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1 Kurzzusammenfassung

Als Nebenwirkung des Zytostatikums Cisplatin wurteben Neuro- und Nephrotoxizitat
auch Ototoxizitat beschrieben. Die Schadigungrisiversibel und fuhrt zu Tinnitus sowie Hor-
verlust und damit zu kommunikativen Einbu3en odemicklungsdefiziten. Ziel der vorliegen-
den Arbeit ist es, otoprotektive Substanzen zutitizieren und zugrunde liegende Signalkaska-
den zu charakterisieren. Fur das Zytokin Interletii(IL-6) konntein vitro bereits limitiertes
otoprotektives Potential beschrieben werden. Neabem Charakteristika der IL-6 vermittelten
Protektion soll das protektive Potential des IL-érWandten Oncostatin M (OSM) untersucht
werden. Weiterhin soll der Einfluss von Signalmaiek wie des Signal Transducer and Activa-
tor of Transcription 3 (STAT3), der durch beide @kihe aktiviert wird, untersucht werden. Als
Ursache Cisplatin-induzierter Schéaden werden eendBpiegel reaktiver Sauerstoffspezies
(ROS) diskutiert, deshalb wird das otoprotektiveelRtial des antioxidativen Ubichinon sowie
die Rolle des STAT3, das auch mitochondriale Famidn aufweist, untersucht. Dartber hinaus
wird der Einfluss des IL-6, OSM und Ubichinon aig dpoptoseregulation untersucht.

Explantate Corti‘'scher Organe neonataler Ratterderu fur 24h mit IL-6, OSM oder
bzw. simultan mit Ubichinon pra- und fur weiterehZimultan mit Cisplatin inkubiert. Haarzel-
len und Neuronenfortsatze wurden fluoreszenz-markieorphologisch evaluiert und quantifi-
ziert. Andere Explantate wurden parallel zu IL-&MDund Ubichinon mit dem STAT3 Inhibitor
WP1066 kultiviert, im Anschluss gleichermalien weikhandelt und ausgewertet. Zudem wur-
den durch die Behandlungen induzierte Protein-&péeglerungen mittels Western Blot unter-
sucht: STATS3, seine Serin- und Tyrosin-phosphorigid-orm wurden im Nukleus und Zyto-
plasma analysiert. BCL-X, BCL-2, AIF, Survivin urghx wurden im Zytoplasma untersucht.
Gruppen wurden mittels Rangsummen-ANOVA auf Unteiessie geprift, diese wurden als sta-
tistisch signifikant angesehen, wenn gatert0,05 unterschritt.

IL-6, OSM und Ubichinon schiitzen beide Haarzebtystatistisch signifikant vor Cis-
platin-induzierter Toxizitat entlang der gesamteocklea. Ubichinon schutzt die Neuronen-
Fortsatze statistisch signifikant entlang des gésar@orti'schen Organs, die Zytokine limitiert
auf einzelne Abschnitte. Die IL-6- und OSM-indutgeOtoprotektion wurde durch WP1066
aufgehoben, die durch Ubichinon-induzierte nichurdh IL-6-Behandlung stieg Tyrosin-
phosphoryliertes STAT3 im Zytoplasma statistisgn#ikant, durch OSM-Behandlung stiegen
zytoplasmatisches und nukleéres, Tyrosin-phospieotgs STAT3 sowie zytoplasmatisches,
Serin-phosphoryliertes STAT3 statistisch signifikddie Apoptose-regulierenden Proteine zeig-

ten durch die Behandlung keine signifikanten Spéggerungen.



Mitglieder der IL-6-Zytokin-Familie weisen nebelmrén proinflammatorischen Funktio-
nen otoprotektives Potential auf, das durch Tyrp$iasphoryliertes STAT3 vermittelt wird.
Ubichinon wirkt ebenfalls otoprotektiv, eine Beigilng des STAT3 abseits seiner klassischen
Rolle als Transkriptionsfaktor kann nicht ausgesstén werden. Die Schlussfolgerungen dieser
Arbeit sind limitiert, dennoch stellt die vorlieg#min vitro Studie einen Baustein auf dem Weg
zum Design eines klinisch-protektiven Protokolls b@troffene Patienten dar und ermoglicht die

Ableitung neuer wissenschaftlicher Fragenstellungen



2 Abstract

Cisplatin, a chemotherapeutic drug, can cause nenephro- and ototoxic side effects.
Cisplatin-induced ototoxicity is irreversible aneatls to hearing loss and tinnitus, resulting in
loss of communicative skills. The aim of this stusgs to identify otoprotective agents and to
reveal protective signaling pathways. Cytokine riletgkin-6 (IL-6) is known to exert limited
otoprotective potentiah vitro. Next to further characterizing this protectiowas to be deter-
mined, if oncostatin M (OSM), a close relative bf@, also induces otoprotection. Both cyto-
kines are known to activate Signal-Transducer-antivator-of-Transcription-3 (STAT3), and
the role of STAT3 in otoprotection was going to ibeestigated. Cisplatin-induced toxicity is
said to be mediated via upregulation of reactivggex species (ROS), therefore otoprotective
potential of antioxidant ubiquinone is going tod®alyzed, as well as the role of STAT3 in this
context, which is known to exert functions in mhoadria next to its classic role as a transcrip-
tion factor. Furthermore, the influence of IL-6, B&nd ubiquinone on the regulation of apop-
tosis is going to be investigated.

Organ of Corti explants dissected from neonattsl weere preincubated for 24h with ei-
ther IL-6, OSM or ubiquinone, followed by concurrémcubation with cisplatin for another 24h.
Hair cells and spiral ganglion neurons were viagaiwith immunofluorescence, the morpholo-
gy and amount were evaluated. In other experimémsexplants were simultaneously incubated
with STAT3 inhibitor WP1066 and then evaluated bsva@. Changes in the target protein levels
following the treatment were investigateid Western blot: Total levels of STAT3 and its sefine
or tyrosine-phosphorylated forms were analyzedyiomasmic and nuclear fractions of explant
tissues. Levels of BCL-x, BCL-2, AlF, survivin af@hx were investigated in the cytoplasm.
Treatment groups were examined for significantedéhces via ANOVA on ranks, differences
were considered as significant whewas below 0.05.

IL-6, OSM and ubiquinone significantly protect bdtair cell types from the cisplatin-
induced toxicity along the whole length of the deeh Ubiquinone significantly protects neu-
rites along the whole cochlea whereas the cytokidaeed protection was limited to certain
parts of the organ of Corti. Cytokine-mediated pctibpn was abolished by WP1066, whereas
ubiquinone-induced protection was not. Tyrosinegphmrylated STAT3 increased significantly
in the cytoplasm following IL-6 treatment or OSMatment. OSM induced additional increase
of nuclear translocation and of serine-phosphagmatThere were no significant changes in the
level of apoptosis-regulating proteins in respaiesthe cytokines or ubiquinone.

IL-6-cytokine-family members and Ubiquinone indua®protective mechanisms. The
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mechanisms involve phosphorylation of STAT3 on onéwo domains and in case of IL-6 and
OSM can be blocked by STAT3 inhibitor WP1066. Thechranism induced by Ubiquinone
seems to be insensitive to WP1066, suggestingwewoént of other than JAK2 kinase.

This study is an attempt toward designing a nolieical protocol for patients scheduled

to chemotherapy involving cisplatin. In additionallows to pose new scientific questions.



3 Einleitung

3.1 Anatomie des Innenohres

Tief im Felsenbein liegt das Innenohr, das sich amem komplexen membranésen
Schlauchsystem, dem hautigen Labyrinth, und eirgmes Morphologie angepassten, aber gro-
RBerem, kndchernen Labyrinth zusammenset®as hautige Labyrinth ist mit einer hinsichtlich
der lonenkonzentration aul3ergewdhnlichen Flissigller Endolymphe, geflillt, der Zwischen-
raum zwischen den beiden Labyrinthen ist hingegérder sogenannten Perilymphe gefdllt
Ein Bestandteil des hautigen Labyrinths stellt destibulare Labyrinth dar, das mit dem Ves-
tibularorgan das Sinnesepithel des Gleichgewichtsts enthélt und Uber d&uctus reuniens
mit dem zweiten Bestandteil, dem cochleédren Labyrimébunden ist. Das cochleére Laby-

rinth beherbergt das Sinnesepithel des Gehérorgans
3.1.1 Cochlea

Die Cochleawindet sich zweieinhalb Mal um eine &i®diolus bezeichnete Achse und
lasst sich in drei Flussigkeits-geflllte Raume rtgltedern: Die beiden aul3eren Kompartimente
sind jeweils mit Perilymphe geflllt und stehen GbasHelicotremaan der Spitze deCochlea
miteinander in Verbindung Das obere Kompartiment bezeichnet manSalala vestibulidas
untere alsScala tympanizentralvon beiden umschlossen befindet sich der mit Emdphe ge-
fillte Ductus cochlearis. Die Scala vestibuliendet am ovalen Fenster, das die membranose
Grenze zur Paukenhohle bildet und mit der FuRpkesStapesbeweglich verbunden ist, das
runde Fenster bildet die hautige Barriere zwiscBeala tympanund Paukenhohl& Schneidet
man dieCochleasenkrecht zunbuctus cochleariglurch, blickt man auf ein Dreieck, das mit
seiner Spitze auf deMlodiolus gerichtet ist und von den benachbarten Raumenihred Peri-
lymph-Fillung durchTight junctionsder Epithelauskleidung abgegrenzt wirdNach oben hin
wird der Ductus cochlearis von der dinnen ReisMmmbranabgegrenzt, die untere Grenze
bilden die Basilarmembran und di@minae spirales osseabei denen es sich um zwei vom
Modiolus entspringende und durch die gar@zechleaschneckenartig gewundene Knochenlam-
ellen handelt' 2 Zwischen den beiden Knochenplatten verlaufen 8igiasern in Richtungor-
ti-Organ, zudem befindet sich dort deimbus spiralis dessen bindegewebiges Grundgerist von
Interdentalzellen umhiillt ist, die das Grundmatedier Tektorialmembran produzierér?®. Die
Basilarmembran besteht aus verflochtenen Kollabehén in einem Bett aus Extrazellular-

matrix, sie bildet eine Briicke zwischen demnbusund derChrista spiralisund verbreitert sich
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von apikal nach basal, was fiir Signaltransduktion Bedeutung ist. Die &ufRere seitliche Ab-
grenzung stellt dasigamentum spiralelar, dessen Grundstock eine mit Fibrozyten umnitante
Bindegewebsschicht darstellt, die wiederum mit lgditbedeckt ist und durch Erhebungen na-
mensChrista und Prominentia spiralisausgeworfen wird: Zwischen d&rominentia spiralis
und dem Beginn der Reissner Membran erstreckteasicifunktionell auf die Produktion der En-
dolymphe spezialisiertes Epithel nam&tsa vascularis'. Es handelt sich um eine kapillarrei-
che Schichtung dreier verschiedener Zelltypen nanMarginal-, Intermediar- und Basalzellen:
Die Marginalzellen sind durchight junctionsfest gegentber der Endolymphe abgegrenzt und
enthalten in basolateralen Faltelungen zahlreiclt®didondrien, die Basalzellen bilden durch
ahnliche Haftkontakte eine geschlossene Grenze lesdl, zwischen beiden Zelltypen verteilen
sich die lose angeordneten Auslaufer der Melanozgtégen Intermediarzelleh Die Margi-
nalzellen sezernieren das Kalium in die Endolympheé werden selbst durch einen komplexen
Rezirkulationsweg mit dem funktionell bedeutsameatidh ausgestattet: Sowohl ,alle Stutz-
und Epithelzellen des Corti-Organs” als auch didrdzyten ded.igamentum spiraleBasal-
und Intermediarzellen deétria‘ sind UberGap junctionsaus Connexin 26 jeweils als Kette zur
Kalium-Rezirkulation miteinander verbunden und vesrddank des Mitochondrien-Reichtums
der Marginalzellen und Fibrozyten und ihrer sehteguAusstattung mit NaK*-ATPasen und
Na'-K*-2Cl -Co-Transportern aktiv mit Kalium durchpunipt

3.1.2 Cortisches Organ

Mittig auf der Basilarmembran befindet sich eindédbrung, die aus einer komplizierten
Anordnung von Stiitz- und Sinneszellen besteht: Gasische Organ (OC). Das Dach iber
diesem Zellsystem bildet die Tektorialmembran,siid vomLimbus spiralisentspringend tber
das OC erstreckt und aus ,diinnen Filamenten undgrem Material, biochemisch aus mehre-
ren Typen von Kollagen [...], verschiedenen andenerefhen und Glykoproteinen® besteht
Das OC weist viele verschiedene Subtypen an Stilgnzelenen ein festes Zytoskelett aus Ak-
tinfilamenten und Mikrotubuli gemein ist, auf: Di&renz-, Claudius- und Hensen-Zellen bilden,
gemeinsam mit den Boettcher-Zellen der basalen Wigddie Grundstruktur des OCs und die
Pfeilerzellen formieren den inneren TunheDie Phalangenzellen, deren duf3ere Vertreter auch
Deiters-Zellen genannt werden, bilden lange Auslédife sich nach apikal hin zu horizontalen
Platten umformen und eine netzartige Schicht,Mignbrana reticularisformieren, in der die
auReren Haarzellen eigebettet liegeAus diesem Netz von Kopfplatten schauen ledigtlizh

Haarschopfe der Haarzellen heraus, diese sind enitSdiitzzellen durch Zell-Zell-Haftkontakte
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so fest miteinander verbunden, dass das Systerh michmechanische Stabilitat aufweist, son-
dern dariiber hinaus eine undurchdringliche BarmereCorti-Lymphe gegeniber der Endolym-
phe bildet und die funktionell bedeutsamen loneadi&nten zwischen den Kompartimenten
aufrecht erhalt. Das OC wird von Hohlrdumen wie dem &uReren Tyrdesh Nuel-Raum und
dem inneren Tunnel durchzogen, die untereinandérerbindung steher. Die eigentlichen
Sinneszellen des OC bezeichnet man aufgrund ilpikalan Sterozilienbesatzes als Haarzellen,
man unterscheidet eine Reihe innerer Haarzelle€)IHei denen es sich um die eigentlichen
Sinneszellen handelt, die die Erregung nach zefdardéiten, von drei Reihen &ulRerer Haarzel-
len (OHC), die fur den ,cochlearen Verstarkermeddrans” und die ,Frequenzdiskriminierung*
zustandig sind. Der Schopf der Haarzellen wird von jeweils 50-B@reozilien gebildet, die
beim Menschen aus 8um langen und 200-500nm durclemeéen, steifen und aus vernetzten
Aktinfilamenten aufgebauteNikrovilli bestehen, sie werden nach basal schmaler und iwurze
in einer durch das Geflecht verschiedener Filameatdickten Schicht amApexder Haarzelle,
der sogenannten KutikularplatteDie Stereozilien sind unterschiedlich lang, diange Stere-
ozilien sind in einer V-formigen Reihe formiert und die z@imen Reihen sind nach abnehmen-
der Langer zu einem groBen ,V* angeordheDie langsten Stereozilien der auReren Haarzellen
stehen in Kontakt zur Tektorialmembran und sindcdwsogenanntdip links mit dem néchst
kirzeren Stereoziliunmerbunden, didip links sind wiederum an lonenkanalen befestigt, was -

wie unten beschrieben - von groRer funktionelledd&eung ist.
3.1.3 Neuroanatomie des Innenohres

Die von den inneren Haarzellen erzeugten Potentratelen mittels Glutamat-Freisetzung
auf ,die afferenten Endigungen dBervus cochlearis‘hach zentral tGbertragen, die Nervenfa-
sern erreichen das OC Uber Hemina spiralis ossedegen vor der Passage der Basilarmembran
ihre Myelinscheide ab und ,laufen frei durch dendren Tunnel 2 Die bipolarenGanglia
spiralia befinden sich im Spiralkanal d&$odiolus(Canalis spiralis modio), den man auch als
Rosenthal-Kanal bezeichnét® Diesen Perikaryen entstammt die afferente InrimwaDie
Dendriten ziehen in Richtung des OCs und nehmenwainiberwiegenden Anteil Kontakt zu
den inneren Haarzellen auf, die vor allem afferenerviert werden, die Axone ziehen Ner-
vus cochlearisn Richtung des Hirnstamnts®. 90% der beschriebenen Dendriten sind myelini-
siert, sie entstammen den sogenannten Typ | Spiglggn-Neuronen und nehmen ohne Ver-
zweigung Kontakt mit jeweils nur einer inneren Hadle auf, eine einzelne innere Haarzelle

steht allerdings mit zahlreichen afferenten Fageivierbindung?. Die 4uBeren Haarzellen wer-
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den von den nicht oder nur dinn myelinisierten,twerzweigten, 10% der afferenten Fasern,
die aus den Typ Il Spiralganglien-Neuronen entsmin ,trophisch versorgt*®. Die Typ-I- und
Typ-1l-Spiralganglien-Neurone unterscheiden siclame der Myelinisierung vor allem in der
Polaritat, der Fulle an Zellorganellen und der kaih-Morphologie: Die Typ-I-Neurone sind im
Gegensatz zu den pseudunipolaren Typ-llI-Neurongoid, enthalten eine Flle an Zellorganel-
len und weisen einen hellen, zentral lokalisiefterkleus auf’. Die 4uReren Haarzellen werden
vor allem durch efferente Fasern innerviert, dis der oberen Olive entstammen und ,inhibito-
risch auf die [aul3eren Haarzellen beziehungsweiskflie afferenten Endigungen an den [inne-

ren Haarzellen]* wirkeri %
3.2 Physiologie des Innenohres

Das menschliche Gehdr kann Téne im Frequenzbeweis20 Hz und 16 kHz wahrneh-
men, im Frequenzbereich von 2-5 kHz bendétigt mangdiringsten Schalldruckpegel, um eine
Horempfindung auszulésen Bis wir Schall als auditorische Sensation wahmeh konnen,
muss eine komplizierte Kettenreaktion fehlerfregalufen sein: Nachdem der Schall Gber die
Ohrmuschel und den Gehérgang zum Trommelfell wgdeitet worden ist, wird dieses in
Schwingung versetZt Die gelenkig verbundene GehérknéchelchenketteMialeus, Incusund
Stapedeitet die Schwingungen uber die Ful3platte degyBigjels an das ovale Fenster und da-
mit in die mit Perilymphe gefillt8cala vestibuliveiter, diesen Prozess bezeichnet man als Luft-
leitung 2. Die kleinen Knéchelchen reduzieren beim Uberttés Schalls vom Medium Luft in
das Medium der Innenohrflissigkeiten den Anteil 8ehallenergie, der wegen der unterschied-
lichen Impedanzen beider Medien durch Reflexionoven gehen wirde, indem sie den Druck
auf das ovale Fenster erh6hen - zum einen durehuhterschiedlichen Hebelarme zueinander
und zum anderen durch die gegeniiberStapesFuRplatte groRere Flache des Trommelfells
Um die weiteren Schritte auf dem Weg zum Horeinkrverstehen zu kdnnen, muss man sich
die lonenzusammensetzungen der verschiedenen Inrfiéissigkeiten vor Augen fuhren. Da
die Perilymphe mit ihrem hohen Natrium- und gerimg@liumanteil in ihrer Zusammensetzung
der Extrazellular-FlUssigkeit entspricht, sich &@edolymphe hingegen durch Kaliumreichtum
und Natriumarmut auszeichnet, herrscht zwischenbeégen Flussigkeiten ein deutlicher lonen-
gradient, der sich als endocochleédres Potential3@bbmV im Endolymphraum gegeniber dem
Perilymphraum auch hinsichtlich der Ladungsvertiggem bemerkbar macht Durch die Uber-
tragung auf das ovale Fenster wird die Basilarmamion Schwingung versetzt, es entsteht eine

an sich relativ kleinamplitudige WanderwefleNur durch die speziellen Eigenschaften der Ba-
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silarmembran ist es dennoch méglich, fir jede Feaequan einer spezifischen Stelle auf der Ba-
silarmembran starkere Auslenkungen zu erreichea:Sbeifigkeit der Basilarmembran reduziert
sich vom ovalen Fenster bis zukpexauf ein Hundertstel, wahrend die Breite zunimratjwich
existiert fur jede Frequenz ein Ort der maximalehvdngungsamplitude auf der Basilarmemb-
ran, fir hohe Frequenzen basal, fur niedrige Frezpre eher apikal, dieses Prinzip bezeichnet
man als Ortstheorie Neben diesem passiven Prozess der Frequenz-Bittkaty, wird zuséatz-
lich durch die aufl3eren Haarzellen ein aktiver Bgitzur Ortsspezifitat geleistet: Neben der Ba-
silarmembran wird durch die Schwingungen auch diktdrialmembran ausgelenkt, im Bereich
der maximalen Schwingungsamplitude kommt es zuegi@gfigen Auslenkung und dadurch
zur Einwirkung von Scherkraften auf die mit der Telalmembran verbundenen Stereozilien
der auBeren HaarzellénDurch die Verankerung an diép links werden Transduktionskanéle
der aul3eren Haarzellen, die ein Membranpotential-v@ mV aufweisen, gedffnet und durch
die Differenz von 150 mV gegeniber dem 80 mV benagn endocochleédren Potential kommt
es trotz der anndhernd gleichen Kalium-Konzentnatobeider Kompartimente zu einem Kali-
um-Einstrom in die duRere Haarzelle, die in Folgesen depolarisiert wird Das entstandene
Rezeptorpotential wird durch die anschliel3ende Reiseerung wieder abgebaut, indem Kalium
uber ,an der seitlichen [Zellmembran] gelegene spagsabhéngige [beziehungsweise] calci-
umgesteuerte Kaliumkanale* und tber deir@ -Cotransporter aus den duBeren Haarzellen
[...] in die Stria vasculariszuriick transportiert wird. Das in der Zellmembran befindliche Pro-
tein Prestin verkirzt sich im Bereich des ortspgalifen Schwingungsmaximums bei Depolari-
sation und verlangert sich bei Repolarisation uitdtfsomit zu einer aktiven Langenoszillation
der auReren Haarzellén Durch diesen die Frequenzselektivitat und Schuiiggenergie stei-
gernden, aktiven Kontraktionsprozess wird die Eyaghe deutlich in Bewegung versetzt, so-
dass die freien Stereozilien der inneren Haarzellesgelenkt werden und wiederum durch die
Tip-link-Verankerung Transduktionskanale gedffnet wertleBie fiir die auReren Haarzellen
beschriebenen Prozesse wiederholen sich in dememmridaarzellen bis darauf, dass statt der
Langenanderung deBrestins durch die Depolarisation der inneren Haarzellem @alcium-
einstrom und dadurch die basale Freisetzung dessiifters Glutamat aus den sogenannten
Bandsynapsen induziert wird, die wiederum zu ekfreegung der afferenten Nervenfasern und
der Erzeugung von Aktionspotentialen fiiiirtDie Afferenzen ziehen in cochleotoper Anord-
nung Uber deiNucleus cochlearidie Oliva superior denNucleus lemniscus laterialislenCol-
liculus inferior und dasCorpus geniculatum mediakowohl gekreuzt als auch ungekreuzt nach
Passage von ,funf bis sechs Neuronen® zur primé@minde im Bereich dedeschelWindung

im Temporallappen, wo es zur Umsetzung der neueonAktivitat in den Sinneseindruck und
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zur Projektion in sekundare auditorische Arealesoxsationskortizes und kortikale Areale der
Sprachanalyse und -produktion konmfmt

3.3 Pathophysiologie der Cochlea und des Horens — Eims&chnitt

Storungen auf dem Weg der Umwandlung der Schakvieltlen eigentlichen Horeindruck
kénnen zu den Symptomen Hérverlust und Tinnitusetil. Unter Horverlust versteht man die
Reduktion der Fahigkeit, auditorische Sinneseinkkeiigahrzunehmeh Hoérverlust kann man in
Schallleitungsschwerhérigkeit und Schallempfindwsehsverhorigkeit unterscheidén Schall-
leitungsschwerhoérigkeit entsteht durch Verlegundea Gehorganges und durch Erkrankungen
des Mittelohrs’. Erkrankungen de€ochleaund den sich anschlieRenden weiterleitenden und
verarbeitenden Strukturen der Horbahn auRern dihSehallempfindungsschwerhorigkdit
Liegen Leitungs- und Empfindungsdefekte nebeneieandr, spricht man von einer kombinier-
ten Schwerhdrigkeit, die bei gemeinsamer ErkrankdegyMittel- und Innenohres beispielsweise
im Rahmen einer Otosklerose oder einer Mittelotmi@miung mit Labyrinthbeteiligung auftritt
Schallempfindungsschwerhdérigkeit wird wiederum ireidUntergruppen unterteilt: Ist die
Schwerhérigkeit durch defekte Sinneszellen, zunsdel im Rahmen von isolierten Labyrint-
herkrankungen bedingt, spricht man von einer s&s@®@n Schwerhorigkeit, neuraler Horverlust
ist hingegen durch Schéadigungen des Hornervs aelezehtralen Verarbeitung bedingt, liegen
beide Formen der Schallempfindungsschwerhdoriglabeneinander vor, bezeichnet man das als
sensorineuralen HorverlutSind die Haarzellen von der Schadigung betroffiemdelt es sich
um irreversible Schaden, da diese Zellen iiber Reigenerationspotential verfiigérHorverlust
ist das auf der Welt am haufigsten auftretende sache Defizit, weltweit und populations-
Ubergreifend sind 250 Millionen Menschen von Holwsten und den damit einhergehenden
Folgen wie einer reduzierten Teilnahmefahigkeitkammunikation, einer verzégerten Sprach-
entwicklung, einer Stigmatisierung und reduziel#dungschancen betroffen

Unter Tinnitus ,versteht man abnorme auditoristifermationen aufgrund einer Sto-
rung im oder in der Nahe des HorsysterfisTinnitus wird in eine objektive und subjektive
Form unterschieden: Dem objektiven Tinnitus liegt Wahrnehmung einer Innenohr-nah gele-
genen, durch vaskulare, muskulédre oder atemabh&myigzesse entstandenen Geréauschquelle
zu Grunde, subjektiver Tinnitus tritt ohne eineaitge objektivierbare Schallquelle auf und
kann isoliert, selten im Rahmen von Mittelohrerkiamgen und am haufigsten im Verbund mit
Schallempfindungsschwerhérigkeit auftrefefErworbene Schadigungen des Innenohres, die zu

Funktionsstorungen und Verlust der Haarzellen wrdiszu den oben beschriebenen Sympto-
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men fuhren, werden durch Alterungsprozesse, Irdakt, Larm, Durchblutungsstérungen, ma-
lignhe Prozesse, Verletzungen und Intoxikationendreerufert’.

Als Ototoxizitat bezeichnet man die Fahigkeit vairemischen Substanzen Dysfunktion
und Degeneration der Gewebe des Innenohrs zu em&u@egeniiber den toxischen Einfliissen
besteht eine individuell unterschiedliche Empfioldkeit, neben Zwischenprodukten verschie-
dener Stoffwechsel- und Infektionserkrankungen sawdustrieerzeugnissen kénnen auch Me-
dikamente ototoxisch wirken: Schleifendiurektikeevidurosemid, Therapeutika der Malaria wie
Chinin, Nicht-steroidale Anti-Rheumatika wie Salete, Aminoglykosidantibiotika wie Neo-
mycin und Zytostatika wie Cisplatin fuhren als wménschte Arzneimittelnebenwirkung zu

Horverlust und Tinnitué.
3.4 Cisplatin

Cisplatin gehdort wie Oxaliplatin und Carboplatinr Zeruppe der Platin-freisetzenden Zy-
tostatika und wird im Rahmen der Behandlung von é#edHals-, Ovarial-, Lungen- und Bla-
sentumoren sowie von Neoplasien im Kopfbereich Baispiel padiatrischen Neuroblastomen,
eingesetzt und intravends appliziéft Platin geht, nachdem die Chloridgruppen des @iy
vor allem intrazellular durch Wassermolekiile ausgstht wurden, Bindungen mit Sauerstoff-,
Schwefel- oder Stickstoff-haltigen Gruppen ein, &ie in Seitenketten von Aminosauren oder
vorrangig in den Purinbasen der Nukleinsauren worken® *°. Durch diese Verkniipfung ent-
stehen Quervernetzungen innerhalb eines DNA-Stsmang®ischen verschiedenen DNA-
Strangen oder zwischen Nukleinsauren und Protetfierdie Replikation, die Transkription und

den gesamten DNA-Stoffwechsel der Zelle beeintigehtund zur Apoptoseeinleitung fiihrén
10

3.4.1 Cisplatin-induzierte Ototoxizitat

Zu den Dosis-limitierenden Nebenwirkungen des @isplzahlen schwere zentrale Ubel-
keit, die mittels Ondansetron therapiert werdemkaephrotoxizitat, die mit Hilfe von forcier-
ter Diurese, Salz- und Flussigkeitszufuhr gemildestden kann sowie Neuro- und Ototoxizitat,
fur die noch kein etabliertes Therapie- oder Préwasprotokoll erstellt werden konnte'’. Die
Cisplatin-induzierte Ototoxizitat tritt bilaterafymmetrisch und irreversibel auf, beginnt im
Hochfrequenzbereich und kann sich bis auf die & 8prachbereich essenziellen Frequenzen
ausbreiten, neben Hérverlust kénnen Tinnitus, Setaliund Ohrenschmerzen auftretetf' 13
Der Einsatz des Cisplatins erfolgt nicht nur im Ra&n der Tumorbehandlung bei Erwachsenen,

sondern auch in der padiatrischen Onkologie. Auald&r leiden unter der durch Cisplatin-
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induzierten Ototoxizitat: 60% der mit Cisplatin lbekelten padiatrischen Patienten erleiden
einen irreversiblen, beidseitigen Horverldt Im Kindesalter kann der Horverlust die Spra-
chenwicklung soweit einschranken, dass die Kinaéerueinem permanenten Kommunikations-
defizit zu leiden habetf. Cisplatin vermittelter Horverlust tritt innerhallon Wochen bis Mona-
ten auf, Risikofaktoren fir das Auftreten der Oxaat stellen vorhergehende Larmexposition,
Behandlung mit anderen ototoxischen Medikamenteduzierte Nierenfunktion, Bestrahlung
des Kopfbereichs, Untererndhrung, geringes Alteebster Exposition, hohe Zyklusanzahl und
eine gesteigerte Kumulativdosis dar’. Die Empfindlichkeit gegeniiber Cisplain-induzierte
Ototoxizitat variiert stark interindividuelt* > Diese variabel ausgepragte Empfindlichkeit
ergibt sich moéglicherweise auch aus genetischetoFak Mdogliche Kandidaten fir diesen ge-
netischen Erklarungsansatz, die bisher untersuontiem sind, stellen verschiedene Allele oder
Polymorphismen des Megalin-Gens, verschiedeneraiioin-S-Transferasen (GST), der Kate-
chol-O-Methyltransferase (COMT), der Thiopurin-S4kildtransferase (TPMT), der Excision-
Repair-Cross-Complementing-Polypeptide (ERCC1, ERQ@d verschiedener mitochondria-
ler Gene dar* *> Fir COMT und TPMT konnte nachgewiesen werdens dies Wahrschein-
lichkeit des Auftretens Cisplatin-induzierter Otatotat mit steigender Anzahl bestimmter Risi-
ko-Allele zunimmt'®. Der typische durch Cisplatin vermittelte Frequemust erklart sich
durch die erhohte Empfindlichkeit des basalen AbgthderCochleagegeniber Cisplatin, bei
den zellularen Zielstrukturen des Cisplatins hanekekich vor allem um die aul3eren Haarzellen,
aber auch um die Zellen détria vascularisjnnere Haarzellen und Spiralganglionneurdfe
Die genauen Signalwege, durch die die OtotoxiamaAnschluss an die Platinierung der
Nukleinséduren vermittelt wird, sind noch unklar.skitiert werden unter anderem die Entste-
hung reaktiver Sauerstoffspezies bei gleichzeiigngem antioxidativen Potential, mitochond-
riale Freisetzung proapoptotischer Mediatoren, <tielss durch frustrane DNA-
Reparaturversuche, proinflammatorische Zytoking &mergismen mehrerer toxischer Prozes-

9, 13, 16
se .

3.5 Zytokine der Interleukin-6-Familie

Zytokine sind mit einer durchschnittlichen GréRen\&@bkDa kleine Proteine, die von vie-
len verschiedenen Zellen und Geweben des Korpsrargivort auf spezifische Stimuli produ-
ziert werden und in derselben Ze#atokrin sowie in anderen Zellgparakrin oder bei beson-
ders hohen Spiegeln und Ubertritt in die Blutbabhohasystemisclendokriniiber definierte Re-

zeptoren komplexe Antworten induzieren konher?
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Als Interleukine bezeichnet man einige Zytokine, wbn Leukozyten produziert werden,
besonders T-Helfer-Zellen, Makrophagen und demsdht Zellen sind wichtige Interleukin-
Produzenten, hinsichtlich der Benennung der Zywkiasteht allerdings kein einheitliches Sys-
tem*"*® Zytokine werden anhand ihrer Rezeptoren und 8trik Gruppen und untergeordnete
Familien unterschieden: Neben den Hamatopoietinendenen auch Interleukin-6 (IL-6) und
Oncostatin M (OSM) gehdren, unterscheidet man Clkemaind die TNF-Gruppe voneinander
7 Interleukine und ihre Rolle als Kommunikationselider Gewebe und Zellen sind vor allem
im Zusammenhang mit dem Immunsystem erforschis@iglen aber auch fur viele grundlegen-
de biologische Prozesse wie Uberleben, Regenera@miiferation und Differenzierung eine
Rolle*®.

IL-6 und OSM gehoren wie Interleukin-11 (IL-11ptérleukin-27 (IL-27), Cardiotrophin
1 (CTF1), Cardiotrophin-ahnlicher Zytokin-Faktor (CLCF1), zilidrer neurotropher Faktor
(CNTF) und Leukamie inhibierender Faktor (LIF) Zamilie der IL-6-Interleukine, deren Mit-
glieder sich die gemeinsame Rezeptoruntereinhdi8@peilen und sich durch funktionelle Re-

dundanz und Pluripotenz auszeichf®gA*

3.5.1 Interleukin-6

IL-6 gehdrt zur gleichnamigen Zytokin-Familie, wixebn einer Vielzahl verschiedener
Zellen produziert und wirkt auf verschiedene Ziglgbe und Zelltypen, es ist vor allem als pro-
inflammatorisches Zytokin bekannt: Lokal induziestdie Reifung der B-Lymphozyten, bewirkt
die Aktivierung von T-Zellen, systemisch ist esdam Induktion von Fieber und der Akut-Phase-
Reaktion beteiligt”

Die Wirkung dieses Zytokins hangt neben der Fraieges systemisch zirkuliert oder
lokal appliziert wird, auch vom jeweiligen Zielgeleebzw. von der Zielzelle ab und lasst sich
nicht auf inflammatorische Prozesse reduziererk@mte durch IL-6-Behandlung beispielswei-
se das Ausmal} der Leberschadigung im Anschlussch@rhie reduziert werden, der Anteil der
uberlebenden Zellen erh6ht werden und fur IL-6 diadeutende Rolle in der Homdostase der
Leber nachgewiesen werden, auch renale Zellschégligurch Cisplatin konnte durch IL-6 re-
duziert werderf> 2 Protektives und regeneratives Potential konnt &ereits im Nervensys-
tem gezeigt werden, so schitzte die Behandlungllxt Granularzellen des Kleinhirns vor
NMDA-induzierter Neurotoxizitat und fiihrte zu eriiém Uberleben von PC12-Zellen, die mit
Cisplatin, 5-Fluorouracil, Paclitaxel und Serum-Bregtion behandelt worden wareli® %

Bezuglich des Innenohrs ist IL-6 in verschiedeN&dellen als Vermittler der Cisplatin-
25,26

induzierten Oto- und Vestibulotoxizitat beschrielarden
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Nachdem IL-6 an den Membran-gebundenen (IL-§-6der |6slich zirkulierenden IL-6-
Rezeptoralpha (sIL-6-R- ) gebunden hat, gehen je zwei der Ligand-Rezeptopkexe Hete-
rodimere mit dem in vielen Geweben exprimiertengn&l-weiterleitenden und Membran-
standigen Rezeptor Glycoprotein 130 (gp130)2iieser Rezeptor verfigt tiber keine eigene
Kinase-Aktivitat, ist aber stets mit den TyrosinRésen Janus-Kinase 1 (JAK-1) und 2 (JAK-2)
assoziiert, die sich auf die Dimerisierung hin deezeptor annéahern, sich selbst und den gp130-
Rezeptor an seinen Tyrosin-Domanen phosphoryliesaaurch eine Anlagerungsposition far
denSingal Transducer and Activator of TranscriptiolSSTAT3) freigegeben wird, Uber den der
Signalweg wie unten beschrieben weiter vermitteftd\&’. Neben dem JAK/STAT induzierten
Weg, kann IL-6 seine Wirkung ebenfalls tber dien8lgiege der Phosphoinositid-3- und der
Protein-Kinase B (PI3K/Akt), der Mitogen-aktivientrotein-Kinasen (MAP-Kinasen: MEK/
Erk 1,2) und des Nuclear-FactoB (NF B) vermitteln®.

3.5.2 Oncostatin M

OSM ist ein Mitglied der IL-6-Zytokin-Familie undt wegen der Induktion verschiedener
immunregulatorischer Substanzen als Mediator vezdeiner Erkrankungen wie disseminierter
Enzephalitis, HIV-assoziierter Demenz, epileptiscenfallen und Gliomen beschrieben wor-
den, aber auch als Regulator der Hamatop@edeWelche der komplexen und variablen Funk-
tionen durch das Zytokin vermittelt wird, hangttsteom zellularen Umfeld aff* ** Fir OSM
sind sowohl férdernde, beispielsweise Akut-PhasakRen-induzierende, als auch hemmende
Wirkungen auf das Immunsystem gezeigt worden, tewies IL-6 an Proliferations- und Diffe-
renzierungsprozessen beteiligt und ist urspringlisraus Tumorzelllinien isolierter Faktor, der
das Wachstum von Tumorzellen hemmt, beschriebemlend? *% Es konnte nachgewiesen
werden, dass OSM das Zellwachstum des Kaposi-Sarkordert, das des Melanoms hingegen
hemmt'’. Die Sekretion von OSM ist fiir T-Lymphozyten, Mayten, Neurone, Astrozyten und
Microglia beschrieber.

Im zentralen Nervensystem sind fur OSM wie fur6llund andere Vertreter der IL-6-
Zytokin-Familie, die man deshalb auch als NeuroKkiezeichnet, neuroprotektive Wirkungen
beschrieberf?. Ein Anstieg der unter Ruhebedingungen niedrig€McSpiegel durch eine er-
hohte Sekretion durch Microglia, Astrozyten und kezyten unter Bedingungen der Neuroin-
flammation konnte nachgewiesen werden sowie eidekiiion proinflammatorischer Substan-
zen in Astrozyten und zerebralen EndothefferDie genaue Wirkung des OSM im Nervensys-
tem ist noch unklar, es konnte allerdings gezeigtden, dass OSM im Mausmodell der disse-
minierten Enzephalitis vor deren Fortschreiten e Infiltration von Entziindungszellen
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schiitzte und NMDA-induzierte Exzitotoxizitét vivo undin vitro milderte®® % Durch OSM-
induziertes protektives Potential konnte fir Pheteptoren der Retina im Rahmen der Retinitis
pigmentosa gezeigt werden.

Auch OSM vermittelt seine Wirkung unter andereneri8TAT3, JAKs, gpl130 und al-
ternativ Uber den MAP-Kinase-Weg, benotigt abereaadRezeptoren und hat die Mdglichkeit
Uber zwei Rezeptoren auf Zellen zu wirken: OSM binden LIF-Rezeptor (LIF-R) oder den
spezifischen OSM-Rezeptor(OSM-R ), die jeweils mit gp130 dimerisieren, daraus drgibh
die Tatsache, dass LIF und OSM sich in ihren Wigamsehr @hneln, OSM aber dennoch Uber
spezifische Funktionen verfiift *

Bezuglich des Innenohrs geht aus den Daten deBoyNé Center of Biotechnology In-
formation“ hervor, dass OSM-Rauf mRNA-Ebene im Innenohr sehr stark exprimientdyw

funktionell liegen kaum Daten vor.
3.6 Ubichinon

Das hydrophobe Ubichinon (Q) ist vor allem aufgrisesher Funktion als Elektronencar-
rier im Rahmen der mitochondrialen Atmungskettedoek: Es wechselt zwischen seiner Chi-
non- und Hydrochinon-Form und kann dadurch zwektmen transportierefr. Uber Kom-
plex | werden die aus dem NADH stammenden Elektrang Ubichinon Ubertragen, mit Hilfe
dessen sie zu Komplex lll gelangen, wo sie Ubep€&ybm C zum Komplex IV gelangen, um
unter Wasserbildung Sauerstoff zu reduzieterDiese Prozesse sind an der Erzeugung eines
Elektronengradientens zwischen dem Matrix- undrinembranraum des Mitochondriums be-
teiligt, der die Voraussetzung fur die UmwandlurapnvADP in ATP durch die FO/F1-ATP-
Synthase darstellt und damit der EnergiegewinnwergZetlle dient®®. Es handelt sich um ein
intrazellular synthetisiertes Polyisoprenlipid, daeben seiner Funktion im Rahmen der mito-
chondrialen Atmungskette als Antioxidans in Memleranvirkt, als Cofaktor fir das ,Uncoup-
ling Protein®, das die ATP-Synthase von der Atmdkeg®e entkoppelt und als Substanz, die die
Expression vieler verschiedener Gene beeinfftist

In Monozyten-Zelllinien konnten Zellen durch Piéubation mit der mit zehn Isopren-
einheiten verketteten Ubichinon-Unterform ,,Q10" viipopolysaccharid-induziertem Tumor-
Nekrose-Faktor (TNF )- Anstieg geschitzt werden, bei Migranepatientemnke durch Verab-
reichung von Q10 die Attackenfrequenz reduziertdeerf® *> Im Mausmodell konnte fiir Q10
ein protektiver Effekt gegeniiber Cisplatin-indutgen Nierenversagen beschrieben werdfen

Das kardioprotektive Potential des Ubichinon konimevielen Modellen und Studien belegt
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werden, beispielsweise erholte sich das myokardis@ebe von Patienten, die vor einem kar-
diochirurgischen Eingriff ein Q10-Préaparat oralr@hmen, schneller von den Folgenvitro
induzierter Hypoxie als das der Vergleichsgruppe

Bezuglich des Innenohres, konnten bei PresbyaiRegtienten nach 30-tdgiger Ubichi-
non-Supplementation eine Verbesserung des Ton-gualioms erreicht werden, im Mausmo-
dell konnte das Ausmald Larm-induzierten Horverluitech die Administration eines Ubichi-

non-Derivats reduziert werdéf
3.7 Signal Transducer and Activator of Transcription 3

Zytokine wie IL-6 und OSM vermitteln ihre Wirkungniweiteren Verlauf durch den Sig-
naltransducer and Activator of Transcription 3 (BX Die Janus-Kinasen phosphorylieren
nach ihrer Aktivierung die Tyrosin-Doméane 705 vanoplasmatischen STAT3-Monomeréh
Daraufhin erfolgt die Dimerisierung zweier phospfierter Monomere und die Translokation
dieses Dimers in den Nukleus, wo sie an die Prorreéguenzen verschiedener Ziel-Gene bin-
den und deren Transkription modulie®nSTAT3 kann auch durch Phosphorylierung als Folge
der Signaltransduktion anderer Rezeptoren lUber jRezatrinsische oder assoziierte Kinasen
aktiviert werden, so vermitteln neben Zytokinentaemige Wachstumsfaktoren und Hormone
ihre Wirkung mit Hilfe von STAT3?. Neben STAT3 sind noch sechs weitere STATS in 84ug
tieren identifiziert worden: STAT1, STAT2, STAT4TAT5A, STATSB und STAT6. Fir
STAT1 und STATS ist neben der Tyrosin-Phosphoryligy eine Serin-Phosphorylierung be-
schrieben worden, die im Nukleus die Effektivitat @TAT3-Bindung an die DNA erhéhen und
die Aktivierung der Transkription férdern séfl Serin-phosphoryliertes STAT3 wurde zudem in
Mitochondrien nachgewiesen, dartber hinaus konereigt werden, dass STAT3 eine fordern-
de Wirkung auf die oxidative Phosphorylierung audsubd dieser Einfluss von der Serin-
Phosphorylierung abhangig stattfindetzytokin-induzierte Signalwege werden durch dienFa
lie der ,Surpressors of Cytokine Signaling® (SOGfepativ reguliert, es gibt acht verschiedene
Vertreter dieser Familie: SOCS1, SOCS2, SOCS3, SO88CS5, SOCS6, SOCS7 und ¢S
Zielgene, deren Transkription durch STAT3 induzigntd, sind an der Regulation von Prozes-
sen wie Uberleben, Proliferation und Entziindungibgt **. Signalwege, die durch STAT3 und
den zugehorigen spezifischen Regulator SOCS3 vietmiterden, sind dartber hinaus an Zell-
migration, Wundheilung und Regeneration in Haubdreund Retina beteilidf. Es wurde be-
schrieben, dass STAT3 in verschiedenen Tumortymestkutiv aktiv ist und an der Vermitt-

lung des Tumorliberlebens und der Apoptosehemmutadligeist, auRerdem konnte gezeigt
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werden, dass STAT3 an der Aktivierung des mdrl-Gatsiligt ist, das Resistenzen gegenuber
verschiedenen Medikamenten vermitf@ltBeziiglich des Innenohrs konnte gezeigt werdess da
STAT3/SOCS3-induzierte Signalwege an der Regemeratbn Haarzellen im Modell des Zeb-

rafisch beteiligt sind”.
3.8 Apoptoseregulation — Ein Ausschnitt

Der Prozess des programmierten Zelltodes spieRanmen der Entstehung von Horver-
lust eine groRe Rolle, besonders im Rahmen dehddedikamente vermittelten Ototoxizitat,
auch Cisplatin-induzierte Schaden werden durch taisphen Zelluntergang erzeudt Bei der
Apoptose handelt es sich um einen gezielt eingditTod ausgewahlter Zellen, der im Unter-
schied zur Nekrose mit der Kondensation des Chrosatine das Auftreten grof3flachiger Ent-
ziindung und unter Schonung des umliegenden Gevedhisft®>.

Den Weg des apoptotischen Untergangs schlagtZae auf Grund verschiedener Sig-
nale ein: Man unterscheidet den Weg der extrinsisektivierung von dem der intrinsisch&h
Im Rahmen des extrinsischen Weges docken Ligandefras-Ligand oder TNF an sogenannte
Todesrezeptoren wie den Fas-Rezeptor oder den TédEegRor-1 und initiieren die Aktivierung
einer intrazellularen Caspase-Kaskade, die fuEthéeitung des organisierten Zelltodes essenti-
ell ist >,

Verschiedene intrazellulare Stressoren wie dertidgsreaktiver Sauerstoffspezies
(ROS), DNA-Schadigung oder virale Infektionen firheauf dem intrinsischen Weg der Apopto-
se-Induktion zu einer Permeabilisierung der aul3dtgachondrienmembran, wodurch norma-
lerweise nur mitochondrial lokalisierte Substanmea Cytochrom C freigesetzt werden, zyto-
plasmatisch als Signalmolektl wirken und zur leiting eines Netzwerks aus Apoptose-
vermittelnden Caspasen fiihr&n

Die Steigerung der Permeabilitdt der &uReren imiiodrialen Membran und damit auch
die Freisetzung von Cytochrom C unterliegen stranBegulationsprinzipien, die vor allem
durch die Familie der B-Zell-Lymphom-2-Proteine (BeFamilie) gewahrleistet wird. Zu dieser
Familie gehdren sowohl proapoptotische als auctapoptotische Vertreter: Proapoptische Fa-
milienmitglieder wie das Bcl-2-assoziierte X-ProtéBax) und der Bcl-2-homologe Antagonist-
Killer (Bak) vermitteln ihre Wirkung dadurch, dase aktiviert als Heterodimere direkte Bau-
steine der Poren in der aul3eren Mitochondrienmemtatden, durch die proapoptotische Medi-
atoren ihren Weg ins Zytoplasma finden oder dadulelss sie die antiapoptotischen Vertreter

abbauerf®. Zu den antiapoptotischen Familienmitgliedern gehdMediatoren wie Bcl-X Mcl-
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1, Bfl-1 und Bcl-2 selbst, sie binden die proaptiptihen Vertreter und verhindern so die Einlei-
tung der Apoptose’,

Aber auch mitochondriale Molekule, die nicht zucl-B-Familie gehdren, sind an der
Induktion apoptotischer Prozesse beteiligt: Der ftpse-induzierende Faktor (AIF) beispiels-
weise, bei dem es sich um ein im mitochondrialensgZiaenmembranraum befindliches Enzym
handelt, kann auf Zellstress hin umgebaut werdemen Nukleus gelangen und apoptotische
Chromatinkondensation induzieren, gleichzeitig sahAlIF regulierend an der Atmungskette,
der oxidativen Phosphorylierung, dem Redox-Gleighget der Zelle und der Funktion der Mi-
tochondrien im Allgemeinen beteiligt zu séfh

Mediatoren, die die Apoptoseeinleitung verhindeind von entscheidender Bedeutung
im Rahmen der Erhaltung der Teilungsfahigkeit vaang8nzellen und der Entstehung von ge-
geniiber physiologischen Regulationsprozessen easist Teilungsfahigkeit in Tumorzelleft
Eine Gruppe von Proteinen namejshibitor of Apoptosis* (IAP) ist nach ihrer Fahigkeit,
Apoptose zu verhindern, benannt worden und setht @iis einer Vielzahl von Vertretern zu-
sammen, die Uber unterschiedliche Mechanismenpatiatisch wirken, aber Gber ein fur diese
Familie charakteristisches enzymatisches Zentrurfiigen *’. Survivin stellt einen Vertreter
dieser Familie dar, der in embryonalem, sich erkelitdem Gewebe und verschiedenen Tumo-
ren, nicht aber in ausdifferenzierten Geweben, gaefesen werden konnte und dessen genaue -
unter bestimmten Umstanden sogar proapoptotiséhaktion von verschiedenen Regulations-

mechanismen und der subzellularen Lokalisation radjilgéist®> " 4

3.9 Herleitung der Aufgabenstellung

In friheren Arbeiten unserer Forschungsgruppe kogeteigt werden, dass das Zytokin IL-
6, entgegen den Erwartungen, im verwendeten Mauieht an der Vermittlung Cisplatin-
induzierter Ototoxizitat beteiligt ist, sondern begrenztem Umfang sogar vor dieser Toxizitat
schiitzte”®. Im Rahmen der Quantifizierung der verschiedenaarkklitypen der drei Abschnitte
der Cochleanach definierten morphologischen Parametern whedehrieben, dass die einstin-
dige Behandlung der OC-Explantate im Vorfeld dersdihdigen Behandlung mit Cisplatin die
inneren Haarzellen des apikalen und medialen Fratprstatistisch signifikant vor den morpho-
logischen Folgen Cisplatin-induzierter Ototoxizg&hitzte'.
Eines der Ziele der vorliegenden Arbeit ist eg durch IL-6-induzierte Protektion zu
reproduzieren und ndher zu charakterisieren. Bseroittelt werden, welchen Einfluss die In-

kubationsdauer und eine vorhergehende Prainkubatibpdem Zytokin auf die beobachtete Pro-
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tektion haben und ob auch andere strukturelle Bdstde der Horbahn wie die Neuriten des
Hornervs von der IL-6-induzierten Protektion gedestiCisplatin profitieren kdnnen. Unter-
sucht wird weiterhin, ob sich die Auswirkungen dgtokin-Behandlung hinsichtlich der beiden
Haarzelltypen oder der verschiedenen tonotopisétrenle derCochleaunterscheiden. Aul3er-
dem soll ermittelt werden, ob es sich um ein fik6lLypisches Phanomen handelt oder ob sich
der beobachtete Effekt auch fur andere Vertretedldé-Zytokin-Familie, namentlich im Rah-
men dieser Arbeit fir OSM, beschreiben lasst. Whitewird untersucht, Gber welchen Signal-
weg die Effekte der Zytokine vermittelt werden: Arsgert wird die Rolle des STAT3, der Spie-
gel seiner Phosphorylierungsprodukte und ihre Liek#bn in verschiedenen subzellularen
Kompartimenten als Folge der Zytokin-Behandlung.ité/kin soll ermittelt werden, ob die In-
kubation mit Zytokinen in die Apoptoseregulatiomggieift und die Spiegel verschiedener, den
programmierten Zelltod regulierender Proteine dutiehBehandlung beeinflusst werden.

Bei der durch Cisplatin vermittelten Ototoxiziténdelt es sich um ein seit Langem be-
schriebenes Phanomen, auch der durch die Anlagemrdie DNA induzierte Wirkmechanis-
mus ist bekannt. Die sich anschlieBenden Schnit®C, die den Zelluntergang der Haarzellen
vermitteln, bedurfen weiterer Analyse. Von der gearaCharakterisierung maglicher protektiver
Agentien erhofft man sich indirekte Ruckschlisseadf mit welchen Mitteln sich die Zelle
gegen Cisplatin-induzierte Schadigung schitzen kemthdamit auch darauf, mit Hilfe welcher
Mechanismen diese toxische Kaskade im AnschlusseaDNA-Anlagerung in post-mitotischen
Zellen wie den Haarzellen oder Neuronen fortgeseimt. Die medizinisch-klinische Berechti-
gung dieser Fragestellung griindet sich darin, dasgewonnenen Erkenntnisse auf dem Be-
reich der Grundlagenforschung einen kleinen SchriRichtung des Designs eines protektiven
Protokolls darstellen kénnen.

Im Zusammenhang mit Cisplatin-induzierter Toxizik&rden ebenfalls ein ROS-Anstieg
und die konsekutive Apoptose-Induktion diskutierAus diesem Grund wird in dieser Arbeit
ebenfalls untersucht, inwiefern das als klassisér@®xidans beschriebene Ubichinon die Cis-
platin-vermittelten Schaden beeinflusst. Auch hend weiterhin die Frage untersucht, ob sich
das Verhalten der verschiedenen Haarzellen odderen Abschnitte voneinander unterschei-
det und inwiefern die neuronalen Strukturen des @fsdieser Behandlung beeinflusst werden.
AulBerdem wird untersucht, inwiefern die BehandlamgUbichinon die Spiegel der Apoptose-
regulierenden Proteine beeinflusst.

Dass STATS3 das Schicksal einer Zelle auf weit Megen beeinflusst als auf der Akti-
vierung der Transkription, ist einleitend bereitagefiihrt worden: Serin-phosphoryliertes

STATS3 ist wie Ubichinon an der Regulation der mitoadrialen Energiegewinnung beteiligt.
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Aus dieser Tatsache ergibt sich die Fragestellobgynd inwiefern das Signalmolekil STAT3
die Ubichinon-induzierten Effekte modulieren kaaraus ergibt sich weiterhin die Frage, in-
wiefern sich die simultane Behandlung mit Zytokingr Ubichinon von der alleinigen Behand-
lung mit diesen Agentien unterscheidet.

Zusammenfassend beschaftigt sich die vorliegenteiAmit der Frage, ob STAT3 einen
Knotenpunkt in den Signalkaskaden des OCs darsfelith welche Substanzen und auf welche
Weise STAT3 moduliert und transloziert wird und efedn Einfluss es auf apoptotische Vor-

gange auf morphologischer Ebene und auf der EbenBrdteinexpression im OC hat.
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4 Material und Methoden

4.1 Explantation und Kultur der OCs

Die OCs wurden aus drei bis funf Tage alten nederatd/istar-Ratten explantiert. Alle
Praparationen erfolgten gemald dem deutschen TigegEsetz und wurden durch das Berliner
Landesamt fur Gesundheit und Soziales genehmigu(f8anzeige T 0234/00 ,Anlegen einer
organotypischen Kultur (Cochlea)*). Die OCs wurdeth dem Vorbild der durch Sobkowicz
beschriebenen Methode explantigtt Samtliche Arbeitsschritte erfolgten unter steriBedin-
gungen (Heraeus Instruments LaminAir, #HBB 2442nada Deutschland). Anschliel3end an die
Dekapitation wurden die Kopfe mit der ventralenchki nach unten auf sterile Mullkompressen
(Fuhrmann Mullkompressen 10x10cm, #31073, Much,t&land) gelegt. Nachdem Oberhaut
und Kopfschwarte entfernt worden waren, wurde ddvd8el entlang der medianen Sagiattal-
ebene aufgetrennt. Das Gehirn wurde entnommen,inen é&eien Zugang in diEossa posteri-
or des Schéadels zu gewdahrleisten. Der KomplexMestus acusticus internus, Recessus paraf-
loccularisund Canalis facialiswurde freigelegt. Di®ssa temporaliavurden aus den halbierten
Schadeln explantiert und in Petrischalen (BD FalEasy Grip Tissue Culture Dish, sterilie,
#353001, Franklin Lakes, USA) mit sterilem, kalieBS (PAA Dulbecco’s PBS, #H15-002,
Pasching, Osterreich) Uberfiihrt. Mittels eines &imrikroskops (Zeiss Discovery V8 Stereo,
Zeiss Stemi SV6, Oberkochen, Deutschland) und nffi¢ ider geeigneten, zuvor in Ethanol ste-
rilisierten, feinchirurgischen Instrumente wurdee Membrana tympanider Anulus fibrosus,
das umgebene Knorpelgerist und Uberflissige memdeaBtrukturen entfernt. Die eigentliche
cochledre Kapsel wurde freigelegt. Die umkapse@techleaewurden anschlie3end in weitere
Petrischalen, gefillt mit DMEM (Invitrogen DMEM/f21(1:1), (Ham)1x, L-Glutamine, #21331-
020, Carlsbad, USA), tberfuhrt. D@ochleawurde unter mikroskopischer Sicht zunachst von
ihrer knorpeligen Kapsel sowie im Anschluss ebdsfabn Stria vascularisund Modiolus be-
freit. Alle Explantate wurden in sterilen Vier-Wletrischalen (Nunc Nuclon surface 4 well
plate, sterile, #176740, Wiesbaden, Deutschlandt)viart. Alle Explantate wurden bei 37°C
und 5% CQinkubiert (Sanyo CO2 Inkubator, MCO-16AIC, Moriguchapan). Das Grundme-
dium der Inkubationslosung stellte Dulbecco’s miatkites Eagle Medium (Invitrogen
DMEM/f-12 (1:1), (Ham)1x, L-Glutamine, #21331-020arlsbad, USA) dar. Es wurde im Vor-
feld zu 10% mit fetalem Rinderserum (Biochrom fdial/ine serum, #S0415, Berlin, Deutsch-
land) versetzt. Das Serum war zuvor Uber 30 Minlein56°C Hitze-inaktiviert worden. Dar-

Uber hinaus wurden dem Medium 1,3% Glucose (Signdrich D-(+)-Glucose Solution,
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#S0113, St. Louis, USA), 0,2% Penicillin G (BiochrdPenicillin G, 5000 U/ml, #A 321-42,
Berlin, Deutschland), 0,2% einer Losung aus Insuliransferrin und Natriumselenit (Roche
Insulin-Transferrin-Natrium-Selenit-Supplement, #1847, Rotkreutz, Schweiz) sowie 0,025%
Insulin-like-Growth-Factor (R&D rhIGF-1, #291-g1, ifheapolis, USA) zugesetzt. Alle Be-
standteile wurden ebenso wie das angefertigte Mediteril filtriert (Whatman Filter CA-S,
0,2um, 7 bar max, #FP3010, Maidstone, Grol3britamnie

Die explantierten OCs/urden entsprechend ihres weiteren Verwendungszaveoter-
schiedlich weiterbehandelt: Explantate, die firldenunfluoreszenz vorgesehen waren, wurden
zunachst entsprechend der WindungenClaehleain ein apikales, mediales und basales Frag-
ment zerlegt. Die Fragmente wurden anschliel3erjdweils ein Well der oben beschriebenen
Platten Uberfuhrt und auf dem Boden des zunachsturuHalfte mit Medium gefillten Wells
positioniert. Nach kurzer Adhéasionszeit haftetem Abschnitte des Explantats flach am Boden
des Wells, sodass das Well dem Zielvolumen entBpret mit Medium aufgefullt werden konn-
te. Explantate fur die Western-Blot-Versuche wurdesht in einzelne Fragmente zerteilt, son-

dern als intaktes, frei schwebendes Gewebe in iswgiem Well kultiviert.
4.2 Behandlung der Explantate

Alle Behandlungen der Explantate erfolgten im obeschriebenen Kulturmedium. Die
Zugabe der Behandlungszuséatze erfolgte stets atgelen Bedingungen und im unmittelbaren
Anschluss an die Explantation. Die Explantate eBeinandlungsgruppe stammten jeweils von
unterschiedlichen Tieren. Jedem Versuchsdesignemveirie Kontrollgruppe zugeordnet, die fur
den gesamten Inkubationszeitraum mit purem Medniknbiert wurde und die die gleiche An-
zahl an Ohren oder Fragmenten umfasste. Die vedehen Versuchs-Designs wurden zwi-
schen vier und sieben Mal wiederholt. Die Inkubatesfolgte stets bei 37°C und 5%&0nd
endete mit dem Beginn der Proteinextraktion oderdai Einleitung der Formalin-Fixierung.

4.2.1 Cisplatin

Cisplatin (Merck Millipore Calbiochem Cis-Diamminegnum (II) Dichlorid, #232120,
Billerica, USA) wurde zunéachst in DimethylsulfoxiDMSO) (Serva Dimethyl sulfoxide
(DMSO), #20385, Heidelberg, Deutschland) zu einenzéentration von 100mg/ml geldst. An-
schlielend wurde es in RPMI-Medium (Biochrom RPM#Q Medium mit stabilem Glutamin,
#FG1215, Berlin, Deutschland) um den Faktor 1:1&@imnt und aliquotiert. Die Stock-Losung
lag in der Konzentration 3,3mM beziehungsweise tmhgbr. Die Explantate wurden mit Cis-
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platin in einer Konzentration von 15uM behand&en Explantatgruppen, die im zweiten Teil
der Inkubation simultan mit Cisplatin behandelt e sollten, wurde pro Versuch eine Nega-
tiv-Kontrollgruppe gegenubergestellt, die unterigiien Bedingungen zunéchst fur 24 Stunden
allein mit purem Medium inkubiert wurde und im Ahfgss fur 24 Stunden mit Cisplatin be-

handelt wurde.
4.2.2 IL-6

IL-6 (Promega recombinant rat Interleukin 6, #E63M6Fitchburg, USA) wurde in eine
Acetoacetat-Losung (Merck Essigsaure 100%, #10086Bwalbach, Deutschland) gegeben. Es
entstand eine Stammlésung mit einer IL-6-Konzeimmavon 10pug/ml. Im Vorfeld wurde aus
Acetoacetat eine 100mM LoOsung in Ampuwa-Wasser s@friels Kabi Ampuwa Wasser,
#2159615, Bad Homburg, Deutschland) hergestel#. Kiinzentration des Acetoacetats im Well
betrug nach Verdinnung des IL-6 0,33mM. Die Behamglimit IL-6 erfolgte stets in einer Kon-
zentration von 30ng/ml. Die alleinige Inkubationt ithi-6 erfolgte fir 15 und 30 Minuten sowie
fur sechs und 14 Stunden. Eine weitere Gruppe wiindé8 Stunden mit IL-6 inkubiert, wobei
die Explantate zunachst fur 24 Stunden mit IL-6irpdbiert wurden und fur die letzten 24

Stunden simultan mit Cisplatin in einer Konzentratvon 15uM behandelt wurden.
4.2.3 OSM

OSM (Promega recombinant rat Oncostatin M, #E656&0hburg, USA) wurde in Am-
puwa-Wasser gelost. Es entstanden Aliquots mitréfmmzentration von 10pg/ml. Die OSM-
Behandlung der Explantate erfolgte in einer Konzgian von 30ng/ml. Die Explantate wurden
fur 15 und 30 Minuten sowie fur sechs und 14 Staralkein mit OSM inkubiert. Dariiber hinaus
erfolgte eine Behandlung fiir 48 Stunden in derselenzentration, wobei die Explantate fur
die letzten 24 Stunden simultan mit Cisplatin inegiKonzentration von 15uM inkubiert wur-

den.
4.2.4 Ubichinon

Die Ubichinon-Stammldésung (MSE Pharma 30ml Q10 &andPZN-09 78 007, Bad
Homburg, Deutschland) wurde unverdinnt, das heil&iner Konzentration von 50mg/ml, ali-
guotiert. Die Explantate wurden fur sechs oder tith@en gegentber Ubichinon der Konzentra-
tion von 50ug/ml exponiert. Es erfolgten allerdirgdgenfalls eine 24-stiindige, alleinige Inkuba-

tion mit Ubichinon derselben Konzentration sowieeesimultane, 24-stiindige Prainkubation mit
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IL-6 und OSM, jeweils in einer Konzentration vonngdml. An beide 24-stiindigen Inkubatio-
nen schloss sich eine 24-stiindige simultane Inkobanit Cisplatin in einer Konzentration von
15uM an, sodass der Inkubationszeitraum der Exgamsgesamt 48 Stunden betrug.

4.2.5 STATS3 Inhibitor IIl WP 1066

Der STAT3-Inhibitor 11l WP 1066 (Merck Millipore Qlaiochem STATS3-Inhibitor 11l
WP 1066, #573097, Billerica, USA) wurde in Ethar{Merck Ethanol absolut, #100983,
Schwalbach, Deutschland) gel6ést. Die Konzentratden Stammldsung betrug 5mg/ml bezie-
hungsweise 14mM. Die Explantate wurden fur 48 Stanchit WP 1066 in einer Konzentration
von 5,6uM inkubiert. Die Inkubation erfolgte sowddllein, als auch simultan mit IL-6 und
OSM in den Konzentrationen von 30ng/ml oder mitdbimon der Konzentration 50ug/ml. Den
simultan inkubierten Behandlungsgruppen wurde im leézten 24 Stunden dariber hinaus Cis-

platin in einer Konzentration von 15uM zugesetzt.
4.3 Western Blotting

4.3.1 Proteinextratktion der Explantate

Explantierte OCs, die zur Bestimmung der Spiegaedémtgen von STAT3 und seinen
Phosphorylierungsprodukten vorgesehen waren, wundeh Ablauf der Inkubationszeiten in
Zelllysispuffer des Kern- und Zytoplasma-Proteinttktionskits (Fermentas ProteoJET Cyto-
plasmatic and Nuclear Protein Extraction Kit, #K03Burlington, Kanada) uberfuhrt. Alle Re-
aktionspuffer des Kits wurden im Vorfeld mit zehctien Protease- (Roche Complete Mini
EDTA-free Protease Inhibitor Cocktail Tablets, #98659001, Rotkreutz, Schweiz) und Phos-
phataseinhibitoren (Roche PhosSTOP PhosphataskittmhCoctail Tablets, #04906845001,
Rotkreutz, Schweiz) versetzt. Aul3erdem wurde ddfeRuunmittelbar vor der Versuchsdurch-
fuhrung der den Herstellerangaben entsprechendeil AnLM Dithiothreitol zugesetzt. Die Ex-
plantate wurden zunachst mittels eines Mikropssiith Zelllysispuffer grob zerkleinert, gevor-
text, im Anschluss mittels Ultraschall (Bandelinn®plus GM70, Berlin, Deutschland) fur fanf
Sekunden bei 40% Power und kontinuierlichen Scle@i homogenisiert. Die Homogenisate
wurden anschlie3end bei 4°C und 500gq fur sieberutdim zentrifugiert (Eppendorf Zentrifuge
5417R, Hamburg, Deutschland). Das Pellet wurde486@ zwischengelagert. Der Uberstand
wurde in ein neues Reaktionsgefald Uberflihrt undit@iund 20.000g fir 15 Minuten zentrifu-

giert. Der neu gewonnene Uberstand wurde als Zgsopaproteinfraktion bei -80°C gelagert.
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Wahrenddessen wurde das zwischengelagerte Pellgemmwvaschpuffer resuspendiert, gevor-
text, zwei Minuten bei 4°C inkubiert. Im Anschlussrde die Suspension bei 4°C und 500g fur
sieben Minuten zentrifugiert. Nachdem der Uberstaadvorfen wurde, wurde das Vorgehen
einmal wiederholt. Das entstandene Pellet wurd&emlagerungspuffer resuspendiert und zu
1/10 mit Kernlysispuffer versetzt. Bei 4°C und umegelmaligem Vortexen wurde die Suspen-
sion 15 Minuten inkubiert und im Anschluss bei 4@ 20.000g fur funf Minuten zentrifugiert.
Die Uberstande wurden bei -80°C als Kernproteirfoakgelagert.

Nach abgeschlossener Inkubation wurden Explanthée,zur Spiegelbestimmung der
Apoptose-regulierenden Proteine vorgesehen wamehiple-Lysis-Puffer (RIPA) (50mM Tris-
HCI, 150mM Natriumchlorid, 0,5% Natrium-Desoxychipl@,1%, Natriumdodecylsulfat, 1% NP
40) (pH 7,5) gegeben. Der Puffer war im Vorfeld mibteaseinhibitor versetzt worden. Die Ex-
plantate wurden im Puffer mittels eines Mikroplstizunachst grob und mittels Ultraschalls, wie
oben beschrieben, anschlie3end fein homogeniBiertZell-Lysate wurden im Anschluss fir 15
Minuten auf Eis gelagert und daraufhin fur 15 Mawtbei 14000 rpm zentrifugiert. Die Uber-

stande wurden in neue Reaktionsgefal3e Uberfuhrbend0°C gelagert.
4.3.2 Ermittlung der Proteinkonzentrationen und Anfertigug der Arbeitslosungen

Die zur Bestimmung der Apoptose-regulierenden reteorgesehenen Explantatproben
wurden mit Hilfe des Micro BCA Protein Assay KifBhermo Fisher Scientific Micro BCA Pro-
tein Assay Kit, #23235, Waltham, USA) auf ihre Riokonzentration hin untersucht. Alle Pro-
ben und die Albumin-Standardreihe wurden auf eindtiiellplatte pipettiert. Die Lysate der
jeweiligen Behandlungsgruppe wurden den Herstelgaben entsprechend mit den Arbeitslo-
sungen versetzt und fur zwei Stunden bei 37°C igttijbivobei die Platte fur die ersten 30 Se-
kunden bei 300rpm geschwenkt wurde. Nach dem Algkihurde die Extinktion mit Hilfe des
Spectra Max M2 Photometers bei 562nm bestimmt (Moée Devices Spectra Max M2 Multi-
Mode Microplate Reader, Sunnyvale, USA). Die Prikenzentrationen der Proben wurden mit
Hilfe der Standardreihe im Programm SoftMax Pro dalar Devices SoftMax Pro Microplate
Data Acquisition & Analysis Software, Sunnyvale, A)®erechnet. Die Proteinkonzentrationen
der Explantateproben, die zur Analyse des LevelsSBAT3 und seiner Phosphorylierungspro-
dukte bestimmt waren, wurden mittels eines and&i& bestimmt (Thermo Fisher Scientific
Pierce BCA Protein Assay Kit, #23227, Waltham, USBJ)e Vorgehensweise gleicht der im
Rahmen des anderen Kits bis darauf, dass die Riatt80 Minuten bei 37°C unter Schiuitteln

inkubiert wurde.
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Aus den Explantat-Lysaten, die fur die Analyse jple- und antiapoptotischen Proteine
erstellt wurden, wurden fur die anschlieRende @Gktabphorese Arbeitslosungen mit einer Pro-
teinmasse von jeweils 20ug hergestellt. Die Losangerden dartber hinaus zu 25% mit einem
Bromphenolblau- und Glycerin-haltigen Protein-Gaédlpuffer (Carl Roth 4x Roti Load-1,
#K929.1, Karlsruhe, Deutschland) versetzt. Dieedliteh Mixe wurden tber funf Minuten bei
95°C denaturiert, im Anschluss fur zehn Minuten Bif heruntergekuhlt und bei -80°C gela-
gert. Aus den Explantat-Lysaten, die fur die Analger STAT3-Spiegelanderungen vorgesehen
waren, wurden Arbeitslésungen mit einer Proteinmasm jeweils 18ug hergestellt. Die Ar-
beitslosungen wurden zu 20% mit dem genannten @agil#fer versetzt und wie oben beschrie-
ben gelagert.

4.3.3 Elektrophorese, Blotting, Blocking und Antikorperkubationen

Der unfraktionierte und der zytoplasmatische Andgeit Explantat-Lysate wurden durch
Elektrophorese auf Tris-HEPES-SDS-Polyacrylamide@e{(Thermo Fisher Scientific 4-20%
Pierce Protein Gel, #25204, Waltham, USA; Thermeer8idic 8-16% Precise Protein Gel,
#25243, Waltham, USA) in gekuhltem Tris-HEPES-SD&#&? (Thermo Fisher Scientific 20x
Tris-HEPES-SDS-Buffer, #28368, Waltham, USA) bed¥dn 90 Minuten nach Molekularge-
wicht aufgetrennt. Die Kernproteinproben der Expés wurden bei 130V im Trenngel-
(12,5%) und bei 150V im Sammelgel-Bereich (5%) eirselbst angefertigtem Tris-Glycin-
Polyacrylamid-Gels tUber 90 Minuten hinweg in gekéim Tris-Gylcin-SDS-Puffer (BioRad
Tris-Glycin-SDS-Buffer, #161-0772, Hercules, USAgldrophoretisch aufgetrennt. Ein Mole-
kular-Gewichtsmarker (Fermentas PageRuler Plustd’nesl Protein Ladder, #SM1811, Bur-
lington, Kanada) wurde jeweils parallel elektroptmch aufgetrennt. Alle Proteinfraktionen
wurden bei 300mA in 30 Minuten elektrisch (InvitesgXCell 11 Blot Module, #E19051, Carls-
bad, USA) in Tris-Gylcin-SDS-Puffer auf Nitrocelbde-Membranen (BioRad Nitrocellulose
Membrane, 0,2um, #162-0112, Hercules, USA) Ubetflimr Anschluss wurden die Membranen
fur zwei Minuten in einelPonceadlL6sung inkubiert. Anhand der Farbung der Protanclea
wurde ihre ordnungsgemalle Auftrennung UberprifchNeiner Waschung mit destilliertem
Wasser wurden die Blots zum Blocken fir 60 Minubten Raumtemperatur in PBS mit 5% fett-
freier Milch (Roth Milchpulver Blotting Grade, fettm, #T145.2, Karlsruhe, Deutschland) und
0,1% Tween® 20 (Promega Tween® 20, #5151, MannhBieutschland) inkubiert. Alle pri-
maren und sekundaren Antikdrper wurden in PBS #fitféttfreier Milch und 0,1% Tween 20

verduinnt. Die Inkubation mit Primarantikorpern dgte entweder fir zwei Stunden bei Raum-
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temperatur oder Uber Nacht bei 4°C, in beiden Raliater kontinuierlichem Schwenken.
Die Blots der zytoplasmatischen und nukleéren &xjalt-Proteinfraktion, die zur Spie-
gelbestimmung von STAT3 und seinen Phosphoryliespragukten vorgesehen waren, wurden
mit Losungen behandelt, die Kaninchen-Anti-STAT3tRarper (Cell Signaling Technology
Stat3 rabbit Antibody, #9132, Cambridge, Vereingk&nigreich) in einer 1:500 Verdinnung
oder monoklonalen Kaninchen-Anti-Phospho-TyrosirA$3-Antikorper (Cell Signaling Tech-
nology Phospho-Stat3 (Y705) (D3A7) XP Rabbit mAB145S, Cambridge, Vereinigtes Konig-
reich) in derselben Verdinnung enthielten. Die 8lder Zytoplasmafraktion wurden dariber
hinaus mit Kaninchen-Anti-Phospho-Serin-STAT3-Antiger (Cell Signaling Technology
Phospho-Stat3 (Ser727) rabbit Antibody, #9134, Gaigb, Vereinigtes Konigreich) in einer
1:500 Verdunnung inkubiert. Explantat-Lysate, die &ntersuchung Apoptose-regulierender
Proteine vorgesehen waren, wurden mit folgendenkérgern inkubiert: Mit monoklonalem
Kaninchen-Anti-AlF-Antikorper (Cell Signaling Tecblogy AIF (D39D2) XP Rabbit mAB,
#5318, Cambridge, Vereinigtes Konigreich) in derdfmnung 1:1.000, mit Kaninchen-Anti-
Bax-Antikorper (Cell Signaling Technology Bax Anbitly Rabbit, #2772, Cambridge, Vereinig-
tes Konigreich) ebenfalls in einer 1:1.000 Verdimmpumit 1:1.000 verdinntem, monoklonalem
Kaninchen-Anti-BCL-2-Antikorper (Cell Signaling Tecology BCL-2 (50E39) Rabbit mADb,
#2870, Cambridge, Vereinigtes Konigreich), mit mkinoalem Kaninichen-Anti-Survivin-
Antikérper (Cell Signaling Technology Survivin (7487) Rabbit mAb, #2808, Cambridge,
Vereinigtes Konigreich) in einer 1:1.000 Verdinnumgd mit Maus-Anti-BCL-X-Antikdrper
(Becton Dickinson Transduction Laboratories Pudifraouse anti-BCL-X, #610210, Franklin
Lakes, USA), der im Vorfeld um den Faktor 500 vematiworden war. Die Blots der zytoplas-
matischen und nukledren Explantat-Proteinfraktiaurden zudem mit monoklonalem Maus-
Anti-3-Aktin-Antikorper (Sigma Aldrich Mouse Monamhal Anti- -Actin antibody, #A5441, St.
Louis, USA) in einer Verdinnung von 1:20.000 beteindie Blots der Kernproteinfraktionen
wurden hingegen mit Kaninchen-Anti-Histon-H3-Antikér (Merck Millipore Rabbit Anti-
Histone H3 Antibody, #06-755, Billerica, USA) (Vénmhung 1:5.000) inkubiert. Die Blots wur-
den im Anschluss an die Inkubation fur drei MalNhuten in PBS mit 0,1% Tween 20 gewa-
schen. AnschlieBend wurden sie bei Raumtemperaiureine Stunde und unter leichtem
Schwenken mit einem gegen die Herkunfts-SpeziedPdasarantikorpers gerichteten, Meerret-
tichperoxidase-konjugiertem  Sekundarantikbrper Ilodt: mit  Ziege-Anti-Kaninchen-
Antikérpern (Cayman Chemical Goat anti-Rabbit Ig&RP #10004301, Ann Arbor, USA)
(Verdinnung 1:5.000), (Cell Signaling Anti-rabbig@, HRP-linked Antibody, #7074,
Cambridge, Vereinigtes Konigreich) (Verdinnung Q@) oder mit Ziege-Anti-Maus-
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Antikorpern (Promega Anti-Mouse IgG (H+L), HRP cogate, #W4021, Fitchburg, USA)
(Verdinnung 1:10.000), (BD Pharmingen Goat anti-sMolg -HRP, #554002, Franklin Lakes,
USA) (Verdinnung 10.000). Im Anschluss an die Irdtidn wurden die Blots erneut fur drei
Mal 30 Minuten in PBS mit 0,1% Tween 20 gewaschen.

4.3.4 Entwicklung und Auswertung

Das Fluoreszenzsignal der entstandenen Immunkomfdekchtete vermittelt durch ein
Chemilumineszenz-Detektionssystems (GE Healthc&& Plus Western Blotting Detection
System, #RPN2132, Fairfield, USA) einen Chemiluremenzfiim (GE Healthcare, Amersham
Hyperfilm ECL, High Performance ChemiluminescendenF#28906837, Fairfield, USA). Die
belichteten Areale wurden durch Entwicklung (AGFA&dithcare Entwickler, #G138i, Mortsel,
Belgien) und Fixierung (AGFA Healthcare FixiereB3#i, Mortsel, Belgien) sichtbar gemacht.
Die Exposition gegentber dem Film, die Entwicklungl die Fixierung erfolgten in einer Dun-
kelkammer. Die Expositionszeiten wurden der jewgeli Signalstdrke der Banden angepasst.
Die entwickelten Filme wurden mit Hilfe eines Scarmmdigitalisiert und dokumentiert. Die
Bandenintensitat auf den digitalen Bildern wurdettets der densitometrischen Software
Gelscan Pro V (BioTec Gelscan Pro V 5.0, FrankiDeyutschland) ermittelt. Die verschiedenen
Bandenintensitaten wurden fur die unfraktionierterd zytoplasmatischen Lysate durch die
Bandenintensitaten von (3-Aktin dividiert. Die ges®®en Intensitaten der Banden der Kernfrak-
tion wurden durch die Bandenintensitaten von Hisi@ndividiert. Die Quotienten der verschie-

denen Behandlungsgruppen wurden wiederum durctetdti&ontrollgruppe dividiert.
4.4 Fluoreszenzfarbung, Fluoreszenzmikroskopie und Awswing

4.4.1 Fixation und Fluoreszenzfarbung

Die Fragmente der OCs wurden fur 40 Minuten beirRamperatur mit 10%-iger For-
malinlésung (Sigma Aldrich Formalin solution 10%utral buffered, #HT 5011, St. Louis,
USA) fixiert und anschlieRend zweifach mit PBS gs@veen. Im Anschluss wurden die Frag-
mente in einer PBS-Spulpufferlésung mit 0,5% Tritérl00 (Ferak Triton X-100, #505002,
Berlin, Deutschland) bei Raumtemperatur fir 15 Memuinkubiert. Im Anschluss an einen
Wasch-Schritt mit PBS wurden die Fragmente fur étende bei Raumtemperatur mit einer
Prainkubationslosung, die neben PBS zu 4% Ziegensédackson Dianova Normal Goat Se-
rum, #005-000-121, Hamburg, Deutschland) enthielhandelt. Nachdem sie in PBS gewaschen
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worden waren, wurden die Fragmente bei 4°C tUbehiNaceiner Reaktionspuffer-Losung aus
PBS, 0,1% Triton X-100, 2% Natriumchlorid, 1% Ziegerum und 0,1% Maus-Anti-alpha-

Neurofilament 200-Antikérper (Sigma Aldrich antphl neurofilament 200 1gG (mouse),
#N0142, St. Louis, USA) inkubiert. Die Fragmenterden anschlieRend fir drei Mal 30 Minu-
ten in PBS-Badern gewaschen. Eine Losung aus dsohibebenen Reaktionspuffer und 0,1%
Ziege-Anti-Maus Alexa Fluor 633 Antikorper (Invigen Alexa Fluor 633 goat anti mouse IgG,
#21050, Carlsbad, USA) wurde fir zehn Minuten BeDQOU zentrifugiert (Eppendorf Zentri-

fuge 5417R, Hamburg, Deutschland). Die Fragmentel@nufir 60 Minuten bei Raumtempera-
tur mit dem gewonnenen Uberstand inkubiert, mit RB&inigt und fur drei Mal 30 Minuten in

PBS-Badern gewaschen. AnschlielRend wurden die Fnaignfir 45 Minuten mit einer 2,5%-

igen Losung von Alexa Fluor 488 Phalloidin (Invigen Alexa Fluor 488-Phalloidin, #12379,

Carlsbad, USA) in PBS behandelt, zweifach mit PB®/aschen und bei Raumtemperatur in
einer 1:5.600 Verdinnung von Hoechst 33342 (Anadpeechst 33342, #83218, Fremont,
USA) in PBS fur 15 Minuten inkubiert. Nach zwei Wehschritten in PBS wurden die Fragmen-
te vorsichtig vom Boden der Wells geldst und utitdrtmikroskopischer Kontrolle einzeln auf

Glas-Objekttrager (VWR Adhéasionsobjekttrager, Sfrpst® Plus, #631-0108, Darmstadt,
Deutschland) tberfuhrt. Im Anschluss wurden diegfrante in eine Antifading-Reagenz na-
mens Prolong Gold (Invitrogen Prolong Gold, #3693@rlsbad, USA) eingebettet und mit ei-
nem Deckglaschen (Gerhard Menzel Deckglaser, #B8®2&1, Braunschweig, Deutschland)
abgedeckt.

4.4.2 Fluoreszenzmikrokopie und Auswertung

Die Fragmente der OCs wurden unter einem Fluoreszi&noskop (Leica DMIL, Wetz-

lar, Deutschland) 400-fach vergroRRert dargesteditrachtet und analysiert. Das Mikroskop ver-
fugte Uber Filter, die der Darstellung von Alexaudil 488 entsprechen (Exzitation: 495nm,
Emission: 518nm). Die Haarzellen wurden pro Fragmndegifach - jeweils auf einer Strecke von
100pum - ausgezahlt. Innere und aul3ere Haarzelledenwgetrennt betrachtet, wobei die Scores
der ersten, zweiten und dritten Reihe der duResarZédllen zu einem Gesamtscore der &uf3eren
Haarzellen addiert wurden. Haarzellen wurden abkirevaluiert, wenn unversehrte und regular
angeordnete Stereozilien vorlagen. Als fehlend emrbHaarzellen eingeschatzt, die eine Licke
in der regelrechten Traktorspur-artigen Anordnueg ldaarzellreihen hinterlie3en und fir die
sich keinerlei Stereozilien erkennen lieRen. Aliekiewurden Haarzellen eingeordnet, die zwar

keine Licke in der Formation darstellten, aber nlé&ereozilien auch nicht die regulare Mor-
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phologie zeigten und sich beispielsweise als ahgkknverkirzt, ausgefranst oder miteinander
verklebt darstellten. In die Auswertung wurden ¢gidh Fragmente mit einbezogen, deren mor-
phologische Veranderungen sich nicht aus aul3esmspiblweise mechanischen Einwirkungen,
wahrend der Préparation oder Kultivierung erkldreRen. Reprasentative Fragmente einer Be-
handlungsgruppe wurden zudem mit Hilfe eines Koalimkkroskops (Leica TCS SPE, Wetzlar,
Deutschland) und dessen 40er oder 63er Objekties die ganze Hohe des Praparats abge-
scannt. Aus den starksten Signalen der Alexa H@&-Farbung Uber alle Z-Ebenen hinweg
wurde ein Bild berechnet, dargestellt und dokuneenti

Neben der Dokumentation des Haarzellzustands septétiver Fragmente erfolgte auf
diese Art ebenfalls die Darstellung der Alexa FIG8B-konjugierten alpha Neurofilament 200-
Farbung (Exzitation: 632nm, Emission: 647nm). Arthder aufgenommenen Bilder wurden fir
alle Fragmente, auf jeweils drei 100um langen Abgtdn, die dargestellten neuronalen Forts-

atze ausgezahlt. Reprasentative Fragmente wurdgriadls dokumentiert.
4.5 Statistik

Die Ermittlung von Kenngrof3en der deskriptiven iStikt erfolgte mittels des Programms
Microsoft Excel 2010. Die grafische Darstellung degebnisse erfolgte mit Hilfe derselben
Software durch sogenannte ,Box-Whisker-Plots®. Biesich als ,Kastengrafik® bezeichnete
Darstellungsform beinhaltet als Kennwerte das Maximdas 3. Quartil, den Median, das 1.
Quartil sowie das Minimum und damit automatischhradie Spannweite und den Interquartils-
abstand.

Alle Datensatze wurden mit Hilfe der Analysefuoktivon Sigma Plot (Systat Software
Inc Sigma Plot Version 12.5) ausgewertet. Alle Dateirden zunachst durch den Shapiro-Wilk-
Tests auf Normalverteilung untersucht sowie auf@leichheit der Varianzen analysiert. Um-
fasste der Datensatz mehr als zwei zu vergleich@rdppen und lagen die Daten sowohl nor-
malverteilt als auch mit Gleichheit der Varianzear,wvurden sie mit einer einfachen ANOVA
(Equal Variance Test) auf signifikante Unterschiddie untersucht. Zeigten die Daten keine
Normalverteilung oder lediglich eine Normalverteiduohne Gleichheit der Varianzen, testeten
wir sie mit Hilfe einer einfachen ANOVA fir Rangsomen (Kruskal-Wallis One Way Analysis
of Variance on Ranks) auf statistisch signifikaldtgerschiede.

Unterschiede zwischen den Gruppen wurden alssssath signifikant angesehen, wenn
derp-Wert 0,05 unterschritt.
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5 Ergebnisse

5.1 Einfluss der Zytokine und des Ubichinons auf Cispila-induzierte Ototoxi-

zitat

Um den Einfluss von IL-6, OSM und Ubichinon auf tlaarzellen und Neuronenfortsatze
gegenuber Cisplatin-induzierter Ototoxizitat zuanstichen, wurden Explantate fur 48 Stunden
mit IL-6 [30ng/ml], OSM [30ng/ml] oder bzw. gleichitig mit Ubichinon [50ug/ml] inkubiert.

In den letzten 24 Stunden erfolgte die Inkubatengils simultan mit Cisplatin [15uM]. Dem

gegenubergestellt wurden Explantate, die fir 2/&tn mit Kulturmedium und im Anschluss
fur 24 Stunden simultan mit Cisplatin behandeltdeur. Explantate, die fur 48 Stunden mit Me-
dium behandelt wurden, dienten als Kontrollgruppe.

Zunachst konnte die Cisplatin-induzierte Ototddéiziexperimentell bestatigt werden.
Abb.1 zeigt die Haarzell-Morphologie als Folge @leschriebenen Behandlungszusatze. Abb.2
stellt die Mediane der Zahlungen der inneren Halerzelar, Abb.3 zeigt die Mediane der Zah-
lungen der aufleren Haarzellen. Die inneren undrénf3¢aarzellen des apikalen (IHC: Medi-
an=3, IQR=3 vs. Median=12, IQR=1; OHC: Median=9,RKB,75 vs. Median=48, IQR=2)
(Abb.2A, 3A), medialen (IHC: Median=2, IQR=2 vs. Man=12, IQR=1,25; OHC: Median=11,
IQR=7 vs. Median=47,5, IQR=2) (Abb.2B, 3B) und daegIHC: Median=2, IQR=3 vs. Medi-
an=11, IQR=2; OHC: Median=8, IQR=12 vs. Median=4@R=6) (Abb.2C, 3C) Abschnitts
wurden durch die Inkubation mit Cisplatin gegentber Kontrolle statistisch signifikant ge-
schadigt (Abb.1) #<0,05, einfache ANOVA fir Rangsummen nach Dunn)e Bchadigung
zeigte sich im medialen und basalen Abschnitt d€s @eutlicher als im apikalen Fragment
(Abb.1, 2). Die aulReren Haarzellen des medialegrireats wurden weniger stark geschadigt als
die des apikalen und basalen Fragments (Abb.3pdikalen und basalen Fragment waren die
aul3eren Haarzellen starker von der Schadigungfteetrals die inneren, im medialen Fragment
verhielt es sich umgekehrt (Abb.2, 3).

Im Anschluss wurde der Einfluss von IL-6, OSM ubbichinon auf die Cisplatin-
induzierte Ototoxizitat untersucht. Die inneren ka#len wurden im apikalen (Ubichinon: Me-
dian=7, IQR=2; IL-6: Median=7, IQR=1,5; OSM: Medrh IQR=3 jeweils vs. Median=3,
IQR=3) (Abb.2A), medialen (Ubichinon: Median=6, IQR IL-6: Median=5, IQR=3,5; OSM:
Median=6,5, IQR=2,25 jeweils vs. Median=2, IQR=2pb.2B) und basalen (Ubichinon: Medi-
an=6, IQR=4,5; IL-6: Median=6, IQR=2; OSM: Mediand@QR=1,25 jeweils vs. Median=2,
IQR=3) (Abb.2C) Abschnitt der OCs durch die Praisktion mit IL-6, OSM und Ubichinon
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statistisch signifikant vor dem ototoxischen Eis8LCisplatins geschutzt (Abb.1<0,05, einfa-
che ANOVA fir Rangsummen nach Dunn). Auch die defeflaarzellen wurden im apikalen
(Ubichinon: Median=33, IQR=8,5; IL-6: Median=30, R213; OSM: Median=35, IQR=6 je-
weils vs. Median=9, IQR=6,75) (Abb.3A), medialerb{thinon: Median=26, IQR=13,75; IL-6:
Median=29,5, IQR=11,5; OSM: Median=26, IQR=11 jdweis. Median=11, IQR=7) (Abb.3B)
und basalen (Ubichinon: Median=23,5, IQR=17,5; ILMedian=22, IQR25=; OSM: Medi-
an=25, IQR=13 jeweils vs. Median=8, IQR=12) (Abb)3&bschnitt statistisch signifikant vor
Cisplatin geschutzt (Abb.1p€0,05, einfache ANOVA fir Rangsummen nach Dunng iDne-
ren Haarzellen der medialen und basalen Fragmeafeigrten insgesamt starker von der Pro-
tektion als die des apikalen Fragments (Abb.1,02¢. aul3eren Haarzellen des apikalen Frag-
ments wurden durch die Behandlung mit IL-6, OSM Wdbichinon starker vor Cisplatin-
Ototoxizitat geschitzt als die des medialen una@leasFragments (Abb.1, 3). Innere und aul3ere
Haarzellen wurden durch die Zusatze gleichermalfianGisplatin-induzierten Schaden ge-
schitzt.

Innere Haarzellen, die simultan mit IL-6 und Ubidn oder OSM und Ubichinon inku-
biert wurden, wurden im apikalen (IL-6+Ubichinon:eilan=8, IQR=2,833; OSM+Ubichinon:
Median=10, IQR=1,75 jeweils vs. Median=3, IQR=3)bpA2A), medialen (IL-6+Ubichinon:
Median=7, IQR=2,5; OSM+Ubichinon: Median=8, IQR=4dweils vs. Median=2, IQR=2)
(Abb.2B) und basalen (IL-6+Ubichinon: Median=6, I9R25; OSM+Ubichinon: Median=6,
IQR=2,75 jeweils vs. Median=2, IQR=3) (Abb.2C) Rraant statistisch signifikant vor Cisplatin
geschutzt §<0,05, einfache ANOVA fur Rangsummen nach Dunn)clAdulRere Haarzellen
wurden in der apikalen (IL-6+Ubichinon: Median=3QR=19; OSM+Ubichinon: Median=39,5,
IQR=17,25 jeweils vs. Median=9, IQR=6,75) (Abb.3Ajhedialen (IL-6+Ubichinon: Medi-
an=30, IQR=1; OSM+Ubichinon: Median=33, IQR=8 jelweis. Median=11, IQR=7) (Abb.3B)
und basalen (IL-6+Ubichinon: Median=24,5, IQR=4,88SM+Ubichinon: Median=26,5,
IQR=15,75 jeweils vs. Median=8, IQR=12) (Abb.3C)nffung statistisch signifikant geschutzt
(p<0,05, einfache ANOVA fir Rangsummen nach Dunnke Dineren Haarzellen wurden im
apikalen Fragment durch die simultane Inkubatioh @M und Ubichinon statistisch signifi-
kant besser vor Cisplatin-induzierten Schaden gagthls durch die alleinige Prainkubation mit
Ubichinon (Median=9, IQR=3 vs. Median=7, IQR=2) (ABA) (p<0,05, einfache ANOVA fir

Rangsummen nach Dunn).
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APIKAL MEDIAL BASAL

KONTROLLE

CISPLATIN

UBICHINON +
CISPLATIN

IL-6 +
CISPLATIN

IL-6 +
UBICHINON +
CISPLATIN

OSM +
CISPLATIN

OSM +
UBICHINON +
CISPLATIN

Abb. 1 Reprasentative Konfokal-Fluoreszenzmikroskofnrahmen von Alexa Fluor 488-konjugierten Phalloidin
markierten Haarzellen der apikalen, medialen urshlea Abschnitte der OCs, die fur 24h Stunden mis [30ng/ml],
OSM [30ng/ml] und Ubichinon [50ug/ml] in den angegedye Kombinationen prainkubiert wurden und im Anschliis
weitere 24h simultan mit Cisplatin [15uM] inkubievurden, jeweils im Vergleich zur Kontrollgruppe (48br@s Medi-
um) und zur Negativ-Kontrolle (24h pures Medium, Zibplatin [15uM]). Anzahl der Explantate pro Behlmgjsgrup-
pe:n=7-12.
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Abb. 2 Anzahl der inneren Haarzellen pro 100um desafikalen, (B) medialen und (C) OC-Fragments, dre2th
Stunden mit IL-6[30ng/ml], OSM[30ng/ml] und bzw. oddbichinon[50pg/ml] prainkubiert und fir weitere 2dimultan
mit Cisplatin [15uM] inkubiert wurden, im VergleicluzKontrollgruppe (48h pures Medium) und zur Neg#&tontrolle
(24h pures Medium, 24h Cisplatin [15uM]). Die Darsted erfolgt mittels Box-Plots: Die Box stellt den #tbnd zwi-
schen dem ersten (untere Grenze) und dritten Q(alogire Linie), den sog. Interquartilsabstand, dir Mittellinie in der
Box bildet den Median ab, die Antennen erstreckeh gom Minimum bis zum Maximum der Verteilung<0,05, sta-
tistisch signifikanter Unterschied gegeniber ,Cispla °p<0,05, statistisch signifikanter Unterschied gegemib
LUbichinon + Cisplatin“. Anzahl der Explantate protiadlungsgruppe: n = 7-12.
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Abb. 3 Anzahl der &uReren Haarzellen pro 100pum desyfikplen, (B) medialen und (C) basalen OC-Fragmeligstiir
24h Stunden mit IL-6[30ng/ml], OSM[30ng/ml] und bzader Ubichinon[50pg/ml] préinkubiert und fir weite2dh
simultan mit Cisplatin [15uM] inkubiert wurden, im Kgeich zur Kontrollgruppe (48h pures Medium) und kegativ-
Kontrolle (24h pures Medium, 24h Cisplatin [15puMDie Darstellung erfolgt mittels Box-Plots: Die Boxktt den Ab-
stand zwischen dem ersten (untere Grenze) und détemtil (obere Linie), den sog. Interquartilsabdtattar; die Mittel-
linie in der Box bildet den Median ab, die Antenremstrecken sich vom Minimum bis zum Maximum dert¥iung.
*p<0,05, statistisch signifikanter Unterschied gegen{€isplatin“. Anzahl der Explantate pro Behandlsgaippe: n =
7-12.
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Abb.4 stellt die Morphologie der neuronalen FodeéatAbb.5 die Mediane der Anzahl
der neuronalen Fortsatze der einzelnen Behandlungsgn dar. Die Anzahl der neuronalen
Fortsatze wurde durch Cisplatin gegeniber der Kdgtuppe in allen Fragmenten (Apikal:
Median=8, IQR=3 vs. Median=14, IQR=2,5; Medial: N@t®-9, IQR=2 vs. Median=14,
IQR=2,25; Basal: Median=8, IQR=2,25 vs. Median=I3R=3,25) (Abb.5) statistisch signifi-
kant reduziert[g<0,05, einfache ANOVA fir Rangsummen nach Dunng Bchadigung zeigte
sich im medialen Fragment weniger deutlich als pikalen und basalen Fragment (Abb.4, 5).

OSM und Ubichinon schitzten die neuronalen Farésdes apikalen Fragments, im Ge-
gensatz zu IL-6, statistisch signifikant vor CigpigUbichinon: Median=16, IQR=3; OSM: Me-
dian=12, IQR=3 jeweils vs. Median=8, IQR=3) (Abb)5Am medialen Fragment erzielte die
Inkubation mit IL-6 und Ubichinon, anders als dig @SM, statistisch signifikante Protektion
gegenuber Cisplatin (Ubichinon: Median=14,5, IQR#3:6: Median=12, IQR=2 jeweils vs.
Median=9, IQR=2) (Abb.5B)p<0,05, einfache ANOVA fir Rangsummen nach Dunn)rddu
Ubichinon- und OSM-Behandlung konnte im basalergfent, gegenséatzlich zur Behandlung
mit IL-6, eine statistisch signifikante ReduktioerdSchadigung erreicht werden (Ubichinon:
Median=12, IQR=2,5; OSM: Median=10, IQR=2 jeweils. Median=8, IQR=2,25) (Abb.5C)
(p<0,05, einfache ANOVA fir Rangsummen nach Dunn).

Fragmente, die simultan mit einem der Zytokine Wiichinon inkubiert wurden, wiesen
fur das apikale (Ubichinon+IL-6: Median=13, IQR=3pichinon+OSM: Median=13, IQR=2
jeweils vs. Median=8, IQR=3) (Abb.5A), mediale (Ohinon+IL-6: Median=13, IQR=4;
Ubichinon+OSM: Median=13, IQR=3 jeweils vs. Medi&3QR=2) (Abb.5B) und basale
(Ubichinon+IL-6: Median=12, IQR=3; Ubichinon+OSM:ddian=11, IQR=4 jeweils vs. Medi-
an=8, IQR=2,25) (Abb.5C) Fragment eine statistisighnifikante Protektion aufp&0,05, einfa-
che ANOVA fir Rangsummen nach Dunn). Im apikaleaginent schitzte die simultane Inku-
bation mit Ubichinon und IL-6 die Neuronenfortséattatistisch signifikant besser als die allei-
nige Inkubation mit IL-6 (Median=13, IQR=2 vs. MadiF11, IQR=2,5) (Abb.5A), im medialen
Fragment verhielt es sich gleich mit der gleichgeit Inkubation mit Ubichinon und OSM ge-
genlber der puren Behandlung mit OSM (Median=1R4®vs. Median=11, IQR=2) (Abb.5B)
(p<0,05, einfache ANOVA fur Rangsummen nach Dunng Biotektion zeigte sich im apikalen

Fragment am deutlichsten.
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Abb. 4 Reprasentative Konfokal-Fluoreszenzmikroskofnahmen von Alexa Fluor 633-markierten Neuronenédetsn
der apikalen, medialen und basalen Abschnitte der, @i@sfur 24h Stunden mit IL-6 [30ng/ml], OSM [30nd] und
Ubichinon [50ug/ml] in den angegebenen Kombinatiopeiinkubiert wurden und im Anschluss fiir weitere 2#hultan
mit Cisplatin [15puM] inkubiert wurden, jeweils im Véeich zur Kontrollgruppe (48h pures Medium) und ANegativ-
Kontrolle (24h pures Medium, 24h Cisplatin [15uMjnzahl der Explantate pro Behandlungsgruppe: nl2.8-
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Abb. 5 Anzahl der Neuronenfortsatze pro 100pum der (Maden, (B) medialen und (C) basalen OC-Fragmaetigefur
24h Stunden mit IL-6 [30ng/ml], OSM [30ng/ml] undvlhzoder Ubichinon [50pg/ml] prainkubiert und fiir wede24h
simultan mit Cisplatin [15uM] inkubiert wurden, jewseim Vergleich zur Kontrollgruppe (48h pures Madijuund zur
Negativ-Kontrolle (24h pures Medium, 24h CisplatirbjiM]). Die Darstellung erfolgt mittels sog. Box-RioDie Box
stellt den Abstand zwischen dem ersten (untere Gramme)ritten Quartil (obere Linie), den sog. Intexgilsabstand,
dar; die Mittellinie in der Box bildet den Mediab,adie Antennen erstrecken sich vom Minimum bis 2daximum der
Verteilung. <0,05, statistisch signifikanter Unterschied gegemiRisplatin“. $<0,05, statistisch signifikanter Unter-
schied gegenuber ,IL-6 + Cisplatin“p#0,05, statistisch signifikanter Unterschied gegenioSM + Cisplatin“. Anzahl
der Explantate pro Behandlungsgruppe: n = 8-12.
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5.2 Einfluss der Inhibition der Zytokin-induzierten Sigalkaskade auf die Pro-

tektion gegenuber Cisplatin-induzierter Ototoxizita

Explantate wurden fir 48 Stunden mit IL-6 [30ng/majer OSM [30ng/ml] behandelt.
Zwei zusatzliche Gruppen wurden Uber den gesamt@tradm simultan mit dem STATS3-
Inhibitor WP 1066 [5,6uM] und einem der Zytokinekimiert. Allen genannten Behandlungs-
gruppen wurde in den letzten 24 Stunden dartbeaukirCisplatin in einer Konzentration von
15uM zugesetzt. Eine weitere Explantat-Gruppe wiiidel8 Stunden allein mit dem STAT 3-
Inhibitor 11l inkubiert. Die Auswertung erfolgte gentber einer fir 48 Stunden mit Medium
inkubierten Kontrollgruppe und einer Negativ-Kodligouppe, die zunachst fur 24Stunden mit
Medium und im Anschluss fur 24 Stunden mit Cispldti5uM] inkubiert wurde.

Abb. 6 stellt die Haarzell-Morphologie im Anschéusn die genannten Inkubationen dar.
Abb. 7 zeigt die Mediane der Auszahlungen der iamddaarzellen, Abb. 8 die der aufieren
Haarzellen. Die Inkubation mit WP 1066 erbrachtalien Fragmenten und fur beide Haarzell-
typen keinen statistisch signifikanten Unterschaad Kontrollgruppe (Abb. 6, 7, 8). Die inneren
und aul3eren Haarzellen des apikalen (IHC: Medial@R=1 vs. Kontrolle: Median=12, IQR=2
und vs. WP 1066: Median=10, IQR=2; OHC: Median=l{fR=6,5 vs. Kontrolle: Median=48,
IQR=0 und vs. WP 1066: Median=48, IQR=3,5) (Abb.7@%), medialen (IHC: Median=3,
IQR=1,5 vs. Kontrolle: Median=10, IQR=2 und vs. WWB66: Median=9, IQR=1; OHC: Medi-
an=14, IQR=7 vs. Kontrolle: Median=48, IQR=0 und WP 1066: Median=43, IQR=7) (7B,
8B) und basalen (IHC: Median=1,5, IQR=2 vs. KorleoMedian=10, IQR=1 und vs. WP 1066:
Median=9, IQR=2; OHC: Median=7, IQR=9,75 vs. KotiepMedian=46, IQR=5 und vs. WP
1066: Median=45, IQR=9) (Abb.7C, 8C) Fragments weardlurch Cisplatin gegeniber den
Kontrollgruppen und den mit WP 1066 behandeltenl&xpten statistisch signifikant gescha-
digt (p<0,05, einfache ANOVA fir Rangsummen nach Dunng iDheren und &ul3eren Haarzel-
len des basalen Fragments wurden starker gesclaldigie des apikalen und medialen Frag-
ments. Der Anteil der geschadigten Haarzellen wamiedialen Fragment am niedrigsten, beide
Haarzelltypen wurden gleichermalRen geschéadigt.

Die unter 3.1.1 beschriebene, statistisch sigaifie Protektion der inneren Haarzellen
durch IL-6 und OSM gegentiber Cisplatin konnte irkalen (IL-6: Median=7,5, IQR=4; OSM:
Median=9, IQR=2,75 jeweils vs. Median=3, IQR=1) PABA), medialen (IL-6: Median=6,
IQR=1,75; OSM: Median=6, IQR=4 jeweils vs. Median¥3R=1,5) (Abb.7B) und basalen (IL-
6: Median=6, IQR=3; OSM: Median=5,5, IQR=2 jeweils. Median=1,5, IQR=2) (Abb.7C)

Fragment reproduziert werdep<Q,05, einfache ANOVA fiir Rangsummen nach Dunn)ctAu
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die Protektion der aul3eren Haarzellen liel siclaprkalen (IL-6: Median=39, IQR=10,5; OSM:
Median=41, IQR=12,25 jeweils vs. Median=10, IQR=6Abb.8A), medialen (IL-6: Medi-
an=41, IQR=2; OSM: Median=39, IQR=12 jeweils vs.diée=14, IQR=7) (Abb.8B) und basa-
len (IL-6: Median=31, IQR=8; OSM: Median=29, IQR5%3eweils vs. Median=7, IQR=9,75)
(Abb.8C) Fragment erneut statistisch signifikantstiglen p<0,05, einfache ANOVA fur Rang-
summen nach Dunn). Die inneren Haarzellen profégrem allen Fragmenten starker von der IL-
6-Inkubation als die aul3eren Haarzellen, fir OSMhie#t es sich umgekehrt. Das mediale
Fragment profitierte fir beide Haarzelltypen una b@iden Behandlungszuséatzen am wenigsten
von der Protektion (Abb. 6, 7, 8).

Explantate, die vor der Cisplatin-Inkubation niitd und simultan mit WP 1066 prain-
kubiert worden sind, zeigten im apikalen (IHC: Mamtt3, IQR=4 vs. Median=7,5, IQR=4;
OHC: Median=13, IQR=10,5 vs. Median=39, IQR=10ApK.7A, 8A), medialen (IHC: Medi-
an=2, IQR=2 vs. Median=7,5, IQR=4; OHC: Median=1QR=6,5 vs. Median=41, IQR=2)
(Abb.7B, 8B) und basalen (IHC: Median=2, IQR=2,25 Median=6, IQR=3; OHC: Median=8,
IQR=8,25 vs. Median=31, IQR=8) (Abb.7C, 8C) Fragineine statistisch signifikante Schadi-
gung der inneren und aulReren Haarzellen gegeni@nerod und wéahrend der Behandlung mit
Cisplatin allein mit IL-6 inkubierten Fragmentp<(Q,05, einfache ANOVA fiur Rangsummen
nach Dunn). Auch die gleichzeitige Inkubation mi&Kd und WP 1066, vor und wahrend der
Cisplatin-Behandlung, fuhrte zu einer statistisigmidikanten Schadigung der inneren und aul3e-
ren Haarzellen im apikalen (IHC: Median=4, IQR=2 Wedian=9, IQR=2,75; OHC: Medi-
an=12, IQR=11 vs. Median=41, IQR=12,25) (Abb.7A, 8/kedialen (IHC: Median=2, IQR=3
vs. Median=6, IQR=4; OHC: Median=13, IQR=9,5 vs.diém=39, IQR=12) (Abb.7B, 8B) und
basalen (IHC: Median=1, IQR=2 vs. Median=5,5, IQREHC: Median=9, IQR=6 vs. Medi-
an=9, IQR=13,5) (Abb.7C, 8C) OC-Abschnitt im Veiglte zur mit OSM und Cisplatin inku-
bierten Gruppep<0,05, einfache ANOVA fur Rangsummen nach Dunn) Dasale Fragment
wurde beziglich beider Haarzelltypen und Behandimngatze am starksten geschadigt. Beide
Haarzelltypen waren von den Folgen der WP 1066Hakan gleichermal3en betroffen.
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Abb. 6 Repréasentative Konfokal-Fluoreszenzmikroskofrahmen von Alexa Fluor 488-konjugierten Phalloidin
markierten Haarzellen der apikalen, medialen undalbasAbschnitte der OCs, die fir 24h Stunden mit WI®6
[5,6uM], IL-6 [30ng/ml] und OSM [30ng/ml] in den aegebenen Kombinationen prainkubiert wurden und imcAhss
fur weitere 24h simultan mit Cisplatin [15uM] inkelsi wurden, jeweils im Vergleich zur 48-stiindigen Indtion allein

mit WP 1066 [5,6uM], zur Kontrollgruppe (48h putdgdium) und zur Negativ-Kontrolle (24h pures Mediuzvdh Cis-
platin [15uM]). Anzahl der Explantate pro Behandlsg@ippe: n = 8-12.
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Abb. 7 Anzahl der inneren Haarzellen pro 100um derafdikalen, (B) medialen und (C) basalen OC-Fragmetigefiir
24h Stunden mit WP 1066 [5,6pM], IL-6 [30ng/ml] u@bM [30ng/ml] in den angegebenen Kombinationennpuibiert
wurden und im Anschluss fir weitere 24h simultan nigp@tin [15uM] inkubiert wurden, jeweils im Vergleidur 48-
stiindigen Inkubation mit WP 1066 [5,6pM], zur Kaiigruppe (48h pures Medium) und zur Negativ-KongqR4h
pures Medium, 24h Cisplatin [15uM]). Die Darstelluegolgt mittels sog. Box-Plots: Die Box stellt densénd zwi-
schen dem ersten (untere Grenze) und dritten Qalogre Linie), den sog. Interquartilsabstand, der;Mittellinie in der
Box bildet den Median ab, die Antennen erstreckeh gom Minimum bis zum Maximum der Verteilungp<0,05, sta-
tistisch signifikanter Unterschied gegentber ,Citipta °p<0,05, statistisch signifikanter Unterschied gegemifbL-

6 + Cisplatin®. #$<0,05, statistisch signifikanter Unterschied gegem(j©SM + Cisplatin“. Anzahl der Explantate pro
Behandlungsgruppe: n = 8-12.
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Abb. 8 Anzahl der &uBeren Haarzellen auf 100um- Abgemniler (A) apikalen, (B) medialen und (C) basa@eschnitte
der OCs, die fur 24h Stunden mit WP 1066 [5,6pM}6I[30ng/ml] und OSM [30ng/ml] in den angegebenemkmmati-
onen prainkubiert wurden und im Anschluss fir weith simultan mit Cisplatin [15uM] inkubiert wurdgeweils im
Vergleich zur 48-stiindigen Inkubation allein mit VP66 [5,6pM], zur Kontrollgruppe (48h pures Mediuomd zur
Negativ-Kontrolle (24h pures Medium, 24h CisplatibiM]). Die Darstellung erfolgt mittels sog. Box-Wkés-Plots:
Die Box stellt den Abstand zwischen dem ersten (en@&renze) und dritten Quartil (obere Linie) und dadgn sog.
Interquartilsabstand dar, die Mittellinie in derxBoildet den Median ab, die Antennen erstrecken gath Minimum bis
zum Maximum der Verteilung.px0,05, statistisch signifikanter Unterschied gegemiisplatin“. 9<0,05, statistisch
signifikanter Unterschied gegenuber ,IL-6 + Cisplati #p<0,05, statistisch signifikanter Unterschied gegemib
,OSM + Cisplatin“. Anzahl der Explantate pro Behantlisgruppe: n = 8-12.
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Abb. 9 stellt die Neuronenfortsatz-Morphologie &lslge der genannten Inkubationen
dar, Abb. 10 zeigt die Mediane der Zahlungen deramalen Fortsatze. Explantate, die allein
mit WP 1066 inkubiert wurden, zeigten keinen sttt signifikanten Unterschied zur Kon-
trollgruppe (Abb.9, 10). Durch Cisplatin wurde ddéchte der neuronalen Fortsatze aller Frag-
mente (Apikal: Median=9, IQR=4 vs. Kontrolle: Med=l4, IQR=3 und vs. WP 1066: Medi-
an=14, IQR=4; Medial: Median=9, IQR=2 vs. Kontroldedian=17, IQR=5 und vs. WP 1066:
Median=14, IQR=2; Basal: Median=8, IQR=4 vs. KolltoMedian=15, IQR=4 und vs. WP
1066: Median=14, IQR=2) gegenuber der Kontrollgeippd der allein mit WP 1066 behandel-
ten Gruppe statistisch signifikant reduziert (AH)).1p<0,05, apikal: einfache ANOVA nach
Bonferroni; medial, basal: einfache ANOVA fur Rangsnen nach Dunn). Die neuronalen
Fortséatze des apikalen Fragments wurden am geemgsischadigt.

Die unter 3.1.2 beschriebene, statistisch sigaifie Protektion der inneren Haarzellen
durch IL-6 und OSM gegentber Cisplatin konnte rdpmiert und fir beide Behandlungsgrup-
pen im apikalen (IL-6: Median=14,5, IQR=1; OSM: Net=13, IQR=4 jeweils vs. Median=9,
IQR=4) (Abb.10A), medialen (IL-6: Median=15, IQR=0SM: Median=13, IQR=2 jewelils vs.
Median=9, IQR=2) (Abb.10B) und basalen (IL-6: Medid2, IQR=5; OSM: Median=12,
IQR=3 jeweils vs. Median=8, IQR=4) (Abb.10C) FragrhgleichermalRen mit statistischer Sig-
nifikanz gezeigt werderp€0,05, apikal: einfache ANOVA nach Bonferroni; madibasal: ein-
fache ANOVA fur Rangsummen nach Dunn).

Explantate, die parallel zu den Zytokinen mit WI®@. inkubiert worden sind, zeigten im
apikalen (IL-6: Median=11,5, IQR=3 vs. Median=14lQR=1; OSM: Median=10, IQR=5 vs.
Median=13, IQR=4) (Abb.10A), medialen (IL-6: Med#iIl, IQR=4 vs. Median=15, IQR=4;
OSM: Median=10, IQR=3 vs. Median=13, IQR=2) (AbB)Qund basalen (IL-6: Median=9,
IQR=3 vs. Median=12, IQR=5; OSM: Median=9, IQR=2 Wedian=12, IQR=3) (Abb.10C)
Fragment gleichermal3en eine statistisch signifé&kdteduktion der Dichte der Neuronenfortsat-
ze gegenuber den mit Zytokinen inkubierten Fragerer{p<0,05, apikal: einfache ANOVA
nach Bonferroni; medial, basal: einfache ANOVA Rangsummen nach Dunn).

48



Abb. 9 Repréasentative Konfokal-Fluoreszenzmikroskofrahmen von Alexa Fluor 633-markierten Neuronenédres
der apikalen, medialen und basalen Abschnitte der, @€dur 24h Stunden mit WP 1066 [5,6pM], IL-6 [&fml] und
OSM [30ng/ml] in den angegebenen Kombinationen jréiiert wurden und im Anschluss fur weitere 24h sianulinit
Cisplatin [15uM] inkubiert wurden, jeweils im Vergleizur 48-stiindigen Inkubation allein mit WP 10666[8M], zur
Kontrollgruppe (48h pures Medium) und zur Negativakolle (24h pures Medium, 24h Cisplatin [15uM]). Zahl der

Explantate pro Behandlungsgruppe: n = 5-12.
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Abb. 10 Anzahl der Neuronenfortsatze auf 100pum- Absthmder (A) apikalen, (B) medialen und (C) basaeschnit-
te der OCs, die fir 24h Stunden mit WP 1066 [5,6pME [30ng/ml] und OSM [30ng/ml] in den angegeber&@mbi-
nationen prainkubiert wurden und im Anschluss fur rei24h simultan mit Cisplatin [15uM] inkubiert werd jeweils
im Vergleich zur 48-stiindigen Inkubation allein MiP 1066 [5,6pM], zur Kontrollgruppe (48h pures Med) und zur
Negativ-Kontrolle (24h pures Medium, 24h CisplatibiM]). Die Darstellung erfolgt mittels sog. Box-Wkés-Plots:
Die Box stellt den Abstand zwischen dem ersten (en@&enze) und dritten Quartil (obere Linie) und daden sog.
Interquartilsabstand dar, die Mittellinie in der»Boildet den Median ab, die Antennen erstrecken gach Minimum bis
zum Maximum der Verteilung.px0,05, statistisch signifikanter Unterschied gegemiisplatin®. 9<0,05, statistisch
signifikanter Unterschied gegentber ,IL-6 + Cispiati #p<0,05, statistisch signifikanter Unterschied gegenib
,OSM + Cisplatin“. Anzahl der Explantate pro Behanatisgruppe: n = 5-12.
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5.3 Einfluss des STATS3-Inhibitor Il auf Ubichinon-indwierte Otoprotektion

gegenuber Cisplatin

Die Explantate wurden fur 48 Stunden mit Ubichif®@ug/ml] behandelt, in den zweiten
24 Stunden erfolgte die Inkubation simultan mitpglasin [15uM]. Eine weitere Gruppe, die fir
48 Stunden mit WP 1066 [5,6puM] und Ubichinon inlarbiwurde, wurde in den letzten 24h
ebenfalls gleichzeitig mit Cisplatin behandelt. &idritte Gruppe wurde fur 48 Stunden allein
mit WP 1066 inkubiert, eine andere zunachst furS2#dnden mit Medium und fir weitere 24
Stunden mit Cisplatin. Die Kontrollgruppe wurde i Stunden mit Medium inkubiert.

Abb. 11 zeigt die Morphologie der Haarzellen atdgEé der beschriebenen Inkubationen.
Abb. 12 stellt die Mediane der Zahlungen der inngfbb. 13 die der aul3eren Haarzellen dar.
Im Anschluss an die Inkubation mit WP 1066 ergabieh fur alle Fragmente und beide Haar-
zelltypen keine Unterschiede zur Kontrollgruppe I§Ab1, 12, 13). Die Inkubation mit Cisplatin
fuhrte hinsichtlich der inneren Haarzellen im apgka( Median=5, IQR=2,75 vs. Kontrolle: Me-
dian=11, IQR=1 und vs. WP 1066: Median=11, IQR=Rbl{. 12A), medialen (Median=2,
IQR=3,5 vs. Kontrolle: Median=10, IQR=2 und vs. \MB66: Median=11, IQR=2,5) (Abb. 12B)
und basalen (Median=3, IQR=4 vs. Kontrolle: Mediabh=IQR=2 und vs. WP 1066: Medi-
an=10, IQR=3) (Abb. 12C) Fragment zu statistisgnifikanten Schaden gegentber der Kon-
trollgruppe und den mit WP 1066 behandelten Explamnt p<0,05, einfache ANOVA fir Rang-
summen nach Dunn). Auch die dufReren Haarzellen emunch Vergleich zu den genannten
Gruppen im apikalen ( Median=23,5, IQR=9,5 vs. Koll¢: Median=42, IQR=2 und vs. WP
1066: Median=42, IQR=1,5) (Abb. 13A), medialen (Mead-22, IQR=12,25 vs. Kontrolle: Me-
dian=41, IQR=4 und vs. WP 1066: Median=40, IQR=3Abb. 13B) und basalen (Medi-
an=21,5, IQR=6,25 vs. Kontrolle: Median=40, IQR=8/&d vs. WP 1066: Median=41, IQR=6)
(Abb. 13C) Fragment statistisch signifikant gesatip<0,05, einfache ANOVA fur Rang-
summen nach Dunn). Die inneren und au3eren Haanze#s apikalen Fragments wurden pro-
zentual am geringsten geschadigt. Die inneren lelarzwurden starker geschédigt als die au-
Reren Haarzellen.

Die statistisch signifikante Protektion durch Ubron gegenuber Cisplatin konnte wie
unter 3.1.1 beschrieben fur alle drei Fragmentedi@rinneren (Apikal: Median=11, IQR=2,75
vs. Median=5, IQR=2,75; Medial: Median=10, IQR=2 Wedian=2, IQR=3,5; Basal: Medi-
an=11, IQR=3 vs. Median=3, IQR=4) und aulReren Hdlarz (Apikal: Median=42, IQR=3 vs.
Median=23,5, IQR=9,5; Medial: Median=39, IQR=8 ¥edian=22, IQR=12,25; Basal: Medi-
an=40, IQR=8 vs. Median=21,5, IQR=6,25) reproduzsarden (Abb. 12, 130,05, einfache
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ANOVA fir Rangsummen nach Dunn). Die inneren Haéereprofitierten in allen Fragmenten
starker von der Ubichinon-Inkubation als die &ufeHnarzellen und wurden im medialen
Fragment verhaltnismaRig am starksten geschietauaideren Haarzellen wurden in allen drei
Fragmenten zu einem &ahnlichen Anteil geschuitzt (Alb12, 13).

Die simultane Inkubation mit Ubichinon und WP 10&@ab fur beide Haarzelltypen in
allen drei Fragmenten keine statistisch signifieaBthédigung der Haarzellen gegentber der
Gruppe, die lediglich mit Ubichinon inkubiert wurd@ie inneren und &uf3eren Haarzellen des
apikalen (IHC: Median=10, IQR=1 vs. Median=5, IQRAZ, OHC: Median=42, IQR=4,25 vs.
Median=23,5, IQR=9,5) (Abb. 12A, 13A), medialen @HMedian=10, IQR=1,25 vs. Medi-
an=2, IQR=3,5; OHC: Median=37,5, IQR=5,75 vs. Medi22, IQR=12,25) (Abb. 12B, 13B)
und basalen (IHC: Median=10, IQR=2 vs. Median=3R#2; OHC: Median=40, IQR=6,5 vs.
Median=21,5, IQR=6,25) (Abb. 12C, 13C) Fragmentsden durch die simultane Inkubation
mit WP 1066 und Ubichinon statistisch signifikardr \Cisplatin-vermittelter Ototoxizitat ge-
schutzt p<0,05, einfache ANOVA fir Rangsummen nach Dunn).
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Abb. 11 Reprasentative Konfokal-Fluoreszenzmikroskafnahmen von Alexa Fluor 633-markierten Neuronestitzte
der apikalen, medialen und basalen Abschnitte der, @t@sfir 24h Stunden mit WP 1066 [5,6uM] und Ulicmn
[50ug/ml] in den angegebenen Kombinationen prairailvurden und im Anschluss fur weitere 24h simultaib Cis-
platin [15uM] inkubiert wurden, jeweils im Vergleicliz48-stiindigen Inkubation allein mit WP 1066 [3yg1zur Kon-
trollgruppe (48h pures Medium) und zur Negativ-Koli& (24h pures Medium, 24h Cisplatin [15uM]). Ankder Ex-

plantate pro Behandlungsgruppe: n = 9-12.
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Abb. 12 Anzahl der inneren Haarzellen auf 100um-Abgdtémder (A) apikalen, (B) medialen und (C) basabschnitte
der OCs, die fur 24h Stunden mit WP 1066 [5,6pM] Uindchinon [50ug/ml] in den angegebenen Kombinatiopgiin-
kubiert wurden und im Anschluss fiir weitere 24h sianultnit Cisplatin [15uM] inkubiert wurden, jeweils ixfergleich
zur 48-stiindigen Inkubation allein mit WP 1066 [Byf, zur Kontrollgruppe (48h pures Medium) und 2degativ-
Kontrolle (24h pures Medium, 24h Cisplatin [15puMDie Darstellung erfolgt mittels sog. Box-Whisker-BloDie Box
stellt den Abstand zwischen dem ersten (untere Gyemzkdritten Quartil (obere Linie) und damit demgysimterquartils-
abstand dar, die Mittellinie in der Box bildet deledian ab, die Antennen erstrecken sich vom Minintisnzum Maxi-
mum der Verteilung. p<0,05, statistisch signifikanter Unterschied gegemijCisplatin“. Anzahl der Explantate pro
Behandlungsgruppe: n = 9-12.

54



Abb. 13 Anzahl der duReren Haarzellen auf 100um-Abtehniler (A) apikalen, (B) medialen und (C) basa@eschnit-
te der OCs, die fur 24h Stunden mit WP 1066 [5,6ukdl Ubichinon [50pg/ml] in den angegebenen Komiaman
prainkubiert wurden und im Anschluss fur weitere 2ighustan mit Cisplatin [15uM] inkubiert wurden, jewsilm Ver-
gleich zur 48-stiindigen Inkubation allein mit WP6&6(5,6pM], zur Kontrollgruppe (48h pures Mediunmduzur Nega-
tiv-Kontrolle (24h pures Medium, 24h Cisplatin [18]). Die Darstellung erfolgt mittels sog. Box-Whiskelots: Die
Box stellt den Abstand zwischen dem ersten (unter@Z@jeund dritten Quartil (obere Linie) und damit dey. Inter-
quartilsabstand dar, die Mittellinie in der Boxdst den Median ab, die Antennen erstrecken sich Mammum bis zum

Maximum der Verteilung. j<0,05, statistisch signifikanter Unterschied gegemnij@isplatin“. Anzahl der Explantate pro
Behandlungsgruppe: n = 9-12.
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Abb. 14 zeigt die Morphologie der NeuronenfortsatmeAnschluss an die beschriebenen
Inkubationen, Abb. 15 die Mediane der Neuronen&rtZahlungen. Die Inkubation mit WP
1066 fuhrte in keinem der Fragmente zu Schadenngige der Kontrollgruppe (Abb. 11, 12,
13). Cisplatin induzierte im apikalen (Median=8R€PR vs. Kontrolle: Median=15, IQR=4 und
vs. WP 1066: Median=14, IQR=4) (Abb. 15A), medialdhedian=9,5, IQR=2 vs. Kontrolle:
Median=15,5, IQR=3 und vs. WP 1066: Median=15, IGR¢Abb. 15B) und basalen (Medi-
an=9, IQR=2 vs. Kontrolle: Median=13, IQR=5 und WP 1066: Median=13, IQR=4) (Abb.
15C) Fragment eine statistisch signifikante Redukiiler Neuronenfortsatz-Dichte gegenuber
der Kontrollgruppe und den mit WP 1066 behandeEgplantaten [§<0,05, apikal: einfache
ANOVA nach Bonferroni; medial, basal: einfache AN®Wir Rangsummen nach Dunn). Die
Schwere der Schadigung nahm von apikal nach bhsal a

Durch die Inkubation mit Ubichinon konnte die un&1.2 beschriebene Protektion ge-
genuber Cisplatin im apikalen (Median=15, IQR=4y85Median=8, IQR=2) (Abb. 15A), medi-
alen (Median=16, IQR=2,5 vs. Median=9,5, IQR=2) I6A5B) und basalen (Median=12,5,
IQR=5 vs. Median=9, IQR=2) (Abb. 15C) Fragmentisteich signifikant reproduziert werden
(p<0,05, apikal: einfache ANOVA nach Bonferroni; madbasal: einfache ANOVA fur Rang-
summen nach Dunn). Der Effekt dieser Protektiormabn apikal nach basal ab (Abb.14, 15).

Zwischen den Explantaten, die simultan mit Ubiohiund WP 1066 behandelt wurden,
und den mit Ubichinon-inkubierten Fragmenten ergatieh in keinem der drei Fragmente sta-
tistisch signifikante Unterschiede. Es zeigte sichllen drei Fragmenten eine statistisch signifi-
kante Protektion gegentuber Cisplatin durch die kane Inkubation mit WP 1066 und Ubichi-
non (Apikal: Median=13, IQR=3 vs. Median=8, IQR=¥2edial: Median=15, IQR=3 vs. Medi-
an=9,5, IQR=2; Basal: Median=12, IQR=2,75 vs. Medi IQR=2) (Abb. 14, 15)p0,05,
apikal: einfache ANOVA nach Bonferroni; medial, Basinfache ANOVA fiir Rangsummen

nach Dunn).
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Abb. 14 Reprasentative Konfokal-Fluoreszenzmikroskafnahmen von Alexa Fluor 488-konjugierten Phalloidi
markierten Haarzellen der apikalen, medialen undlbasAbschnitte der OCs, die fur 24h Stunden mit \W661[5,6uM]
und Ubichinon [50pg/ml] in den angegebenen Kombamegth prainkubiert wurden und im Anschluss fur weit24é
simultan mit Cisplatin [15uM)] inkubiert wurden, jewseim Vergleich zur 48-stiindigen Inkubation allerit WP 1066

[5,6uM], zur Kontrollgruppe (48h pures Medium) unat Negativ-Kontrolle (24h pures Medium, 24h Cisiplgl 5pM]).
Anzahl der Explantate pro Behandlungsgruppe: n 2.7-1
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Abb. 15 Anzahl der Neuronenfortsatze auf 100pum- Absthmder (A) apikalen, (B) medialen und (C) basa\eschnit-
te der OCs, die fur 24h Stunden mit WP 1066 [5,6uMdl Ubichinon [50pg/ml] in den angegebenen Kombameth
prainkubiert wurden und im Anschluss fur weitere 2ighuttan mit Cisplatin [15uM] inkubiert wurden, jewsilm Ver-
gleich zur 48-stiindigen Inkubation allein mit WP6&6(5,6pM], zur Kontrollgruppe (48h pures Mediunmduzur Nega-
tiv-Kontrolle (24h pures Medium, 24h Cisplatin [18]). Die Darstellung erfolgt mittels sog. Box-Whiskelots: Die
Box stellt den Abstand zwischen dem ersten (unter@Z@jeund dritten Quartil (obere Linie) und damit dery. Inter-
guartilsabstand dar, die Mittellinie in der Boxd&t den Median ab, die Antennen erstrecken sich Mammum bis zum

Maximum der Verteilung. pj<0,05, statistisch signifikanter Unterschied gegen{j€isplatin“. Anzahl der Explantate pro
Behandlungsgruppe: n = 7-12.
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5.4 Effekt des IL-6 und OSM auf die Menge von STAT3 undie
STAT3-Phosphorylierung im OC

Die Level-Anderungen von STAT3, P-Y-STAT3 und P-BAF3 im Zytoplasma und im
Nukleus wurden mittels Western Blottings analysiBdzu wurden die Explantate fur 15 und 30
Minuten mit IL-6 [30ng/ml] und OSM [30ng/ml] inkueit. Die Banden von STAT3 waren wie
die von P-Y-STAT3 bei 79/86kDa sichtbar und die BeS-STAT3 bei 86kDa. Im Zytoplasma
wurden die optischen Dichten dieser Banden gegerddyevon [3-Aktin, die bei 42kDa sichtbar
wurde, normalisiert. Im Kern erfolgte die Normadising der STAT3 und P-Y-STAT3 gegen-
Uber der optischen Dichte der Histon-H3-BandenllF&Da. Die erhaltenen Quotienten der Be-
handlungsgruppen wurden gegenuber der der Kontuplfge, die lediglich mit Medium behan-
delt worden war, ins Verhaltnis gesetzt.

5.4.1 Effekt des IL-6 auf die Menge von STAT3 und die STA-Phosphorylierung im

zytoplasmatischen Kompartiment der OCs

Zwischen den ermittelten Quotienten beziglich deAB3-Menge im Zytoplasma erga-
ben sich keine statistisch signifikanten UntersdbieMit steigender Dauer der IL-Inkubation
(15min IL-6: Median=0,90, IQR=0,34; 30min IL-6: Mied=0,84, IQR=0,70) lie3 sich ein Ab-
wartstrend der STAT-Expression im Vergleich zur Kole (Median=1, IQR=0) feststellen
(Abb.16).

Die Phosphorylierung von STAT3 an der Tyrosin-Dom@n Zytoplasma stieg nach der
Inkubation mit IL-6 fir beide Inkubationszeitraunfgsmin IL-6: Median=1,87, IQR=1,03;
30min IL-6: Median=1,64, IQR=1,21) im Vergleich Zontrolle (Median=1, IQR=0) statistisch
signifikant an (Abb.17) g<0,05, einfache ANOVA nach Bonferroni). Die héch&bepression
wurde als Trend nach 15 Minuten erreicht, wobeh sie Quotienten der beiden Behandlungs-
zeitraume nicht signifikant voneinander unterscere(Abb.17)

Fur die Quotienten der P-S-STAT3-Menge im Zytopladasst sich gegenuber der Kon-
trolle kein statistisch signifikanter Unterschieanételn (Abb.18). Als Trend lasst sich feststel-
len, dass die Phosphorylierung des STAT3 an dein-Bermane mit zunehmender Behand-
lungsdauer (15min IL-6: Median=1,45, IQR=1,81; 30nhi-6: Median=1,57, IQR=2,40) ge-
genuber der Kontrolle (Median=1, IQR=0) anstieg {AI8).
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Abb. 16 Zytoplasmatisches STAT3 nach 15- oder 3@atiger Inkubation mit IL-6 [30ng/ml] im Vergleickur mit
Medium behandelten Kontrollgruppe. (A) Die West&lot-Analyse der Protein-Menge erfolgte mittels geg
STAT3 und 3-Aktin gerichteten Antikérpern. (B) Doptische Dichte der STAT3-Bande wurde gegenibekiA
normalisiert. Die berechneten Quotienten der Behagsgruppen wurden zu denen der Kontrollgruppeies
héaltnis gesetzt. Die Darstellung der ermitteltenmhadtnisse erfolgt mittels sog. Box-Plots: Die Bstellt den Ab-
stand zwischen dem ersten (untere Grenze) unemni@uartil (obere Linie), den sog. Interquartildabd, dar; die
Mittellinie in der Box bildet den Median ab, die tennen erstrecken sich vom Minimum bis zum Maxinaen
Verteilung (n=7)p>0,05 fur alle Gruppen.

Abb. 17 Zytoplasmatische Phosphorylierung des STAm2ler Tyrosin-Doméne nach 15- oder 30-minutigkud
bation mit IL-6 [30ng/ml] im Vergleich zur mit Medin behandelten Kontrollgruppe. (A) Die Western-Blot
Analyse der Phosphorylierung erfolgte mittels ge@eM-STAT3 und [3-Aktin gerichteten Antikdrpern. (Blie
optische Dichte der P-Y-STAT3-Banden wurde gegeniAktin normalisiert. Die berechneten Quotientisr
Behandlungsgruppen wurden zu denen der Kontrolfggups Verhéltnis gesetzt. Die Darstellung der #attén
Verhaltnisse erfolgt mittels sog. Box-Plots: DiexBstellt den Abstand zwischen dem ersten (unteeng) und
dritten Quartil (obere Linie), den sog. Interquagtbstand, dar; die Mittellinie in der Box bildetrdMedian ab, die
Antennen erstrecken sich vom Minimum bis zum Maximder Verteilung (n=7).p<0,05, statistisch signifikanter
Unterschied gegeniiber der Kontrolle.

60



Abb. 18 Zytoplasmatische Phosphorylierung des STAm3ler Serin-Doméane nach 15- oder 30-minttigenbak
tion mit IL-6 [30ng/ml] im Vergleich zur mit Mediurbehandelten Kontrollgruppe. (A) Die Western-Blatalyse
der Phosphorylierung erfolgte mittels gegen P-S-B3Aind [3-Aktin gerichteten Antikérpern. (B) Die mohe
Dichte der P-S-STAT3-Banden wurde gegeniiber R-Aktmmalisiert. Die berechneten Quotienten der Bdhan
lungsgruppen wurden zu denen der Kontrollgruppevieshaltnis gesetzt. Die Darstellung der ermitieltéerhalt-
nisse erfolgt mittels sog. Box-Plots: Die Box gtelén Abstand zwischen dem ersten (untere Grenmt)dutten
Quatrtil (obere Linie), den sog. Interquartilsabdtastar; die Mittellinie in der Box bildet den Mediab, die Anten-
nen erstrecken sich vom Minimum bis zum Maximum\erteilung (n=7)p>0,05 fiir alle Gruppen.

5.4.2 Effekt des IL-6 auf die nukleare Translokation desSTAT3 und die
STAT3 -Phosphorylierung

Die Menge von STAT3 im Nukleus, die im Anschlussden Inkubation mit IL-6 gemes-
sen wurde, wies fur beide Behandlungszeitraume if158m6: Median=1,18, IQR=0,93; 30min
IL-6: Median=1,95, IQR=1,65) im Vergleich zur Kooligruppe (Median=1, IQR=0) keine sta-
tistisch signifikanten Verdnderungen auf (Abb.1djt zunehmender Inkubationszeit lief3 sich
der Trend einer Mengenzunahme beobachten (Abb.19).

Im Rahmen der Menge von nuklearen P-Y-STAT3 algd-der IL-6-Inkubation (IL-6
15min: Median=1,29 IQR=0,91; IL-6 30min: Median=4,9QR=1,22) lie3en sich ebenfalls
keine signifikanten Unterschiede zur KontrollgrugMedian=1, IQR=0) beobachten (Abb.20).
Lediglich ein Aufwartstrend des P-Y-STAT3-Levelgfi sich parallel zur steigenden Behand-
lungsdauer ermitteln (Abb.20).
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Abb. 19 Menge des nukledren STAT3 nach einer 1®r 89-minutigen Inkubation mit IL-6 [30ng/ml] im Ye
gleich zur mit Medium behandelten Kontrollgrupp&) Die Western-Blot-Analyse der Expression erfolgtétels
gegen STAT3 und Histon H3 gerichteten AntikdrpdB). Die optische Dichte der STAT3-Banden wurde gege
Uber Histon H3 normalisiert. Die berechneten Qundéir der Behandlungsgruppen wurden zu denen detrddlon
gruppe ins Verhéltnis gesetzt. Die Darstellung efenittelten Verhaltnisse erfolgt mittels sog. BdrtB: Die Box
stellt den Abstand zwischen dem ersten (untere Zejemnd dritten Quartil (obere Linie), den sogetqtartilsab-
stand, dar; die Mittellinie in der Box bildet deneiflan ab, die Antennen erstrecken sich vom Minintisnzum
Maximum der Verteilung (n=4p>0,05 fur alle Gruppen.

Abb. 20 Menge des nukledren P-Y-STAT3 nach 15- @@emindtiger Inkubation mit IL-6 [30ng/ml] im Velgjch
zur mit Medium behandelten Kontrollgruppe. (A) DMestern-Blot-Analyse der Expression erfolgte mittgégen
P-Y-STAT3 und Histon H3 gerichteten Antikérpern.) (Bie optische Dichte der P-Y-STAT3-Banden wurde ge
geniber Histon H3 normalisiert. Die berechnetenti@aten der Behandlungsgruppen wurden zu denerKoler
trollgruppe ins Verhéltnis gesetzt. Die Darstellud®y ermittelten Verhaltnisse erfolgt mittels s&gpx-Plots: Die
Box stellt den Abstand zwischen dem ersten (unBrenze) und dritten Quartil (obere Linie), den sigerquar-
tilsabstand, dar; die Mittellinie in der Box bildéen Median ab, die Antennen erstrecken sich vomiivim bis
zum Maximum der Verteilung (n=4p>0,05 fir alle Gruppen.
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5.4.3 Effekt des OSM auf die Menge von STAT3 und die ST3AFhosphorylierung

im zytoplasmatischen Kompartiment der OCs

Die Quotienten der zytoplasmatischen Menge des STWiEsen keine statistisch signi-
fikanten Veranderungen auf (Abb.21). Als Trend Igéh feststellen, dass die Menge nach der
OSM-Inkubation (15min OSM: Median= 1,25, IQR=1,080min OSM: Median=1,12,
IQR=0,76) im Vergleich zur Kontrolle (Median=1, I@R) zunahm und ihr Maximum nach 15
Minuten erreichte (Abb.21).

Bezuglich der zytoplasmatischen Tyrosin-Phosplemyhg des STAT3 konnten an-
schlielend an die OSM-Behandlung gegeniiber derrélntflir beide Inkubationszeitraume
statistisch signifikante Unterschiede ermittelt eeer (Abb.22) §<0,05, einfache ANOVA flr
Rangsummen nach Tukey). Der Anstieg (15min OSM: isteeR,89, IQR=7,17; 30min OSM:
Median=2,40, IQR=3,12 jeweils vs. Median=1, IQR=0}eichte seinen H6hepunkt nach 15
Minuten, wobei die Unterschiede der Quotientendié beiden Inkubationszeitrdume lediglich
Trends darstellten und keine statistische Signifikaufwiesen (Abb.22).

Das zytoplasmatische P-S-STAT3-Level unterschigth ®ach 15 Minuten (Medi-
an=2,50, IQR=2,12) statistisch signifikant von ddem Kontrolle (Median=1, IQR=0) (Abb.23)
(p<0,05, einfache ANOVA nach Bonferroni). Der Quotiéer 30-mindtigen Inkubation (Medi-
an=2,23, IQR=1,11) wies keine statistisch signiiiieen Unterschiede gegeniiber dem kirzeren
Behandlungszeitraum und der Kontrollgruppe auf (8Bl Als Trend liel3 sich feststellen, dass
die Serin-Phosphorylierung des STAT3 nach 15-mgaiitBehandlung ihren Hohepunkt erreich-
te (Abb.23).
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Abb. 21 Zytoplasmatische STAT3-Menge nach15- odemiitiger Inkubation mit OSM[30ng/ml] im Verglédic
zur mit Medium behandelten Kontrollgruppe. (A) Di¢estern-Blot-Analyse der Menge erfolgte mittels eeg
STAT3 und R-Aktin gerichteten Antikdrpern. (B) Doptische Dichte der STAT3-Bande wurde gegenibekiA
normalisiert. Die berechneten Quotienten der Behagsgruppen wurden zu denen der KontrollgruppeMies
héaltnis gesetzt. Die Darstellung der ermitteltenh&tnisse erfolgt mittels sog. Box- Plots: Die Bstellt den Ab-
stand zwischen dem ersten (untere Grenze) unémiQuartil (obere Linie), den sog. Interquartilsabhd, dar; die
Mittellinie in der Box bildet den Median ab, die #nnen erstrecken sich vom Minimum bis zum Maxinuen
Verteilung (n=5)p>0,05 fir alle Gruppen.

Abb. 22 Zytoplasmatische Tyrosin-Phosphorylierueg @TAT3 nach 15- oder 30-minltiger Inkubation @8M
[30ng/ml] im Vergleich zur mit Medium behandelteloidrollgruppe. (A) Die Western-Blot-Analyse der Bpbo-
rylierung erfolgte mittels gegen P-Y-STAT3 und Rtiskgerichteten Antikdrpern. (B) Die optische Dielder P-Y-
STAT3-Banden wurde gegentiber (3-Aktin normalisiBie berechneten Quotienten der Behandlungsgruppen w
den zu denen der Kontrollgruppe ins Verhéltnis etsBie Darstellung der ermittelten Verhaltnisstolkgt mittels
sog. Box-Plots: Die Box stellt den Abstand zwiscldem ersten (untere Grenze) und dritten Quartiéfetinie),
den sog. Interquartilsabstand, dar; die Mittellimeder Box bildet den Median ab, die Antennenrecdten sich

vom Minimum bis zum Maximum der Verteilung (n=5)<0,05, statistisch signifikanter Unterschied gedpemi
der Kontrolle.
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Abb. 23 Zytoplasmatische Serin-Phosphorylierung 8€4T3 nach 15- oder 30-minltiger Inkubation mitNDS
[30ng/ml] im Vergleich zur mit Medium behandelteorrollgruppe. (A) Die Western-Blot-Analyse der Bpbo-
rylierung erfolgte mittels gegen P-S-STAT3 und [iAlgerichteten Antikdrpern. (B) Die optische Dietder P-S-
STAT3-Banden wurde gegenliber B-Aktin normalisiBie berechneten Quotienten der Behandlungsgruppgn w
den zu denen der Kontrollgruppe ins Verhéltnis ggsBie Darstellung der ermittelten Verhaltnisstolgt mittels
sog. Box-Plots: Die Box stellt den Abstand zwiscldem ersten (untere Grenze) und dritten Quartié(etinie),
den sog. Interquartilsabstand, dar; die Mittellimeder Box bildet den Median ab, die Antennenrecrdten sich
vom Minimum bis zum Maximum der Verteilung (n=5)p<0,05, statistisch signifikanter Unterschied gedpemi
der Kontrolle.

5.4.4 Effekt des OSM auf die nukledre Translokation desTAT3 und die
STAT3 -Phosphorylierung

Zwischen den ermittelten Quotienten beziglich dédefiren STAT3-Proteinexpression
erwiesen sich keine statistisch signifikanten Wstkiede. Mit steigender Dauer der OSM-
Inkubation (15min OSM: Median=1,52, IQR=1,25; 30nd8M: Median=1,06, IQR=2,08) liel3
sich ein Aufwartstrend der STAT-Expression im Vergh zur Kontrolle (Median=1, IQR=0)
feststellen, der seinen Hohepunkt nach 15 Minutexiahte (Abb.24).

Die P-Y-STAT3-Prasenz im Nukleus stieg nach deMcEehandlung fur beide Inkuba-
tionszeitrdume (15min OSM: Median=3,63, IQR=2,28m& OSM: Median=2,49, IQR=1,67)
im Vergleich zur Kontrolle (Median=1, IQR=0) stdissh signifikant an (Abb.25)&0,05, ein-
fache ANOVA nach Bonferroni). Der héchste Expressidrend wurde nach 15 Minuten er-
reicht, die Quotienten beider Behandlungszeitraumerschieden sich nicht signifikant vonei-
nander (Abb.25).
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Abb. 24 Nukledre STAT3-Menge nach einer 15- odem@itigen Inkubation mit OSM[30ng/ml] im Vergleicur
mit Medium behandelten Kontrollgruppe. (A) Die Wasi-Blot-Analyse der Menge erfolgte mittels gegaA$3
und Histon H3 gerichteten Antikbrpern. (B) Die agtie Dichte der STAT3-Banden wurde gegenuber Hist®n
normalisiert. Die berechneten Quotienten der Behagsgruppen wurden zu denen der KontrollgruppeVies
héaltnis gesetzt. Die Darstellung der ermitteltenmhadtnisse erfolgt mittels sog. Box-Plots: Die Bstellt den Ab-
stand zwischen dem ersten (untere Grenze) unemi@uartil (obere Linie), den sog. Interquartildabd, dar; die
Mittellinie in der Box bildet den Median ab, die tennen erstrecken sich vom Minimum bis zum Maxinaen
Verteilung (n=5)p>0,05 fur alle Gruppen.

Abb. 25 Nukleére Tyrosin-Phosphorylierung des STA&8h 15- oder 30-minitiger Inkubation mit OSM[30nf

im Vergleich zur mit Medium behandelten Kontrollgpe. (A) Die Western-Blot-Analyse der Phosphoryliey
erfolgte mittels gegen P-Y-STAT3 und Histon H3 gbteten Antikdrpern. (B) Die optische Dichte defyP-
STAT3-Banden wurde gegentiber Histon H3 normalisiBie berechneten Quotienten der Behandlungsgruppen
wurden zu denen der Kontrollgruppe ins Verhaltrésejzt. Die Darstellung der ermittelten Verhéalmissfolgt
mittels sog. Box-Plots: Die Box stellt den Abstaawdschen dem ersten (untere Grenze) und dritterrtQ (@bere
Linie), den sog. Interquartilsabstand, dar; dietdlinie in der Box bildet den Median ab, die Amen erstrecken
sich vom Minimum bis zum Maximum der Verteilung &)=*p<0,05, statistisch signifikanter Unterschied gegen-
Uber der Kontrolle.
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5.5 Effekt der Zytokine und des Ubichinons auf die Peaexpression Apopto-

se-regulierender Faktoren

Mittels Western Blottings wurden die Proteinexpi@ss-Anderungen von AIF, Bax, Sur-
vivin, BCL-2 und BCL-X im Anschluss an die Inkubati mit IL-6, OSM und Ubichinon analy-
siert. Die Explantate wurden fir sechs und 14 Standit IL-6 [30ng/ml], OSM [30ng/ml] und
Ubichinon [50ug/ml] inkubiert. Die optische Dichder Banden von AIF (67kDa), Bax (20kDa),
Survivin (16kDa), BCL-2 (26kDa) und BCL-X (26kDa)unden gegenuber der von 3-Aktin
(42kDa) normalisiert. Die erhaltenen Quotienten Belnandlungsgruppen wurden gegeniber der
der Kontrollgruppe, die jeweils Uber den gleichesitzaum mit Medium inkubiert worden war,
ins Verhaltnis gesetzt.

Bezuglich der AlF-Proteinexpression lie3 sich k&ine der Behandlungsgruppen ein
statistisch signifikanter Unterschied zur zugehé&mig<ontrolle ermitteln (Abb.26). Es deutete
sich lediglich der Trend an, dass die Werte deraBdhungsgruppen (IL-6 6h: Median=0,88,
IQR=0,57; OSM 6h: Median=0,61, IQR=0,51; Ubichin6h; Median=0,94, IQR=0,57; IL-6
14h: Median=0,72, IQR=0,80; OSM 14h: Median=0,8QR¥0,76; Ubichinon 14h; Medi-
an=0,23, IQR=0,75) gegenuber der Kontrolle (jewbdisdian=1, IQR=0) abnahmen (Abb.26).

Die Bax-Expression wies fir keine der Behandlungggen eine statistisch signifikante
Veranderung gegenuber der zugehorigen KontrollgAbib.27). Nach sechs Stunden zeichnete
sich der Trend ab, dass die Bax-Expression nacé Behandlung gegenuber der Kontrolle
(Median=1, IQR=0) zunahm (Median=1,30, IQR=1,013¢m OSM nahezu unverandert blieb
(Median=1,01, IQR=1,81) und nach Ubichinon abnaiedian=0,88, IQR=2,04). Nach 14
Stunden IL-6-Behandlung nahm die Expression gegandbr Kontrolle (Median=1, IQR=0)
Trend-maRig ab (Median=0,83, IQR=0,86) und bliebhn@SM- (Median=1,02, IQR=1,23) und
Ubichinon-Behandlung (Median=1,07, IQR=1,04) nahezverandert (Abb.27).

Durch die sechs- und 14-stiindige Inkubation mi6éI(6h: Median=1,27, IQR=2,04; 14h:
Median=1,33, IQR=1,99), OSM (6h: Median=1,56, IQREB 14h: Median=1,35, IQR=2,06)
und Ubichinon 6h: Median=1,98, IQR=4,60; 14h: Medi@,81, IQR=0,55) ergaben sich fur die
Survivin-Expression im Vergleich zur jeweiligen Kovlle keine statistisch signifikanten Unter-
schiede (Abb.28). Als Trend liel3 sich feststel@ass alle Behandlungen, bis auf die 14-stiindige
Ubichinon-Inkubation, zu einer Erh6hung des Sundlevels fihrten (Abb.28).

Hinsichtlich der BCL-2-Proteinexpression konntedee fiir die sechs-stindige (IL-6:
Median=0,99, IQR=0,75; OSM: Median=1,07, IQR=1,B%ichinon: Median=1,19, IQR=0,77),
noch fir die 14-stindige (IL-6: Median=1,08, IQR4G, OSM: Median=1,07, IQR=0,93;
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Ubichinon: Median=0,93, IQR=0,51) Inkubation eiatstisch signifikanter Unterschied gegen-
Uber der zugehorigen Kontrolle (jeweils Median=1QRE0) nachgewiesen werden (Abb.29).
Wahrend die IL-6- und OSM-Inkubation die Expresskaum beeinflusste, ergab sich fur die
Ubichinon-Behandlung nach sechs Stunden ein Austr@rid und fir die nach 14 Stunden ein
Abwartstrend (Abb.29).

Die BCL-X-Proteinexpression ergab innerhalb keider Behandlungsgruppen einen
statistisch signifikanten Unterschied gegenuberzigehdrigen Kontrolle (Abb.30). Es lie3en
sich lediglich folgende Trends feststellen: Die hestiindige IL-6 Inkubation (Median=1,04,
IQR=0,64) fuhrte zunachst zu keiner Anderung gebeniger Kontrolle (Median=1, IQR=0),
nach 14 Stunden (Median=1,16, IQR=0,43) zeigte siotAufwartstrend im Vergleich zur Kon-
trolle (Median=1, IQR=0); OSM fluhrte nach sechsngen (Median=0,89,IQR=1,91) zu einer
geringen Abnahme gegentber der Kontrolle (Median@R=0) und nach 14 Stunden (Medi-
an=1,02, IQR=0,26) zu keiner Veranderung gegendeerKontrolle; Ubichinon fuhrte nach
beiden Inkubationszeitrdumen (6h: Median=0,93, IQB%; 14h: Median=0,68, IQR=0,12) zu
einem Abwartstrend der BCL-X-Expression im Verdherur jeweiligen Kontrolle (Median=1,
IQR=0) (Abb.30).

Abb. 26 AlF-Proteinexpression nach 6- oder 14-stjerdIinkubation mit IL-6 [30ng/ml], OSM [30ng/ml]der
Ubichinon [50ug/ml] im Vergleich zur mit Medium badelten Kontrollgruppe. (A) Die Western-Blot-Ansdyder
Expression erfolgte mittels gegen AlF und R-Akterighteten Antikdrpern. (B) Die optische Dichte ABanden
wurden gegentiber 3-Aktin normalisiert. Die beretbmé&uotienten der Behandlungsgruppen wurden zerddar
Kontrollgruppe ins Verhdltnis gesetzt. Die Darsteti der ermittelten Verhéaltnisse erfolgt mittelg).sBox-Plots:
Die Box stellt den Abstand zwischen dem erstenef@nGrenze) und dritten Quartil (obere Linie), deg. Inter-
quartilsabstand, dar; die Mittellinie in der Boxdgit den Median ab, die Antennen erstrecken sich Minimum
bis zum Maximum der Verteilung (n=5)>0,05 fur alle Gruppen.
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Abb. 27 Bax-Proteinexpression nach 6- oder 14-sg@ndinkubation mit IL-6 [30ng/ml], OSM [30ng/ml]der
Ubichinon [50ug/ml] im Vergleich zur mit Medium badelten Kontrollgruppe. (A) Die Western-Blot-Ansdyder
Expression erfolgte mittels gegen AlF und R-Akterighteten Antikdrpern. (B) Die optische Dichte BBanden
wurden gegeniber [3-Aktin normalisiert. Die beretdim&uotienten der Behandlungsgruppen wurden zerddar
Kontrollgruppe ins Verhdltnis gesetzt. Die Darsteti der ermittelten Verhéaltnisse erfolgt mittelg).sBox-Plots:
Die Box stellt den Abstand zwischen dem ersteneg@nGrenze) und dritten Quatrtil (obere Linie), deg. Inter-
quartilsabstand, dar; die Mittellinie in der Boxdgt den Median ab, die Antennen erstrecken sich Minimum
bis zum Maximum der Verteilung (n=5)>0,05 fir alle Gruppen.

Abb. 28 Survivin-Proteinexpression nach 6- odestishdiger Inkubation mit IL-6 [30ng/ml], OSM [30mgl] oder
Ubichinon [50ug/ml] im Vergleich zur mit Medium badelten Kontrollgruppe. (A) Die Western-Blot-Ansdyder
Expression erfolgte mittels gegen AIF und R-Aktierighteten Antikérpern. (B) Die optische Dichte Buin-
Banden wurden gegeniber (3-Aktin normalisiert. Déeebhneten Quotienten der Behandlungsgruppen wurden
denen der Kontrollgruppe ins Verhaltnis gesetze Darstellung der ermittelten Verhaltnisse erfatgttels sog.
Box-Plots: Die Box stellt den Abstand zwischen densten (untere Grenze) und dritten Quartil (obenge), den
sog. Interquartilsabstand, dar; die Mittelliniedar Box bildet den Median ab, die Antennen erstackich vom
Minimum bis zum Maximum der Verteilung (n=40,05 fur alle Gruppen.
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Abb. 29 BCL-2-Proteinexpression nach 6- oder 1éditier Inkubation mit IL-6 [30ng/ml], OSM [30ng/méder
Ubichinon [50ug/ml] im Vergleich zur mit Medium badelten Kontrollgruppe. (A) Die Western-Blot-Ansdyder
Expression erfolgte mittels gegen AIF und 3-Aktarighteten Antikdrpern. (B) Die optische Dichte BEtBanden
wurden gegenuber 3-Aktin normalisiert. Die beretbmé&uotienten der Behandlungsgruppen wurden zerddar
Kontrollgruppe ins Verhdltnis gesetzt. Die Darsteti der ermittelten Verhaltnisse erfolgt mittelg.sBox-Plots:
Die Box stellt den Abstand zwischen dem erstenef@nGrenze) und dritten Quartil (obere Linie), deg. Inter-
quartilsabstand, dar; die Mittellinie in der Boxdgit den Median ab, die Antennen erstrecken sich Minimum
bis zum Maximum der Verteilung (n=5)>0,05 fur alle Gruppen.

Abb. 30 BCL-X-Proteinexpression nach 6- oder 1diger Inkubation mit IL-6 [30ng/ml], OSM [30ng/mdder
Ubichinon [50ug/ml] im Vergleich zur mit Medium badelten Kontrollgruppe. (A) Die Western-Blot-Ansdyder
Expression erfolgte mittels gegen AIF und (3-Aktierighteten Antikérpern. (B) Die optische Dichte B&E
Banden wurden gegeniber (3-Aktin normalisiert. Déeebhneten Quotienten der Behandlungsgruppen wurden
denen der Kontrollgruppe ins Verhaltnis gesetze Darstellung der ermittelten Verhaltnisse erfatgttels sog.
Box-Plots: Die Box stellt den Abstand zwischen densten (untere Grenze) und dritten Quartil (obénge), den
sog. Interquartilsabstand, dar; die Mittelliniedar Box bildet den Median ab, die Antennen erstackich vom
Minimum bis zum Maximum der Verteilung (n=%»0,05 fir alle Gruppen.
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6 Diskussion

6.1 Einleitung

Ziel der vorliegenden Arbeit war, zu ermitteln, 8DAT3 im OC einen Knotenpunkt der zel-
lularen Signalwege darstellt, ob es durch Agentike,unterschiedliche Wirkmechanismen nut-
zen, gleichermal3en induziert werden kann, welchiee FEX AT3 fiir die Morphologie wesentli-
cher Strukturen des OCs spielt, wie sich die Spieder verschiedenen STAT3-
Phosphorylierungsprodukte in unterschiedlichenkoefipartimenten im Anschluss an die Inku-
bation mit diversen Signalmolekilen verdndern ubhdlese Spiegelanderungen mit denen der
Apoptose-regulierenden Proteine in Zusammenhangtggeserden kann.

6.2 Limitationen der vorliegenden Arbeit

Bei dem verwendeten Modell handelt es sich um neaurgee Ratten, ihr Alter zum Zeit-
punkt der Gewebeentnahme lag zwischen drei undTéagén, das Horvermogen setzt aber erst
um den elften postnatalen Tag émWir arbeiten demzufolge mit einem unreifen Mod&iin
sich entwickelnder Organismus unterscheidet sictsititlich verschiedener Merkmale vom
adulten Organismus, diese Beobachtung wurde hitisitctdes OCs, zwar im Katzenmodell,
bereits 1878 vom Londoner Chirurgen Urban Pritchzsichrieberi. Dieser Sachverhalt limi-
tiert die Ubertragbarkeit unserer Ergebnisse aefefivachsene Ratte bzw. auf das ausgereifte
Innenohr. Dennoch weist dieses Modell Vorteile ali& dazu gefuhrt haben, dass wir es zur
Untersuchung unserer Fragestellung ausgewahlt hahdggrund der noch knorpeligen Kapsel
derCochleaist das Zielgewebe wesentlich besser zuganglathycth konnen die Folgen der bei
der Praparation unweigerlich entstehenden Gewele¢xengen reduziert werden. Im Rahmen
derin vitro Kultur des entnommenen Gewebes kénnen die Ausngdm der Anwesenheit aus-
gewahlter Substanzen ermittelt werden und auf den@age dieser Ergebnisse Protokolle fur
eine weitere Untersuchung im adulten Tiermodeltajet werdert®.

Dadurch, dass im Rahmen der Betrachtung der Repieigel&nderungen Lysate des ge-
samten OCs verwendet wurden, sind Aussagen Ubé@nderungen stets auf das OC als Ganzes,
als Gewebeverband, zu sehen und nicht als Vorgé@nigelividuellen Zelltypen dieses Verban-
des. Gleichzeitig liegt genau darin ein methodisdhateil: Die Kommunikation zwischen den
verschiedenen Zellklassen im Gewebeverband bligiren@ der Inkubation erhalten, was den
physiologischen Vorgangen vivo dhnlicher ist als die Betrachtung einer einzeldefart in
Zellkultur ohne interzellulare Kommunikation undnehdie sich daraus entwickelnden Phano-

mene'®.
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Ausgewahlte Zellarten wurden allerdings hinsicifitlihrer Morphologie untersucht. Ob-
wohl diese Analyse unter definierten Standardslgi€oist nicht sicher zu Uberprifen, ob eine
morphologisch als defekt kategorisierte Zelle,&eltdich auch funktionell defekt ist und vor al-
lem ob eine intakt erscheinende Zelle tatsachlimfingeschrankt inre Funktion erfillt. Das be-
grundet sich einerseits in einer nicht vollkommarszuschaltenden Rest-Abhangigkeit vom
Evaluierenden und andererseits in der fehlendenlibtigpit, im in vitro Modell Rickschltsse
auf die Funktionalitat der Haarzellen ziehen zuridim Wenn Noxen eine Zelle allerdings so-
weit schadigen, dass sie ihre strukturelle Intagmicht mehr wahren kann, liegt in der Regel
eine funktionseinschrdnkende Schadigung vor. Se#at diese Bedingung voraus, kbnnen mo-
dellhaft Schlussfolgerungen beziglich der Funkitymzogen werden. Fur das Phanomen der

Cisplatin-induzierten Ototoxizitéat ist dieses Vange weithin anerkannt.
6.3 Interpretation der Ergebnisse und Literaturvergldic

6.3.1 Effekte der Zytokine und des Ubichinons auf die &kturen des OCs im Rah-

men Cisplatin-induzierter Ototoxizitat

In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werdesssdIL-6, OSM und Ubichinon so-
wohl die inneren als auch die aufReren Haarzellemll@m Abschnitten de€Cochleastatistisch
signifikant vor Cisplatin-induzierter Ototoxizitd&thitzen konnten. Auch die Neuronenfortsatz-
Dichte erreichte Uber die gesamte SpannweiteGiehleain den mit den Protektiva prainku-
bierten und im Anschluss simultan mit Cisplatinublerten Explantaten statistisch signifikant
hohere Werte als in den mit Cisplatin behandeltegpldhtaten. Durch den STATS3-Inhibitor
WP1066 konnte der durch die Zytokine vermitteltetpktive Effekt aufgehoben werden, der
durch Ubichinon vermittelte Effekt hingegen nicht.

6.3.1.1 Zytokine der IL-6-Familie und ihr Effekt auf die Sukturen des OCs im Rahmen
Cisplatin-induzierter Ototoxizitat

Versucht man Schlussfolgerungen aus den Zytokimiteiten Effekten zu ziehen, muss
man sich zunachst genauer mit den beiden fir dielieader IL-6-Zytokine exemplarisch aus-
gewahlten Mediatoren beschéftigen. IL-6 ist dem izieér im klinischen Alltag &hnlich wie das
C-reaktive Protein und das Serum-Procalcitoninallam als Indikator und Parameter zum Mo-
nitoring eines,Systemic inflammatory response syndrom{&1RS) oder eines SIRS mit nach-
gewiesenem infektidsen Ursprung, der Sepsis, béRann

Tatsachlich ist IL-6 daran beteiligt, die fulminarKaskade eines SIRS in Gang zu set-

zen, allerdings muss es, um diesen Effekt zu vegmjtsystemisch im Serum zirkulieren. Die
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lokalen Effekte, die IL-6 ohne Ubertritt hoher Kemtrationen in den systemischen Kreislauf
auf ein Gewebe ausubt, unterschieden sich in Abpkeij des Gewebetyps, des Differenzie-
rungsgrads des Gewebes, der IL-6-Konzentrationehden Wirkungsdauer des Mediators auf
das Gewebe, deutlich von den systemisch induzigttezkten. Mitazaki et al. unterscheiden in
einer ihrer Arbeiten ebenfalls zwischen systemiscined lokal in ausgewéhlten Organen indu-
zierten Effekten: Das Ausmall akuten Nierenversagens Anschluss an Cisplatin-
Administration wurde zwischen IL-6-Knock-out-Mausend dem Wildtyp verglicheff. In den
Knock-out Mausen zeigten sich lokal in der Nierestérkt inflammatorische Prozesse, im Ver-
gleich systemisch jedoch weniger stark ausgeprigl@mmtorische Prozess¥. Diese Be-
obachtung geht damit einher, dass bei fehlendetdkutes Nierenversagen seltener auftrat, die
Gesamtiiberlebensrate der Mause allerdings im Wildisher war®. Man kann also deutlich
schlussfolgern, dass sich die lokalen IL-6-Effetttechaus von den systemisch vermittelten Ef-
fekten unterscheiden. In diesem Zusammenhang mhesfadls die Rolle der infiltrierenden
Leukozyten diskutiert werden: Man kénnte anmerldass die Reduktion der Nephrotoxizitat
bei fehlendem IL-6 durch die reduzierte Infiltratinit Leukozyten vermittelt wurde. Mitazaki
et al. beschreiben allerdings, dass sie IL-6 vie@naim tubularen Epithel der Nieren nachweisen
konnten und weniger in den invadierenden Neutrephif. Wir kénnen schlussfolgern, dass
durch die systemische Cisplatin-Zirkulation im Qrganus als Ganzem verglichen mit ver-
schiedenen Organen unterschiedliche Effekte erwietden. Setzt man voraus, dass Cisplatin
IL-6-vermittelte Signalwege induziert, kénnte eilokale Prainkubation mit IL-6 die Effekte
durch die anschlie3end durch Cisplatin angeregtehhypothetisch tber IL-6 vermittelten Sig-
nalwege, auf das préainkubierte Gewebe begrenztuheoen. Im Gegensatz zur vorliegenden
Arbeit applizierten Mitazaki und Kollegen das Cegpt intraperitoneal systemisch und niaint
vitro. Ein sich an die vorliegende Arbeit anschlie3emddeitsschritt ware demnach, das poten-
tielle Protektivumin vivo lokal und Cisplatin systemisch zu applizieren. #@te Organe wirde
sich aus diesem Versuchsaufbau die technische 8obkeit ergeben, ein Reagenz streng lokal
begrenzt zu applizieren. Hier stellt das Innenohe &esonderheit dar: Mit Hilfe transtympani-
scher Injektionen ist es maglich, Wirkstoffe in dasenohr einzubringen, wo sie lokal begrenzt
ihre Wirkung vermittelr?" > *® Da das Innenohr aufgrund seiner Anatomie eingregtenzten
Raum darstellt, konnen lokal hohe Wirkstoffpegeemht werden, ohne dass systemisch gestei-
gerte Spiegel erreicht werdénDas ist vor allem beziiglich des hier verwendéestektivums
glnstig, da IL-6 systemisch wie oben bereits erw#@emeralisierte inflammatorische Prozesse
induzieren kann. Bedingt durch diese Abgeschlosseikann zudem eine lokale Protektion er-

reicht werden, ohne die systemische, therapeutig¢ineung des Cisplatins abzuschwacHen
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Durch diesen Applikationsweg konnten die durch Rybkal. zusammengestellten Anforderun-
gen an ein Otoprotektivum erfullt werden: Das Putweim ware lokal ungiftig, es konnten hohe
Konzentrationen im Innenohr erreicht werden undfaiins systemsicher zytostatischer Effekt
wiirde nicht reduziert werdéen’.

Die Beziehung zwischen IL-6 vermittelten Signaleegind Cisplatin-induzierter Ototo-
xizitdt im Innenohr wurde bereits von anderen Agguppen untersucht, zum Teil auch mit
Ergebnissen, die unseren Beobachtungen auf desndsick widersprechen. Kim et al. unter-
suchten den Einfluss von Cisplatin auf das vesiiflguSystemn vivo undin vitro: Zum Einen
injizierten sie Mausen Cisplatin intraperitoneatumtersuchten die Folgen, zum Anderen wur-
den immortalisierte, bipotente, utrikulare ZelldhB{UE-1), die sich in vestibuléare Stutz- und
Haarzellen entwickeln kénnen, fiir 24 Stunden mip@itin behandef®. Im Anschluss an die
Inkubation beobachteten die Autoren eine gestadexpression und Sekretion der sogenannten
~proinflammatorischen Zytokine* TNF, IL-1 und IL-6 in vitro und in vivo, dariber hinaus
beschrieben sie eine erhthte BFEXpression und nukleéare Translokation sowie ce@lch-
tung, dass die Zytokine nicht nur aus invadierendaukozyten stammen, sondern auch aus den
Gewebe-eigenen Stiitz- und vestibularen HaarzéMleSo et al. verwendeten ebenfalls sowohl
einin vitro Modell als auch eiim vivo Modell: HEI-OC-Zellen wurden mit Cisplatin behaitde
dabei handelt es sich um immortalisierte, audithsHaarzell-Marker-exprimierende Zellgh
AulRerdem wurde Ratten Cisplatin intraperitonealiajgot und entnommenes cochledres Gewe-
be sowie ihr Serum analysiéft In vivo wurde ein Anstieg der mRNA-Level der ,proinflamma-
torischen Zytokine* im Serum und in d@ochleaebeschrieben, dieser Anstieg konnte durch die
Inkubation mit einem TNFInhibitor (Etanercept) vermindert werden,vivo konnte die durch
Cisplatin-induzierte Schadigung der Zellen durctnaiperitoneale Applikation dieses Inhibitors
reduziert werder?®. In vivo zeigte sich der TNFAnstieg im Anschluss an die Inkubation mit
Cisplatin vor allem im Spiralligament, im Spirallms und im OC, die NB-Expression wurde
im OC, im Spiralligament und in d&tria vascularisinduziert, in vitro erfolgte die Steigerung
der IL-6-, TNF -, IL-1 -Expression unabhangig von den Anderungen der miEXgression,
was filr vorexistierende Speicher dieser Zytokirméchp?®®. Die Autoren beschrieben zudem eine
erhohte nukledare Translokation von NB=in den Nukleus, nachdem HEI-OC-Zellen mit den
Zytokinen behandelt wurdefi. Beide Arbeitsgruppe zitieren die Arbeiten von Rammet al., in
der die Autoren beschreiben, dass Cisplativivo unter der Induktion von TNF TGF , RAN-
TES, MIP-2, MCD-4, ICAM und IL-1 zu schwerem Nierenversagen fuhrt, und die von Mash
et al., in deren Rahmen gezeigt wurde, dassndigtro Behandlung von einer Spiralligament-
Fibrozyten-Zelllinie mit IL-1 und TNF die Expression von IL-6, TNF MCP-1, KC, MIP-2,
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SICAM und VEGF induzierte, was, den Schlussfolggamder Autoren zufolgen vivo zur
Inflammation und Dysfunktion der Fibrozyten unddia@th zu cochledren Funktionsstérungen
fuhren kénnté”*®  Um die Diskrepanzen zu den Ergebnissen diesbeifen und der hier
vorliegenden zu erklaren, muss man zunachst dehaatisthen Aufbau analysieren. In der vor-
liegenden Arbeit wurden die Prozesse in einem Gevietplantat untersucht. Es handelt sich
um in vitro Experimente, jedoch bleibt die Kommunikation urden verschiedenen Zelltypen
im Gewebeverband erhalten. Bis auf die Arbeit vamish et al. leiten sich die Ergebnisse der
anderen Arbeiten zumindest teilweise aus Experiemean immortalisierten Zelllinien ab. Die
den vestibularen und cochlearen Haarzellen ahmic&w®dilinien unterschieden sich allein schon
durch ihre Immortalitat in verschiedenen Signalwegen ihren im eigentlichen Gewebe lokali-
sierten Vorbildern. Gerade Apoptose-vermittelnderothemmende Signalwege spielen fir die
Induktion oder Hemmung der Ototoxizitat eine mafkighb Rolle und kénnen sich in Zelllinien
grundlegend von post-mitotischen Haarzellenvivo und im Gewebeverbanith vitro unter-
scheiden. Dieser mdgliche Unterschied wird dadweaischéarft, dass eine Zelle im Gewebever-
band stets in interzellularer Kommunikation zu dengebenden Zellen steht, durch beispiels-
weise in den verschiedenen Stitzzellen und Spimglgazellen induzierte Effekte kdnnen
Haarzellen parakrin beeinflusst werden. So steBditzzellen neben Bausteinen des Gewebes
auch Vermittler des Uberlebens, der Funktion, Défeierung, Apoptose und Phagozytose der
Haarzellen dar und sind zudem am Uberleben deel§pinglionneuronen beteiligt. Die Rolle

der Stitzzellen im OC ahnelt der der Gliazellenzientralen Nervensystem, die beispielsweise
fur trophischen Support sorgen und Glutamat nagmndhilbertragung aus dem synaptischen
Spalt schleuser. Dariiber hinaus geht man davon aus, dass die &learzvermittelt von ERK-
Signalwegen in den Stitzzellen, Uber etwaige Sgo@di kommunizieren und gemeinsam den
Weg der Apoptose einschlag&h Auch Raphael et al. schildern die tragende RigleStiitzzel-
len im Rahmen von Regeneration und Verteidigungegeagxische Einfliisse: So bilden Stiitz-
zellen am Sitz der zugrunde gegangenen Haarzeléehed, die die entstandene Licke versie-
geln und damit eine Vermischung der funktionsret¢ea Flissigkeitskompartimente verhindern
% Die Autoren fiihren weiterhin aus, dass Makrophaggch Lasionen nur sporadisch im OC zu
beobachten sind, dass Stitzzellen ihre Rolle teslvébernehmen und es sich bei den durch
Phagozyten und Stitzzellen induzierten inflammatben Prozessen um Mechanismen der Re-
generation handelt, die, wenn sie aus der Balaacaten, aber auch schéadigende Effekte erzie-
len konnen™. In einer Zelllinie kénnen diese Effekte, die d&gebnis eines komplexen Netz-
werks von Signalwegen verschiedener Zellen daestehur bedingt beobachtet werden, was

Diskrepanzen zu Beobachtungen in Gewebe-Explantatglicherweise erklart.
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Weitere Abweichungen zu den vorliegenden Ergebnidassen sich teilweise dadurch
erklaren, dass nicht die Auswirkungen des IL-6imllgetrachtet worden ist. Wenn IL-6 unter-
sucht wurde, dann stets im Zusammenhang mit deeg8ginderungen verschiedener Zytokin-
Gemische®’. Wirken verschiedene Zytokine gleichzeitig aufeeifielle, beeinflussen sich die
induzierten Signalwege gegenseitig und der beobeeliffekt ist ein Ergebnis dieses Wechsel-
spiels. Die Ergebnisse kdnnen sich folglich durehaon denen unterscheiden, die wir im Rah-
men der lokalen Inkubation mit einem einzelnen Kitdeobachten.

So et al. betrachten hingegen TNgenauer: Die HEI-OC-Zellen wurden vor der Cispla-
tin-Behandlung mit Antikérpern gegen TNFIL-1 und IL-6 behandelt, nur durch die TNF
Blockade konnten die Zellen vor Toxizitat geschinetden,n vivowurde simultan zur intrape-
ritonealen Cisplatin-Applikation Etanercept intreifmneal injiziert?®. Durch diese Applikation
konnte der Serumanstieg der ,proinflammatorischemokdne” verhindert werden und die
Apoptose in derCochleareduziert werden. Cisplatin-induzierte, cochle&ehaden wurden
demzufolge hinsichtlich ihrer Abh&ngigkeit von TNntersucht und nicht hinsichtlich ihrer
Abhangigkeit von IL-6.

Dartber hinaus ist die Wirkung von TNFurch die intraperitoneale Applikation von
Etanercept systemisch aufgehoben wordeRine systemische Inhibition beeinflusst die Homé-
ostase des Immunsystems systemisch, beispielswaiseh ein verandertes Gewebe-
Invasionsverhalten der Leukozyten. Es ist durchmdglich, dass indirekt als Folge dieser ver-
anderten Balance induzierte Prozesse zu den beaebahErgebnissen fiihren und die Diskre-
panz zu den Ergebnissen der vorliegenden ArbeitRahmen derer die Zytokin-Applikation
lokal erfolgte, erklaren.

Fur OSM konnte ein sehr ahnliches Protektionsplmdschrieben werden, was auf die
enge Verwandtschaft der beiden Zytokine zurlckawfiilsein konnte. IL-6 und OSM weisen
wie ihre direkten Verwandten LIF, CNTF und CT-1 issharke funktionelle und strukturelle
Ahnlichkeiten zueinander auf und weisen starke IRéea und Uberlappungen hinsichtlich inrer
Funktion auf®’. Die funktionelle Redundanz der beiden Zytokingiler sich moglicherweise
daraus, dass sie beide mit Hilfe der gp130-Rezeptereinheit intrazellulare Signalwege indu-
zieren®. Gp130 wird allgegenwartig exprimiert und ist Besiteil des Signal-vermittelnden
Rezeptorkomplexes verschiedener ZytokfheBekannt geworden ist gp130 vor allem durch
seine Expression im hdmatopoietischen System, kakier auch auf anderen Zelltypen expri-
miert, wobei das AusmaR der Expression vom Aktivigszustand der Zelle abhangen kahn
Fehlendes gp130 fiihrte bei Mausen zum bereits emhbtgintretenden Tod und defektes gp130
zu hamatopoietischen, kardialen, neurologischepatischen, pulmonalen und immunologi-
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schen Funktionsdefektéh

Im Rahmen der Literaturrecherche dieser Arbeitrken fir OSM im Gegensatz zu IL-6
noch keine Daten zur Rolle dieses Zytokins im lmierngefunden werden. Xia et al. konnten
allerdings im Rahmen détetinitis pigmentosaeiner spontanen oder genetisch bedingten Dege-
neration der Photorezeptoren des Auges mit charstiseh fortschreitendem Sehverlust, durch
OSM vermitteltes protektives Potential nachweiderOSM schiitzte sowohl Zapfen als auch
Stabchen, wobei die Protektion Gber die umliegerMater-Zellen, die ,Gliazellen® des Auges,
und einen Anstieg der STAT3-Aktivierung in diesegll@n vermittelt wurdé™. Wie in der vor-
liegenden Arbeit beziehen sich die Autoren aufitierlappenden Funktionen der verschiedenen
IL-6-Familie-Zytokinen und zitieren eine Arbeit, der gezeigt werden konnte, dass CNTF und
LIF, zwei weitere Vertreter dieser Familie, einelige Rolle im Rahmen der Regeneration von
Axonen der retinalen Ganglienzellen spiefénVerletzt man im Vorfeld eineNervus opticus
Schadigung die Linse oder behandelt das Auge nmtadan, so entwickeln die Axone ein rege-
neratives Potenzial, die Autoren konnten zeigess dieser Prozess durch CNTF und LIF ver-
mittelt wird, dass bei Ausschaltung eines Zytokilas andere den Effekt vermitteln kann und
dass der Effekt bei gleichzeitiger Blockade beiflgtokine nicht auftraf? Diese Beobachtun-
gen stutzen zum Einen die oben ausgefuhrte Erldafiindas parallele Protektionsmuster der
beiden Zytokine, betonen die mdgliche BedeutungS3tétzzellen im Umfeld der eigentlichen
Sinnesorgane fur die Vermittlung der Protektion aoch Anderen geben sie den Anreiz fir wei-
tere Untersuchungen: Wir wahlten IL-6 aus den inEaleitung erwahnten Grinden aus und
OSM aufgrund der hohen Expression seines Rezejptolrsnenohr, in anschlieRenden Arbeiten
gilt es zu uberpriufen, ob es sich bei der beobsamtBrotektion um einen Effekt handelt, der
auch fur weitere Mitglieder der IL-6-Zytokin-Fan@loder eventuell sogar fir die gesamte Fami-
lie charakteristisch ist. Vor allem fur LIF beobsetle Effekte lassen sich mit hoherer Wahr-
scheinlichkeit auch fir OSM nachweisen, da beid®kige sehr eng miteinander verwandt sind
und OSM seine Wirkung im Menschen beispielsweisshaiber den aus dem LIF-R und gp130
formierten Rezeptor induzieren katin

Die Zytokine der IL-6-Zytokinfamilie werden wiergjangs beschrieben auch als ,Neu-
rokine" bezeichnet, ihr protektives Potential imrEnsystem wurde bereits weitaus umfangrei-
cher untersucht als das im Innenéfr*2 Auch in der vorliegenden Arbeit konnte fiir IL4® i
medialen und fir OSM im apikalen und basalen Abgtlles OCs eine statistisch signifikant
erhohte Neuronenfortsatz-Dichte im Vergleich zuteial und ohne IL-6- oder OSM-
Prainkubation mit Cisplatin behandelten Gruppe besben werden. Gp130-induzierte Signal-
wege scheinen fir die Vermittlung der Neuroprotektausschlaggebend zu sein: Uber das akti-
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vierte gp130 werden verschiedene Signalwege induzider JAK/STAT3-, Ras/MAPK- und
der PI3K/Akt-Weg'. Mit Hilfe des Einsatzes verschiedener Kinase#itbien in PC12-Zellen,
konnten dem PI3K-Weg mal3gebliche, dem JAK/STAT3-Wedngere und dem MAPK-Weg
untergeordnete neuroprotektive Bedeutung zugeondeeden'®. Da beide in der vorliegenden
Arbeit verwendeten Zytokine ihre Wirkung mit Hiléees gp130 induzieren, konnte die den Zy-
tokinen gemeine Nutzung des gp130 das ahnliche WWggprofil von OSM und IL-6 erklaren.
Auffallig ist allerdings, dass die beiden Zytokijgsveils in unterschiedlichen Abschnitten des
OCs eine statistisch signifikante Protektion efrea. Das erklart sich moglicherweise dadurch,
dass das jeweilige Zytokin in unterschiedlichem Bdig sich anschlieRenden Signalwege indu-
ziert und sich aus der Balance der verschiedengmaBvege unterschiedliche Effekte ergeben.
Daruiber hinaus kdnnen sich die unterschiedlicheteRtionsmuster auch anhand des besonde-
ren Zustands, in dem sich die Neuronenfortsatzeernn Zeitpunkt der Gewebeentnahme befin-
den, begrinden lassen. Kontakte zwischen HaarzetldrSpiralganglioneuronen bilden sich in
den Modellen der Maus und der Ratte bereits emlalyaas und werden erst mit Einsetzen des
Horens feinmoduliert, um das Uberleben bis dahisizhern, reicht minimale Haarzellaktivitat
aus®®. Die Dichte, mit der die Haarzellen innerviert den, hangt direkt mit der Tonotopie der
Cochleazusammen: Medial, wo die fir die Kommunikation betdeutsamsten Frequenzen ver-
arbeitet werden, besteht eine héhere Innervatiohszlals apikal und bas¥l Diese Ausreifung
der Tonotopie wird maf3geblich von sogenannten Neapbinen vermittelt, die besonders in der
Entwicklung des OCs exprimiert werd@nBesonders wichtig sind die beiden Vertreter BDNF
und NT3, NT3 wird von apikal nach basal in abstedgr Starke exprimiert, fur BDNF verhalt
es sich umgekehrt, ihr Verhaltnis zueinander b&esst die Ausbildung der charakteristischen
Verteilung der synaptischen KontaKteDie Balance, die NT3 und BDNF miteinander aushild
kann durch die Inkubation mit Zytokinen modulierendten®. So ist es beispielsweise vorstell-
bar, dass OSM und IL-6 auf unterschiedliche Art Mgise sowie in unterschiedlichem Umfang
in das Neurotrophin-Gleichgewicht eingreifen oder ekerschiedenen Neurotrophine entlang der
Cochleaeine unterschiedliche Sensibilitat gegenuber daden Zytokinen erzeugen und sich
das differierende Protektionsmuster daraus ergitiition et al. konnten im Modell der Kultur
explantierter Spiralganglionneuronen protektiveteRial fur LIF, CNTF und OSM nachweisen,
fur IL-6 hingegen nicht®. Die Autoren beobachteten ebenfalls ein differides Protektionspro-

fil der verschiedenen Zytokine - Diskrepanzen zonliggenden Arbeit ergeben sich mdglicher-
weise daraus, dass Whitlon und Kollegen die Sparad¢jonneuronen neugeborenener Mause
zunachst aus dem Gewebe dissoziierten und danresépéivierten®®. Die vorliegenden Be-

obachtungen zum neuroprotektiven Potential derkigeostehen im Einklang mit verschiedenen
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Arbeiten aus der neurologischen Forschung, so konHiatt et al. fir IL-6 und LIF eine mali3-
gebliche Rolle in der Regeneration von Axonen ins&mnuss an deren Durchtrennung beschrei-
ben und Callizot et al. beschrieben im Modell dett® eine durch IL-6-induzierte Reduktion
Cisplatin-vermittelter NeurotoxizitZf®® Andererseits ist IL-6 auch in die Entstehung ofeies-
dener neurologischer Krankheiten, wie der dissesriein Enzephalitis, involviert, wobei es sei-
ne Wirkung hier vor allem im Zusammenspiel mit TGMd vermittelt Uber das Verhaltnis ver-
schiedener T-Lymphozyten zueinander und nicht eilgedner Inkubationszusatz - wie in der
vorliegenden Arbeit - erreicHt. Dariiber hinaus hangt die durch Zytokine im Nesystem
erreichte Wirkung, wie bereits von Wang et al. besben, von der erreichten IL-6-
Konzentration und der bestehenden, beispielsweai@mmatorischen Vorschadigung des Ge-
webes a§*.

Es ist zusammenfassend zusatzlich davon auszugelasas die Neuriten der Spiral-
ganglionneurone und die Haarzellen miteinander kammweren, vor allem in dem sich noch
entwickelnden Zustand, in dem das OC explantiendeuund sich in den durch die Zytokine

vermittelten Wirkungen gegenseitig beeinflussen.

6.3.1.2 Ubichinon und sein Effekt auf die Strukturen des GCim Rahmen Cisplatin-
induzierter Ototoxizitat

Dass Cisplatin seine ototoxische Wirkung tber DNéddAkte vermittelt, ist weithin be-
kannt und wurde eingangs bereits erlautert. Umimlider vorliegenden Arbeit beschriebene,
durch Ubichinon vermittelte Oto- und Neuroprotehtidiskutieren und verstehen zu kbénnen,
muss man sich mit den weiteren zahlreichen Promdssschaftigen, die Cisplatin in einer Zelle
auslost. In vielen Arbeiten wird ein Zusammenhamgsehen ansteigenden ROS-Pegeln und
Cisplatin induzierter Toxizitat beschrieben. Fehééte oder geschadigte DNA wird normaler-
weise durch das Nukleotid-Exzisions-ReparatursysiemZelle erkannt und Fehler werden be-
hoben, die durch Cisplatin induzierte Formanderaieg DNA lockt allerdings sogenannte
»High-mobility-group”- (HMG-) Proteine an, die eine hohe Affinitdt zu @iesStrukturen auf-
weisen, sich an diese anlagern und von den Mediatder Reparationsmechanismen abschir-
men '°. Durch die fehlende Reparatur werden Replikatiod Wranskription gestért, was die
Toxizitat des Cisplatins gegentber sich schndiénelen Zellen wie Tumorzellen und stark Pro-
tein-produzierenden Zellen wie Neuronen erki&®> Als Folge filhren diese Prozesse, zum Teil
iber den Anstieg von ROS, zur Apoptose-Einleitth§d® Dartiber hinaus ist Cisplatin auch in
der Lage, den ROS-Spiegel indirekt zu erh6hen:dfaubt die Zelle ihrer antioxidativen Vertei-

digungsmechanismenEs bindet direkt an die Schwefelwasserstoffgrapplée fiir die Wirkung
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der Antioxidantien ausschlaggebend sind, es redutie Kupfer- und Zinkvorkommen der Zel-
len - beide Metalle stellen wichtige Kofaktoreniaridativer Enzyme dar - und vermindert den
NADPH-Spiegel mit derselben Folde Beriicksichtigt man diesen Einfluss des Cisplasing
die Zelle, liegt es nahe, den in dieser Arbeit hesbenen oto- und neuroprotektiven Effekt des
Ubichinons dadurch zu erklaren, dass den Zelleregidhter Anteil an Antioxidantien zur Ver-
fugung steht, um dem Einfluss des Cisplatins ertgery wirken. Menke et al. konnten nach-
weisen, dass durch eine Prainkubation mit Ubichidorderungen des mitochondrialen Potenti-
als, die durch Rotenon, einen Inhibitor der Atmkegte, induziert wurden, signifikant vermin-
dert werden konnten und damit die durch mitochaieriPotentialanderungen vermittelte
Apoptose-Induktion verhindert werden konfite

Diskutiert man Auswirkungen einer Behandlung miii¢hinon, so muss zweifelsohne
auch die Rolle der Mitochondrien im Zusammenhanigdai beobachteten Otoprotektion disku-
tiert werden. Mitochondriale Funktionsstérungen aegr schon lange mit Stérungen des audito-
rischen Systems in Verbindung gebracht, sowohlemitorbenen als auch mit angeborenen, und
sind auch direkt als Ausldser von Haarzell-Dysfiotktbeschrieben wordeft' "2 Angeborene
Horstérungen gehen beispielsweise mit Mutationennaiégochondrialen DNA einher; erworbe-
ner, Larm-induzierter, sensorineuraler Horverlssimit Glutamat-vermittelter Toxizitat, sinken-
den Glutathion- und steigenden ROS-Spiegeln veligebaftet und Presbyakusis neben anderen
mitochondrialen Faktoren auch mit akkumulierendétochondrialen DNA Mutationef'. Das
OC ist aufgrund mitochondrialer Kernkompetenzen dee Energiebereitstellung, der Regulati-
on des intrazellularen Kalzium-Spiegels und der- prod antiapoptotischen Signalwege auf
funktionstiichtige Mitochondrien angewies&n’’ Funktionstiichtige Mitochondrien sind wiede-
rum auf Ubichinon als Bestandteil der Atmungsketted damit des mitochondrialen Metabolis-
mus angewieserr. Ein Teil der Cisplatin-Wirkung wird auch direktBehinderung des mito-
chondrialen Metabolismus zugeschrieben, so redez@splatin beispielsweise die Menge
schitzender Antioxidation im mitochondrialen Zwisnomembranraum und hemme die mito-
chondriale Respiratioff. Eine mogliche Erklarung fir die in dieser Arbeiiobachteten Effekte
ware demzufolge auch, dass die Mitochondrien ddreHnkubation mit Ubichinon diese antio-
xidative Schutzschicht anreichern kénnen und dimukigskette wahrend des Zeitraums der
Prainkubation mit Ubichinon in Abwesenheit des @Gi8ps gegentber seines toxischen Einflus-
ses gewappnet wird. Rosenfeldt et al. konnten &iir lderzmuskel eine durch Ubichinon indu-
zierte Effektivierung der Atmungskette beschreiben

Alterungsprozesse werden in Zusammenhang mit #&&urulation von Mutationen in

der mitochondrialen DNA gebracht, parallel dazu minder Ubichinon-Spiegel mit dem Alter
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sukzessive aB’. Auch firr aus cochledrem Gewebe von Mausen, thesakedingte Horverluste
aufwiesen, isolierte, mitochondriale DNA ist ein shieg von Mutationen beschrieben und fur
den Menschen ist ein Zusammenhang zwischen deinghaitfder Mutationen und dem Schwe-
regrad der Presbyakusis gezeigt wortferes konnte gezeigt werden, dass nur etwa ein Rroze
des in Zellen akkumulierten Cisplatins an nukleBi¢A gebunden vorliegt, fur Cisplatin ist
weiterhin beschrieben worden, dass es mitochomdD&IA mit hbherer Affinitat bindet als nuk-
leare’®. Dartiber hinaus wurde fiir Zellen, in denen dieontibndriale DNA nicht vorlag, eine
Resistenz gegenuber Cisplatin nachgewiesen, inlaetien Zellen konnte durch Cisplatin hin-
gegen Apoptose induziert werdéh Die Cisplatin-Bindung an mitochondriale DNA vesacht
eine verminderte Expression antioxidativer Protalee Mitochondriums und erhéht damit die
Wahrscheinlichkeit der Apoptose-Einleitufiyj Die durch Cisplatin induzierte Schadigung der
Haarzellen und die Abnahme der Dichte der neuronBtatsatze als Modell des Zustands der
Spiralganglien, die in dieser Arbeit gezeigt wurtleruht moglicherweise auf den Folgen der
Schadigung der mitochondrialen DNA. Die Prainkulyatmit Ubichinon wappnet die Mito-
chondrien mdglicherweise vor den in der Folge d@aplatin induzierten Prozessen.insi-
lico Analysen und Arbeiten in murinen Zelllinien istdaim gezeigt worden, dass Ubichinon
auch an der Transkriptionsinduktion verschiedenenesbeteiligt ist*”* Demzufolge ist es
denkbar, dass durch die Ubichinon induzierte Trapskn und anschlielRende Translation Pro-
teine exprimiert werden, die den durch Cisplatoiumierten Prozessen in Haarzellen und Neuro-
nen entgegenwirken und die beobachtete Protekaomitteln, das wiederum wirde die Bedeut-
samkeit der Prainkubation ohne die Anwesenheit®isplatin unterstreichen.

Das Zusammenspiel der moglichen durch Ubichinamiteelten Protektionsmechanis-
men scheint fur die Aufrechterhaltung der Dichte deuronalen Fortsatze besonders effektiv
abzulaufen: Fir alle drei Abschnitte deochleakonnten in den mit Ubichinon prainkubierten
und im Anschluss gegenuber Cisplatin exponierteplditaten ahnliche Mediane der Dichte der
neuronalen Fortsatze erreicht werden wie in deridixaten der Kontrollgruppe, wobei die Dif-
ferenz zur Kontrollgruppe von apikal nach basalatum. Dieses Phanomen liel3 sich fir beide
Haarzelltypen hingegen nicht beschreiben. Cispktireint den Metabolismus und dagnaling
in Neuronen an einem Punkt empfindlich zu schadigem sich durch die Prainkubation mit
Ubichinon als besonders modulierbar zeigt. Denk$tardass die Neuronen besonders anfallig
fur die auf die Mitochondrien bezogene Cisplatim&tigung sind, da der reibungslose Ablauf
des Proteintransports entlang der Auslaufer viergie verbraucht und deshalb ohne einen un-
gestérten mitochondrialen Stoffwechsel nicht gevastet werden kann, was sich letztlich in

den morphologischen Schaden auf3ert. Die Préainkarbatit Ubichinon wirkt diesen Schaden
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anscheinend durch die Stabilisierung der Atmungsketd eventuell zusatzlich durch die ver-
anderte Expression antioxidativer Enzyme sehr g¥fedntgegen. Dabei ist anzumerken, dass
der Verlust an Fortsatzen der Neuronen nicht immierdem Zellverlust gleichgesetzt werden
kann, sondern auch auf Stérungen zellularer Tratrgchanismen beruhen kaffh Der beo-
bachtete Effekt wird moéglicherweise noch dadurctepoiert, dass sich die Neuronen zu dem
Entnahmezeitpunkt des Gewebes noch im Differenagsstadium befinden: Direkt postnatal
findet eine Steigerung der Anzahl der afferentenapgen an den inneren Haarzellen statt, die
Reifung der afferenten Synapsen dauert postnatail lziw drei Wochen, an P5 und P6 bestehen
zwischen den &ul3eren Haarzellen und den Neuritesuge viele synaptische Kontakte wie zwi-
schen den Neuriten und den inneren Haarzellenderitweiteren Ausreifung reduzieren sich
diese Kontakte, dieser Prozess geht mit ApoptoseNauriten-Riickzug einhé&f. Die Inkubati-

on des Gewebes mit Ubichinon in dieser sensiblawigklungsphase scheint die Neuronen vor
der Induktion apoptotischer Prozesse zu schutzess. dieser Schlussfolgerung ergeben sich
auch aul3erhalb der Ototoxizitatsforschung sehraasante weitere Fragestellungen, mit Hilfe
derer die Entwicklung und Differenzierung des anriichen Systems genauer verstanden wer-
den konnte. Protektive Auswirkungen des Ubichinaasdas Horvermégen wurden bereits von
anderen Autoren beschrieben: So zeigten Fetoni,etass die systemische und durch intratym-
panale Injektion gewahrleistete lokale Administratvon ,Q-ter”, einem ebenfalls wasserl6sli-
chen Ubichinonderivat, bei Ratten, die gegenubestidgchen Traumata exponiert wurden, die
Anzeichen von Haarzell-Apoptose reduzierte, dasrldben von Haarzellen erhohte, oxidativen
Stress reduzierte und die BERA-Schwelle reduzi€ttdie Autoren betonen den Vorteil der
lokalen Administration im auditorischen System,egin/orteil, der auch im Zusammenhang mit
den Ergebnissen der vorliegenden Arbeit unterstriclverden muss. Aber auch in einem dem
OC ahnlichen Organ, der Niere, konnte das AusmalCaplatin-induzierten Nephrotoxizitat
durch die systemische Behandlung mit Ubichinon,irfoeend einen Tag vor und endend am
sechsten Tag nach der Cisplatin-Applikation, dehtlieduziert werder®, die Autoren verwei-
sen wie in der vorliegenden Arbeit darauf, dasshilwbichinon die Expression oxidativer En-
zyme gesenkt und die antioxidativer Enzyme gesteiyed und die ROS-Spiegel reduziert
werden koénnef’®>.  Ob Ubichinon in Zukunft tatsachlich als Proteltn gegenuber Cisplatin
eingesetzt werden kann, oder sich wie der Radikgéé Amifostin in klinischen Studien als
nicht ausreichend wirksam erweist, gilt es zunaéhsh vivo Studien zu untersucheh Da
Ubichinon jedoch auf variableren Ebenen als der Riadikalfangers seine Wirkung entfalten

kann, ist es mdglich, dass anschliel3ende Untersgeimuerfolgreich ausfallen werden.
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6.3.1.3 Die Rolle des STAT3 im Rahmen der beobachtetenldtrcellen Effekte

Um die Funktion, die STAT3 in der Vermittlung dexdbachteten Effekte spielt, zu iden-
tifizieren und zu analysieren, wurden die vor desplatin-Behandlung mit IL-6, OSM und
Ubichinon inkubierten Gruppen mit Explantaten vietggn, die simultan mit einen STAT3-
Inhibitor und den mdglichen Protektiva behandeltdem waren. Es zeigte sich, dass die durch
die Zytokine erreichten protektiven Effekte durca parallele Inkubation mit dem Inhibitor auf-
gehoben wurden und keine statistisch signifikamtgdRtion gegentber Cisplatin erreicht wurde,
die ohne die Behandlung mit dem Inhibitor jedocproeuziert werden konnte. Dieser Effekt
zeigte sich bezuglich beider Haarzelltypen, ledhglitir die Dichten der apikalen Neuronenfort-
satze wurde gegeniber Cisplatin durch IL-6 in Aremé®it des Inhibitors eine Protektion er-
reicht, jedoch eine signifikant geringere als inn&isenheit des Inhibitors. Die durch Ubichinon
erreichte Protektion gegeniber Cisplatin wurde lalalie Inhibitor-Behandlung hinsichtlich bei-
der Haarzelltypen und der Dichte der neuronaletsgtze nicht reduziert.

WP1066 ist ein Derivat des schon langer bekanBfBAT3-Inhibitors AG490, der die
Tyrosinkinase JAK-2 hemmt und urspringlich im Rahnter sogenanntetargeted cancer
therapy der gezielten Krebstherapie, eingesetzt werdbte $& In vitro zeigten sich fir AG490
zunachst vielversprechende Ergebnisse hinsichdmh Hemmung des Tumorwachstums, die
sich in anschlieBenden Studien in verschiedenemmibigellen nicht bestatigen lieRéh Aus
diesem Grund wurde WP1066 als potenterer Vermittegselben Wirkungsmechanismus von
lwamaru et al. synthetisieff. WP1066 hemmt die JAK-2-Kinase, und damit folgldie Tyro-
sinphosphorylierung des STAT3 sowie dessen Aktivigr dadurch und die anschlieRende
Translokation in den Nukleus, WP1066 induzierteemd8m Apoptose in malignen Gliomzellen
in vitro undin vivo ‘®. In der vorliegenden Arbeit wurden die Auswirkungges WP1066 nicht
im Rahmen maligner Zellen untersucht, sondern timkch eines nicht maligne entarteten Ge-
webes. Um die Auswirkungen auf das sich noch inRi#ferenzierung befindliche Gewebe zu
untersuchen, wurden die Haarzellenmorphologie uraht® der neuronalen Fortsatze im An-
schluss an die alleinige Inkubation mit WP1066 gsialt. Es lie’ sich kein statistisch signifi-
kanter Unterschied gegentber der Kontrolle erhebedass die in den beobachteten Gruppen
beschriebenen Ergebnisse auf die Funktion des WAPAB6 STAT3-Inhibitor in Wechselwir-
kung mit den zugebenen Mediatoren zurickzufiuhred. Mithilfe des WP1066-Inhibitors wur-
de beispielweise bereits die ausschlaggebende BedlSTAT3 im Rahmen der Entstehung von
proliferativen GefaRerkrankungen gezéit

Die durch die Zytokin-Behandlung induzierten Etfelkdénnen aufgrund der beobachte-

ten Ergebnisse zu grol3en Anteilen auf die klassisétolgen der STAT3-Aktivierung zuriickge-
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fuhrt werden. Die Ergebnisse ermdglichen es algslinicht, die Verwicklung des STAT3 in
die durch Ubichinon induzierte Protektion auszus@dn. Da der verwendete Inhibitor lediglich
die Tyrosin-Phosphorylierung des STAT3 inhibiertel wlie Serin-Phosphorylierung davon nicht
betroffen war. Obwohl Ubichinon seine Wirkung mégkrweise auch ganzlich unabhangig von
STATS3 entfaltet, scheinen die durch die Zytokine@@ induzierten Signalwege an einem Kno-
tenpunkt mit den durch Ubichinon vermittelten Etfgk verkniipft zu sein: Die inneren Haarzel-
len des apikalen Fragments konnten durch die sim@lBehandlung mit Ubichinon und OSM
signifikant besser vor Cisplatin-induzierten Schiideschtitzt werden als die allein mit Ubichi-
non préainkubierten. Die neuronalen Fortsatze imiated Fragment wurden durch simultane
Behandlung mit Ubichinon und OSM signifikant besgegen Cisplatin induzierte Schaden ge-
schitzt als allein mit OSM prainkubierte, dasseajiieflr die Neuronenfortsatze im apikalen
Fragment und deren Behandlung mit IL-6 und Ubichigegentuber der alleinigen Behandlung
mit IL-6. Einen moglichen Verknupfungspunkt stelas STAT3 dar. Die Aktivierung des
STATS3 erfolgt, wie eingangs erwéahnt, auch UberRh@sphorylierung der Serin-Doméane. Das
nach Serin-Phosphorylierung erhaltene Produkt dpent vielfaltige wichtige Funktion in der
Zelle, wie jiingste Untersuchungen zeigen konntéd® Die Wirkungen der Serin-
phosphorylierten STAT3-Form werden vor allem mitndenitochondrialen Metabolismus in
Verbindung gebracht: P-S-STAT3 ist an der Staleilisig der Atmungskette beteilifft 5% 8

Da eine der durch Ubichinon induzierten Auswirkumgke Stabilisierung und die Modulation
des mitochondrialen Metabolismus im Allgemeinenstilt, ist es mdglich, dass Ubichinon
seine Wirkung teilweise Uber P-S-STAT3 vermitteteo sich die Auswirkungen der durch die
Zytokine gesteigerten P-S-STAT3-Spiegel und desclhdbons im mitochondrialen Komparti-
ment potenzieren. Durch die in der Folge in geniegeAusmald anfallenden ROS wird die Ein-
leitung der Apoptose hinausgezégert. Die Schlugsfoing von Wegrzyn et al. kénnte sich in
diesem Fall auch auf die vorliegende Arbeit Gbgdralassen: Zytokine und andere extrazellula-
re Mediatoren kdnnen Uber die Rolle des STAT3 iniokhondrium mittels induzierter Singal-
kaskaden den gesamten Energiemetabolismus derrdetlalieren — ein Phanomen, das in sich
in der vorliegenden Arbeit dariiber hinaus als dwbkchinon potenzierbar gezeigt Hat Mito-
chondriales P-S-STATS3 spielt zusatzlich im Zusamimaeg mit NGF-induziertem Neuriten-
wachstum von PC-12-Zellen eine bedeutende R8Il Bezug auf die in der vorliegenden Ar-
beit durch die Zytokine induzierten Effekte schedl@s P-S-STAT3 im Vergleich zum P-Y-
STATS3 die untergeordnete Rolle zu spielen, da WBMB allem die Tyrosin-Phosphorylierung
hemmt und die Protektion durch Einsatz dieses It vermindert wurde - eine teilweise

Vermittlung ist jedoch denkbar.
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Direkte Interaktion zwischen Zytokinen und denatiutJbichinon induzierten Prozessen
konnte auch im Zusammenhang mit der durch Ubichireymittelten Genexpression entstehen:
In in silico Analysen konnte gezeigt werden, dass Ubichinored@ession von TNFals Folge
der Behandlung mit Lipopolysacchariden zum EinercllINF B-abhéngige Genexpression und
zum Anderen durch seine antioxidative Wirkung reez* " Es ist denkbar, dass die bereits
erlauterten komplexen, durch die Zytokine induzierEffekte durch die Modulation inflamma-
torischer Signalwege in Richtung regenerativer see verstarkt werden.

STATS selbst ist auBerdem an der Regulation deBHR&vel in der Zelle beteiligt: Jung
et al. konnten zeigen, dass die Behandlung von &féast IL-6 im Vorfeld transienter, fokaler,
zerebraler Ischamie neuroprotektiv wirkfe Dariiber hinaus konnten die Autoren zeigen, dass
diese Wirkungen tber STAT3-Aktivierung mediiert avuind auf erhéhter Expression des antio-
xidativen Enzyms Superoxiddismutase bertthtWie bereits erlautert, kann Cisplatin seine
schadigende Wirkung uber die Erh6hung der ROS-8piggrmitteln, geht man davon aus, dass
aktiviertes STAT3 auch Enzyme, die antioxidativksam sind, induziert, konnte die durch die
Zytokine vermittelte Protektion mittels dieses Macismus erklart werden. Auch die teilweise
statistisch signifikanten, synergistischen Effekté& Ubichinon erklaren sich méglicherweise
damit, dass Ubichinon und die Zytokine, Uber STAEBmittelt, zu einer Erhdhung des antioxi-
dativen Potentials in der Zelle fihren und durah Blrdinkubation ein ,Depot* zur Verteidigung
gegen den Cisplatin-induzierten ROS-Anstieg andgelegden kann. Dass durch Zytokine indu-
zierte und maoglicherweise Uber STAT3 vermitteltéekiie das Redox-Gleichgewicht der Zelle
beeinflussen, stellten auch Mitazaki et al. festil-6-Knock-out-Mausen erreichte der durch
Cisplatin verursachte ROS-Anstieg im Rahmen deglé&tis-induzierten, akuten Nierenversa-
gens weitaus hohere Werte als im Wildp Es ist auBerdem bekannt, dass die STAT3-
Expression und —Phosphorylierung in Ischamie-tberiden Neuronen hochreguliert werden
sowie die STAT3-Translokation in den Nukleus — pktive Effekte werden sowohl autokrin,
als auch parakrin vermitteit.

Darlber hinaus muss in Bezug auf die STAT3-veaitdt Neuroprotektion zwischen
akuten und subakuten Effekten unterschieden weftdpirekt im Anschluss an die Ischamie
vermittelt STAT3 die Wirkung eines inflammatorisch®lediators, der allerdings auch zu Pro-
zessen wie Regeneration und Heilung beitragt, inalsuten Verlauf wirkt STAT3 neuroprotek-
tiv und Apoptose-hemmerfd Diese Beobachtung lasst sich auf die Ergebnisseatliegenden
Arbeit Ubertragen: Die durch STAT3 erreichten Eféettagen maf3geblich zur durch die Zytoki-
ne erreichten Protektion bei, Voraussetzung flrRtmektion ist wahrscheinlich die Préainkuba-

tion und die intakte interzellulare, parakrine Koomkation zwischen den verschiedenen Zellen

85



des OCs. Die durch Ubichinon vermittelten Effekéeumen wahrscheinlich nur zu geringen An-
teilen auf den durch STAT3 induzierten Effekten wondgrol3erem Anteil auf einem anderen der
oben diskutierten Mechanismen.

Iwamaru et al. untersuchten dartber hinaus dikWkgy des WP1066 auf intrazellulare
Spiegel des phosphorylierten ERK 1/2: In der bétieten Zelllinie stieg der ERK-Spiegel an,
wahrend JAK-2 auf ein nicht mehr detektierbareselebsank’®. Die verstarkte Aktivierung
der ERK 1/2-induzierten Signalwege ist moglichwesbenfalls ausschlaggebend fir die aufge-
hobene Protektion, was wiederum darauf hinweists die beobachtete Protektion das Ergebnis
des ausbalancierten Ineinandergreifens der vigjéidt durch die Zytokine induzierten Signal-
wege darstellt. Mittels der durch den Inhibitor ktlich erzeugten Verschiebung dieses Gleich-
gewichts auf einen anderen Signalweg-Arm entstarder Summe ein ganzlich anderer Effekt.
Dass die durch Ubichinon vermittelte Protektion dieser Verschiebung unbeeinflusst blieb, ist
ein Hinweis daflr, dass diese Effekte entweder lgdnmnabhangig von STAT3 oder unabhén-
gig vom klassischen P-Y-STAT3 und viel mehr Uber don der Transkription unabhangigen
Effekte des STAT3 vermittelt werden, beispielsweaisech die mitochondrialen Effekte des P-
S-STAT3.

6.3.1.4 Die Bedeutung der Prainkubation

Vergleichen wir das Ausmal} der in der vorliegenddmeit beobachteten Protektion mit
dem der einleitend angefuhrten Dissertation von Yan lasst sich feststellen, dass sich das
durch IL-6 vermittelte protektive Potential gegeeiilCisplatin fur die inneren Haarzellen im
apikalen und medialen Fragment reproduzieren bafh aber auch auf den basalen Abschnitt
der Cochleaausweiten lie3 und fur die du3eren Haarzelleraegttler gesamteBochleaeben-
falls beschrieben werden konrite Eine wahrscheinliche Ursache fiir die beobacHbisire-
panz stellt der Parameter der Inkubationsdauerlt dar. In der erwdhnten Arbeit sind die
Explantate fur eine Stunde mit IL-6 prainkubiertrden, die simultane Inkubation mit Cisplatin
schloss sich aff. In der aktuellen Studie wurden die Fragmentedesn Cisplatin-Zusatz fiir 24
Stunden mit IL-6 prainkubiert. Daraus ergibt sieh 8chlussfolgerung, dass die Ausweitung der
Protektion durch die vorbereitende Inkubation natndprotektiven Agens vor der Behandlung
mit der Noxe bedingt ist. Diese Beobachtung legtderum nahe, dass langfristig erreichte Er-
gebnisse der Zytokin-induzierten Signalwege demeitiven Effekt eher ermdglichen als unmit-
telbare Effekte. Das kdnnte daftir sprechen, dasslangfristig eingestellte Gleichgewichte zwi-
schen STAT3-induzierten Effekten und den im Sininerenegativen Ruckkopplung induzierten

Prozessen steigernd auf die beobachtete Protektiemirken.
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Zu den durch STAT3-Induktion langfristig induzemt Prozessen gehdren die durch
SOCS3 induzierten Signalwege. Signalwege, die ddgdbkine induziert werden, missen in
ihrer Wirkung auch wieder beendet werden, um itB&malcharakter zu wahréA Vermittelt
wird diese Gegenregulation einerseits durch exlitdaee Faktoren, wie TGF-(3, IL-10, l6sliche
Rezeptoren und Zytokin-Antagonisten und anderexskitch intrazellulare Mechanismen, wie
spezielle Phosphatasen (SHP1, SHP2), die die ekgivilen Phosphatgruppen der am Signalweg
beteiligten Mediatoren abspalten sowie durch digghdider der SOCS-Familié’. SOCS-
Proteine verandern die Kinetik der Zytokin-induizer Effekte, so kann ihre Ausschaltung zu
einer verzogerten Termination der JAK/STAT-Signajedihren und in der Folge den vermit-
telten Effekt modulierefi®. Beobachtete Zytokin-Effekte erklaren sich durels #Vechselspiel
der durch das Zytokin direkt und indirekt aktivesrtSignalwegé®. Die Folgen héngen wiede-
rum von Gewebe- und Zelltyp, dem Differenzierungsigder Zelle, der Rezeptor- und Signal-
molekilausstattung der Zelle und der interzellwl@®mmunikation des Zellverbandes ab. Es
besteht die Moglichkeit, dass im Rahmen der lang@miinkubationszeit ein anderes Equilibri-
um der verschiedenen Signalwege erreicht wurdevaRBahmen der kirzeren, alleinigen Inku-
bation mit IL-6 und sich die ausgeweitete Protektioit Hilfe dieses Unterschiedes erklaren
l&sst. Liang et al. zogen in ihrer Arbeit zum Therwarzellregeneration im Modell des Zebra-
fischs ebenfalls die Schlussfolgerung, dass SO@E3ITAT3 gleichermalien bedeutsam fur die
Regenration der Haarzellen im Anschluss an Kupfetsinduzierte Schaden sind, nachdem sie
im Vorfeld unter Ausschaltung beider Mediatorenegirnhibitorischen Effekt auf die Produkti-
on neuer Haarzellen beschreiben konrifeDiese Ergebnisse sind allerdings unter der Pisénis
zu interpretieren, dass in dem in der vorliegenddoeit betrachteten Modell der Ratte keine
Haarzellentstehung aus Stammzellen, wie beispigdswa Zebrafisch, mdglich ist.

Daruber hinaus ist es durchaus mdglich, dass STANMG langere Zeitspanne bendtigt,
um seine Funktion als Transkriptionsfaktor vollsti@umzusetzen und die abweichenden Be-
obachtungen sich dadurch erklaren, dass ein gnbBateil an Genen induziert wurde sowie ein
hoherer Prozentsatz der mRNA bereits translatierden konnte. Szczepanek et al. unterschei-
den in ihrem Review zur Rolle der STAT-ProteineMitochondrium ebenfalls zwischen kurz-
fristig induzierten Effekten, die moglicherweiseraem durch die Wirkung auf die Mitochond-
rien erzielt werden, und zwischen langfristig exhéen Effekten, die Gber die klassische Wir-
kung als Transkriptionsfaktor im Rahmen von StunkisrTagen erreicht werden kénrfén

Betrachten wir die These, dass die IL-6-Spiegellen Folge der Cisplatin-Behandlung
ansteigen und dass ein solcher Anstieg auch eimeteidigungsmechanismus der Zelle darstel-

len kdnnte, ergibt sich ein weiterer Erklarungsénédr die Ausweitung des protektiven Potenti-
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als durch die Prainkubation. Die Prainkubation Iini6 konnte den durch die systemische Zirku-
lation von Cisplatin induzierten, IL-6-vermitteltétffekten vorweggreifen, ihnen den Weg bah-
nen und die Effektivitat dieses moglichen Verteisigsmechanismus steigern. Shuai und Lin
beschreiben das Phanomen, dass die Inkubation Giewebes mit einem Zytokin im Vorfeld
einer wiederholten Behandlung mit diesem oder einageren Zytokin, abhangig vom Setting,
den Effekt des Zytokins entweder steigern oder hemkann®®. So konnten durch Interferon
(IFN ) vermittelte Effekte beispielweise durch eine vargehende Inkubation mit IFNn nied-
rigen Konzentrationen gesteigert werd&nGreifen wir nun auf die bereits diskutierten Sisist
folgerungen von So et al. zurlick, dass Cisplatinestoxische Wirkung tber IL-6 vermittle, so
ist es durchaus mdoglich, dass die durch Cisplatinzierten und méglicherweise Uber IL-6 ver-
mittelten Effekte durch eine Prainkubation mit Zgten der IL-6-Familie und auch durch
Ubichinon moduliert worden sind. Auf der Basis @el@uterten moglichen Griinde fir die be-
schriebenen Beobachtungen ist eine mogliche Sdblgssung, dass sich das Gewebe durch die
langere Prainkubation ohne das toxische CisplattnHitfe STAT3-induzierter Effekte in ver-
schiedenen Kompartimenten gegen den Einfluss vas&iren wappnen kann. Eine Fragestel-
lung zukunftiger Arbeiten kénnte sein, welchen Zeitn die minimale protektive Prainkubati-

onsdauer umfassen sollte und mit welcher Zeitspameoptimale Protektionsergebnisse erhalt.

6.3.1.5 Vergleich der Auswirkungen auf die verschiedenen &taelltypen und entlang der
verschiedenen Abschnitte der Cochlea

Die aul3eren Haarzellen nehmen Cisplatin im Vergleiec den inneren verstéarkt auf und
sind auch sensibler gegentiiber der Cisplatin-indiezieOtotoxizitaf*. Vorherige Arbeiten ande-
rer Autoren, die die verschiedenen Abschnitte @echleabeziiglich des Schweregrads der
durch Cisplatin-induzierten Ototoxizitat verglichestellten eine besonders starke Schadigung
des basalen Fragments féStAuch in der vorliegenden Arbeit wurden die Ha#lereim basa-
len Fragment am starksten durch die durch Cisplaimittelten Effekte geschadignh vivo
beruht der bekannte Effekt teilweise darauf, dasbasalen Abschnitt friher héhere Spiegel des
ototoxischen Agens erreicht werd&h In in vitro Arbeiten, wie der vorliegenden, wurden die
erhohte Empfindlichkeit des basalen Fragments gdggnCisplatin vor allem mit geringeren
Spiegeln antioxidativer Metabolite in basalen Halklen begrindet: Sha et al. beschrieben nied-
rigere Glutathion-Spiegel in basalen auReren HHarzals in apikalen &uReren Haarzellen und
eine signifikant geringere Schadigung der basalddeéen Haarzellen durch Cisplatin als Folge
der Behandlung mit verschiedenen antioxidativensgutzer®. Die Ergebnisse dieser und der

zitierten Arbeit lassen sich demzufolge méglichaseanit einer von apikal nach basal zuneh-
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menden Empfindlichkeit gegeniber ROS erklaren. d#@rdurch Zytokine und Ubichinon ver-
mittelte Protektion liel3 sich hingegen kein einlighes Muster entlang der tonotopischen Glie-
derung des OCs beobachten. Das ist beispielswaisét @rklarbar, dass die oben diskutierten
Mechanismen, auf denen die drei Agentien ihrenkEffermitteln, als Ergebnis aus interzellula-
rer Kommunikation, dem Zusammenspiel verschied&mgmalwege und in Zusammenschau mit
den durch Cisplatin-induzierten Effekten entstehfufgrund dieses sehr komplexen Wechsel-
spiels lasst sich moglicherweise kein einheitlicMasster wie bei den durch den Zusatz einer
einzelnen Substanz beobachteten Effekten erkerbesbasale Fragment war allerdings deut-
lich schwerer von den Folgen der STATS3-Inhibitioetrbffen: Hier wurde die Zytokin-
induzierte Protektion gegenuber Cisplatin am dehsten inhibiert. Da das basale Fragment
auch am starksten durch Cisplatin geschadigt wuietst,es nahe, dass die Inhibition der protek-
tiven Mechanismen sich in diesem Fragment am dg&irkauswirkt. Hinsichtlich des Verhaltens
der beiden verschiedenen Haarzelltypen liel3 sicdudieh der Cisplatin-vermittelten Schadi-
gung als auch bezuglich der Protektion und der SFAhibition ebenfalls kein eindeutiges
Muster erkennen. Diese Beobachtungen widersprezine#ichst denen von Ding et al.: Die Au-
toren untersuchten die Cisplatin-Anreicherungeand die Auswirkungen von Cisplatin auf die
Haarzelltypen in demselben wie in der vorliegendebeit verwendeten Modell und stellten
fest, dass die Aufnahme des Cisplatins tiber Kupfansporter erfolgt’. Es ist moglich, dass
die Zytokin- oder Ubichinon-Behandlung die Expressioder Regulation dieser Transporter
moduliert und die Beobachtungen aus diesem Grundimander abweichen.

Die Dichte der neuronalen Fortsétze wurde durtd éiei Protektiva im apikalen Ab-
schnitt derCochleaam starksten geschiitzt, fir die Schadigung und Efégkt der STAT3-
Inhibition lief3 sich hingegen kein einheitliches $fier ableiten. Unterschiede entlang Gech-
lea lassen sich wie bereits erlautert moglicherweidedee verschiedenen Gradienten der Neuro-

trophine zuriickfiihref

6.3.2 STAT3: Anderung der subzellularen Lokalisation urder Phosphorylierung als

Antwort auf extrazellulare Stimuli

Um die Bedeutung des STAT3 als Vermittler der dutighZytokine induzierten Effekte
genauer zu identifizieren, wurden die Spiegel detdhexpression des STAT3 und seiner bei-
den Phosphorylierungsprodukte im zytoplasmatisalmeth nuklearen Kompartiment nach 15-
oder 30-mindtiger Inkubation mit IL-6 oder OSM hesnt. Im Anschluss an die IL-6-
Behandlung zeigte sich im Zytoplasma keine stathtisignifikante Veranderung des STAT3-
Spiegels, lediglich ein Abwarts-Trend mit zunehmanthkubationsdauer, P-Y-STAT3 stieg
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jedoch statistisch signifikant an und erreichtelnd® Minuten den maximalen Wert, P-S-
STAT3 veranderte sich nicht statistisch signifikargigte mit zunehmender Dauer allerdings
einen Aufwartstrend. Im Nukleus lie3en sich keitaistisch signifikanten Ergebnisse beschrei-
ben, lediglich ein Zunahme-Trend fir STAT3 und FISYAT3 mit steigender Inkubationsdauer.
Im Anschluss an die OSM-Behandlung zeigte sich ytoglasma keine statistisch signifikante
Veranderung bezulglich des STATS3, lediglich ein Aaiftstrend mit einem Maximum bei 15
Minuten liel3 sich beschreiben, fir P-Y-STAT3 lag4lytoplasma ein signifikanter Anstieg vor,
der seinen Hohepunkt nach 15 Minuten erreichte;FF&T3 zeigte nach 15 Minuten einen sta-
tistisch signifikanten Anstieg gegeniber der Koligtanicht jedoch nach 30 Minuten. Im Kern
lie3 sich fur STAT3 im Anschluss an die OSM-Behandl lediglich ein Aufwarts-Trend be-
schreiben, die P-Y-STAT3-Spiegel stiegen nach 1db 3 Minuten hingegen statistisch signifi-
kant an, mit einem Maximum nach 15 Minuten.

Die durch IL-6 vermittelten Effekte scheinen vdlem auf der Tyrosin-phosphorylierten
Form des STATS3 zu beruhen, da sich hier statisssghifikante Veranderungen zeigten. Es ist
allerdings auch maglich, dass die moglicherweiselliP-S-STAT3 induzierten Effekte erst zu
spaterer Zeit eintreten und die Spiegelanderunggnre Verlauf statistisch signifikante Veran-
derungen erreichen. Dieses Ergebnis regt demzufnlgausgedehnteren Untersuchungen des
zeitlichen Verlaufs der Proteinexpressionsandemrage P-Y-STATS3 stieg im Zytoplasma sta-
tistisch signifikant an, STAT3 hingegen nicht, semdnahm als Trend eher ab. Daraus kann
geschlussfolgert werden, dass bereits im Zytoplasmaandenes STAT3 an der Tyrosindoméane
phosphoryliert wurde und es sich dabei um einen sefimell eingeleiteten Prozess handelt, da
der maximale Wert nach 15 Minuten beobachtet wuEia. etwaiger Anstieg des STATS3-
Spiegels wirde sich mdglicherweise erst im weitdfertauf zeigen, da aktiviertes STAT3 auch
die eigene Transkription aktiviert, dieser Prozaissr mehr Zeit bendtigen wirde. Die beschrie-
benen Ergebnisse gehen mit denen der Arbeitenreidizeden klassischen durch IL-6 induzier-
ten und STAT3-vermittelten Signalweg beschreibef’ Die Translokation des STAT3 scheint
einen langeren Zeitraum als 30 Minuten zu bendétigarNukleus konnten fir STAT3 und P-Y-
STAT3 ein Trend steigender Spiegel beobachtet werploch kein statistisch signifikanter
Anstieg. Setzt man die Ergebnisse mit denen dephwdogischen Untersuchungen in Relation,
so kann davon ausgegangen werden, dass IL-6 zuen einmittelbare Effekte induziert, die
wiederum an der Einleitung langfristiger Prozessteibgt sind. Im Rahmen der 24-stiindigen
Prainkubation in Abwesenheit des Cisplatins fihdese langfristig eingeleiteten Prozesse an-
scheinend zu den morphologisch beobachtbaren Egpaim

Im Vergleich zu IL-6 zeigen die durch OSM indugser Effekte ein abweichendes zeitli-
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ches Verlaufsmuster. Wie bei IL-6 zeigten sich @M beziglich des zytoplasmatischen
STATS3 keine statistisch signifikanten Anderungestgch anders als bei IL-6 kein abnehmen-
der, sondern ein zunehmender Trend mit einem Maximach 15 Minuten. Auch P-Y-STAT3
zeigte nach 15 Minuten den Scheitelpunkt des statis signifikanten Anstiegs. Die Tyrosin-
Phosphorylierung wird demzufolge auch hier unnbtteleingeleitet, jedoch mit einem geringe-
ren damit einhergehenden STAT3-Verbrauch. Das ldasauf schlie3en, dass aus anderen
Kompartimenten STAT3 zur Verfigung gestellt wirdeodlie STAT3-Expression sehr kurzfris-
tig induziert werden konnte. Diese Schlussfolgeramgl dadurch noch wahrscheinlicher, dass
auch P-S-STAT3 nach 15 Minuten einen statistisghikanten Anstieg zeigte und auch hier
maoglicherweise vorliegendes zytoplasmatisches ST¥erBraucht wurde und sich dennoch kein
STAT3-Abfall zeigte. Allerdings ist es auch hier ghioh, dass bereits vorliegendes beispiels-
weise mitochondriales P-S-STAT3 in das Zytoplasmadioziert wurde. Ein weiterer Unter-
schied im Vergleich zu den durch IL-6 induzierteffekten zeigt sich darin, dass sich nach der
OSM-Inkubation bereits nach diesen kurzen Zeitraustatistisch signifikante Anderungen des
P-Y-STAT3 im Nukleus beschreiben liel3en, mit eindiaximum nach 15 Minuten. Beide Zy-
tokine vermitteln ihre Wirkung wie bereits erladtéiber die Rezeptoruntereinheit gpl130, sie
unterscheiden sich jedoch hinsichtlich des ergéeeiRezeptorbausteins * Die abweichen-
den Effekte des OSM sind demzufolge moglicherwaiseden OSM-R(3 zuriickzufuhren, dieser
scheint die Phosphorylierung des STAT3 schnelldnduzieren sowie auch seine Translokation
in den Nukleus. Daruber hinaus scheinen die durBMGnduzierten Effekte auch durch P-S-
STATS3 vermittelt zu werden, weil ein statistischrsfikanter Anstieg beschrieben werden konn-
te. Auch die laut des ,National Center of Bioteclogy Information* bereits beschriebene, auf-
fallig hohe mMRNA-Expression des OSM-R[3 unterstiemiséatzlich die Bedeutsamkeit dieser
Rezeptor-Untereinheit im Rahmen der beobachtetégktef Die graduellen Abweichungen der
durch die beiden Zytokine induzierten morphologetlEffekte lassen sich mdglicherweise

ebenfalls auf den abweichenden Aufbau der Rezeapirgickfihren.

6.3.3 Beziehung zu Spiegelanderungen Apoptose-reguliemmnidroteine

An der Vermittlung der durch Cisplatin induziertBffekte sind apoptotische Prozesse
beteiligt: Cisplatin erhdht, wie bereits erlautetgs ROS-Level und induziert die Aktivierung
des mitochondrialen Bax, was, wie einleitend basblen, zu einer Cytochorom C-Freisetzung
und konsekutiver Apoptose fiiHrt™® ” In Studien am Gerbil konnten im Anschluss anGiie
platin-Behandlung ein erhohtes Bax- und ein redteseBCL-2-Level detektiert werdetf.

BCL-2 bewahrt wie BCL-XL als Gegenspieler des Bas #Mitochondrium vor erhéhter Perme-
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abilitat** ™ Ob eine Zelle den Weg der Apoptose einschlagigtiéom Verhaltnis der anti- und
proapoptotischen Mediatoren zueinander ‘&b®’. Die durch diese Mechanismen induzierte
Apoptose der Haarzellen wird letztlich durch dietidderung von Caspasen vermittelt, fir den
Cisplatin-induzierten Hoérverlust ist allerdings efadls die Beteiligung Caspase-unabhangiger
apoptotischer Mechanismen beschrieben worden: Matodriale Dysfunktion fuhrt zur Aktivie-
rung des AlF, der in den Zellkern transloziert wintd dort DNA-Fragmentierung und konseku-
tiven Zelltod vermittelt®> "> Auch die durch das Mitochondrium und das endopéische Re-
tikulum regulierte Kalzium-Homoostase der Zelle dvadurch die Cisplatin-Behandlung beein-
flusst: Ein intrazellularer Anstieg des freien Kalns fuhrt vermittelt tber Calpaine, Calcineurin
und Caspasen zu einer Aktivierung des Bid, Bad Baxl sowie zu einem Abbau des BCL-XL
3. Das Gleichgewicht der pro- und antiapoptotischentreter der BCL-2-Familie verschiebt
sich in der Folge in Richtung Apoptost Werden die Cisplatin-induzierten DNA-Addukte im
Nukleus nicht repariert, kommt es zu einer Aktiuiey des p53, das eine erhdhte Transkription
des Bak und Bax, eine reduzierte Expression dedvsuiund BCL-2 und durch die direkte In-
teraktion eine Inhibition des BCL-2 und BCL-XL veittelt ">,

Da BCL-2, BCL-XL und Survivin bekanntermaf3en Zirigturen der STAT3- induzier-
ten Transkription darstellen, bietet es sich am dasammenhang zwischen Signalmolekilen
wie IL-6 und OSM, die STAT3 induzieren, sowie zwiea Ubichinon, das STAT3 abseits sei-
ner klassischen Rolle als Transkriptionsfaktor\a&tt, und den Regulatoren apoptotischer Pro-
zesse zu analysierédfi Um zu untersuchen, ob die Zytokine und Ubichiui®m beobachteten
Effekte, STAT3-abhangig oder -unabhéngig, mitteledMlation des Gleichgewichts pro- und
antiapoptotischer Mediatoren induzierten, wurde@ 8piegeldnderungen einiger Vertreter in
Folge sechs- oder 14-stindiger Inkubation mit IL&&GM und Ubichinon untersucht. Obwohl
fur STAT3 bereits eine Induktion des BCL-2 und elftemmung des p53 und fur IL-6 im Rah-
men NMDA-induzierter Neurotoxizitat ein Bax-Anstisgwie eine BCL-2-Reduktion beschrie-
ben wurde, konnte in der vorliegenden Arbeit kestagistisch signifikante Modulation der unter-
suchten Apoptose-Regulatoren nachgewiesen wettdéh Es lieBen sich lediglich Trends be-
obachten: Im Verlauf der IL-6-Behandlung nahm AtEtig ab; Bax nahm zuerst zu, dann ab;
Survivin stieg stetig an; BCL-2 blieb unveréandevie BCL-XL zunachst auch, das nach vier-
zehn Stunden einen Zunahme-Trend zeigte. AIF zaigtdh der OSM-Behandlung gegenuber
der Kontrolle reduzierte Werte, nahm im Verlaukedings wieder Trend-malig zu; Bax blieb
unbeeinflusst; Survivin nahm gegeniber der Kordralls Trend zu, erreichte den Hochstwert
allerdings bereits nach sechs Stunden; BCL-2 hlieierandert und BCL-XL zeigte zunachst
einen Abnahme-Trend und blieb im Verlauf ebenfatiserandert.
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Auch fur Ubichinon ist bereits eine Hemmung detdciirom-C-Freisetzung, eine Re-
duktion der Cisplatin-induzierten p53-Aktiverungdueine Inhibition der konsekutiven Caspase-
Induktion beschrieben wordéf 3% *° Die Behandlung mit Ubichinon lieR lediglich Trendon
Spiegelanderungen der pro- und antiapoptotischedidt@en erkennen und keine statistisch
signifikanten Veranderungen: AIF zeigte im gesanvterlauf einen Abnahme-Trend; Bax nahm
zunachst ab und blieb im Verlauf unverandert; Samvzeigte zunachst einen Zunahme- und im
Anschluss einen Abnahme-Trend; BCL-2 nahm zunazhsaind zeigte dann einen Abnahme-
Trend; BCL-XL nahm im Verlauf Trend-maRig stetig @us den fir die Zytokine und Ubichi-
non beschriebenen Trends lassen sich keine eigdeut\ussagen uber ein Verlagerung des
Gleichgewichts in die pro- oder antiapoptotischehRing ableiten

Die Aktivierung oder Inhibition der pro- und amg@ptotischen Mitglieder der BCL-2-
Familie kann sowohl auf der transkriptionalen alshaauf der post-transkriptionalen Ebene er-
folgen, so kénnen apoptotische Effekte beispieleveigrch erhdhte Phosphorylierung, reduzier-
ten Abbau und erhthte Expression des Bax vermittefden’®. Durch die in dieser Arbeit un-
tersuchten Spiegel der Apoptose-Mediatoren wurdgliotterweise nur ein Ausschnitt dieser
maoglichen Wege beschrieben, eine Beteiligung didssdiatoren an der Vermittlung der beo-
bachteten Effekte ist demzufolge nicht sicher assizlie3en.

Aus den beschriebenen Ergebnissen kann daribaushigeschlussfolgert werden, dass
die Uber STAT3-vermittelte, Zytokin-induzierte Rektion, die anhand morphologischer Analy-
sen festgestellt werden konnte, zumindest teilwaigeanderen durch STAT3 hervorgerufenen
Effekten beruht als der direkten Modulation dergawgihlten Apoptose-Regulatoren. Aus dieser
Schlussfolgerung kénnen weitere Fragestellungensitin anschlieRende Arbeiten abgeleitet
werden, die mit der Motivation bearbeitet werdeliteso, die Zielstrukturen des STAT3 in die-

sem Zusammenhang genauer zu identifizieren.

6.4 Schlussfolgerung und Ausblick

In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werdesssdsowohl zwei Vertreter der IL-6-
Zytokin-Familie als auch Ubichinon die durch Cigplanduzierte Schadigung der inneren und
aulleren Haarzellen sowie die Reduktion der Neuforteatz-Dichte mildern konnten. Die be-
reits in vorherigen Arbeiten gezeigte, durch IL-&mittelte Protektion der Haarzellen konnte
reproduziert, auf beide Haarzelltypen und alle Apsite derCochleaausgeweitet, auf die Dich-
te der neuronalen Fortsatze Ubertragen und funeanesteren Vertreter dieser Zytokin-Familie,
OSM, ebenfalls beschrieben werden.

Im Rahmen der Zytokin-vermittelten Protektion ktnfiir die Tyrosin-phosphorylierte
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Form des Transkriptionsfaktors STAT3 eine aussgdhgnde vermittelnde Wirkung hinsicht-
lich beider betrachteten Strukturen beschriebenderer Neben der Tyrosin-phosphorylierten
Form konnten auch Spiegelanderungen der Serin-pbogperten Form im Anschluss an die
Inkubation mit OSM festgestellt werden, die die lmchtete Protektion mdglicherweise teilwei-
se vermitteln. Im Rahmen der durch Ubichinon indtten Protektion muss ein von P-Y-STAT3
weitestgehend unabhangiger Vermittlungsmechanissngenommen werden, eine Beteiligung
der Serin-phosphorylierten Form des STAT3 kanndgeg nicht ausgeschlossen werden, da der
verwendete Inhibitor nur die Tyrosin-Phosphorylleguhemmte und sich die Wirkungen der
Zytokine und des Ubichinons potenzierten. DieselBBebtung lasst sich durch die Hypothese
erklaren, dass STAT3 und seine beiden Phosphamglgsprodukte als Knotenpunkte der protek-
tiven Signalwege fungieren. Abbildung 31 zeigt idigazellularen Signalwege, die dieser Hypo-
these entsprechen. In zukinftigen, sich anschlgdeArbeiten gilt es, diese aus der vorliegen-

den Arbeit abgeleitete Hypothese zu uberprifen.
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Abb. 31 Darstellung der teilweise hypothetischerairellularen Signalwege. Experimentell bestatigtden konnte
in dieser Arbeit, dass die Zytokin-induzierte Omtektion mittels Tyrosin-phosphoryliertem STAT3 mittelt
wird, das nach seiner Phosphorylierung in den Niskteansloziert wurde. Diese Vorgange konnten ddethinhi-
bitor der JAK-2-Kinase und der damit verbundenemHeing der Tyrosin-Phosphorylierung aufgehoben werde
Die durch Ubichinon vermittelte Protektion konnterch die Hemmung der STAT3-Tyrosin-Phosphorylierung
nicht aufgehoben werden. Das schlief3t eine Betritigder Serin-phosphorylierten STAT3-Form an devbbehte-
ten Protektionseffekten nicht aus. Inwiefern dieiddimon-induzierte Protektion lber diesen Signalwegnittelt
wird, gilt es in sich anschlieBenden Arbeiten zerjpbifen. Lediglich hypothetisch angenommene Sigegé sind
mit einem Fragezeichen markiert worden. IL-6 = fietgkin-6, OSM = Oncostatin M, Q10 = Ubichinon, §f1=
Glykoprotein 130, JAK2 = Janus-Kinase-2, WP 1066TAT 3-Inhibitor 11l WP 1066, STAT3 = Signal Transzkr
and Activator of Transcription 3, P-S-STAT3 = Sepimosphorylierte Form des STAT3, P-Y-STAT3 = Tyrosi
phosphorylierte Form des STAT3, = Induktion, —I = Inhibition. Es handelt sism eine vereinfachte, schemati-
sche Darstellung. Sowohl die JAK-2-Kinase als adet STAT3 befinden sich in unmittelbarer Rezeptoena
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Durch die mit Hilfe von Ubichinon erreichten Praieksergebnisse lasst sich die Schluss-
folgerung ableiten, dass die Induktion reaktivene&atoffspezies maf3geblich an der durch Cis-
platin induzierten Oto- und Neurotoxizitat betdilsgin muss.

Aus den Untersuchungen der Spiegelanderungen hiedener pro- und antiapoptoti-
scher Mediatoren konnten keine malfgeblichen Aussatgeleitet werden, mdglicherweise
gewinnen die beschriebenen Trends im WechselspteCisplatin im Verlauf groRere Bedeu-
tung, auch hieraus lassen sich FragestellungeanfichlielRende Arbeiten ableiten.

Besondere Bedeutung im Rahmen der Protektion koshert Prainkubation der Explanta-
te mit den Mediatoren im Vorfeld der Cisplatin-Esfimn zugewiesen werden. Auf der Grund-
lage dieser Beobachtungen lassen sich wichtigeaRtearstika eines eventuell ableitbaren, Kili-
nischen Protektionsprotokolls definieren. Indem Bagen der systemischen Applikation der
verwendeten Protektiva mit denen der lokalen Adstiation verglichen wurden, konnte das
Potential des eleganten Weges der transtympanagehkimenteninjektion im Zusammenhang
eines solchen Protektionsprotokolls herausgestadliden und seine Bedeutung unterstrichen
werden. Bevor Uber das Design eines solchen Pritgéaiskutiert werden kann, mussen die Er-
gebnisse dieser zur Grundlagenforschung zahlendbritAzunachsin vivo und im adulten
Tiermodell re-evaluiert werden. Dennoch leistesdiérbeit aufgrund der abgeleiteten weiteren
Fragestellungen einen Beitrag auf dem Weg zum Desiges klinischen Protokolls, mit dessen
Hilfe Patienten in Zukunft vor den Dosis-limitiedsn Nebenwirkungen verschiedener Zytosta-
tika geschitzt werden kdnnen. In diesem Fall kaage aner Milderung der den Patienten von
der Kommunikation mit dessen Umfeld ausschlie3enderch Cisplatin-induzierten Ototoxizi-
tat gleich.
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