Plasmamembran (Tran-Van-Minh and Dolphin,
2010). Der vollstandige Wirkmechanismus dieser Medikamente ist bisher jedoch unbekannt.
Eine Studie bezlglich der Gabapentin-Wirkung auf Tinnitus tber einen Behandlungszeitraum
von 5 Wochen ergab keinen Einfluss auf das Horvermdgen der Probanden (Witsell et al.,
2007). In einer Fallstudie wurde Gabapentin als Ausloser eines reversiblen Horverlustes bei
einer Patientin mit akuter renaler Funktionsstérung identifiziert (Pierce et al., 2008) und laut
klinischen Studien erleiden durch Gabapentin-Gabe 0.1-1 % aller Patienten einen reversiblen
Hérverlust (Information gemafR Pfizer Pharmaceuticals, 2013:
http://labeling.pfizer.com/ShowLabeling.aspx?id=630A). Auch aufgrund dieser Ergebnisse
war es interessant, eine Mausmutante mit Mutation der a,02-Untereinheit hinsichtlich des

Hoérvermdgens zu untersuchen.

8.2 Vorherrschende a,6-Untereinheiten in Haarsinneszellen

Bisher gibt es keine Studien zum Expressionsmuster der verschiedenen a,0-Untereinheiten
in der Cochlea. In der maturen Maus-Cochlea wurde lediglich mRNA einer a,6-Untereinheit
gefunden, die sich hinsichtlich der Grofle von der in Skelettmuskel, Herz, Lunge und Gehirn
vorkommenden, damals bekannten a,8-Untereinheit 0,61 unterscheidet (Green et al., 1996).
Vorlaufige Experimente mit mMRNA aus Corti-Organen junger Mause zeigten das Vorhanden-
sein der Untereinheiten a,01, 0202 und 0203 (Prof. Dr. Gerald Obermair, Dr. Niels Brandt,
Prof. Dr. Jutta Engel, unverodffentlicht). In dieser Arbeit wurde die mRNA-Expression von a,0-
Untereinheiten neonataler und maturer Haarsinneszellen mit der quantitativen Real-Ti-
me-PCR untersucht (s. Kapitel 6.1 a26-Transkripte in inneren und duReren Haarsinneszellen

der Maus (Prof. Dr. Gerald Obermair)). Im Zuge der Reifung des Corti-Organs andert sich die
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Calciumstrom-Amplitude, die maximale Aktivierungsspannung und Starke der Inaktivierung
des Stroms. Auch die Eigenschaften der Ca,1.3-Stréme der dufReren Haarsinneszellen (AHZ)
weisen Unterschiede zu den Calciumstrémen der IHZ auf (Knirsch et al., 2007; Michna et al.,
2003; Platzer et al., 2000). Daher ware es mdglich, dass verschiedene akzessorische Unter-
einheiten die Calciumkanale in den unterschiedlichen Reifestadien und Haarsinneszelltypen
aufbauen. Aus diesem Grund wurden sowohl neonatale als auch mature IHZ und AHZ auf
die Transkription der a,8-Untereinheiten hin untersucht. In maturen IHZ und AHZ wird laut
dieser Analysen die a,02-Untereinheit vorherrschend transkribiert. Auch in neonatalen IHZ
und AHZ wurde mRNA der a,52 nachgewiesen. Zu den Molekiilzahlen kann keine Aussage
getroffen werden, da die ermittelten Detektions- und Quantifizierungsschwellen (LOD und
LOQ) in den meisten Fallen nicht erreicht wurden. Dies kdnnte darin begrindet sein, dass
die mRNA in Haarsinneszellen beim Absaugen der Zellen degradiert und so zu viele Mole-
kile vor dem Umschreiben in cDNA verloren gehen. Es wurde versucht, der RNA-Degrada-
tion mit RNAse-Inhibitoren in der zum Absaugen genutzten Pipettenspitze entgegenzu-
wirken. Dies war jedoch vergeblich, da Proben mit RNAse-Inhibitoren keine abweichenden
Molekulzahlen zeigten. Wahrscheinlich liegen die Molekilzahlen nahe an der Nachweis-
grenze, was eine quantitative Bestimmung schwer bis unmdglich macht. Auch ein Zusam-
menfligen mehrerer Proben zur Erhéhung des Ausgangsmaterials brachte nicht den
gewunschten Erfolg. Da bei einem Teil der Proben jeweils eine endogene Kontrolle ohne
cDNA mitgefuhrt wurde, lassen die Ergebnisse zumindest den Schluss zu, dass die 0,02-Un-
tereinheit die am starksten vorhandene Untereinheit in Haarsinneszellen ist. Zur Zeit ist nicht
bekannt, wie hoch der Turnover von a,0-mRNA oder a,0-Protein ist. Die Anzahl der Calcium-
kanale apikaler, maturer IHZ wurde mittels Ganzzell-Strommessungen und anschlieRender
Rauschanalyse auf 1700 Kanale pro IHZ geschatzt (Brandt et al., 2005). Da die Kanale an
den aktiven Zonen, den Ribbon-Synapsen, sehr stark konzentriert sind, ist davon auszu-
gehen, dass sie durch Interaktion mit dem Zytoskelett und anderen Proteinen relativ immobil
sind. Es kann vermutet werden, dass die Calciumkanal-Komplexe an den Ribbon-Synapsen
daher einen langsamen Turnover zeigen. Moglicherweise ist dann auch eine geringe Zahl

von 0,02-mRNA-Molekilen ausreichend, um die Zahl der a,62-Proteine konstant zu halten.
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8.3 Horvermoégen von ducky-Mausen

Ausflhrlichere Untersuchungen hinsichtlich des Hérvermogens, des Calciumstroms in Haar-
sinneszellen und der Hoérbahn gibt es bisher nur fir Mause mit Mutation der a,63-Unterein-
heit (Pirone et al., in Revision). Da die a.02-Untereinheit laut den Transkriptanalysen in Haar-
sinneszellen die vorherrschende a.8-Untereinheit ist, war es naheliegend, Mause mit einer
Mutation dieser Untereinheit zu untersuchen (s. Kapitel 6.2 Hérmessungen an ducky-
Mausen (Prof. Dr. Bernhard Schick, Dr. Julia Dlugaiczyk, Dipl.-Ing. Dietmar Hecker)). Um das
Horvermdogen zu Uberprifen, wurden ABR-Schwellen und DPOAE-Amplituden dieser soge-
nannten du/du-Mause gemessen. Dabei ergaben sich bei den du/du-Mausen um 18 dB SPL
erhdhte Horschwellen bei Klick-Stimuli. Auch die frequenzspezifischen ABR-Schwellen
waren bei den Frequenzen 11.3, 16 und 22.6, d. h. im Bereich des besten Hérens, signifikant
um 15-18 dB SPL erhoéht. Dies deutet darauf hin, dass die Reizweiterleitung der du/du-
Mause bei bestimmten Frequenzen aufgrund der defekten a,062-Untereinheit nicht korrekt
funktioniert. An welcher Stelle der aus mehreren hintereinander geschalteten Neuronen
bestehenden Horbahn der Defekt vorliegt, wirde eine Analyse der ABR-Wellenform ergeben.
Diese zeigen fur bestimmte Abschnitte der Horbahn ein jeweils charakteristisches Wellen-
muster, das Aufschluss Uber den Ort des Defektes gibt. Im Vergleich zu den du/du-Tieren
haben Mause mit Mutation der Ca,1.3 oder der B2-Untereinheit einen eindeutigeren Horpha-
notyp: Ca,1.3-defiziente Mause sind taub, wahrend die B2-defizienten Mause (extrakardiale
Deletion) mit einer Klick-Hoérschwelle von 90 dB SPL einen hochgradigen Horverlust erleiden
(Dou et al., 2004; Neef et al., 2009; Platzer et al., 2000). Die nicht so stark beeintrachtige
Hoérfunktion der du/du-Mause zeigt also, dass die a,02-Untereinheit eine wichtige Rolle in der

Horbahn spielt, jedoch nicht essentiell fir den Hérvorgang ist.

Eine Bestimmung der DPOAE-Amplituden zur Untersuchung der Funktion des cochleédren
Verstarkers zeigte bei du/du-Mausen eine um etwa 7 dB SPL signifikant erhéhte Amplitude.
Bei einer defekten Verstarkerfunktion der Cochlea hatte man reduzierte oder gar keine
DPOAE-Amplituden erwartet. Die cochleare Verstarkung der du/du-Mause scheint folglich
von einer Mutation der a,02-Untereinheit nicht negativ betroffen zu sein. Die erhdhten
DPOAE-Amplituden weisen auf eine verstarkte Aktivitdt der AHZ hin. Es ist fraglich, was bei
den du/du-Mausen zu diesem Phanotyp fuhrt. Eine Mdoglichkeit ware die veranderte
Anatomie des Gehdrgangs der du/du-Mause, da diese kleiner und leichter sind als ihre

Geschwistertiere. Allerdings mussten dieser Theorie zufolge beispielsweise bei Kindern
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erhohte DPOAE-Amplituden im Vergleich zu Erwachsenen gemessen werden, was aber
nicht der Fall ist (Dietmar Hecker, mindliche Mitteilung). Weiterhin konnte es sein, dass die
a,02-Untereinheit eine Rolle in den AHZ selbst oder den die AHZ modulierenden Efferenzen
des medialen olivocochledaren Bundels spielt (MOC-Efferenzen, Abbildung 8.1). Diese Effe-
renzen sorgen in der reifen Cochlea fiir eine variable Inhibition der AHZ zum Herausfiltern
von Gerauschen aus der Umgebung und sind weiterhin flir den Schutz vor Larmtraumata
zustandig (Guinan, 2006). MOC-Efferenzen hemmen die AHZ durch Ausschittung des
Transmitters Acetylcholin, der einen Kationeneinstrom (Natrium und v.a. Calciumionen) durch
a9/a10-Acetylcholinrezeptoren in die AHZ verursacht. Die Kationen wiederum aktivieren Kali-
umkanale, die zu einer Hyperpolarisation der Zelle fuhren (Elgoyhen et al., 1994, 2001;
Oliver et al., 2000). Die MOC-Efferenzen selbst besitzen Calciumkanale des Typs Ca,1.2
(Waka et al., 2003). Weiterhin ist davon auszugehen, dass sie als myelinisierte Neurone, die
einen sehr schnellen Reflex vermitteln, an den Prasynapsen Ca,2.1-Kanale und moglicher-
weise auch weitere Ca,-Kanale exprimieren (lwasaki et al., 2000). Wirde die a.02-Unterheit
hier zum Aufbau der Calciumkanale beitragen, kénnte ein durch die Mutation ausgeloster
verringerter Calciumeinstrom zur Reduktion der Transmitter-Ausschittung fiihren. Dies
wiederum kénnte zu einer abgeschwachten Inhibition der AHZ und damit verbundenen
erhohten DPOAE-Amplituden fihren.

Inner Hair
Cell ~_ Outer
Hair

Auditory Cells

Nerve

~__ Basilar Membrane
M?dial Olivocochlear

Lateral ~(MOC) Efferents

Olivocochlear
Contralateral Brainstem Cross-section Ipsilateral (LOC) Efferents
Cochlea Cochlea

Abbildung 8.1: Schematischer Uberblick iiber den olivocochleiren Reflex der rechten Cochlea
LOC- (laterale olivocochleare) und MOC- (mediale olivocochledre) Efferenzen entspringen dem
oberen Olivenkernkomplex (Nucleus olivaris superior) im Hirnstamm. Bei dem ipsilateralen Reflex
(blau, gold) fuhrt Schall, der die rechte Cochlea erreicht, zur Erregung von Interneuronen im
ipsilateralen cochlearen Nucleus (CN). Diese Interneurone kreuzen den Hirnstamm und innervieren
MOC-Neuronen der kontralateralen (linken) Seite. Diese kontralateralen MOC-Neurone projizieren in
das gekreuzte olivocochleare Bilindel (COBC), welches aus Axonen der LOC und MOC-Neurone
besteht, zur rechten Cochlea. LOC-Efferenzen innervieren die Afferenzen (Spiralganglien-Neurone
Typ |) maturer IHZ (Abbildung rechte Seite), MOC-Efferenzen innervieren mature AHZ direkt.
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Kontralaterale auditorische Nervenfasern (rot) innervieren Interneurone im kontralateralen cochlearen
Nucleus. Diese kreuzen den Hirnstamm und innervieren MOC-Neurone der ipsilateralen Seite. Diese
MOC-Neurone projizieren durch das ungekreuzte olivocochledre Blndel zur ipsilateralen Cochlea
(aus Guinan, 2006).

Eine weitere, denkbare Erklarung der erhéhten DPOAE-Amplituden ware eine Art Rickkopp-
lungsmechanismus, der ablauft, wenn Defekte in der Horbahn vorliegen. Es ist bekannt,
dass es bei lauten Pegeln zu einer Inhibition der AHZ liber die MOC-Efferenzen kommt (s.
oben). Ein umgekehrter Mechanismus wére vielleicht auch denkbar: Uber eine Riickkopp-
lung erfahren die AHZ eine starkere Aktivierung, um das Hordefizit wieder auszugleichen.
Bislang sind jedoch keine Beispiele bekannt, in denen erhdhte DPOAE-Amplituden
zusammen mit erhdhten ABR-Schwellen gefunden wurden, die diese Theorie kraftigen

wiurden.

Eine weitere Erklarungsmaoglichkeit der erhdhten DPOAE-Amplituden bertcksichtigt, dass in
AHZ a,52 ebenfalls als einzig nachweisbare a.5-Untereinheit gefunden wurde. Die 0.52-Un-
terheit konnte bei dem Reifungsprozess der AHZ eine Rolle spielen und ihr Funktionsverlust
ein anderes Antwortverhalten der maturen AHZ hervorrufen. Ein weiterer, wichtiger Aspekt ist
die Innervation der Haarsinneszellen vor Horbeginn (<P12). Die MOC-Efferenzen bilden bis
zu einem Alter von etwa 5 Tagen an den IHZ inhibitorische Synapsen, wandern dann zu den
AHZ und innervieren diese (Abbildung 8.2).
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Abbildung 8.2: Cochleére Innervation in Abhédngigkeit der Entwicklung

Laterale olivocochleare (LOC) Efferenzen innervieren die Afferenzen der IHZ nach Hoérbeginn (>P12,
spat). Die MOC-Efferenzen innervieren vor Horbeginn (<P12, frih) die IHZ. Nach Horbeginn erhalten
die AHZ eine efferente Innervation durch die MOC-Efferenzen. IPC: innere Pillarzelle, OPC: &uRere

Pillarzelle, LSO: lateraler, superiorer Olivenkomplex (aus Simmons, 2002)

Neonatale IHZ sind spontanaktiv, was wahrscheinlich der Reifung der Hérbahn dient. Hat die
0202-Untereinheit in neonatalen IHZ schon eine Wirkung auf den Calciumstrom, kénnte dies
Auswirkung auf die Spontanaktivitat oder spatere Entwicklungsschritte haben. Vor Hérbeginn
bilden die IHZ Aktionspotentiale aus, die von dem Calciumeinstrom in die Zelle abhangig
sind. Spielt die a,62-Untereinheit zu diesem Zeitpunkt schon eine Rolle, kénnte ein Verlust
dieser Untereinheit ,Folgefehler” generieren (Johnson et al., 2013). Auch adult erhalten die
MOC-Neurone ihren ,Input‘ von den IHZ, wodurch ein Defekt des Calciumstroms in den IHZ
durch die Mutation der a,62-Untereinheit einen indirekten Effekt auf die MOC-Efferenzen und

damit die AHZ ausldsen konnte.
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Genauere Analysen der cochlearen Verstarkerfunktion waren durch Bestimmung der
DPOAE-Wachstumsfunktionen mdglich. Diese dienen einer besseren Charakterisierung

durch Beurteilung des Antwortverhaltens auf unterschiedliche Pegelhdhen.

Die Stereozilien der AHZ zeigen bei den du/du-M&usen keine auffallige Morphologie, die auf
einen Defekt der AHZ hindeuten kénnte. Dies ist konsistent mit den Ergebnissen der
DPOAE-Messungen. Bei Ca,1.3-defizienten Mausen hingegen konnten im unteren
Frequenzbereich des Horvermoégens der Maus (5-15 kHz) keine DPOAE-Amplituden
gemessen werden und ein Verlust der AHZ in der apikalen Windung der Cochlea begriindete
diesen Fund (Dou et al., 2004). Warum Ca,1.3-Kanale fir das Uberleben der apikalen AHZ
essentiell sind, ist unbekannt. Auch bei f2-defizienten-Mausen, bei denen die Calciumstrome
um 70 % reduziert waren, wurden nur an 2 von 10 Ohren DPOAE-Signale, und diese mit
reduzierter Amplitude gemessen. Im Gegensatz zu den Ca,1.3-defizienten Mausen waren

die AHZ vorhanden und ihre Stereozilien zeigten keine Auffalligkeiten (Neef et al., 2009).

Die Horfunktion der du/du-Mause ist durch die Mutation der a,52-Untereinheit beeintrachtigt.
Die erhdohten ABR-Schwellen deuten auf einen HArphanotyp hin, der zusammen mit den
erhdhten DPOAE-Amplituden Fragen aufwirft. Um der Auswirkung der Mutation weiter auf
den Grund zu gehen, wurden die IHZ, die fur eine Umwandlung des mechanischen in einen

elektrischen Stimulus sorgen, weiter untersucht.

8.4 Spezifitit eines Ca,1.3-Antikorpers zur Lokalisation von Calciumkanalen in

inneren Haarsinneszellen von du/du-Mausen

Da die a0-Untereinheit am Aufbau des spannungsgesteuerten Calciumkanals beteiligt ist,
wurde mit Hilfe immunhistochemischer Versuche die Expression des in IHZ dominant
vorkommenden Ca,1.3-Kanals in du/du-Mausen untersucht. Dazu wurde vorab die Spezifitat
eines Ca,1.3-Antikérpers der Firma Alomone an IHZ Ca,1.3-defizienter Mause getestet.
Diese Versuche zeigten, dass der Antikérper mit hohem Hintergrund farbt, bei zusatzlicher
Farbung mit einem Antikorper gegen die Ribbon-Synapsen (CtBP2/RIBEYE) jedoch ein
spezifisches Signal auszumachen ist (s. Kapitel 6.3.1 Lokalisation von Ribbon-Synapsen und
Calciumkanalen in inneren Haarsinneszellen von ducky-Mausen). Aufgrund der hohen

Hintergrundfarbung war jedoch eine Quantifizierung der Ca,1.3-Farbungen nicht mdglich.
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8.5 Ribbon-Synapsen-Anzahl und Calciumkanal-Expression sind in inneren

Haarsinneszellen der ducky-Mause nicht verandert

Immunhistochemische Experimente an IHZ von du/du-Mausen zeigten eine unveranderte
Expression der Calciumkanale in dichter Lokalisation mit den Ribbon-Synapsen (s. Kapitel
6.3.1 Lokalisation von Ribbon-Synapsen und Calciumkanalen in inneren Haarsinneszellen
von ducky-M&usen; Zampini et al., 2010). Es ergab sich auch keine Anderung der Anzahl
und Verteilung der Ribbon-Synapsen von du/du-Mausen (du/du: 15.3 £ 3.4 Ribbon-Syn-
apsen pro Zelle, n = 6/7 Tiere/Praparate mit je 3-6 IHZ, Wildtyp: 16.3 £ 3.1 Ribbon-Synapsen
pro Zelle, n = 6/7 Tiere/Praparate, Alter: 21 + 1.5 Tage). Jedoch ist anzumerken, dass sowohl
bei Ca,1.3-Wildtyp- als auch Ca,1.3-defizienten Mausen in einem Alter von 25 bis 30 postna-
talen Tagen etwa 11-12 Ribbon-Synapsen pro Zelle gezahlt wurden (Nemzou N et al., 2006).
Da neonatale Haarsinneszellen mehr Ribbon-Synapsen besitzen als mature (19-20 pro
Zelle, Nemzou N et al., 2006), kdnnte vermutet werden, dass sich die Zellen mit 21 Tagen
noch in der ,Reifungsphase” befinden und erst mit ungefahr vier Wochen vollstédndig ausge-
reift sind. Woher diese Diskrepanz sonst kommen kdnnte, ist nicht klar zu sagen, da beide
Mauslinien den gleichen Hintergrund haben (C57BL/6N).

In neonatalen Haarsinneszellen Ca,1.3-defizienter Mausen fuhrt der fehlende Calciumstrom
in Mausen ab einem Alter von 55 Tagen zu einer Abnahme der Ribbon-Synapsen-Anzahl und
einer Degeneration der Haarsinneszellen (Nemzou N et al., 2006; Platzer et al., 2000). Die
du/du-Mause erreichten ein Alter von maximal 30 Tagen. Da die Ergebnisse der Genotypisie-
rungen aufgrund der Beurteilung einer Bandenstarke nicht immer eindeutig waren, wurden
die Mause zusatzlich anhand des Phanotyps ausgewahlt. Ataktischer Gang und die Pradis-
position zu epileptischen Anfallen konnte erst ab einem Alter von zwei Wochen beobachtet
werden. Die Zeitspanne fir Experimente mit du/du-Mausen war folglich sehr gering und eine
Analyse der verschiedenen Parameter (ber die Zeit nicht méglich. Ob sich bei Mausen mit
Mutation der a,02-Untereinheit mit zunehmenden Alter ein anderer Phanotyp ergibt, misste
zukUnftig mit Mausen untersucht werden, in denen die a,62-Untereinheit Haarzell-spezifisch

deletiert ware.
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8.6 Beeinflussung der Barium- und Calciumstrome in inneren Haarsinneszellen der

ducky-Mause

Calcium- und Bariumstrome wurden an IHZ der du/du-Mause gemessen. In beiden Fallen
war die Stromdichte um 30 % reduziert. Diese Ergebnisse bestatigen die fur alle vier a,8-Un-
tereinheiten gefundene Funktion, die Stromdichte spannungsgesteuerter Calciumkanale zu
erhdhen (Andrade et al., 2009; Barclay et al., 2001; Canti et al., 2003; Felix et al., 1997;
Fuller-Bicer et al., 2009; Gurnett et al., 1996; Hobom et al., 2000; Jones et al., 1998; Klug-
bauer et al., 1999; Qin et al., 2002; Shistik et al., 1995). Auch in Purkinje-Zellen des Cerebel-
lums von du/du-Mausen wurde eine Reduktion der Barium-Stromdichte um etwa 30 %
gemessen (Barclay et al., 2001). Diese Ergebnisse zeigen, dass die a,02-Untereinheit in IHZ
eine Funktion austbt und einen Einfluss auf den durch Ca,1.3-Kanale getragenen Calciu-
meinstrom hat. Die Auswirkungen der a,62-Mutation auf die Calciumstréme sind jedoch nicht
so gravierend wie die der Deletion der Ca,1.3-Untereinheit oder der extrakardialen Deletion
der B2-Untereinheit. Ein unabhangiger Verlust dieser Untereinheiten resultiert in einer Strom-
reduktion um 90 % bzw. 70 % in den IHZ (Dou et al., 2004; Neef et al., 2009; Platzer et al.,
2000).

Zusatzlich zu der Reduktion des Calcium- und Bariumstroms in den |IHZ der du/du-Mause
wurde ein Versatz der /-V-Kurve in Richtung depolarisierender Potentiale beobachtet, was
durch Vmax und Vyar deutlich wird. Bei Bariumstrdmen wurde die Kurve um 7-8 mV (Vpar um
7 mV, Vimax um 8 mV), bei Calciumstromen um 5 mV verschoben. Diese Eigenschaft wurde
fur die a,06-Untereinheiten schon mehrfach beschrieben (Felix et al., 1997; Fuller-Bicer et al.,
2009; Hobom et al., 2000; Platano et al., 2000; Singer et al., 1991). Ein Versatz der /-V-
Kurve wurde bei den Purkinje-Zellen der du/du-Mause nicht gefunden (Barclay et al., 2001),
jedoch exprimieren diese Zellen verschiedene spannungsgesteuerte Calciumkanale und
auch die B-Untereinheiten variieren, weshalb dies nicht verwunderlich ist. Fir die IHZ
bedeutet dieser /-V-Versatz zusammen mit der Stromreduktion, dass der Calciumstrom bei
den physiologisch wichtigen Potentialen von etwa -60 bis -25 mV (entspricht -40 bis -5 mV
bei den hier durchgefihrten Messungen mit 10 mM divalenten Kationen) um deutlich mehr
als 30 % reduziert ist. Hohere Schalldruckpegel sind folglich nétig, um die gleiche Menge an
Calciumeinstrom hervorzurufen. Allein aufgrund der Calciumstrom-Reduktion um 30 % ware
ein auffalligerer Horphanotyp bei den du/du-Mausen zu erwarten gewesen. Es ist jedoch zu

bedenken, dass die IHZ, deren Calciumstrome untersucht wurden, in der apikalen Windung
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des Corti-Organs lagen. Damit sind die gemessenen IHZ fir die Weiterleitung von Schallsi-
gnalen mit den Frequenzen von 2 bis 6.8 kHz zustandig (Engel et al., 2006; Mller et al.,
2005). Die Aufnahme der frequenzspezifischen ABR-Schwelle zeigte bei diesen Frequenzen
(2, 2.8, 4 und 5.6 kHz) zwar eine leichte, aber nicht signifikante Erhéhung. Es ware daher
interessant, Calciumstrome der midbasalen Windung des Corti-Organs zu messen, da die
Hoérschwellen der du/du-Mause bei den Frequenzen 11.3, 16 und 22.3 kHz um 15-18 dB SPL
signifikant erhdht waren. Diese IHZ liegen in Richtung des basalen Endes der Cochlea
jedoch sehr dicht am Knochen (Lamina spiralis), wodurch es beim Praparieren haufig zum
AbreilRen der Zellen kommt. Gelingt die Praparation, sind die Zellen danach in einem
schlechten Zustand, was die Erfolgsrate der Messungen stark senkt. Aufgrund dieser
Schwierigkeiten gibt es fur die Maus keine Daten zu Calciumstrom-Messungen entlang der
tonotopen Achse der Cochlea. Es kann deswegen keine Aussage dartber getroffen werden,
ob der Calciumkanal entlang der tonotopen Achse aus verschiedenen a,0- oder B-Unterein-
heiten aufgebaut ist. Messungen an robusteren und leichter zu praparierenden Corti-Or-
ganen von Wustenrennmausen zeigten einen Gradienten hinsichtlich der Aktivierungszeit-
konstanten und Inaktivierung des Calciumstroms der IHZ (Johnson and Marcotti, 2008).
Diese Unterschiede kdnnten jedoch auch eine Folge von SpleiRvarianten des Ca,1.3-Kanals
oder von interagierenden Proteinen unabhdngig von der a,62-Untereinheit sein. Mit Hilfe
spezifischer Antikdrper kdonnten Farbungen cochlearer Kryoschnitte Aufschluss Uber die
tonotope Expression der a,02-Untereinheit geben. Alternativ waren Methoden nutzlich, die es
erlauben, die Bereiche mit Knochen der whole mount-Praparate am Objekttrager zu fixieren.
Der bisher genutzte Gewebeklebstoff Cell-Tak haftet nicht am Knochen, was es sehr
erschwert, die dicht am Knochen liegenden medialen und basalen Haarsinneszellen auf dem
Objekttrager zu befestigen. Ohne Befestigung sind die winzigen Gewebestiicke zu fragil und

die Haarzellen Uberstehen den Prozess der immunhistochemischen Farbung nicht.

Die a,062-Mutation der du/du-Mause fuhrt zur Bildung eines verkirzten a,02-Transkripts,
welches auch auf Proteinebene mittels Western Blot in Purkinje-Zellen des Cerebellums
nachweisbar ist. Bei heterologer Expression des verkurzten Proteins zusammen mit Ca,2.1
und B4 sind die Calciumstrome im Vergleich zur Expression mit intaktem a,52-Protein redu-
ziert und haben auflerdem eine um etwa 5 mV in Richtung positive Potentiale versetzte /-V-
Kurve (Brodbeck et al., 2002). Die meisten Untersuchungen zeigen bislang einen Versatz der
I-V-Kurve Richtung hyperpolarisierender Potentiale durch intakte a.0-Untereinheiten (Felix et
al., 1997; Fuller-Bicer et al., 2009; Hobom et al., 2000; Platano et al., 2000; Singer et al.,

1991). Dies wirft die Frage auf, ob das verkurzte Protein in Haarsinneszellen exprimiert wird
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und eventuell noch einen Einfluss auf den Calciumstrom ausubt. Dies wird bestatigt durch
die Ergebnisse der immunhistochemischen Farbungen, die das (stark verkirzte, aber noch
antigene) Protein auch bei den du/du-Mausen an den Ribbon-Synapsen zeigen (s. Kapitel
8.11 Wird das mutierte a252 Protein in inneren Haarsinneszellen von ducky-Mausen expri-

miert und gelangt es an die Zellmembran?).

Messungen der Einzelkanal-Leitfahigkeiten der Ca,2.1-Kanale von Purkinje-Zellen des Klein-
hirns zeigten in den du/du-Mausen keine Veranderung, sodass dieser Grund als Ursache der
Stromreduktion unwahrscheinlich ist (Barclay et al., 2001; Brodbeck et al., 2002). Die Strom-
reduktion in den IHZ der du/du-Mause konnte auf einen verminderten Transport der a;-Unter-
einheit zur Membran zuriickzufihren sein, was fir die a.0-Untereinheiten schon mehrfach
gezeigt wurde (Brodbeck et al., 2002; Canti et al., 2005; Dickman et al., 2008; Hendrich et
al., 2008; Ly et al., 2008; Saheki and Bargmann, 2009). Um diese Theorie zu Uberprifen,
kénnten nicht-stationare Fluktuationsanalysen durchgefiihrt werden, die Rickschlisse Uber
die Anzahl der Calciumkanale zulassen (Brandt et al., 2005). Hingegen ist es wahrscheinlich,
dass der Versatz der /-V-Kurve durch den Einfluss der a,062-Untereinheit auf die schon
membranstandigen Ca,1.3 Kanale ausgeldst wird. Es besteht nun die Frage, ob der
Phanotyp in IHZ der du/du-Maus durch die alleinige Abwesenheit eines funktionellen a,02-
Proteins oder die zusatzliche Anwesenheit eines mutierten a,62-Proteins hervorgerufen wird.
Daher ware es interessant, Mause mit vollstandiger Deletion der a,62-Untereinheit im

Vergleich zu den du/du-M&usen zu analysieren.

Sowohl die Barium- als auch Calciumstrome der IHZ von du/du-Mausen zeigten zudem eine
Erhéhung der Steilheit der Aktivierung (Steepness) um 0.7 (Barium) und 0.9 mV (Calcium).
Auch bei a,01-defizienten Kardiomyozyten ist die Steilheit der Aktivierung erhéht (Fuller-
Bicer et al., 2009). Je grdlRer dieser Faktor ist, desto schlechter reagieren die Kanale mit
einer Anderung ihres Offnungsverhaltens bei Anderung der Membranspannung. Da diese
Werte in den beiden genannten Mausmodellen erhdht sind, ist es wahrscheinlich, dass die

a,0-Untereinheiten Einfluss auf das Offnungsverhalten nehmen.

Die oftmals gefundene Funktion der a.,d-Untereinheiten, die Aktivierungszeitkonstanten zu
beschleunigen, konnte anhand der vorliegenden Daten nicht Gberpruft werden, da die Transi-
enten der Stréme zu grof® waren. Wegen kleiner Strome wurde auf eine Serienwiderstands-

korrektur verzichtet (s. Kapitel 4.8.5 Auswertung der Patch-Clamp-Daten). Eine hohe Klemm-
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zeitkonstante verhinderte daher ein schnelles Umladen der Zellmembran, sodass Aussagen

zur Aktivierung nicht getroffen werden kénnen.

Die Inaktivierungskinetiken der Barium- und Calciumstréme zeigten keine Unterschiede
zwischen Wildtyp- und du/du-Mausen, obwohl diese Eigenschaft fir die a,06-Untereinheit
schon mehrfach nachgewiesen wurde (Felix et al., 1997; Fuller-Bicer et al., 2009; Hobom et
al., 2000; Klugbauer et al., 1999; Qin et al., 1998; Sipos et al., 2000). Die Inaktivierung des
Stroms in IHZ ist generell sehr gering, woflir wahrscheinlich Spleildvarianten des Ca,1.3-Ka-
nals oder auch interagierende Proteine (Calcium bindende Proteine CaBP1-5, RIM-Proteine,
Rab-Proteine; Cui et al., 2007; Gebhart et al., 2010; Grant and Fuchs, 2008; Yang et al.,
2006) verantwortlich sind. Es wurde lange Zeit vermutet, dass die B2-Untereinheit zur schwa-
chen Inaktivierung des Calciumstroms beitragt. Jedoch ist das Inaktivierungsverhalten in
extrakardialen [B2-defizienten Mausen nicht verandert (Neef et al., 2009). Aufgrund der
ohnehin schon geringen Inaktivierung ist es deshalb nicht sehr verwunderlich, dass die a,0-

Untereinheit keinen weiteren Einfluss darauf ausubt.

8.7 Ca.,B2 ist auch in inneren Haarsinneszellen der ducky-Mause weiterhin am

Kanalaufbau beteiligt

Fir die Funktion der a,0-Untereinheit spielt die B-Untereinheit ebenfalls eine Rolle (Qin et al.,
1998; Singer et al., 1991). In Mausen mit Mutation der 3- oder f4-Untereinheit kommt es im
Gehirn zum Ersatz der deletierten Untereinheit durch andere Isoformen (Subunit-Reshuffling;
Burgess et al., 1999; Murakami et al., 2007). Dies ist jedoch nicht in allen Geweben gleicher-
maflen maoglich, da die Anforderungen an die Untereinheiten so spezifisch sind, dass ein
Ersatz durch andere B-Isoformen nicht gelingt. Ob die Umstrukturierung auch fir die a,0-Un-
tereinheiten existiert oder gar andere Untereinheiten beeinflusst, ist fraglich. Es ware jedoch
denkbar gewesen, dass die mutierte a,0-Untereinheit zu einem geanderten Expressionsver-
halten der Zelle hinsichtlich der B-Untereinheiten flhrt. Immunhistochemische Experimente
zeigten jedoch, dass sich die Mutation der a,02-Untereinheit, wie sie bei den du/du-Mausen
vorhanden ist, nicht auf die Expression der p2-Untereinheit auswirkt. Diese konnte wie die
Ca,1.3-Untereinheit auch weiterhin in enger Lokalisation mit und an jeder Ribbon-Synapsen
detektiert werden (s. Kapitel 6.3.4 Cavp2-Untereinheit in inneren Haarsinneszellen von

ducky-Mausen).
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8.8 Veranderte postsynaptische Struktur der inneren Haarsinneszellen von ducky-

Mausen

Ein grofier Teil des a,0-Proteins befindet sich extrazellular (Brickley et al., 1995). Alle a,0-Un-
tereinheiten enthalten in diesem Teil eine VWA-Domane, die fir Protein-Protein-Wechselwir-
kungen zustandig ist (Canti et al., 2005; Whittaker and Hynes, 2002). Zudem ist bekannt,
dass a,0-Proteine unabhangig von ihrem Einfluss auf den Calciumkanal an der Synapsenbil-
dung beteiligt sein kénnen (Dickman et al., 2008; Pirone et al., in Revision). Die a,0-Unter-
einheit kdnnte deswegen mit verantwortlich sein fir eine Kopplung der Struktur von Pra- und
Postsynapse (s. auch Kapitel 8.11 Wird das mutierte 282 Protein in inneren Haarsinnes-
zellen von ducky-Mausen exprimiert und gelangt es an die Zellmembran?). Sowohl die
Ausdehnung des postsynaptischen Proteins PSD-95 als auch die Kolokalisation dieses
Proteins mit dem Ca,1.3-Kanal war bei den du/du-Mausen verandert (s. Abbildungen 6.19
und 6.20, Postsynapsen-Struktur bei du/du-Mausen). So schien die Ausdehnung der PSD-
95-positiven Postsynapsen in den du/du-Mausen gréRer. Zudem wurden bei den du/du-
Mausen weniger Kolokalisationen von Postsynapsen (PSD-95) mit Ca,1.3-Kanal-Clustern
gefunden. Da die Ergebnisse dieser Farbungen jedoch heterogen waren, ware es wichtig,
diese Versuche zu wiederholen und die Immunfarbungen mit héherer Auflésung (SIM-Mikro-
skopie) zu analysieren. Auch farbte der Ca,1.3-Antikérper nicht immer zuverlassig und teil-
weise mit hohem Hintergrund, weshalb die Durchfihrung des Versuchs mit dem [(2-Anti-
korper bessere Aussagen zulassen konnte. Aufgrund der hier vorgestellten Ergebnisse ist es
jedoch wahrscheinlich, dass die Mutation der a,062-Untereinheit einen Einfluss auf die post-
synaptische Struktur der IHZ und auch auf die nachfolgenden Neurone austibt. Die a,6-Un-
tereinheit konnte fir die korrekte Gegenlberstellung des Calciumkanals mit Strukturen der
Postsynapse verantwortlich sein. Dies wirde erklaren, warum der gréf3te Proteinanteil der
a.0-Untereinheit extrazellular vorhanden ist und aufierdem spezifische Motive fir Prote-

in-Protein-Wechselwirkungen besitzt (z. B. VWA-Domane).

8.9 Otoferlin-Expression und Zellkapazitat der inneren Haarsinneszellen von ducky-

Mausen

Otoferlin ist ein in IHZ vorkommendes Protein, dessen Beteiligung an der Exozytose disku-

tiert wird (Brandt et al., 2007; Roux et al., 2006). Aufgrund des reduzierten Calciumeinstroms
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in die IHZ der du/du-Mause ware auch hier eine reduzierte Exozytose zu erwarten (Brandt et
al., 2003). Dies ist beispielsweise in den IHZ der f2-defizienten Mause der Fall: der um 70 %
reduzierte Calciumeinstrom fiuhrt zu einer 70%igen Reduktion der Exozytose (Neef et al.,
2009). Immunhistochemische Farbungen der IHZ von du/du-Mausen zeigten keinen Unter-
schied in der Otoferlin-Verteilung (s. Kapitel 8.9 Otoferlin-Expression und Zellkapazitat der
inneren Haarsinneszellen von ducky-Mausen). Da das Protein Gberall in der Zelle vorkommt,
geben diese Farbungen zusatzlich Auskunft Uber Zellvolumen und -form. Die gewahlten
Beispiele machen aber auch deutlich, dass die Lage der Zellen im Praparat die Morphologie
der Zellen im zweidimensionalen Projektionsbild mitbestimmt. Einmal beobachtet man kurze,
runde Zellen, ein anderes Mal sind sie lang gezogen mit einem ,Knick® am basalen Pol. Dies
ist bei allen immunhistochemischen Farbungen zu beachten, da dies vorschnell zu falschen
Aussagen fuhren kann. Deswegen lasst sich hier lediglich die Aussage treffen, dass Otoferlin

auch in den IHZ der du/du-Mé&use vorhanden ist.

Die Zellkapazitat der IHZ der du/du-Mause, die bei den elektrophysiologischen Messungen
aufgenommen wurden, ergab, dass diese bei den du/du-Mausen bei Messung von Calcium-
stromen um etwa 1 pF reduziert ist. Diese verringerte Zellgro3e konnte einen Hinweis auf
eine verminderte Exozytose in den IHZ der du/du-Mause geben. Diese findet im Ganzzell-
Modus statt, wahrend Endozytose unter diesen Messbedingungen stark reduziert ist.
(Wildtyp: 10.2 pF £ 1.4 pF; du/du: 9.2 pF £ 1.1 pF). Bei den Bariumstrom-Messungen waren

die Kapazitaten der Zellen zwischen den Genotypen nicht verschieden.

8.10 Die BK-Strome sind in inneren Haarsinneszellen der ducky-Mause verandert

Sowohl bei Ca,1.3- als auch B2-defizienten Mausen ist die Expression und Funktion des BK-
Kanals betroffen. Der Kaliumkanal wird bei Deletion von Ca,1.3 gar nicht exprimiert; bei 2-
defizienten Mausen wird er nicht mehr am normalen Expressionsort, der Halsregion der
Haarsinneszellen, sondern am synaptischen Pol exprimiert (Brandt et al., 2003; Neef et al.,
2009). Die immunhistochemischen Farbungen des BK-Kanals der IHZ zeigten keine Auffal-
ligkeit bei den du/du-Mausen. Jedoch aktivierte der BK-Kanal bei du/du-Mausen etwas lang-
samer, wenn auch alle anderen getesteten Parameter des Stroms (Strom bei 0 mV, Kapa-
zitat, Stromdichte bei 0 mV, Vhar und Steepness) unverandert waren (s. Kapitel 6.5 Eigen-

schaften der BK-Kanale in maturen inneren Haarsinneszellen von ducky-Mausen). Ein
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geringer Teilstrom des BK-Kanals ist abhangig von extrazellularem Calcium (Marcotti et al.,
2004). Der Calciumstrom in den IHZ der du/du-Mause ist um 30 % reduziert. Der Calcium-
strom erfahrt in den Ca,1.3- und p2-defizienten Mausen mit 70 % und 90 % eine drastischere
Reduktion. Es ist also anzunehmen, dass der verbleibende Strom in den IHZ der du/du-
Mause fir die normale Expression des BK-Kanals am Hals der IHZ mit einer normalen
Stromamplitude noch hinreichend ist. Jedoch kdnnte der BK-Kanal aus anderen Spleil3vari-
anten der a- und/oder anderen B-Untereinheiten aufgebaut sein. Dies kdnnte durch einen
vermuteten verringerten Calciumeinstrom schon wahrend der Reifung der Haarzellen ausge-
I6st werden. Daher ware es sehr interessant, den Calciumstrom in neonatalen IHZ von

du/du-M&ausen zu untersuchen.

8.11 Wird das mutierte a,562 Protein in inneren Haarsinneszellen von ducky-Mausen

exprimiert und gelangt es an die Zellmembran?

Mehrfach wurde in der vorliegenden Arbeit (in Kooperation mit Prof. Dr. Gerald Obermair und
PD Dr. Martin Jung) gezeigt, dass der a,62-Antikérper der Firma Santa Cruz (H-210) spezi-
fisch sein kdnnte: (1) Die Dot-Blot-Analyse ergab drei Aminosauresequenz-Abschnitte inner-
halb des N-Terminus, an die der Antikérper bindet. (2) In Zellkultur-Experimenten hippocam-
paler Neurone mit Uberexpression einer mit einem HA-Tag markierten a,52-Untereinheit
wurde eine Plasmamembran-Farbung beobachtet. Umso erstaunlicher war der Befund, dass
bei den du/du-Mausen mit stark verkurzter mutierter a,62-Untereinheit in IHZ weiterhin eine
Kolokalisation der a,62-Farbung mit den Ribbon-Synapsen beobachtet wurde. Der mutierten
a.02-Untereinheit der du/du-Mause liegt eine Spontanmutation zugrunde, die nach aktuellem
Kenntnisstand eine groRere Umstrukturierung der Genregion mit sich zieht (Barclay et al.,
2001). Diese Mutation fihrt zur Bildung zweier mRNA-Transkripte, von denen eines, zumin-
dest im Cerebellum, auch nachweislich translatiert wird (Brodbeck et al., 2002). Diese
verkirzte mRNA-Variante enthalt die Exons 1-3, die lediglich ein sehr kleines Stiick des N-
Terminus der a,02-Untereinheit umfassen. Experimente an heterologen Expressionssys-
temen weisen darauf hin, dass dieses verkurzte Protein zwar gebildet wird, jedoch nicht zu
seinem eigentlichen Zielort, der Plasmamembran gelangt. Der Membran verankernde &-An-
teil des Proteins fehlt komplett und auch ein grofier a,-Proteinteil wird nicht translatiert (Brod-
beck et al., 2002). Der Antikérper erkennt in der Dot-Blot-Analyse Sequenzen, die in dem

verklrzten a,02-Protein noch vorhanden sind (erste Erkennungsstelle innerhalb Exon 2,
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zweite Erkennungsstelle am Ubergang Exon 3 zu 4). Es ist deshalb mdglich, dass der Anti-
kérper in den IHZ der du/du-Mause das verkirzte Protein erkennt, welches zu seinem Zielort
gelangt, seine Funktion jedoch nicht mehr vollstandig erfullen kann (s. Kapitel 8.6 Beeinflus-
sung der Barium- und Calciumstréme in inneren Haarsinneszellen der ducky-Mause). Bei
heterologer Expression in COS-7 Zellen wurde der verkirzte a,02-Proteinteil nicht in der
Membran detektiert (Brodbeck et al., 2002). Vielleicht fehlen diesen Zellen essentielle
Proteine, die in den Haarsinneszellen flr einen Transport des verkirzten a,02-Proteins zur

Zellmembran sorgen.

Zusatzlich zu den oben genannten Experimenten wurde der a,02-Antikérper an IHZ Ca,1.3-
defizienter Mausen getestet. Wirde die a,62-Untereinheit nur in Verbindung mit der a-Unter-
einheit vorkommen, sollte keine Farbung zu sehen sein. Allerdings wurde in den IHZ des
Ca,1.3-defizienten Tieres eine ahnliche Farbung wie in den IHZ des Wildtyp-Tieres beob-
achtet. Der Versuch wurde jedoch aufgrund von Zuchtproblemen nur einmal durchgefiihrt.
Dieses vorlaufige Ergebnis legt nahe, dass die a,02-Untereinheit auch ohne a;-Untereinheit
an die Plasmamembran transportiert wird. Fur die a,d1-Untereinheit konnte dies bereits in
neuronalem Gewebe und Muskelfasern gezeigt werden (Garcia et al.,, 2008; Gee et al.,
1996). Es bleibt jedoch die Frage offen, warum die Farbung an der Stelle so stabil ist, wo sie
aufgrund der Ca,1.3-Farbungen erwartet wurde. Wird die a,02-Untereinheit durch Wechsel-
wirkung mit anderen Proteinen, eventuell auch extrazellularen Proteinen, an der Membran
gehalten bzw. an ihren Bestimmungsort transportiert und kann sie dort Funktionen unab-
hangig von ihrer Wirkung auf den Calciumstrom ausiiben (s. auch Kapitel 8.8 Veranderte
postsynaptische Struktur der inneren Haarsinneszellen von ducky-Mausen)? In diesem
Zusammenhang ware es auch interessant, nach der Lokalisation der B2-Untereinheit in
Ca\1.3-defizienten Mausen zu sehen. Die B-Untereinheit ist nicht wie die a,0-Untereinheit in
der Membran verankert, sondern befindet sich intrazellular und ist zudem nicht-kovalent an

die a;-Untereinheit gebunden (Ubersicht in Buraei and Yang, 2010).

Trotz der hier gezeigten Experimente ist nicht vdllig auszuschlieRen, dass der a,02-Anti-
koérper andere a,0-Isoformen erkennt. Es ware mdglich, dass die IHZ der du/du-Mause
andere a.0-Untereinheiten herauf regulieren, um den Verlust der a,62-Untereinheit zu
kompensieren. Laut dem Datenblatt des Antikdrpers wird eine Kreuzreaktion mit den
anderen a,0-Isoformen nicht ausgeschlossen (Information gemal® Santa Cruz, 2013:

http://datasheets.scbt.com/sc-66822.pdf). Sequenzvergleiche der a,5-Untereinheiten unter-
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einander zeigen, dass an den Stellen, an denen der Antikorper bindet, die Aminosauren teil-
weise identisch sind (etwa 30-40 % Sequenzhomologie). Es ist jedoch fraglich, ob das fur die
Bindung des Antikorpers noch ausreichend sind. Versuche an a,61, 0,03 oder 0,04 exprimie-

renden Zellen waren in Hinblick auf diese Fragestellung vielversprechend.

Die a,0-Untereinheiten befinden sich fast vollstandig extrazellular und besitzen Domanen,
die fur Protein-Protein-Wechselwirkungen zustandig sind (VWA-Domane, zwei Cache-Do-
manen; Anantharaman and Aravind, 2000; Jay et al., 1991; Whittaker and Hynes, 2002;
Wiser et al., 1996). Proteine der extrazellularen Matrix waren ebenfalls mdgliche Bindungs-
partner. Die extrazellulare Matrix wird hauptsachlich aus Proteoglykanen und Polysaccha-
riden gebildet (Ubersicht in Zimmermann and Dours-Zimmermann, 2008). Sie dient der
Stabilitat von Zellen, sorgt fur Wachstum und Differenzierung. Es ware denkbar, dass a,0-
Proteine die Calciumkanalkomplexe an der Plasmamembran verankern oder flir eine best-
mogliche Gegenlberstellung der prasynaptischen Freisetzungsorte und postsynaptischen
Rezeptoren sorgen. So wurde beispielsweise im Gehirn gezeigt, dass extrazellulare Matrix-
proteine als laterale Diffusionsbarrieren fir Glutamat-Rezeptoren des AMPA-Typs wirken
(Frischknecht et al., 2009). Hinweise, dass a.0-Proteine mit der extrazellularen Matrix wech-
selwirken, lieferten Garcia et al. (2008). Sie zeigten, dass a,61 wahrscheinlich mit Kollagen
interagiert und so bei der Anhaftung und Verbreitung von Myoblasten eine Rolle spielt.
Zudem wurde 0,01 als neuronaler Thrombospondin-Rezeptor identifiziert (Eroglu et al.,
2009). Thrombospondin ist ebenfalls ein Protein der extrazellularen Matrix. Eine speziali-
sierte Form der extrazellularen Matrix stellen die perineuronalen Netze (PNN) im zentralen
Nervensystem dar. Diese umgeben die Synapsen und Somata ausgewahlter Neurone und
sorgen flr deren Stabilisierung. Vorlaufige Ergebnisse zeigen eine starke Expression von
Proteinen perineuronaler Netze in den zentralen Stationen der aufsteigenden Hérbahn und
an IHZ-Synapsen (PD Dr. Dr. M. Morawski, personliche Mitteilung; Maren Blosa, Dr. Mandy
Sonntag, Dr. Stephanie Kuhn, Dr. Tobias Eckrich, Barbara Fell, Prof. Dr. Jutta Engel, unverof-
fentlicht). Erste Versuche an du/du-Mausen zeigten, dass die Expression der perineuronalen
Netzproteine Aggrecan, Proteoglykan Link Protein 1 und 4 an den IHZ nicht verandert zu
sein scheint (Dr. Tobias Eckrich, Dr. Stephanie Kuhn). Da das verkirzte a,62-Protein in IHZ
von du/du-Mausen anscheinend weiterhin gebildet wird, ware es interessant zu erfahren, ob
0,02 ein Wechselwirkungspartner dieser Proteine der perineuronalen Netze ist. Immunprazi-

pitations-Versuche kdnnten erste Ergebnisse in diese Richtung liefern.
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8.12 Eignung der verwendeten ducky-Mauslinie und Ausblick

Die Mutation in der hier verwendeten du/du-Mauslinie fihrt zu keiner vollstandigen Deletion
der a,62-Untereinheit, sondern zur Bildung eines verkirzten a,062-Proteins. Bislang wurde es
als unwahrscheinlich erachtet, dass dieses Protein zur Zellmembran gelangt (Barclay et al.,
2001; Brodbeck et al., 2002). Diese Arbeit liefert gegenteilige Hinweise. Zudem ist bei dieser
Mauslinie eine gréRere Genregion umstrukturiert, die nicht nur das Cacna2d2-Gen, sondern
eventuell auch weitere Gene betreffen kdnnten. So liegt beispielsweise das Gen Semaphorin
in dieser Region (Barclay et al., 2001; Brodbeck et al., 2002). Die hier gezeigten Ergebnisse
sind deswegen mit Vorbehalt zu betrachten, da nie absolute Rickschlisse auf das reine
Fehlen der a,02-Untereinheit zu ziehen sind. Inwiefern das mutierte a,62-Protein oder auch
andere betroffene Proteine noch einen Einfluss haben, ist nicht zu differenzieren. Neben der
hier untersuchten du/du-Maus gibt es drei weitere Mausmodelle mit Mutation in dieser Unter-
einheit. Die Allele ducky?, ducky®™? und Cacna2d2™N°F haben ebenfalls eine Mutation oder
Deletion der a,02-Untereinheit zur Folge (Barclay et al., 2001; Brill et al., 2004; Donato et al.,
2006; Ivanov et al., 2004). Die Mutationen resultieren aus weitaus weniger komplexen
Umstrukturierungen des Cacna2d2-Gens (ducky?: 2 Basenpaar-Deletion in Exon 9, ducky
entia: Dyplikation von 39 Aminosauren in Exon 3, Cacna2d2™NCF: Deletion der Exons 33-39).
Dadurch kdnnten systemische Einflisse von anderen veranderten Proteinen ausgeschlossen
werden. In Bezug auf das verkirzte a,62-Protein war dieses Mausmodell eine interessante
Wahl. Es kdnnte namlich mdglich sein, dass dieses aus nur drei Exons bestehende Protein
seinen Weg zur Zellmembran schafft. Es ware fur zukunftige Experimente interessant, die
0,02-Untereinheit in Haarsinneszellen spezifisch ausschalten zu kénnen. So kénnte unter-
schieden werden, welche Auswirkungen der Mutation in der du/du-Maus auf einen Verlust
des Volllangenproteins und welche auf das Vorhandensein des verklrzten a,62-Proteins
hindeuten. Ebenfalls spannend waren Untersuchungen von Mausmodellen mit entwicklungs-
abhangiger Deletion der a,02-Untereinheit. Eine Deletion unter dem Otoferlin-Promotor
wuirde zu einem Ausschalten des Gens in IHZ im Embryonalstadium, unter dem Prestin-Pro-
motor in IHZ und AHZ um Hérbeginn fiihren (Winter et al., 2009). Da sich die IHZ bis zum
Horbeginn stark entwickeln, was an Mausen (Horbeginn P12, Ehret, 1985) sehr gut unter-
sucht werden kann, wirden solche Mausmodelle eine ausfuhrlichere Beschreibung des

Einflusses der a,02-Untereinheit zulassen.
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In dieser Arbeit wurde erstmals gezeigt, dass der Ca,1.3-Kanal in nativem Gewebe mit der
B2- und der a,02-Untereinheit einen funktionsfahigen Kanal bilden kann. Die a,02-Unterein-
heit ist in den IHZ nicht vollstandig ersetzbar und eine Mutation, wie sie in den du/du-Mausen
vorhanden ist, zieht einen Horphanotyp nach sich. Es wurde gezeigt, dass der Calciumein-
strom in den IHZ der du/du-Mause geringer ist, weshalb Untersuchungen der Exozytose sehr
interessant waren (Brandt et al., 2003). Nicht-stationare Fluktuationsanalysen kénnten
Auskunft dartber geben, ob der reduzierte Calciumstrom der IHZ durch eine verringerte
Anzahl an Kanalen in der Zellmembran begrindet ist, wie dies fur die B2-Untereinheit
gefunden wurde (Neef et al., 2009). Ob die a,02-Untereinheit auch an anderen Stellen der
Horbahn Funktionen ausubt, kdnnten Analysen der ABR-Wellenformen zeigen (Pirone et al.,
in Revision). Die wahrscheinlich spannendste Information beinhaltet jedoch der Befund, dass
das verkurzte a,62-Protein der du/du-Maus in den IHZ anscheinend zur Zellmembran trans-
portiert wird und dariiber hinaus auch ohne die Ca,1.3-Untereinheit in der Membran veran-
kert wird (s. Kapitel 6.3.4 Test eines a202-Antikdrpers an inneren Haarsinneszellen von
ducky-Mausen). Dies lasst vermuten, dass die a,02-Untereinheiten in IHZ noch andere Inter-
aktionspartner als die as-Untereinheiten besitzen, die sie an ihren Bestimmungsort transpor-
tieren und dort vielleicht auch verankern. Es ware folglich auch denkbar, dass sie in den IHZ
neben der Wirkung auf Calciumstrome andere Aufgaben haben (Eroglu et al., 2009; Pirone
et al., in Revision). Zusammen mit der Tatsache, dass die postsynaptische Struktur bei den
du/du-Mausen verandert zu sein scheint, zeigen diese Ergebnisse vermutlich das grofte

Potential fur zukunftige Forschungsansatze auf.
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10 Anhang |

10.1 Immunhistochemische Versuche: Negativkontrollen

Die folgende Abbildung (10.1) zeigt die Negativkontrollen zu den immunhistochemischen

Versuchen.
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A B

Negativkontrolle Ca,1.3-Antikorper Negativkontrolle Ca,2-Antikorper

C D

Negativkontrolle PSD95-Antikorper Negativkontrolle BK-Antikorper

E F

Negativkontrolle Cacna2d2-Antikorper Negativkontrolle Otoferlin/BK-Antikorper

Abbildung 10.1: Negativkontrollen der immunhistochemischen Versuche
Maximumintensitatsprojektionen der Negativkontrollen. Die bei den Versuchen mitgefihrten Negativ-

kontrollen wurden nicht mit dem jeweils aufgeflhrten primaren Antikérper inkubiert, um unspezifische
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Farbung des sekundaren Antikérpers ausschlieRen zu kénnen. Bei gleicher Anregung ist keine Fluo-
reszenz fir den betreffenden Antikorper zu erkennen. Die Gegenfarbungen (CtBP2/RIBEYE, griin und
Ca,1.3, rot), Zellkern-Farbung (DAPI, blau) und in einem Fall die Stereozilien-Farbung (violett) wurden
zur Orientierung im Praparat mitgefiihrt. A: Negativkontrolle fir den Ca,1.3-Antikdrper, Gegenfarbung
mit CtBP2/RIBEYE; B: Negativkontrolle fur den Ca,32-Antikérper; Gegenfarbung mit CtBP2/RIBEYE-
Antikorper; C: Negativkontrolle fir den PSD-95-Antikérper; Gegenfarbung mit Ca,1.3-Antikérper; D:
Negativkontrolle fur den BK-Antikdrper, Gegenfarbung mit CtBP2/RIBEYE-Antikdrper; E: Negativkon-
trolle fur den Cacna2d2-Antikdrper, Gegenfarbung mit CtBP2/RIBEYE-Antikdrper; F: Negativkontrolle
fir den Otoferlin- und BK-Antikérper, Gegenfarbung mit CtBP2/RIBEYE-Antikdrper; Mal3stab: 10 um
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