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1. Einleitung

1.1 Das Innenohri Anatomie und Physiologie

DasHororgan deiSaugetiere befindet sich im Teoralknocherdes Schadels. Umwetg
rauschewerdentber die Ohrmuschel gesamméiberden Gehdrgang &tergeleitetund verse
zen das Trommelfell iSchwingung. Diese Bewegungen werden Uber die Gehérkndchelehenke
te, die sich im luftgefilliten Mittelohr befindet, weitergeleitg}. Das innerste Gehorknodhe
chen, der Staes,inseriert am ovalen Fenster und Ubertragt die Schallenergie an das Innenohr
(Abbildung 1). Das Innenohr bestehtiseinemaudirischenTeil, der Cochleaynd aus einem
vestibularen Teil, dem Labyrinth. Die menschliche Cochlea hat die Form einer Schnecke, ist
etwa 34 mm lang und fdi im Durchmesser etwa 2 mm. Si¢ $piralig 2,5mal um den konisch
geformten Modiolus gewundd2]. Die Cochlea ist an ihrdoreiten Basiggegen das Mittelohr
abgrenzt. Hier befindesich das ovale Fenstatirekt unter der Stapd®latte, und das runde
Ferster.Die Wande deCochleabestehen aus Knochengewebe. Der Querschnitt durch die Coc
lea zeigtdrei flissigkeitsgefillte HohlrAume: die Scala vestibuli, die Scala media auch Ductus
cochlearis genannt und die Scala tympani. Die Scala media ist von der Scala vestibuli durch die
ReiBnerMembran getrennt und von der Scala tympani durch die Basilarrmemhuf dieser
sitzt das Cortische Orgaf©C), welches die Sinneszellen des auditorischen Organs und ve
schiedene Stiitzzellen umfasst. Uber dem Cortischen Organ liegt die Tektorialm§g3hbEia
Basilarmembran verbreitert sich zur Spitze tma ist hier etwa fiunfmal breiter als an der Basis
anders algie Cochla, die sich zur Spitze hin verschmalebie Steife der Basilarmembran
nimmt zur Spitze hin apl]. Wahrend @& Scala media an der Spitze der Cocliliad endet,
gehtdie Scala vestibuli iiber das Helicotrema, eine Offnung in der Basilarmembran, in die Scala
tympani Uber. An der Basis der Cochlea wird die Scala vestibulhdilas ovale Fenster, die
Scala tympani durch das runde Fenster gegen das Mittelohr begrenzt. Die Flissigkeit a der Sc
la vestibuli und Scala tympani, die Perilymphe, ist ahnlich wie Liquor Kaéom (7 mM) und
Natriumreich (140 mM). Die Flussigkeit inedl Scala media, die Endolymphst dagegen aft
lich wie intrazellulare Flissigkeit Kalivreich (150 mM) und Natriurarm (1 mM). Die aktiven
Transportprozesse, die diese lonenverteilung aufrechterhalten, finden in der Stria vascularis statt.
Die Stria vasularis ist das Endothel an der dem Cortischen Obgarachbarten Wand der Scala
media. Natriumionen werden entgegen dem Konzentrationsgefalle resdfaigrtnionen &-
zerniert. Die Endolymphe weisufgrund der Permeabilitéat der Reil3ner Memhrad der Ko-

zentrationsunterschiede der Natriuond Kaliumionen das sogenannte etwithle&drePotential
1
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Abbildung 1: Schematische Darstellung der Schalliibertragung im menschlichen OhA: Schnitt durch das Os
temporaleB: FrequenzselektivitdDie Schwingungen des Trommelfells (t) werden uber die drei Mittelohrkihdche

chen, Malleus (m), Incus (i) und Stapes (s), weitergeleitet, Giber das ovale Fenster auf das Innenohr Ubertragen und
schlieRlich tiber das runde FRer (rw) wieder an das Mittelohr abgegeben. Zur besseren Ubersicht der Skalen ist
die Cochlea entrollt dargestellt. Die initiilerten Druckwellen in cechledre Flissigkeit setzen die Basilarmem

ran, auf der das Cortische Organ mit den Haarzellen Bit8chwingung. Die Wanderwelle bewegt sich von der

Basis der Cochlea zur Spitze und erreicht abhéangig von der jeweiligen Frequenz des Schallsignals ihr Amplitude
maximum in einem bestimmten Bereiddie Frequenzselektivitaler menschlichen Cochlast in Kilohettz, von

0,17 20 kHz angegebenDie Frequenzen sind logarithmisch verteilt, so dass jede Zehnerpotenz einen gleichgrof3en
Bereich auf der Basilarmembran belégts:[2]).

Die Bewegungen des Stapes bewirken Bewegungen der Perilymphe der Scala vestibuli
und, aufgrund der Flexibilitat der ReildAdembran, der Bdolymphe in der Scala media. Es
entsteht eine Wanderwelle auf der Basilarmembran. Wie weit die Welle wandert und wo auf der
Basilarmembran sie somit ihr Maximum erreicht, hangt von der Schallfrequenz ab. Hehe Fr
guenzen haben ihr Maximum Basiah, da diesteifere basale Basilarmembran relativ stark
schwingt und somit einen grof3en Teil der Energie verbraucht. Niedrige Frequenzen haben ihr

Maximum Apexnah. Tone einer bestimmten Frequenz bringen demnach einen eng uneschrieb
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nen Bereich der Basilarmembran z@uohwingen(Abbildung 1). Die Auslenkung der Basila
membran fuhrt zu einer Biegung der Stereozilien auf den Haarzellen in diesem eng definierten
Bereich, die Frequenz des Tons ist in eine Ortsinformation Ube$etattopie). Das mechan

sche Schallsignal wird in ein neuronales Signal umgewandelt.

1.2 Die Haarzellenund Neurotransmission

Innere und &ulRere Haarzellen Die Cochlea von Séaugetieren enthalt zwei Typen von
Sinneszellendie inneren und die aulReren Haarzellge sindentlang des Cortischen Organs in
Reihen angeordnet: eine Reihe innerer und drei Reihen dulRerer Haarzellen. Die innerén Haarze
len (IHZ, Abbildung 2A), von denen in der menschlichen Cochlea etwa 3500amden sind,
leiten die Informationen tiber den Hornerven an das ZNS. Die auReren Hag@xelEmbbil-
dung?2B), etwa 12000 in der menschlichen Cochlea, erhthen die Leistungsfahigkeit der Cochlea
sowohl qualitativ Erhéhung der Selektivitat) als auch quantitativ (Erhdhung der Saetég)ti
Auch sie erhalten Informationen vom ZNS. Am apikalen Pol der Haarzelle befinden sich die
sensorischen Strukturen, die Stereozilien, und am basalen Pol befinden sich Synapsen zu de
Neuronen. Die inneren Haarzellen werden vorwiegend afferent und die &uf3eren Haaorellen

wiegend efferent innervief4].

Abbildung 2: Schematische Darstellung der HaarzelTypen. A: Innere Haarzelle. B: AuBere Haarzelle.
1éNucl eus; 2éStereozilien; 3 édhendiguhgu(Tyg-Np La b h g ; BéhahTt e
olivo-cochledree f f er ent e Ner venend-coghledrepf f 6edatdealNerovobeneondi gut
Nervenendigung (Twdl -Neuron) (aus http://www.neuroreille.com/ promera-

de/english/corti/hcells/generalite_ihc.)pg

Innervation der Cochlea Die Cochlea der Ratte (Rastnorvegicus) wirdvon tiber 19000
Fasern innerviert, wovon 79 Prozent afferente und 21 Prozent efferente Fasern sind. Die inneren

Haarzellen werden ib&4000 Afferenzen und 2000 Efferenzen innerviert. Die aul3eren Haarze
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len werden tber 1000 Afferenzen und 2000 Efferenzen innejdierDie Ganglienzellen der
Afferenzen(4 und 7 in Abbildung 2) der inneren und aufl3eren Haarzellen liegen gemeinsam im
Spiralganglion. Von dort npjizieren sie peripher zum Cortischen Organ und zentral zum N
cleus cochlearis. Im Spiralganglion werden zwei Arten von Ganglienzellen unterschieden: die
grof3en Typl-Ganglienzellen, die mit 90 95 Prozent den grof3ten Anteil haben, und die-Typ
Gangliezellen. Die Typl-Nervenfasern sind myelinisiert, die vom Typ Il nicht. Jede innere
Haarzelle wird von mehreren TypNervenfasern innerviert, jede TypNervenfaser innerviert
mehrere aullere Haarzellen. Die Ganglienzellen der Efferenzen sind im oligesrk@nplex
lokalisiert. Die inneren Haarzellen exden Gber das laterale oliva@ochleareSysteminnerviert,
die aul3eren Haarzellen Uber das medidile-cochledreSystem(5 und 6in Abbildung 2). Die
lateralen Eferenzen kontaktieren die Dendriten der Ayidervenfasern, die medialen Efffere
zen kontaktieren die Zellkdrper der aul3eren Hakmz{3;6].

Mechanoelektrische Transduktion und Neurotransmission Die Haarzellenhabenan
der Spitze im Bereich der Kutikularplatte haarahnliche Stereozilien, welche tber die Lamina
reticularis bis in die Endolymphe ragen. Die Stereozilien der inngearzellen enden unterhalb
der Tektorialmembran, die der auf3eren sind mit der gallertigen Tektorialmembran verbunden.
Basilarmembran, Lamina reticularis, Stutzzellen und Haarzellen bewegen sich aufgrund ihrer
starren Verbindungemeinsam auf die Tektohlmembran zu und nach innen oder von ihr fort
und nach auf3en. Aufgrund der Lateralbewegung der Lamina reticularis gegentiber dér Tektor
almembran kommt es zu einer Biegung der mit der Tektorialmembran verbundenen Stereozilien
der aul3eren Haarzellen. Die @t®zilien der inneren Haarzellen biegen sich gleichsinnigrwah
scheinlich durch die Endolymphbewegung. Die mechanosensorischen Stereozilien sind Aussti
pungen der Haarzelle und aus Aktinfilamenten aufgebaut, wodigckehr steifind. Die Be-
gung erfolgtlediglich an der Basis, am Ubergang zum Haarzellkorper, und aller Stereozilien
einer Haarzelle als Einheit. Benachbarte Stereozilien sind tber feine extrazellulare Filamente, die
Tip-Links (Quervernetzungsfilamente), miteinander verbunden. Die Auslenlarri§tereozilien
bewirkt eine Anderung der Leitfahigkeit der Zellmembran durch das Offnen von lonenkanélen.
Dadurch wird eine Potentialanderung der Haarzelle hervorgerufen. Dieser Vorgang wigd als m
chanoelektrische Transduktion bezeichnet. Der zugrundenide Mechanismus der elektr®m
chanischen Transduktion igt seinen Feinheiteiisher noch unbekannt. Derzeit wird ang
nommen, dass die THpinks direkt mechanosensitive lonenkandles Transduktionskanéle, in
den Spitzen der Stereozilien 6ffnen und Efh¢n. Befinden sich die Stereozilien in aufrechter

Lage (Ruhelagg haben die Kanéle eine Offnungswahrscheinlichkeit von etwa 10 Prozent, so
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dass ein geringer Kaliumstrom aus der Endolymphe in die Haarzelle besteht. Die Auslenkung

der Stereozilien in Righng der lAngsten Reihe Stereozilien (exzitatorische Richtung) erhdht den

Zug bzw. die Spannung an den Timks und dadurch den Kaliwinstrom. Die Offnung-

wahrscheinlichkeit der TransduktionskandledahnnahezulOO Prozent. Die Auslenkung der

Stereodien in entgegengesetzte (inhibitorische) Richtung entlastet didifks; dies bewirkt

eine Verringerung der Offnungswahrscheinlichkeit maffiezunull Prozent. KaliursEinstrom in

die Haarzelle depolarisiert diese, wodurch spannungsgest@adciankanile gedffnet werden

Die Erhéhung der intrazellularedalciunkonzentration bewirkt an der Basis der innerenrHaa

zelle die Freisetzung von Glutamat dutf€htleerung vonTransmittervesikelnn den synapt

schen Spalf1;2]. Jede innere Haarzelle besitzt arern basalen Pol etwa 1030 hochspezial

sierte Bandersynapsen (im englischen: ribbon synapses), die eine aquivalente Anzald-von aff

renten Spiralganglienneurone ansteupf}8]. Glutamat bindet an den GlutarRé&zeptoren

unter physiologischen Bedingungearrangigan denAMPA-Rezeptorenf9], der afferenten

napse, wodurch ein postsynaptiss&eneratorpotential aufgebaut wird und schlie3lich werden

in der afferenten Nervenfaser, den Sgasiglienneuronen, Aktionspotentiale generiert, die zum

auditorischen Kortex weitergeleitet werden. Die Depolarisation der duf3eren Haarzelle bewirkt

eine Konformationsanderung des Membranproteins Prestireine Langenanderung der &d(3

ren Haarzellewomit eszu einer aktiven Verstarkung der Wanderwé&lbenmt Die Repolaria-

tion der Haarzellen erfolgt Uber einen energieverbrauchenden Ricktransport der lonen.
Zerstorung der Tip-Links: Neuere Studien zeigen, dass eine Lémduzierte Zerstérung

der Tip-Links der Stereozilien inneraind duReneHaarzellen, anders als erwartet, zum Offnen

der Tranduktionskanéle fuihrt. Es resultiert der Einstrom von Kalwmd Calciumonen in die

Haarzellen. Sowohl die Dauerdepolarisation als auch die dauerhaft erhdhte lulénaez€hla-

umkonzentration wirken exzitotoxisch. In den auf3eren Haarzellen folgen eine Dauerkontraktion

mit Abnahme bzw. Ausfall derochledra Verstarkerfunktion und eine Verformung des €ort

schen Organs. Diese Prozesse haben negative Auswirkungensdeafedaenzdiskriminations

und somit das Sprachdiskriminatemermogen. Letztlich resultiert eine dauerhafte Horstérung.

In den innneren Haarzellen fuhrt die resultierende vermehrte Transmitterfreisetzung einerseits

zur dauerhaften Depolarisiation afferemiNeurone, klinisch moéglicherweise als Tinnitus werif

zierbar, andererseits zu einer Degeneratien Neurone, wahrschleinliatiurch die exzitotoix

sche Wirkung von Glutamat auf die afferenten Neurone befioyt



1.3 AuRere Haarzellen und Prestin

Elektromechanische Transduktion oderCochleare Verstarker: Es wird alpemein a-
genommen, dass die bemerkenswerte Sensitivitat und Frequenzselektivitat des Gehdrsinns von
Saugetieren einem lokalen elektromechanischen Ruckkopplungsmechanismus geschuldet ist.
Dieser wird alscochleare Verstarker bezeichnet und beschreibt diklische Langenanderung
der aul3eren Haarzellen der Cochlea wahrend des Transduktionsprozesses. Die elekiromechan
sche Energie wird von den dufReren Haarzellen auf das Cortische Organ Ubertragen, sHolge de
senwird die Bewegungsamplitude der Basilarmembban niedrigen Schalldruckpegelnrve
starkt. Diese Verstarkung ist itreffrequenten, d.h. apikalen Bereider Cochlea ausgepragter
als im hochfrequenten, d.h. basalen Berei&¢ahrscheinlich sind dartber hinaus aktive Bew
gungen der Stereozilien an deodhlearen Verstarkung beteiligt. Der Ausfall deochleare
Verstarkers hat einen Sensitivitatsverlust vori 8D dB, sowie eine eingeschrankte oder sogar
fehlendeFrequenzselektivitat zur Fold#l;12].

Prestin: Die molekulare Grundlage dieses VerstarkerprozedsesAHZ ist das Protein
Prestin(SLC26A5), dessen Namsich von der FahigkeRrestinhaltige Zellen zu Bewegungen
im Mikrosekundenbereiclableitet. Prestin verandert seinen Konformationszustaneeindu-
ckend schneller als konventionelle molekulare Md&ooteine.Das Gen, welchedrestinko-
diert, enthaltbeim Mensche0 Exonsund istauf dem Chromosom 7 an der Positig22 lokal-
siett. Das PrestirGen der Rattéegt auf Chromosom 4 an der Position gRfestinist das flinfte
Mitglied in der Familie der Anionetransporter der Familie der solute carrier proteins 26
(SCL26). Es sind vierProteinVarianten, resultierendua vier Transkription&/arianten, be-
kannt,welchemit dem Zsatz der Buchstaben a bigiekennzeichnewverden[111]. Das Prestin
Protein GCL26A59 hat eine molekulare Masse von etwa 80 kDa und ist aus 744 Aminoséauren
aufgebautPrestinist ein hoch konserertes Prota. Zwischen derbisher untersuchte8aug-
tierspeziesind mehr als 90 Prozent der Aminosauren identiSabéllel).

Tabeldl ehnlichkeit von Prestin zwiscB82uongdemeMepszhes. u
Rattus no Mus musct Canis fan Bos taur
mRNA 87,1 87,9 91, 9 92,2
Proteir 94,5 95, 0 96, 8 96, 2
hnli dkekeiRBeeggudmzen zwi schen dem Menschen (Homo sapi

ProzemRNAwfd PEbet@ewww. ncbi.nlm.nih.govigdaaoee/ guidelt

Die ProteinSequenz von Prestin besitzt 10 bis 12 putative Transmembrandomé&nen und

zwei komplexe zytoplasmatisdbkalisierte Enden: Nund GTerminus. Prestin enthalt das flr
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die Mitglieder der SCL2&-amilie typische STAS/otiv (sulphate transporters and argisi
mafector antagonistsin der Aminosaurensequenz. Obwohl die Grundfunktion der Mitglieder der
SCL26Familieder Transport von Anionen ist, ist die Hauptfunktion von Prestin eine andere. Es
ist als einziger Vertreter der SCL-Familie zur Elektromotilitat befahigii3;12]. Die Charake-
risierung der dreidimensionalen Prot&truktur von Prestin, um schliel3lich die Funktionsee

und Grundlage der Elektromotilitat besser zu verstehen, ist Bestandteil gegenwartigas-Unters
chunger14;15].

Prestin i Elektromotilitdt : Die molekulare Basis der Elektromotilitét ist eine spansung
abhangige Konformationsanderudgs PrestiProteins mit verschiedenen Konformationen in
verschiedenen Membranbereichen. Durch die Gesamtheit der Veranderungen der dicht
gepackten PrestiMolekile ist die Veranderung der Gesamtlange der auReren Haardghe
lich. Die Spannungsempfindliggit des Ubergangs zwischen den Konformationszustanden e
fordert eine Bewegung von elektrisch geladenen Partikeln durch das elektrisch geladene Feld der
Membran. Derzeit behauptet sich die Hypothese, dass die Ladungsverschiebungen aus einem
inkompletten AfobnenAustauschZyklus resultieren, einem inkompletten Transport dercAni
nen. Es scheint dassintrazelludre Chloridionemine entscheidene Rolle fir die Funktion des
Prestins spielen, entweder aldrinsische Spanunngssensoder fiir die allosterische ddlifika-
tion, die fur die Ladungsverschiebung erforderlich ist, oder fur einen Anionenaustausch, bei dem
Chloridionen oder andere Ladungsteilchen als Antwort auf die Anderung der transmembranen
Spannung teilweise Uber die Membran tranzloziert werden. Eb amgenommen, dass diese
Translokation die Konformationsanderung in dem Molekul auslost und damit die somatische
Verlangerung und Kontraktion der auf3eren Haarzelsexistierenzwei Modelle fir die spa
nungsabhangige Prest8teuerung mittels Chloridi@m (Abbildung3).

Zum einen ist es mdglich, dass intrazellulares Chlorid, gebunden anBaémleingstelle
innerhalb der Membran, transloziert und dadurch eine Forménderung bewirkt. Zum anderen ist
es denkbar, dastie Bindung von Chlorid eine allosterische Anderung ermdglicht, wodurch eine
positiveLadung tUber die Membran wandgtR]. Die Elektromotilitat der &uReren Haarzellen ist
unabhangig von ATP, Calcium und dem Mikrotubolier AktinSystem[16;17].
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Abbildung 3: Schematische Darstellung der zwei Modelle der spannungsabhangigen PresHteuerung.

Links: Intrazellulare Chloridionen werden Uber das Membrampiadein eine zytoplasmawarts gerichtete Poge g

lenkt Die Bindung innerhalb des Molekiils fiihrt zur Forménderung. Mdglicherweise existiert eine zytoplasmatische
Bindungsstelle fur Salylate, die als kompetitiver Inhibitor der Chloridbindung fungiert. RecMit der Chb-
ridbindung allosterisch verbundene Ladungsverschiebung. Die Kinetik der Ladungsverschiebung ware in diesen
Modellen durch die Diffusionszeit des lonentransits bzw. die Kinetik der Konformationsdnderung des Prdteins lim
tiert. Clé Ch | o ren(aus:[@2y).

Efferente Innervation der aul3eren Haarzellen Die Efferenzen aus dem oberen Olive
komplex bilden bevorzugt Synapsen mit den duf3eren Haarzellen der &¢t8]eEin bede-
tenderefferente Neurotransmitteder AHZ in der Cochlea ist Acetylcholin (ACh). Die Acéty
cholinrRezeptoren (AChR) der Haarzellen zeigen eine ungewothnliche Pharmakologie, die weder
den nikotinergen mdh den muskarinergen AChR entspricht, jedoch Eigenschaften von beiden
aufweist. Es wird angenommen, dass die efferente Modulierung der Haarzellfunktion zumindest
teilweise (iber einen heteromeren nikotinergen AChR (nACb&tehend aud 9 undn- U1 0
tereinheitder nAChRFamilie, erfolgt. ACh bindet an Rezeptoren am synaptischen Zellpol, es
folgt ein schneller Einstrom vogalcium (C&") in die Zelle Uiber unspezifische Liganden
gesteuerte Kationeanale und anschlieRend 6ffnen*Gabhamige Kalium (K)-Kanéle. Dies
fuhrt zu einem Anstieg der nach innen gerichteten Membranleitfahigkeit und zu einem Ausstrom
von K, wodurch die Zelle um wenige Millivolt hyperpolarisiert. Die initiale Reaktion auf die
AChR-Aktivierung, d.h. die Folge von vibergehendem @4Einstrom und anschlieRendem
K*-Ausstrom, ist das direkte Erscheinungsbild des ionotropen Rezeptorverhaltens des AChR.
Daneben existiert scheinbar als verzégerte Reaktion die Freisetzung ¥@u€ntrazellularen
Cd*-Speichern. Es ignhdglich, dass die Abnahme der globalen Steifigkeit der AHZ und damit
verbunden eine verminderte elektromotile Anwort in gewisser Weise mit déFeasetzung
aus den intrazellularen Speicher verbunderl Esist moglich dass der langsame Effektrve
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artwortlich fur die Fahigkeit des efferenten Systems zum Schutakemtischer Uberstimulation
ist[19].

1.4 Funktion und Expressionvon Prestin unter physiologischen und pathologischen &

dingungen

DasPrestinProtein wurde bereits direkt nach der Geburt in der lateralen Wand der &uf3eren
Haarzellen der RatteGochlea nachgewiesebie Intensitat der Farbung erreicht zwischen dem
9. und 12. postnatalen Tagnadulten Zustand Der zeitliche Ablauf der postnatalen Entl#ic
lung der Prestiimmunoreaktivitat koinzidiert mit der postnatalen Entwicklung der Elekttemo
litat der aulReren &brzellen[20]. Gross et al[21] zeigten, dassler PrestinmRNA-Gehaltim
Cortischen Organ der neugeboreatte wahrend der INitro-Entwicklung etwa um den ka
tor zwei ansteig Verbunden mit dem Anstieg ist die Ausbildung eines deutlichen Apikab}
Gradienten mit dem hdchsten PrestiRNA-Gehalt im apikalen und deniedrigsten im basalen
Fragment. Dies shmt mit Beobachtungnevon Judice et a[22] Uberein, e eine Zunahme der
Farbeintensitat von PrestProtein vom basalen zum apikalen Segment fanden.

In den vergangenen Jahren konnte gezeigt werden, dass digeregek Funktion und
Expression des Prestins flr das gesunde Horen unerl&sslicyntersutiungen an Knockut-
(KO) und Knockin-Tieren (Kl), zeigten, dass das Vorhandensein von funktionsttichtigesn Pre
tin in den aufl3eren Haarzellen von Saugetieren unverzichtbar fir die neouhlearg-unktion
ist. PrestirKO-Mausen zeigem vitro einen Verlst der Elektromotilitéat der auf3eren Haarzellen
undin vivo einen Hoérverlust von 40 bis 60 dB Uber allen Frequerizeargleichbar mit dem
Verlust dercochleara Amplifizierung[23], wahrend heterozygote Mause lediglich eine ggerin
flugige Reduktion der Motilitat der aulReren Haarzellen und einen leicliteretdist von etwa 6
dB zeigen[24]. Die aul3eren Haarzellen voneBtinKO-Mausenzeigeneine verminderte Sie
figkeit, welche ihrerseits zu einem erheblichen Horverlust fuhren konebest svenn die auf
Prestin basierende somatische Elektromotilitéat nicht die Grundlageodeledra Amplifizie-
rung darstelltDallos etal. [25] fuhrtenUntersuchungen an Prestii-Mausen durch. [ Pres-
tin-KI-Maus besitzt ein morphologisch normales Cortisches Organ, eine normale Steifigkeit der
aulieren Haarzellen und eine normale mechanoelektrische Transduktion, wahrend die d&lektrom
tilitat der &uReren Haarzellen stark reduziert BsestinKl- und PrestinKO-Maus zeigen eine
vergleichbareochlearesensitivitat und fehlende Frequenzselektivitat.

Um die Rolle, die Prestin fur die Funktion der duf3eren Haarzelle und letztlich fuibdas H

ren spielt, weiter zu charakterisieren, wurde die Pr&Stpresion bereits unter verschiedenen
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die aulBeren Haarzellen schadigenden Bedingungen untersucht. Schadigende Einflusge, wie H
poxie und Ischamie oder Larm, flihren aochledra Gewebe zu einer metabolisoh8tresant-
wort. Inwieweit die Prestinexpression dadubeeinflgg wird, ist weitgehend unklar.

Gross et al[21] zeigten, dasslypoxie und Ischamieparallel zum Verlust von auf3eren
Haarzellen einen Abfall des PrestitRNA-Gehalts induzieren. Der mRN&ehalt sank proze
tual starker als die Anzahl deorhandenerduf3eren Haarzellen. Das Absinkers deRNA-
Gehaltsreflektiert Schaden an bzw. Verlust von aufl3eren Haarzellen und deutet zusatzlich auch
ein Absinken der Expression in den verbliebenen &ulReren Haarzellen an.

Mazurek et al[27] beobachtetebei Ratten und Meerschweinchen einen Anstieg des-Pre
tin-mRNA-Expression nach larminduziertem Hoérverlust von 15 bis 25 (MBssung der
DPOAES). Gleichzeitig betrug der Verlust von aul3eren Haarzellen etwa 40 Prozent. Die Prestin
MRNA-Expression scheint in den verblieben@mrhandeneraulReren Haarzellen hochreguliert
zu werden. Interessanterweise trat bei einseitiger Bescpaitunler kontralateralen Cochlea
ebenfalls ein Anstieg der PrestimRNA auf, verbunden mit einer Verbesserung der DPOAEs.

Zahlreiche Medikamente haben ototoxische Nebenwirkungen, daBadteylate Amino-
gykoside, Schleifendiuretika, Zytostatika. Die Eahme von Acetylsalicylsédure, kurz ASS, kann
zu einem reversiblen Horverlust fuhréies konnte in Tierversuchen gezeigt wer{leh?. Die
Salicylate binden kompetitiv an das Prestin, dusch spannungsabhéngige Traksktion der
Chloridionen im Prestinmokgéil und somit somatische Elektromotilitat gehemmt Wikd]. Die
cochleareVerstarkung des Schallsignals nimmt ab. Klinisch manifestiert sich eine beidseitige
Innenohrschwerhorigkeit bis etwa 4660 dB mit einem Abfall der otoakustischen Emissionen
[12;28].

1.5 Regulierung der PrestinExpression

NeuereForschungsansatzeir Behandlung von menschlichen Horstérungenzentrieren
sich auf die Geterapie und die Stammzelltransplantafibh4;115]. Ziel ist die Reparatur bzw.
der Austausch von geschadigtrchledra Haarzellen. Das Verstandnis der PreRegulation
ist dabeiessentiell. Bisher sind die Mechanismen der dynamischen PReggimation auf den
verschiedenen Ebenen weitgehend ungeklart, dazu gehorérediamRNA-Transkription und
-Translation, diPrestinUmsatzratet(rnover ratg und Polymerisabn. Eine Grundlage fur das
Verstandnis des Prestins ist die Charakterisierung dert@ktus, der Promotorregionen und
der spezifischen Transkriptionsfaktoren.

Transkription und Transkriptionsfaktoren : Als Transkription wird der Prozeld des
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Uberschreibens eines Gens bzw. dessen {364uenz in RNA bezeichnet. Der Transkripsion
prozess lafl&ich in drei Stadien unterteilen: der Start der Transkription (Initiation), die Vedang
rung der RNAKette (Elongation) und das Ende der Transkription mit dem Freisetzen des RNA
Transkripts. Zur Transkription besitzen die héheren Eukaryonten dreiRirerasen (I 1),
welche unterschiedliche Gene transkribieren. Die Synthese der mRNAt eltoch die Pgk-
merase Il, diese transkribiert alle proteinkodierenden Gene und synthetisiert verschiedene regul
torische RNAMolekile. Fur die Regulation der Trangkion besitzen alle Gene auf ihrer DNA
konservierte Signale. Fur die Initiation sind bestimmte Sequenhkaltte auf der DNA notwe

dig. An diese Promotoren genannten Abschnitte binden sogenannte allgemeine Transkription
faktoren und zeigen der RNRolymerse den Startpunkt der Transkription an. Haufig findet
sich die sogenannte TATBox 25 bp stroraufw 2 r t s-Ri¢hiumg) d&sdStartpunkteSie dient

als Erkennungsstelle fir den Multiproteinkomplex TFIID, bestehend aus dem-BaXAinde
Protein (TBP) undden TBRassoziierten Faktoren, und somit zum Aufbau des Initiationsko
plexes. Die Haufigkeit der Transkription eines bestimmten Gens wird durch zuséatzliche-gensp
zifische Regulationsmechanismen gesteuert: genspdmifi®romotoren in direkter stnau-
wartsgelegener Nachbarschaft, den Promotor verstarkende Entaeoeente und negativ wi
kende SilenceElemente. Enhancer und Silencer kdnnen in weiter Entfernung stromaufwarts
oder stromabwarts oder sogar innerhalb der zu transkribierenden Region liegeerdgie von
DNA-bindenden Transkriptionsfaktoren erkaridahzu immer werden die entstandenen Prima
transkripte ce oder posttranskriptionell modifiziert: Anheften der €3gouktur, Splei3erund
Anheften des Poly(ApchwanzesMan unterscheidet im mensathien Genom etwa 200 bis 300
allgemeine und Uber 2000 spesthe Transkriptionsfaktoren. Wahrend die allgemeinenntra
skriptionsfaktoren an die Promotoren der Gene binden und zusammen mit deatbiEiAgigen
Polymerase Il den allgemeinen Transkriptionskomi#den, aktivieren die spdiBchenTran-
skriptionsfaktoren die Polymerase durch Wechselwirkungen mit den allgemeinen Transkript
onskomplex. DiespezifischenTranskriptionsfaktoren haben zwei charakteristische Domanen,
die DNA-bindendeDoméane und di¢rarskriptionsregulierende Doméne, entweder dirensk-
tivierungs oder eine Transrepressioméane nach deren Sequenz bzw. Struktur klassischerweise
die Einteilung erfolgt. Wahrend der Entwicklung und Zellspezialisierung wird fur die Regulation
der zellspezischen Genexpression aus diesen mehr als 2000 Transkriptionsfaktoren selektiert.
In die Selektion involviert sind einerseits eine Kaskade von transkriptionaler Kontrolle der Tra
skriptionsfaktorgene und andererseits von aul3erhalb der Zelle zugefiigrede, die posttna

skriptional bereits gebildete Transkriptionsfaktoren aktivigB2). Die Aktivitat der Transkp-
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tionsfaktoren kann auf verschiedenen Ebenen kontrolliert wevdsny die Steuerung der 8y

these und des Abbau, kovalente Modifikationen, wie Phosphorylierung und Dephospholylierung,
Ligandenbindung, leraktion mit inhibitorischen Proteinen und Wechsel der Bindungspartner
gehorenDie Vielfalt und die Kombination der Transkriptionsfaktoren erméglichen eine exakte
Kontrolle der Expression. Es scheint, dass jedes Gen ein individuelles Regulationsnsitzter be
somit eine bestimmte Menge von bestimmten Proteinen zu einer bestimmten Zeit einen b
stimmten Proz8 startef33;34].

NfaB-Transkriptionsfaktoren : Die Familie der nukledrenTranskriptionsfaktorekappaB
besteht in Saugetieren aus funf Mitgliedern, die normalerweise in inaktiver Form im Zytoplasma
vorliegen: NFEB1, NFeB2, Reta, Relb und cRel. NFaB ist an zahlreichen physiaieschen und
pathologischen Prozessbateiligt, wie Zellproliferation unedifferenzierung, Entztindungand
Immunreaktionen, Uberleben und Apoptose der Zellen, zellulare Stressreaktionen urmd Tumo
wachstun{32;116117].

NFaB ist auch in die intrazellular€alciunregulation involviert und hat eine bedeutende
Rolle fur die neuronal&xzitotoxizitat Lang et al[35] zeigten, dass N#B eine zentrale Rolle
fur die Degeneration vonochleéara Spiralganglien hat. Mause, denen diesRFJntereinheit
p50 fehlt, zeigten im Verlauf einen zunehmenden Hoérverlust assoziiert mit zunehmenden Sch
den der Neuromeunterhalb der inneren Haarzellendueinem beschleunigten Verlust dern-Sp
ralganglien Merchant et al[36] vermuten, dass NIB in die pathologischen Aktivierung zedl
larer Stresssignalwege involviert ist, die zum idiopathischen sensorineuralen Hoérverlust fuhren.
Des Weiteren wurdeon Nagy et al[37] gezeigt, das# vitro die selektive Inhibierung von
NFaB zur Apoptose von unreifen Haarzellen fuhrt.

C-fos-Transkriptionsfaktoren : Der TranskriptionsfaktoiC-fos gehortzu denfriih indu-
zietbarenGenen(immediateearly genes welche als Verbindung zwischen zytoplasmatischen
Ereignissen und Regulierung der Genexpression auf nukleérer Ebene innerhalb von Minuten
aktiviert werdenIn der Larmgeschéadigten Cochlea steigt die Expression frihinduzierter Gene
[38]. So fuhrt die akustische Uberstimulation zu ein&nstieg der Gfos-Expressionim In-
nenoht39;40].

GATA -Transkriptionsfaktoren : Die Untersuchung der GAT-&Xxpression im Innenohr
ist von besonderem Interesse, da GAF-Mutationenmit Horverlust assoziiert sinf#11;42).
Allerdings ist die genaue Pathogenese der Entwicklungsanomalitaten im Innenohr bedingt durch
GATA-3-Mutationen noch unbekanriBei Patientermit dem HDR-Syndrom(hypoparathyro

dism, deafness, renalefects) die unterSchallempfindungsschwerhoérigkeit, Hypoparatloyre
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dismus und Nierendysplasiéziden, wurde i|me GATA-3-Haploinsuffizienznachgewiese43].

Der Horverlust im Rahmen des HEEBR/ndroms ist durch einechledreStorung hervorgerufen.
Mause, die fur eine mutierte GAT2aForm heterozygot sindzeigenzunehmendnorpholog-

sche 2geneationen, beginnend mit den apikalen &uReren Haarzellen und schlief3lich alle Haa
zellen sowie Stutzzellen der gesamten Cochlea beticd4].

Bei den Wirbeltieren sind sechs GAT&oteine, GATAL bisGATA-6, bekannt. GATA1
bis GATA-3 werden vor allem in hamatopoetischeZellen exprimiert, GATA4 bis GATA6
finden sich vorwiegend im Herzen, im Darm und in den Nebennig¢d&). Die GATA-
Transkriptionsfaktoren enthalten zwei Zinkfingerstrukturen. Der erste Zinkfinger tritt mg-weit
ren Proteinen in Wechselwirkung, Uber den zweiten Zinkfinger werden die Interaktionen mit der
DNA vermittelt Die Mitglieder der A TA-Familie sind wesentlich an zahlreichen Entwic
lungsprozessen, wie der Determination von Keimzellen, der ZellproliferatiorZ elidifferen-
zierung beteilig{46]. Sie sind in die Entwicklung von Herz, Augen, vaskularem und hamatopo
tischen Systemed 7], in das transkriptionelle Rickkopplungsnetzwerk wahrend der endokrinen
sympathoadrenalen Diffenzierung[48], in die Differenzierung vorAdipozyten[49], in die
Regulation von allergischen oder inflammatorethReaktioen[50], in die Erzeugung desyZ
tokinsystemg[51], in die transkriptionelle Aktivitat der TyrosiHydroxylase [52] und in die
Entwicklung des Innenohngivolviert. Bereitsin frihen Phasen der Innenohrentwicklung wird
Gata3 exprimiert[53;54]. In denersten morphogenetischeta8ienist GATA-3 fur die Einstir
pung der otischen Plakoded der Bildung destischen Vesikds erforderlich[55]. Desweiteren
ist GATA-3 in die Ausbildung desochledra Ganglions und in die Wegfindung der efferenten
Nervenbahnen zum Ohr involvid&3].

In Hinblick auf die Rolle von Prestin fur die Funktion der au3eren Haarzellen, istles wic
tig die Faktoren zu uarsuchen und zu verstehen, die in die Regulierung der PEeginession
involviert sind. GATA3 wird wahrend decochleara Haarzellentwicklung kontinuierlichxe
primiert, dies deutet neben der Beteiligung an Prozessen der Morphogenese und der &leurogen
sedes Innenohrs auf eine wichtige Rolle fir die Entwicklung der Haarzelldb@finAuRerdem
enthalt der PresttPomoter verschiedene putatve Bindungsstellen r GATA-
Transkriptionsfaktoren[57], so das wir zu der Annahme gelangen, dass die GATA
Transkriptionsfaktoren an den regulatorischen Veranderungen der fEegtassion beteiligt
sind[58].

Liganden von nuklearen Transkriptionsfaktoren: Ein gutes Beispiel flr die Banflus-

sung der postnatalen PresEmpression ist das Schilddriisenhornjb8]. Die Schilddriisenhe
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mone(Thyroidhormon, TH) Trijodthyronin (3) und Thyroxin (Tetrajodthyronin, 5J regulieren
eine Reihe von Entwicklungsprozessen in verschiedensten Organsystemen. Sie regulieren die
Genexpression Uber Thyroidimeonrezeptoren (TR), die ebenfatlsr nuklearen Rezeptorfamilie
der Liganderaktivierten Transkriptionsfaktoren gehér@®] und von zwei verschiedeneneG
nen, TRU und T R¥ersdhiebdrigenrinh postnataleh eAnstieg des-Plasma
Spiegels fuhren zu permanenten Horstérungen. So fihren MutationdnRié@&im Menschen
zur Schilddriisenhormonresistenzgistance to thyroid hormon&TH) mit Taubheit als eines
der bedeutensten Symptonigd beeinflusstdie postnatale Prestigxpression. So wird unter
demEinflussvon Ts die initiale Expression von Prestin lsakunigt und @ Expression erhoht,
die Abwesenheit von TH verzdgert sukzessive die Prdstppression, trotzdem werden normale
Proteinspiegel erreiciff9].

Ein weiteres Beispiel fur eine die Innenohrentwicklung beeinflussende Substanz ist die R
tinséaure, der aktive Metabolit der VitamiSaure.Schilddrignhormone und Retinsaure veg
lieren die GerExpression Uber eine ahnliche RezefRordung. Beide agieren als Liganden
eines nuklearen Rezeptors, an dem sie mit dem entsprechenden H&espoasdlement im
Ziel-Gen interagieren. Retinsdure ist ein Aktoarader nukledren Rezeptoren Retinamd
Rezeptor (RAR) undRetinoidX-Rezeptor (RXR). Es spielt eine wichtige Rolle wahrend der
zellularen Differenzierung und des Wachstums beeinflussizahlreiche Entwicklungsprozesse
darunter die Strukturierung dBhombencephalan(lat. Rautenhirn)die Entwicklungdeskard-
ovaskularen und des respiratorischen Systems, der Nieren, der Andeler olfaktorischen
Bahnen[61;62]. Aufgrund der aktuellen Erkenntnisse scheint die Retins&ure eine wichtige Rolle
wahrend verschiedener Phasen der Innenohrentwicklung zu spielengdaarilorphogenese
des Innenohrs und moglicherweise die postnatale Entwicklung und Erhaltung des Innenohrs
[63].

Eine die Gaté-Expression beeinflussende Substanz istklbsat Gemfibrozil, ein Akt
vator des PeroxisoiRroliferatoraktivierenden Rezeptsalpha (PPARU {64]). PPARU geh©° r t
zur nukledren Rezeptorfamilie der Liganeiktivierten Transkriptionsfaktoreand ist in die
Regulation des Lipidmetabolismus uinttansport involviert{65]. Der Lipidmetabolismus im
Cortischen Organ kann die Funktion von Prestin beeinflussen, diluditat der lateralen
Plasmamembran der auf3eren Haarzellen tber den Cholesterinspiegel regul[é@]wird

Wachstumsfaktoren und Signalmolekile Wachstumsfaktoren und andere Signaknol
kile kénnenein breites Spektrum an Effekten auf die Entwicklung des Innenohrs haben. Als

Wachstumsfaktoren werden Botenstoffe bezeichnet, die Signale zwischen Zellen tbertragen und
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somit Information weiterleiten. Die Signaltbermittlung erfolgt durch Bindung des $tlao

faktors an spezifische Rezeptoren in der Zellmembran, woraufhin eine Signalkaskadenm Zelli
neren ausgelost wird, welche zur Aktivierung oder zur Abschaltung eines Gens fiihrt. Es ist eine
grof3e Anzahl von Wachstumsfaktoren bekannt. Der Insutige Wachstumsfaktor, kurz IGF,

spielt bekanntermaRen eine Rolle fur das Uberleben und Wachstum von Zellen, in der Cochlea
fur die Entwicklung von Haarzellen und den Erhalt der zellularen Intaktheit des Organismus
[67;68]. Die Proteine der TransformirgrowthfactorbetaFamilie (TGFb) sind multifunkto-

nal. Sie regulieren die Differenzierung, die Proliferation und die Mutation von Zellen und spielen
eine zentrale Rolle in der embryonalen Entwicklung von vielen Geweben, auch diemetes-

res[69].
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2. Problemstellung

Prestin ist das Motorprotein der &uf3eren Haarzellen. Seine Fugktidgihrleistetlie hohe
Sensitivitdt und Frequenzspezifitdt des Horvermégens von Menschen bzw. Saugétierden
molekularen Mechanismus des Hoérens und die molekularen Zusammenhange der Sahwerhori
keit und des Tinnitus, beides haufige sensorische Stémubgjen Menschen, besser zu verst
hen, werderzum einerTiere zur Modellbildung eingesetah{Vivo-Modelle) zum anderen Zkl
kulturen (n-Vitro-Modelle). Oft bieten Zellkulturen bessere Mdglichkeiten, Modellvorstellungen
zu entwickelnIn der Berliner Arbdsguppewurde gezeigtdassdie PrestirExpression auf der
MRNA-Ebene durch Hypoxiend Ischamien der organotypischen Kultur des Cortischer O
gans vermindert und durch Impulslarm in adulten Meerschweinchen und Ratten erhdht wird.
Damit stellt sich die fage nachEinflusdaktoren und Regulationsmechanismen der Prestin
Expression.

Bei der Beurteilung von Ergebnissen, thievitro gewonnen wurden, ist es wichtig zulpr
fen, ob und inwieweit diese mit vivo gewonnenen Untersuchungserbnissen tbereinstimmen.
Diesem Zweck sollem der vorliegenden Arbeitergleichede Untersuchungeder Genexpra
sion in vitro undin vivo, dienen.In friheren Untersuchungeter Berliner Arbeitsgruppeurde
gezeigt, dass die organotypisdkeltur des Cortischen Organs der nelgeenen Rattgut ge-
eignet ist die PrestinExpressiorzu untersucherDaher wird in der vorliegenden Arbeit dieses
In-Vitro-Modell verwendetum mogliche Einflu3faktoren auf die PresERrpression zu unteus
chen

Ein entscheidender methodischer Aspektldigiersuchung der Genexpression ist die Wahl
eines geeigneten Bezugssystems. Es ist zu priufen, ob die in der Literatur haufig als Referenzgen
benutzte Gapdh fir die Untersuchung der Prdstipression in der organotypischen Kultur des
Cortischen Organs dereugeborenen Ratte geeignet ist. Weitersireu prifen ob der Bezug
auf die GesamRNA zu ahnlichen Resultaten fihrt wie der Bezug auf das Referenzgen.

Transkriptionsfaktoren sind wesentliche Regulatoren der GenexpressionwEiteze
Zielstellung derArbeit ist daher zu priifen, ob es einen Transkriptionsfaktor gibindatro und
in vivo @ahnlich wie Prestin reguliert wird.

Auf der Grundlage der bisherigereitntnisse konnten folgende Substanzklassen ala-pote
tielle Einflusdaktoren auf die PrestiBxpression von Bedeutung seidganden von nukleare
Transkriptionsfaktoren, Wachstumsfaktoramd NeurotransmitterZugleich stellt sich die Frage,

ob einelanganhaltende Aktivierung der aufReren HaarzellenVerdnderungen der Prestin
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Expression fuhrt

Eine klassische Substanz, die die PreBtipressiorbeeinflusstist das Schilddriisenino
mon Thyroxin (T4) [59], der entsprechende Transkriptionsfaktor ist T;,-bindende Rezeptor.
Zu dieser Familie voiRezeptoren gehort auch der RezeptorRétinsdure und fir Substaamy
die die PPARs aktivieren. Eine solcBabsanzist Gemfilrozil. Zu den Wachstumsfaktoren, die
einengrofl3enEffekt auf die Innenohrentwicklung haben, gehéren IGF T@&-b. Zu den Ne-
rotransmittern, die die Funktien der aufl3eren Haarzellen beeinflussen kdnnten, gelkoen
tylcholin und adrenerge Substanzdfin haufig verwendetes experimentelles Modell fur die
chronische Aktivierung von Neuronen ist die Kalimduziate Depolarisation.

Somit ergbt sich fur die vorliegende Arbeit die Untersuchung der Effekte folgendaer Su
stanzerbzw. Bedingungeauf die PrestisExpressiorin der Kultur T4, Retinsaure, Gemfibrozil,
IGF, TGFb, ACh, Memantin, Phenylephriand erhohte K-Konzentration.
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3. Material und Methoden

3.1 Materialien und Substanzen

Die WistarRatten wurden von der Firm@harles RiverNiederlassung BerliBuch bezo-
gen. In der vorliegenden Arbeit wurden Materialien von folgenden Firmen verweBdet:
Biosciences (Bdford, USA),Biochrom Seromed (BerlinBio-Rad (Minchen)BioTez (Berlin
Buch), Biozym Hess.Oldendorf), Braun (Melsungenf;ambrex (RocklandJSA), Eppendorf
(Hamburg, Falconi BectonDickerson (Le Pont De ClaixFrankreich) Feather Distributor:
pfm, Kdln), Fresenius (Bad Homburggibcoi Invitrogen(Paisley,UK), Inno-train (Kronberg),
MaiMed (Neuenkirchen)MBT Brand (Giel3en/Dossenheimlerck (Darmstadt),Millipore
(Schwalbach MoBiTec (Gottingen, Nunc (Roskilde, Ddnemajk Pharmacia (Uppsal&chwe-
den), Promega (Madison, USA), QiageHnlilden), R&D (Minneapolis,USA), Roche (Man-
heim), Roth Karlsruhg, Sarstedt (Numbrecht), SchleicHachuell (Dassel), Sigm&ldrich
(Taufkirchern), Serva (Heidelberg)

Verbrauchsmaterialien

Ei nmabf 2I(SOét e-Becub pt
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Ei nmal snplr m¥ & @I0 2 Brmun
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Ei nwegskallFpeea)lheNo. 20

Kang¢l eBr2dyu G (

Kul tur f Inds;cimié 82 500 n

Lihg Cy*Kla®i | | a (Ronc)he2 0 O

Me mb r a Wfaic ludf,é2g, Om2 S c ml eS(cobh)el r
Mul | k ompr s«ls@sreinh XM ali OM ecdm
PCReakti onsng6fndlCe( Bli,o02zy m)
PCReakti onsngdf tkpe el),do r f
Petrischal em, B01&fmammp,on6 0 m
Pipett eln i tFza-d t EampRrQRI or f
Pipettenspit EeppenNidps fRel oads (
Reakf geh&mle, ,id,25 O(Empendor f
R°hr chleoani sk (R&I o n,
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Tabe | ¥er wendete Pri mer.

Gen Accession S e g u Bbn 736>\ Start Stop
Ol i gmo)(

Forward pri me TTTTTTTTTTTTTTTTTT

Reverse pri me TTTTTTTTTTTTTTTTTT
PredNtM_m30840 (162 bp)

Forward pri me CACAGAGTCCGAGCTACACA(150s8 1530
Reverse pri me TCAGTGCGCTGCTGTACAAG 16609 1650
TbpM_001002098bp)

Forward pri me ACCCCTTGTATCCTTCACC 608 627
Reverse pri me CATGATGACTGCAGCAAACC 808 789
GatldAM_01 2 A6dp)

Forward pri me GAAGCGAATGATTGTCAGCA gg51 870
Re v eprrsieme r TTCCTCGTCTGGATTCCATC 1033 1014
Gat2dM_ 0 3 31 71Pp )

Forward pri me CCAGCAAATCCAAGAAGAGC 1645 1664
Reverse pri me CGTTGGCGTAGGTAGGATG 1814 1795
Gat3dM_ 133299 bp)

Forward pri me GAGAGCAGGGACTTCCTGTG 936 955
Reverse pri me CATGCACCTTTTTGCAC 1141 1125
GapdihM_017®R®&B bp)

Forward pri me AGACAGCCGCATCTTCTTGT 29 48
Reverse pri me CTTGACTGTGCCGTTGAACT 253 234
cf oXs0B60Q179 bp)

Forward pri me AGAATCCGAAGGGAAAGGAA 555 574
Reverse pri me TGGGCTGCCAAAATAAACTC 733 714
Nf kBVM_ 3422064 bp)

Forward pri me AGGCATTGAAGTGATCCAG 3099 3118
Reverse pri me CAGTGAGGGACTCCGAGAAG 3302 3283
Gerate

Arbeitsbank, Laminarfl owbox (Gel aire)
Bi ophot ometer Genequant |1 (Eppendorf)
Feinpr2aparationsinstrumente (Fine Science To
Fl uoreszenzmi kroskop WeMlzLl arL eGnobaH, MNectrzolsayrs,t el
Gel el ektrophoitedglkammei ometdr aE2%tMBTdBrankdowe
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http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=nucleotide&id=6978876
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=nucleotide&id=15559216
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=nucleotide&id=109465590
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Perkin EIlI mer Cetus96G6neAmp PCR System
Stereom(Keosko@aremany

Ti schzebndR7 f Egeendor f)

Ti schzentrifuge Mini (VWR Gal axy)

Vol | aut omati schesn@GelAdakymestyat emns&eneGeni us

3.2 Praparation des Cortischen Organs

Die Erlaubnis zur Tiertétung und Organeaiime erteiltelas Landesamt fikrbeitsschutz,
Gesundheitsschutz und technische Sicherheit (LAGetSi), Berlin (T 023Bferaparation der
Cochlea ausmeonatalen WistaRatten erfolgte in Anlehnung an Sobkowicz et al. (1993]
und Léwenheim et al. (1999Y0]. Je Versuchstag wurden 6 bis 15 Tiere préaparig.zur
Paparation befanden sich die Tiere in eingr&torbox mit etwa 37 °C warmen Gelakkus, damit
sie nicht auskihltendm einer moéglicherExsikkoseder Tiere entgegenzuwirken, wurden
Tieren etwal50 ul einer Eldktrolyt-GlukoseLdsung (lonosteril pap 1l) subkan in die Nacke-
falte injiziert. Mit einer chirurgischen Schere wurden die Versuchstiere im distalen Bereich der
Halswirbelsauladekapitiert.Der Kopf wurde mit 70 %igem Alkohol oberlachendesinfiziert und
auf einer sterileMullkompresse mit der Schnittflache nach unten kurz ausgebiutsthlie-
fend wurde digKopfhaut und ¢ darunter liegenden Weichteile mit Hilfe einer anatomischen
Pinzette und einer kleineren chirurgischen Scleetéernt. Casnun freiliegendeNeurocranium
wurde beginnend an der Crista occipitalis exteamlang derSutura saiftalis aufgeschnitten
dann er Schadel mit einem Einmalskalpell in der MedBagittalebenayespalten.Die Hirn-
masse wurde mit einem Rundspatel entfdvhit einer chirurgischen Scheneurde die Pars pe
rosades Ostemporalesepariertund in eine Petridtale (60 mm) mitgekuhlter steriler BSG
Penicillin-Losung Uberfuhrt.

Die weiterefeingeveblichePraparatiorwurde von FraDr. Amarjargal (Arztin) und Frau
Fuchs (Chemingenieurir) durchgefihrt.Verwendet wurden eitstereomikroskopund Fen-
praparationsistrumente Die folgenden Préparationsschritte erfolgten unter aseptischem-Bedi
gungen in einer Laminarflowox in steriler BSGPenicillin-Lésung

Die Cochlea haprinzipiell zwei praparatorische Zugangen medial nach lateral (s&h
delauswarts) vom Felsbeinzur Basis cochleae undon lateral nach mediaurch das Trm-

melfell (schadeleinwarjsVerwendet wurde degrsteZugangsweg, dao eingeringeres prapar
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tionsbedingtes Verletzungsrisiko fir die Zielregion best&ne.Cochlea mitdernoch knorpet
gen Kapselwurde aufgesucht unalus dem umgebenden Felsenbein geldst. AnschlieRend wurde
die hautige Cochlea von der Kapsel und der Lamina ospiralis geieant Es folgte die Ube
fuhrung des Praparateseine saubere Petrischale (35 mBig Praparatiosinstrumente wurden
gewechseltDer Modiolus, die knécherne Achse der Cochlearde fixiert und die Cochlea vo
sichtig davon gel6stn der Folge lag die Cochlea linear word das bindegewebige lagmentum
spirale, welches die Stria vascularis enth&thinnte von basal nach apikah einem Sticlkabge-
zogenwerden Das vorliegende Cortische Orgamurde entsprechend déNindungen in drei
Fragmente gleicher Gro@eteilt ein apkales,mediales und basales Fragment.

Alle Praparationsinstrumente wurden vor wwidschen den einzelnen Praparationssehri
ten mit 70 %igem Alkohol desinfiziert. Das mehrmalige Uberfilhren des Praparates in frisches
Praparationsmedium diente der Keimverdinnung, um eine moégliche Kontamination der Kultur

ZUu vermeiden.

3.3 Die organotypische Kutur des Cortischen Organs

FUr unsere Untersuchungen nutzten wir die organotypische KidaiCortischen Organs
von drei bis funf Tage alten Wist&atten Die Zusammensetzung des Mediums fur dagtim-
Modell orientierte sich an Arbeiten vausdwenheimet al [70]. Als GrundmediundienteDulbe-
cco's modifiedEade’s medium/F12 nugnt mixtures (DMEM/F12mit 10 % fealem Kdberse-
rum, 100 U/ml Penicillin, 10 g/ml Insulin, 10e g / ml Transferrin, 00 ng
% D(+)-Glukose(0,9 % Endkonzentratiom Medium). Fir spezifische Fragestellungen rde
die Zusammensetzundes Mediumamodifiziert. Das Medium wurde jeweils am Morgen des
Versuchtages steril hergestellt.

Die drei Fragmente wurdegetrennt voneinandgeweils in eine mit 500 pul Medium @-
fullten Kammerkultiviert. Zur Positionierung der Fragmierwurdenje Kammer350 pl Medum
entnommen und in der vierten leer verbliebenen Kammer gesaniielEragmentevurden
ausgerichtetund waren ach etwa 2 Minuten am Kammerboden angeheftetlasslas Medium
vorsichtigwieder aufgefulliwurde Die Inkubaton der Kulturen erfolgte irinem mit 5 % CQ

begasten Inkubator bei 37 °C (Standardbediggujfir die Dauer von 48 bzw. 72 Stunden.

3.4 Darstellung der Haarzellen

Um die Anzahl und Vitalitat der einzelnen Haarzellen sowohl im Frialshauch im Kis
tur-Préparat zu bestimmen, wurden diese fixiert undfimtreszenzmarkierterRhalloidin(Phd-
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loidin-TRITC) gefarbt.Die Auswertung erfolgte mittels Fluoreszenzmikroskopié. die sem
quantitative Darstellung und Auswertung des PreBtwteins der &uf3eren Haallen wurden
diese nach der Fixierung immunhistochemisch gefarbtinrneiner Geldokumentationsanlage
ausgewertet.

Fixierung: Zunachst wurde das Medium entfernt und die Praparate zweimal vorsichtig mit
etwa500 pl BSG gewaschebann wurde das Gewel3® Minuten in4 %igem Paraformaéd
hyd bei Raumtemperatdixiert und anschlieBend in PBS gewaschenfolgte die Farbung nicht
direkt im Anschluf3, wurden die fixierten Préaparate in PBS bei 4 °C aufbewahrt.

Phalloidinfarbung und Haarzellz&hlung Phalloidinist das Gift des Knollenblatterpilz
(Amanita phalloides). Ebindet sichhochaffinan filamentares Aktir{F-Aktin). Das Aktinfila-
mentist aus zwei helikal angeordnet&rangenglobularer Unterheiten (@ktin) aufgebaut.
Gewohnlich sind @ Aktinfilamentezu schlanken Bilindelausammengefugt, die der Stabiisi
rung der Zellen dienerDas Monomer (globulares oder-Aktin) steht im Gleichgewicht mit
dem Polymer (FAktin). Die Depolymerisierung wird durch das Phalloidin gehemmit.

An das Phalloidin ist der Fluoresnzfarbstoff TRITC (Tetramethylrhodaminisothiocyanat)
gekoppelt, salass die aktinreichen Stereozilien und die Kutikularplatten der Haarzellensfluore
zenzmikroskopisch sichtbar werdefiufgrund der heterogenen Morphologie, der differenten
Lage im Cortischn Organ und typischen Stereozilienanordnung lassen sich IHZ und AHZ klar
voneinander unterscheiden.

Das fixierte Gewebe wurde zunachst mit 0,2 %igeton-PBSL6sungfir 30 Minuten
permeabilisiert und erneut mit PBS gewaschen. Reagenziereinzusparenywurde um jedes
Fragment ein kleiner Plastikring (5 mm) platziert, in den 20 ul Phalloidin (1apy)iziertwur-
den.Nach 30 Minuten Inkubation im Dunkeln wurde der Plastikring entfernt, das Praparat erneut
mit PBS gewaschen und efmtifading-Mix appliziet. Die beschriebenen Farbeschritte wurden
bei Raumtemperatur durchgefihBis zur Auswertung wurden die gefarbten B@agmente
dunkel und kuhl (4 °C) gelagert.

Die Zahlung der Haarzelleerfolgteam Fluoreszenzmikroskop (Filter N 2.1) telis eines
Glasolpekttragers mit puSkalierung Um die Zahlung zu standardisieren und somit ihre &epr
duzierbarkeit zu gewahrleisten, wurd&nswertungs bzw. Zahkriterien festgelegt(1) je Fray-
ment werden 3 bis 5 verschiedemprasentativéAbschnitte ausgezahlf2) der auszuzéhlende
Abschnitt ist 100 pm lang; (3)ie Haarzellreihungd.h.eine Reihe IHZ und drei Reihen AHZ
mussgut sichtbarsein; (4) ein Abschnitt muss aus mindestens 20 gut erkennbaren zusamme

hangenden AHZ bzw. ihren Fehlstellen besteli@nAbschnite mit mechanischen Alteratien
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werden nicht ausgezah() Haarzellen werden als vorhanden gezéhlt, wenn die Kutikularplatte
und die Stereozilien intakt sind, andfalls werden sie als Fehlstellen gezablte Dokumena-

tion der Zahlungen erfolgte nets einestandardisierte@ahlprotokolls

3.5 Immunhistochemische Rrbung von Prestin- und Gata-3-Protein

Prestin- und GATA-3-Farbung: Um eine Aussage Uber die Expression Besstinpo-
teins zu bekommen, wurde das Prestinprotein immunhistochemisch gf@tbDie fixierten
Praparate wurden 10 Minuten in 0,5 %ideiton-PBSLOsung permeabilisiert und danach in
PBS gewaschen. Niclspezifische Bindungsstellen wurden mit 4 %igem normalem Eselserum
in PBS eine Stundklockiert. Fur die Prestinfarbung wurden die Praparate tber Nacht bei 4 °C
mit dem Primarantikdrper (30 Verdinnung des affinitatsgereinigten polyklonalen Prestinant
korper N20, 200 pg/ml) in einer Losung inkubiert, die PBS, 2 % NaCl, 1 % normaleseEsels
rum, 0,1 % Triton X100 enthal{59]. Nach mehrmaligem Waschen in PBS wurden die Paapar
te mit dem Fluorescei(FITC-) konjugiertem affinidtsgereinigtem Skundarantikorper (1:200
Verdinnung, EsehntiZiege 1gG) 60 Minuten lang inkubief20]. Ein Antifading-Mix wurde
appliziert und die Préaparate anschliel3end mit einem Axio Mikroskop (Imager Al, Carl Zeiss
AG, Gottingen, Deutschland) untersucbas GATA-3-Proteinwurde in Anlehnungan Stee-
bergen et al. (200272] gefarbt.Der Primarantikorper ist GAR-3 (HG331) monoklonales
MausantrGATA-3 (#s¢268 Santa Cruz200 pg/ml, 1:10D Der Immunnachweis wurde mit
dem entsprechenden sekundaren Fin&@kierten Ziegeant-MausAntikorper (#115095003,
Jackson Dianova, 1:200) durchgefuhrt.

Quantitative Besthmung des PrestiRroteins Um die Expression von Prestifrotein in
den organotypischen Kulturen zu quantifizieren, wurde ein Vorgehen genutzt, welches auf der
immunhistochemischen Identifikation von Prestin in der Membran, auf der Visualisierung von
Pregsin mittels Konfokalmiroskopie und auf dem Erfassen der Membranen der &ulR3eren-Haarze
len mittels GelscarogrammPaket (GelScan V5.01, BioSciTec, Marburg, Deutschlard) b
siert. Um sicher zu stellen, dass alle Fragmente unter denselben Bedingungen weféet,
wurden diese zusammen auf einem mit -Zetld Gewebskleber (Cellal, B&D, Bedford, MA)
bedeckten Glasobjekttrager befestigt, mit einfeettstift ImmEdge Pen\ektor Laboratories,
Burlingame, CA, USAumrandetund dann gefarbt.

Die konfokalen Bitler der aul3eren Haarzellmembramamden mit einem aufrechteratk
sermikroskop (Leica DM 2500), ausgestattet mit einem 63x Objektiv-iIm@kersion, mit Hilfe

einer 488 nm Linie eines ArgdonenLasers angefertigt. Dieptischen Schnitte wurden von
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dem mitleren Teil der Zellregion zwischen der Kutikularplatte und dem Nukleus angefertigt.
Zur Bestimmung der Intensitat der Pred@roteirExpression in den Membranen der aul3eren
Haarzellen wurde das GelseBnogrammPaket verwendet. Die Abbildgrder Prestimefarbten
aulBeren Haarzetlembranwurde alsProbenspurbetrachtet die aus einem Héchstwertler
Membran, einem Tiefstwerdem Zytosol (Hintergrund) und eineraweiten Hochstwert der
gegenuberliegendeMembran besteht Dieses Histogramm wurde genutzt, wie differential
integrated densitykurz DID, das heil3t den Farbdichtewder Bandermmit abgezogenem Hi
tergrund zu ermitteln ausgedriickt in Pixelwerten der Graustufen. Die Ergebnisse zeigen, dass
dies ein effizientes System darstellt, um quantitatieeanderungen in der Protelitxpression
von Prestin zu detektieren. Der spezielle Vorteil dieses Verfahrens besteht in der Moglichkeit,
die PrestirProteirExpression in jedem einzelnen Segment des Cortischen Organs zu ermitteln.
Es wurden je Segment 3QfFere Haarzellen untersucht.

Die Praparatavurdenim Konfokalmikroskopder ArbeitsgruppeFrau Dr. PohlFrau Dr.
Smorodcheko (Institut fiir Zell- und Neurobiologie, Charitéhotographiert und die Bilder dig
talisiert. Die immunhistochemischen Farbungen v@restin und GATA-3-Protein, sowie die

Dokumentation und Auswerturtier Ergebnissevurde von Frau Fuchs durchgefihrt

3.6 Isolierung und Quantifizierung der RNA

Die sowohl frisch als auch nach jeweiliger Kutivierungsdauer gewolriRig¢A-Proben
wurden zu je drebzw. zwei Fragmenten gepoolt, um eine ausreichende-RIbAge zu gewi-
nen. Die RNA wurde mit dem RNeasy® Mini Kit isolieRas Verfahren beruht auf der dele
tiven Bindung von RNA auf der SilicagMembran und der Mikrozentrifugationstechnkks
beinhaltefolgende Schritte:

1) Lyse in GITG (Guanidinisothiocyana) haltigem Puffer und Homogenisierung des
Gewebes durch Zerkleinern auf der QIAshredder Shite,

2) Einfrieren bei80 °C oder sofortige Weiterverarbeitung;

3) Einstellen der Bindungsbedingungen nigtEéthanolzugabe;

4) Bindung der GesarRNA auf der RNeasy Spinséule durgdsorptionder RNA an
die SilicagelMembran, Zentrifugation;

5) 4 Waschschritte mit RW1 und RPE zum Entfernen von Kontaminationen, Zeatrifug
tion;

6) Eluieren der RM mit 30 pul RNasdreiem Wasser, Einfrieren be30 °C.

Die RNA-Isolation wurde entsprechend der Vorschrift des RNeasy® Mini Kit Handbuches
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durchgefuhrt. Um letzte DNAontaminationen zu entfernen, wurde nach dem ersten Wasc
gang eire DNaseVerdawng in der RNeasy Mirspinsale mit Hilfe desoptionalenRNaseFree
DNase Setdurchgefiihrt. Eventuelle DNa$teste werden in den nachfolgenden Waschgangen
wiederentfernt

Die quantitative Bestimmung der RNRonzentration erfolgte Uber zwei Verfahrgit)
Spektophotometrie mittel8iophotometeund (2)Fluorometrie mittelRiboGreefs.

Wahrend die photometrische RNA-Messung zuverlassig nur bis in den pg/ml
Konzentrationsbereich messen kann, ermdglicht &iboGreefi-Methode eine RNA
Konzentrationsbestimmung im nghBkereich Messberieh: 1 ngiml - 1 pg/ml) und ist somit um
etwa das 1000fache sensitiv@ie RiboGreefi-Methodeist verglichen mit der spektrophmt
metrischen Messung im Biophotometer erheblich zeitintensiver.

Die Ergebnisse beidevlessmethodenvurden in einer Testreihmiteinanderverglichen.
Gemessen wurden je 4 Lungemd Lebergewebeprobeie Ergebnisse beider Methoden ivar
ierten um den Faktor 1 bis 1,4, wobei die im Biophotometer gemessenerKBN&ntrationen
geringer waren. Di&d260/A280Ratiobetrugl,7 bis 18.

Zur Quantifizierung der RNA aus den GRagmenterwurde die RiboGreefi-Methode
genutzt

3.7 Quantifizierung der mMRNA mittels Reaktime-PolymeraseKettenreaktion

Die mRNA wurdemit dem LightCyclemittels Realtime-PolymeraseKettenreaktion(re-
al-time PCR)bestmmt. Die quantitative Bestimmung erfolgte tGber zwei Verfahren: (a) dex Pre
tin-mRNA Gehalt wurde auf 1 ng GesaRNA bezogen, ausgedrickt in arbitrary uniégJ(
oder REgna, relative Einheitepy (b) die PresttimRNA Expression wurde auf die Expression
eineshousekeeping Gens als Referenzgen bezogen, ausgedriickt als Ratio (Bereshohng
Pfaffl [73]). Prinzipiell beinhaltet die redglme PCR folgende Schritte:

1) Denaturierung/ Linearisierung;
2) Reverse Transkription der RNA in cDNA;
3) Amplifikation.

Die realtime PCR kann entweder in einemh.h.cDNA-Synthese und PCRnd gekgpelt
im selben Roéhrcheroder in zwei Schrittend.h. cDNA Syntheseerfolgt unabhangigvon der
PCR durchgefiihrt werderDie Ein-SchrittMethode hat den Vorteil, dass sie sehr schnell ist,
allerdings ist das System schlechkentrollierbarund es tretereher Artefakte aufDie Zwetk

SchrittMethode die in dieser Arbeit verwendet wurdegndtigtmehr Zeit alerdings kénnen
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mehrere mRNASpezies aus derselben cDNA analysiert werden.
Alle Pipettierschritte wurden auf Eis ausgefiihrt. Die Reaktionsreagenarelen zunachst
in einem Mix zusammenpipettiert und dann zu jeden Prélmesatz pipettiert.
Linearisierung und reverse Transkription (RT): Der erste Schritt dient der Lineagsi
rung der RNA d.h.dem Auflésen von Sekundarstrukturen. Pmsatz wurden 5,6 RNase
freies Wasser (i'n der Fol ge A WéePmbeebrwi Wassel0 , 4
(Leerwert) in eiem 0,2 ml (PCR) Eppendorfgefarermischtund im Perkin Elmer fur $inu-
ten auf 70 °C erwarmt und anschlieBend auf 4 °C abgekuhlt. Im zwedertt erfolgt die
cDNA-Synthese. Je Ansatz wurden 4 pl-Rtffer (5x), 0,25 pl RNasin, 0,125 pl MLV -
ReverseTlranskriptase, 4 pl dNTR®Iix (10 uM) und 1 pl OligedT-Mix (75,8 uM) zugefugt und
fur 60 Minuten auf42 °C erwarmt, danfiir 5 Minuten auf5 °C erhitztund anschlieend auf 4
°C abgekuhltDie synthetisierte cONA wurde bis zur Weiterverarbeitung-b@i°C gelagert.
Reaktime PCR: Der dritte Schriterfolgte mit dem Roche LightCycféBystem. Das Sy
tem beinhaltet folgende Programme: die-Péubation (95 °C, 10 min) zur Aktivierung der
Polymerase und zur Denaturierung der DNA, die Amplifikation der EXi#lsequenz, dasrE
stellender Schmelzkurva zur Identifikation des PCRrodukts und schliel3licdas Abkihlen
auf 40 °C
Ein Amplifikationszykls besteht aus der Denaturierung (95 °C, 10 s), dem Anlagern des
Primers (Primespezifische Temperatur, 10 Babelle3) und der Extension (72 °C, 15. §)as
LightCyclel®-SystemProtokoll wurde fiir jede Zielsequenz anhand einffiziEnzkurve opk

miert

Tabed | Br-merei fi sc hTee mpnenreaativirnegn und Effi zi enzen.

Gen (Gr°cCe) Ampl i fi ka Schmel zku Effizien
Pr e sltéj2n ( 7AC 6 5AC 1,9

Tb 2 0)1 6 AC 6 AC 1,9
Gap@dh26) 6 AC 55 AC 2,0
Gatilél 83 6 A C 55 C 2,0
Gai26 7)0 6 AC 55 C 1,9
Ga36él 7)4 6 AC 50AC 1,9
Gr°Ce der Primer in Basenpaaren (bp) angegeben

Jeder Ansatz hatte ein Gesamtvolumen von 20ughmmengesetzt ajise  1-u®id- &
Primer (10 uM), 4 ul Master Mi (Roche),abhangig von der Zielsequerdzi 5 ul cDNA
(Tabelled) undWasser (PCFGrad).
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TabedclleNNBi nsatz in PCR.

Gen (®Br°cCe cDNEBinsat z Gen (Gr°Ce [ cDNBinsat z
Pr eslt6j2n ( 501 Gatlél 8)3 501
Tbh ol 301 Gaé 7)0 301
Gap@dh26) 101 Ga3d 7)4 301
Gr°Ce der Primer in Basenpaaren (bp) angegeben.

Gelelektrophorese und Dokumentation:Zur Auswertungder PCRProduktewurdendie-
se nach ihrem Molekulargewichnittels Gelelektophoreseaufgetrennt. Hierzu wurden-2 pl
Amplifikat (bzw. Leerwert) mit 2 yl Ladepuffean 10 ul (Gesamtvolumen) TBRuffer und der
Molekulargewichtsmarker V (887 bp)auf ein SybrGreerhaltiges3 %iges Agarosegelufge-
tragen Die Auftrennungn einerGelelektrophored@ammererfolgtebei 100 V fur etwa 45 M-
nuten.Die DNA-Bandenwurden mittels eine&eldokumentationsund i analysesystems dagg
stellt und digitalisiert.

Auswertung der GenExpressionswerte der reatime PCR: Die Ergebnisse der real
time PCR wurden unter Verwendung von zwei verschiedenen Bezugssystemen ausgewertet: (1)
bezogen auf die GesaiRINA und (2) bezogen auf ein Referenzgen.

Normiert auf die GesarRNA: Der relative Gehalt degielgens in den Proben wurde auf
1 ng GesamtRNA der jeveiligen Probe normiert und in relativen Einheitd®Egna) auseg-
druckt[74]. Die Grundlage der Berechnung der Amplifikate der-teaé PCR ist die Intensitét
des Fluoreszenzsignals (F) am Crossing Point (CP), welche das Produkt aus der Medge (N
Zielgens und der Effizienz (E) hoch dem-@Rert einer bestimmten eingesetzten RNMenge
(CPX) ist:

=

EoR
Logarithmiert man die Gleichung und geht davon dassNy proportional zur eingeset

F=N,3 EC"x; N, =

ten RNAMenge(RNA)) ist, erhélt man folgende Gleichung:

log(F) =log(RNA) + CPR, 3 log(E).

Davan ausgehend, dass alle -@Ferte des Zielgens innerhalb eines PR&chgangs per
Definition mit derselben Fluoreszenzintensitat korrespondieren und di&'eCfé auf eine ek
gesetzte RNAMenge von 1 ng normierwerden ergibt sich fir den normierten SRert
(CPhom) folgende Gleichung:

) orm = M +CP.,.
lg(E)

Setzt man F gleich eins und verwendet die normalisiertelVE€Re kann der Gehalt der
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MRNA des Zielgens in relativen Einheiten berechnet werden:
1

REena = Zemun -

Um den Umgang mit den in relativiEinheiten ausgedrtickten Werten zu erleichterm; we
den die erhaltenen RRa mit dem Faktor 18 multipliziert.

Normiert auf ein Referenzgebie Auswertung der redime PCRerfolgtemittelsrelativer
Quantifizierungnach Pfaffl[73]. Hierbei werden didVerte der mRNAEXxpressioneines Zi¢
gens aufden Expressionswegines nichtregulierten Referenzges (housekeepingyere) nor-
miert. Die relative Expressigratio des Zielgens (R)ausgedriickt als relative Einheit normiert
auf das Referenzgen (Rfg), berechnet sich aus den EffizienZ&) der PCR und der Differenz
der Crossig Points ICP)des Ziel und des Referenzgens:

: DCP(Zielg en)

R=RE,, = lRgeN T

Die CRWerteder Proban werdenauf einen in jedemExperimentmitgefihrtenCalibrator
normiert:

DCP = CP(Calibrator) - CP(Probe.

Die Effizienz berechnet sich anhand der Steigung der Standardkurve auszdéi der

Zyklen am Crossing Point und der eingesetzten cEN\ghge:

E = 10(— 1/ Steiguny
Die Effizienzkorrigierte relative Quantifizierung mitteteattime PCR ist derzeit dige-
eignetste Methodder mRNAQuantifizierung73].

3.8 Methodische Varianz

Uber de gesamten Zeitraum wurde jedem Versuch @alibratorals weitere Probeuz
fugt. Dieserbesteht aus einem Powbn Cochleagewebder neonatalen Ratte. Die Cochleae
neugeborener Ratten wurden gesammelt und das Gewebe aufbereitet. Der so geworimene Coc
lea-Pool wurde aliquotiert und bei80 °C gelagertDer Calibratordient einerseits zur Auswe
tung der RTPCRDaten Kapitel 3.7), andererseits zuQualitatskontrolle der experimentellen
Arbeit Uber da gesamten ZeitraunUm die Tag zu TagVarianz derRT-PCR zu detektieren
wurden dieCP-WertederCalibratorProben eing der Zeitachse ausgewel&bbildung4).

Der Variationskoeffizient betragt fir Prestin 2,5 Prozent, fur Tbp 1,8 Prozent, f(i3Gata
2,3 Prozent, fur Gaia 4,9 Prozent und fur Gafial,3 Prozent. Die Varianaeder CPWerte des
Calibrators entsprechen einem Variationskoeffizienten des Calibrators bezogen auf die Gesamt
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RNA (REgrna) VON 22 Prozent fur Prestin, 15 Prozent fur Tbp, 20 Prozent fur3a@ Prozent
fur Gata2 und 17 Prozent fur Gath
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Abbildung 4: CP-Werte der Prestin-, Thp-, Gata-3-, Gata-2- und Gata-1-mRNA desCalibrator s wahrend der
experimentellen Arbeit. A: Prestin, Tbp und Gata. B: Gata2 und Gatdl. Dargestellt sind die iBzelwertedes

CP-Werts der RTPCR. De Geraden reprasentieren die Gleichungen der linearen Regression: YPreftjolx +

26,47 R = 0,280; n = 44Tbp y = x + 21,875; R = 0,056; n = 46. G&g =-0,01x + 19,36; R = 0,147; n = 41.
Gata2 y = 0,07x + 21,42; R=0,406; n = Z3aaly =x+27,00; R=0,073;n=2€PWer t € Cr ossing Poi

3.9 Statistik

Die statistische Auswertung der Versuchsergebnisse erfolgte mit Hilfe des Programms
STATISTICA 6.0. Mittelwerte(MW) * Standardabweichun@@D) bzw. StandardfehlefSEM)
wurden berechnet und mitillé des Programms M&xel dargestellt. Die Daten wurden mittels
ANOVA analysiert undmittels posthocTest (Scheffélest LSD) verglichen. Als signifikant
wurden p < 0,05 gewertet.

Der konservativeSchefféTest wurde verwendet, um nicht nur paarweise yleiche
durchzufiihren, sondern alle mdglichen lineakambinationen von Gruppenmittelwerten zu
untersuchenDadurch istfur eine Signifikanzeine groRere Differenz der Mittelwerte erfarde
lich.

Um bei negativem ScheHEest Tendenzen aufzuzeigen, wurde dberalere Least
SignificantDifference(LSD-)Test verwendet. Diesgraarweise multiple Vergleichstedetek-
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tiert die geringste signifikante DifferenDiese ergibt sich durch das Poolen der Varianzen der
Gruppen.
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4. Ergebnisse

4.1 Charakterisierung der organotypischen Kultur der neonatalen Ratte

Die Charakterisierung der organotypischen Kultur des Cortischen Organs (OC) neonataler
Ratten erfolgte mittelBeurteilung des Zustandes der Haarzelesmr Haarzetahlungund RNA-
Quantifizierung Hierzu wurden dreiGruppen definiert: (1) Frischpréparat; (2)-8&inden
Préaparat und (3) #3tundenPraparat.

4.1.1 Zustand und Anzahl der Haarzellen

Das entsprechend den Windungen in drei gleichgrol3e Fragmente geteilte OC wurde mit
fluoreszenzmarkierterhalloidin gefarbtund begutachtetHierzu wurde einOC von 3 bis 5
Tage alten Rattedirekt nach der Praparation fixiert und diente als Ausganggweschprap-

rat), das kontralaterale Organ wurde kultiviert.

Frisch 72 h
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Abbildung 5: Repréasentative Darstelling der Phalloidin-gefarbten Haarzellen A-C: Frisch fixiert D-E: Nach
72 Stunden Kultivieung fixiert. Abgebildet sind jeweils einpikales @, D), mediales(B, E) und basaleqC, P
FragmentDer MaRRbalken entspricht 10 um.

Abgesehen von vereinzeltedsonen bzw. Verlustemwaren n allen drei Fragmentenps
wohl im Frisch als auch im kultivierten Prapat, die inneren und aufl3eren Haarzellen intakt

Praparationsbedingtenechansche Lasionengingen nicht in die Bewertung einAbbildung 5
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zeigt links ein Frischund rechts ein 7&tunderPraparat. Von oben nach unten ist jeweils das

apikale, mediale und basale Fragment abgebildet. Die Organstruktur ist erhalten und es liegen

keine mechanischen Alterationen vor. Eineere und drei aulere HZeihen mit Stereozilien

sind gut erkennbar. Es sind mehr als 20 aufeinander folgende aul3ere HZ abgebildet. Innere und

aullere HZ lassen sich anhand ihrer typischen bogenformigen Gestalt, ihrer Lage und-ihrer A

zahl gut voneinandexbgrenzen.

Es wurden divorhandenerdZ gezahlt.Abbildung 6 zeigt die graphischAuswertung der
vorhandenen HaarzelleRro 100 um Fragmentlange beden sich im Frischpraparat I8Z, im

48 und im 72StunderPrgaratsind es9 IHZ. Je aulRere Haarzellreihe befinden sich in den

frisch fixierten Praparaten im Mittel 13 AHZ, in den kultivierten Praparaten sind es 12 AHZ je

Reihe.Da sich die drei aul3eren Haarzellreihjeweils in ihrer Anzahl an aufl3eren Haarzellen

nicht unterscheiden, wurdesiein der Folge als Gesamtzadér aul3eren Haarzellemsamma-

gefdit.
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Abbildung 6: Anzahl der inneren und &uf3eren Haarzellen in der organotypischen Kultur des Cortischen

Organs.Ge mi tAnnezl athey o rdh a nHlaeaerkezn e n

pro

100

Om

im apikal en,

des Corti sc henach4@rSyradensund ndch 42 Stanken in Kultur; jeweils gezahbizw 3! reprase-
tativen Abschnitten. Dargestellt sindW + SEM (frisch: n = B-17,48 h: n = 1922, 72 h: n = 910). IHZé innere
Haarzellen; AHZ auRere Haarzelle; AHZélderinneren HZ anliegende duRere HZ; AHZ @er AHZ 1 anle-
gende 2 uCer ederiAHAZ 2 anliebEnde8a@iRere HZ.6 Si gni f i k a n-Testnpa<®)901 Bisch e f f ®

vs. Kultur.

Die Anzahl der inneren und aul3eren Haarzelleortischen Orgasinkt signifikantnach

48 bzw. 72 Stunden in Kultum diesenAbfall der Haarzellanzaldu analysieren, wurderap

rallel zu denvorhandener{Tabelle5) die degenerierten Haarzellen anhand der Fehlstellsn

gezahli(Tabelle6). Dargestellt ist die Anzahl der vorhandenen und fehlenden inneren ued &ul3
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ren Haarzellen jeweils im apikalen, medialen und basalesF@@ment im Frischprapa, im
48-Stunden und im 72StundenrPraparat pro 100 um, ausgedrickt als Median mit Angabe der

10er und 90er Perzentile.

Tabedl | Anzahl deri nvnoerrheann duennde n* uCer en Haarzell en ri-n der

tienhOr.gans

HZ Api kal Medi al Bas al
Frisch n % 1 n % 1 n 1=7

| HZ 1®, ,8-90,7) 1Qa(9,-307 91( 751 ),

HZ 4 B( 38-435) 39,2( B3-4 ®), 37, 64-8 86 ,
4&8tunden n 1=9 n 2=1 n 6 1

| HZ 92(7 ,-1 ®), 9,1(8,0-9,9 92(7,2-1 @),

HZ 36, 80-883) 357(38-3 P 3y, b83% )3
7Btunden n 9 n 1=0 n 7=

| HZ 9,7( 8,1 @), 87(7-9,6 85( 6593

HZ 36,8( 34-4 (), 35, 26-88), 4 33, (2PM6
Gemittelt eoAmhaaHtideanrezmal | en pro 100 Om im apikal d@n, me d
schen Organs im Frischpra&aparat, nach 48 Stunden und
90er Perzentil e)er saows gce wemetneteeina InAlerZaé $a aédzeCdreemn HAHZ
zell en.
Tabett Arezahlf ethé einndneenr en und 2uCeren Haarzellen iin- der

schen Organs.

HZ Api kal Medi al Bas al
Frisch n # 1 n F 1 n 1=7

| B# 0,0 -0050 0,0 -09, 0 08( 0519

HZ 0,0-0030 0,0 -09,0 0,,-0)8
4&tunden n 1=9 n 2=1 n € 1

| HZ 03(0,-0,)8 05( 051 05( 0-2@)

HZ 0,(20-51@) 0,0 -09.,0 0,(40-1®)
72 Shund n 9 n 1=0 n 7=

| HZ 03( 050®) 09(0,-D,) 6 0, 85-21,

HZ 0,0 -09,0 01( 051®) 05( 05209
GemittelteFeMnzsathelld e eviolnen pro 100 Om im apikalen, r
Cortischem ©Brganbpraparat, nach 48 Stunden und nach

(1080er Perzentil e)er saouveigee wkire eA nezna hFerraeg ntkanaté éz..e Cld eand

Haarzell en.

In den Frischpraparaten fehlen 3 Prozentideeren Haarzellen, wahrend die Reihen der
auReren Haarzellen keine Fehlstellen aufweisen. Nach 48 bzw. 72 Stunden in der Kultur fehlen

etwa 6 Prozent der inneren und etwa 1 Prozent der au3eren HaakEelthutet sich eineuz
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nahme des Zelkerlustes in cer Kultur an, es ergab sich jedoch kein signifikanter Unterschied.
Der Trend ist dadurch charakterisiert, dass die IHZ vulnerabler auf die Kultivierung reagieren als
die AHZ. Der Verlust von inneren und auch duReren Haarzellen wahrend der Kultivienamg ist
basalen Fragment am hdchsten.

Die signifikante Differenz dervorhandenerHaarzellenvor und nach Kultivierungesu-
tiert, wie dieZahlung defFehlstellen zeigticht aus einem Untergang von HaarzelMielmehr
ist die verminderte Zethhl nach 48 bzwi2 Stunden Kultugegeniuber den Frischpraparaten auf
das Anheften und Auswachsen der Fragmente auf dem Bod&ultigrerungsplatterund da-

aus resultierender Dehnung zurtckzufihren.

4.1.2 Verhalten des RNAGehaltes

Die RNA-Konzentration wurde in defarischpéparate, d.h. etwa2 Stundemach der Ri-
paration und in den KultwPraparaten, nach 72 Stunden Kulhestimmt Abbildung7 zeigt die
Mittelwerte der RNA-Konzentrationim 30 pl Eluatim Frischpréaparat verglicinemit dem 72
StundenPraparat im apikalen, medialen und basalen Fragrdengérkennen ist der RNAbfall
nach 72 Stunden in Kultur um 59 Prozent von 28 ng/pl auf 12 ng/ul im apikalen Fragment. Im
medialen OGAbschnitt sank die RNAKonzentration um 41 Promevon 20 ng/pl auf 12 ng/ul

und im basalen Fragment um 24 Prozent von 18 ng/ul auf 14 ng/pl.
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Abbildung 7: RNA-Konzentration frisch und nach 72 Stunden Kultur im apikalen, medialen und basalen
Fragment. Fur die RNAPréparatio wurden ¢ PraparaP-3 Fragmente gepoolDie Quantifizierung des RNA
Gehaltes erfolgte im 30 ul Eluat mittels RiboGreBargestellt sind MW + SEMler RNA-Konzentrationn ng/ul,
n=6*éSigni fi kaTest: pr@02 s. fliséhD

Es ist bedeutsantass der RNAAbbau nicht durch Haarzellverlust bedingt ist, da nahezu
alle Haarzellen am Ende der Kultur in intakter Form vorliegen (Majbelle6, Seite35). Dieser
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Abfall ist am ehesten auf den Bau von ribosomaler RNA infolge préaparativ bedingter Zellu
tergange zurtckzufuhren. Die Bestimmung der Ri@zentration in den vorliegenden Unte
suchungen erfolgte, um in ausgewahlten Versuchen einen Bezugswert zu haben, der unabhangig

von einem Referenen ist.

4.1.3 Expressionvon Referenzyenen

Um die GeRrExpressiorguantitativzu analysieren, werden die GErpressionsDaten auf
ein Referenzgerhpusekeeping gehpbezogenEs ist bekannt, dass dipression deiiblicher-
weise verwendeten Referenzgene untersediedenen experimentellen Bedingungen erheblich
schwank [75]. Dementsprechend wurde nach einem geeigneten Refrenzgen geashchach
einem Gen, dasnter den vorliegenden Versuchsbedingunsgabil und umeréanebrt exprimiert

wird.

4.1.3.1 Glycerinaldehyd-3-phosphatDehydrogenase

Ein bekanntes und haufig gentez Referenzgenst die Glycerinaldehyel3-phosphat
Dehydrogenase (GAPDH76]). Die GAPDH istein Enzym der Glykolysand kommtubiquitar
im Organismusor.

In Abbildung 8 ist die Expression der @dhmRNA im apikalen, medialen und basalen
Fragment im Frischund 72StunderPraparé dargestelltNach 72 Stunden in der organotyp
schen Kultur des Cortischen Organs von postnatalen Ratten verdoppelt sich demBapath

Gehalt der Praparate.
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Abbildung 8: Gapdh-mRNA im apikalen, medialen und basalen Fragmenfrisch und nach 72 Stunden in
Kultur. Dargestellt sind MW + SEM bezogen auf RNRHgya), N = 4. Signifikant nach ScheéffTestvs. frisch
* ép < 0,05; nach LSErest:"...p < 0,002.
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Aufgrund des Anstiegs des GapatRNA-Gehalts innerhalb der Kultur erwiegls die

Gapdh als Referenzgéir das organotypische Model der Cochlea als ungeeignet.

4.1.3.2 TATA box binding protein
Das TATA Box Bina-Protein (BP) ist eine wesentliche Untereinheit desIID (Tran-

skriptionsfaktor der Polymerase Il, Fraktion D) und kann algemeiner Transkriptiorns
Initiations-Faktor betrachtet werddi@7]. Es bindet an die sog. TATRoX, eine Thymin und
Adeninreiche DNASequenz in der Promotorregion eines Gefres/erschiedenen Geweben
wurde die Eignung von Thp als Referenzgen gezeigt, beispielsweise inf7/@yan Nierenzé
len[79] und im Blut[80]. Tbp wurdehinsichtlich seiner Eignung aReferenzgn in der orgao-
typischen Kultur der Cochlea geprufta es in verschiedenen Spezies und Geweben bereits als
sdches verwendet wurde.

Abbildung9 zeigt den TbpnRNA-Gehalt im apikalen, medialen und basalen Fragment im
Frischh und 72StundenrPrdparat. In den Frischpraparateettigt der ThgGehalt etwa 44@ 40
RErna (n = 18, in den 72StunderPraparaten etwa 5120 REgna (n = 54). Es bildet sich kein
Apikal-BasalGradient aus. Apikal lheig der TbpGehalt etwa 480 + 4REgna, Medial etwa
500+ 30 REgrna und basal etwa 499 30 REgna (jeweilsn = 24). Es zeigt sich kein sigikanter
Unterschied im Thysehalt nach 72 Stunden Kultur einerseits und innerhalb deR€ybnen

andererseits.
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Abbildung 9: Tbp-mRNA im apikalen, medialen und basalen Fragment frisch und nach 72 Stunden in Ku
tur. Dargesellt sind MW + SEM bezogen auf RNAREzna), frischn =672 hn=18.

Die Tbp-Expression wird durch die Kulturbedingungen nicht verandert. Sowohl die direkt

nach der Praparation (frisch) gewonnenen Proben verglichen mit d&tuid@erKultur-
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Praparatenals auch der Vergleich zwischen apikalem, medialem und basalem Fragment zeigen
ein im biologischen Rahmen stabiles Niveau der Expression der mRNA. Daher wurde Thp als

Referenzgen eingesetzt.

4.1.4 Expression von Transkriptionsfaktoren

Die Transkription von Geneuanterliegt demehr oder wenigestrengen Kontrolle durch
Transkriptiorsfaktoren. Es ist von grol3er Bedeutujepe Transkriptionsfaktagn zu identifizie-
ren die die Expression von Prestin reguéer In Vorversucherwurde die Expression von drei
Transkrptionsfaktoren, die eine potentielle Bedeutung fur die Pr&stpression haben kdnnten
verglichen C-fos, NfeB und Gata3.

Wie ausAbbildung 10 A hervorgeht, sinkt die Expression defossmRNA nach 72 Sto-
den Kultur gegenuber den Frischpraparaten um 70 bis 80 Pr@@nbxon-Test: p < 0,03
frisch versus 72 Stunden6), wahrend die Prestiaxpression ansteigt. Man erkenntAhbil-
dung10 B, dass die Expression vona# -mRNA nach 72 Stunden in Kultur in allen drei §+a
menten etwa um den Faktor 0,5 absinkt (WilcoX@st: p< 0,03 frisch versus 72 Stunden, n =
6). Die Expression der GamRNA ist der von Prestin auffallend ahnlichbpildung 10 C).
Beide Gene zeigen einen ApikaasalGradienten und werden nach 72 Stunden Kultur euf
nem hdheren Niveau exprimiert.

Von den ausgewahlten Transkriptionsfaktoren zeigt nur-Gatim dem Prestin ahnliches
Expressionsverhalten, sowohl in der Entwicklung als auch im AfikablGradienten. At
grund dieser Ahnlichkeit wurde die ExpressioonvGata3 parallel zu der von Prestin unte
sucht. Da die Transkriptionsfaktoren G&taGata2 und Gatal eine funktionelle Gruppe bilden,

wurden dariber hinaus Gataund Gatdl untersucht.
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Abbildung 10: mRNA-Gehalt der Transkriptionsfaktoren im apikalen, medialen und basalen Fragment
frisch und nach 72 Stunden in Kultur. A: C-fos. B: NfkB. C: Gat&3. Dargestellt ist der MWbezogen auf RNA
(RErna) @us zwei unabhangigen Versuchder cfos- und NfkB-mRNA-Expression bzw. MWt SEM der Gata3-
mRNA-Expression (n =4). Zur besserefbersichtsind MW + SEM der PrestimRNA-Expressiorbezogen auf
RNA (REgrna) (n = 67) auf der Sekundaly -Achsedargestellt* é Si gni f i k aTest vsnfaschh* p S B
0,001;% p < C&mils ;p=0B5(ns.).

4.2 Verhalten der Expressionvon Prestin und Gata-Transkriptionsfaktoren in der orga-
notypischen Kultur (in vitro) und in vivo

Fur die Untersuchungder mRNA-Expression von Prestinund den Gata
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Transkriptionsfaktoren (Gath, -2, -3) in vitro wurdedie organotypische Kultules Cortischen
Organs von drei bis funf Tage alten WisRaittengenutzt Die Quantifizierurg der mRNA &-
folgte im frisch préaparierte Gewebeund in der organotypischeKultur nach 48 Stundeond
nach 72 StundeKultivierung. Um die Entwicklungder GerExpressionn vivo zu untersuchen,
wurde das Cortische Organ von zwei, funf und acht Tage aleganfrisch prapariertund wn-
tersucht

Die quantitatie Bestimnmung erfolgte Gber zwei Verfahren: {1der mRNA Gehaltdes
Zielgenswurde aufl ng GesamtRNA bezogenausgedrickt imelativen Einheiten (R&xa); (2)
die mRNA Expressiones Zielgensvurde auf die Expression einBgferenzgns bezogen, au
gedruckt als Ration REr,, (berechnet nacRfaffl [73]).

4.2.1 mRNA-Entwicklung von Prestin und Gata-3, -2, -1 in vitro
Waéhrend dein-vitro-Entwicklung s$eigt die mRM-Expression von Prestin und G&a

an Die Entwicklung beider Gene verlauft parallel.

4.2.1.1 mRNA-Entwicklung in vitro bezogenauf die GesamtRNA
Wie in Abbildung 10 C (Seite 40) gezeigt, betragt dePrestinmRNA-Gehaltin den

Frischpraparaten im apikalen Fragmetwa 420REgrna, Im medialenetwa 530REgna Und im
basalenetwa 330REgrna. Nach 72 Stunden in Kultwsteigtder mRNAGehalt apikalum den
Faktor 2,3 auf etwa 98RErna, medialum den Faktor 1,8uf etwa 950REgrna Und basalim den
Faktor 1,7 auf etwa 55BErna Signifikant an Durch den starkeren Anstieg der PrestiRNA-
Expressionm apikalenFragmentverglichen mit den medialen und basalsteigt der Apikat
BasatGradient nach 72 Stunden von 1,5 auf 1,8.

Die Expression vosata3 verhalt sich ahnlich der von Prestin. In den apikalen Fragme
ten steigt die mMRNAEXxpression vori4000REgrna um den Faktor 1,5 alfl000REgna, in den
medialen Fragmenten vdr2000REzna um denFaktor 1,7auf 21000RErna Und in den basalen
Fragnenten von 1100REgna um den Faktor 1,auf 17000REgrna Signifikant an Die Gata-3-
MRNA-Expression verandert sich gleichm&Rig im gesamten Cortischen Organ. Der- Apikal
BasalGradient betragt,2in den Fisch-Praparatemnd1,3nach 72 Stundem Kultur.

4.2.1.2 mRNA-Entwicklung in vitro bezogenauf dasReferenzgen

Im Folgenden sind die Ergebnisse die+Vitro-Entwicklung von Prestin und den Tma
skriptionsfaktoren Gata, -2 und-3 bezogen auf daReferenzgn Tbpdargestelit.
Prestin- und Gata-3-Entwicklung: Abbildung 11 zeigt den Prestiund Gata3-mRNA-
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Gehalt bezogen auf Tbp im apikalen, medialen und basalen Fragment des Cortischen Organs
frisch, nach 48 Stunden und B2unden in KulturDie Expression von PrestmRNA steigtim

apikalen Fragmentach 48 Stunden auf das 1,7fache und nach 72 Stunden auf das Zaifache

Im medialen Fragment steigt die Expressionitro nach 48 Stunden auf das 1,5fache und nach

72 Stundae auf das 2,2fachdas Expressionsniveau ist im basalen Fragment nach 48 Stunden
stabil und steigt erst nach 72 Stunden auf das 1,7fachgieauer der Kultur fihrim Cort-

schen Orgarapikal verglichen mit medial und basau einem starkeren Anstietger Prestin
Expression. Der bereits bei den drei bis fiunf Tage alten Tieren (frisch) ausgebildete Apikal

BasalGradient erhdht sichn vitro nach 48 Stundewon 1,4 auf 2,3bzw. auf2,2 nach 72 Sto-

den
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Abbildung 11: In-vitro-Entwicklung der Prestin- und Gata-3-mRNA im apikalen, medialen und basalen
Fragment des Cortischen OrgansDargestellt sind MW + SEMler Genexpressidoezogen auf Tbp (Rfg) frisch
(n = 31) nach 48 Stunde(m = 25)und nach 72 Stundgim = 6)in der oganotypischen KulturPriméarY -Achse:
Prestin. Sekunday-Achse: Gate. Signifikart nach Scheff@est: *..p < 0,001; 2é p < 0,02;nach LSDTest:

#..p < 0,6. SEM teilweise innerhalb d&&ymbols

Die Gata3-mRNA-Expressionn vitro ahnelt der von Prestj nach 72 Stunden steigt die
Expression apikal und medial auf das 1,8fache, basal auf das 1,3fache. Die Expression von Gata
-3 steigt, ahnlich der von Prestin, im apikalen und medialen Fragment starker als im basalen. Der
Apikal-BasalGradient steigin vitro von 1,3 auf 1,7 (Scheffe: p < 0,001).

Um die Kinetik der Prestiund Gata3-mRNA-Expressionn den erster24 Stundemach
Beginn derKultur zu efassenwurden altere Daten der Arbeitsgruppe herangezogen. Dase D
ten stammen ausiiherenMicroarrayUntersuchungen und beziehen sich auf das gesamte Cort
sche Organ, da hier nicht nach der Region unterschieden vided&omplette Datensatz wurde
entsprechend des MIAMBtandards publizieffi82]. Die Dauer der Kultur betrug 24 Stunden.

Die Art der Praparation, Kulturmedium urldedingungen, sowie die RNRraparabn folgten
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den in der vorliegenden Arbeit angewendeten Protokobbildung 12 zeigtlinks die Prestin

und rechts die GatdmRNA-Expression des gesamten Cortischen Organs der neonatalen Ratte
frisch praparierund nach 24 Stunden in Kultur. Ebenfalls dargestellt istdRNA-Expression

nach 48 und 72 Stunden jeweils im apikalen, medialen und basalen Fragment. Die gestrichelte
Linie zeigt, zur besseren Ubersicht die aus den Einzelfragmenten gemitRita -Expression

des gesamten Cortischen Organs.

30 —o— Apikal 8 — o Apikal
25 - —o— Medial ; 1 __ o Medial
'Ezo, ——»n— Basal 357 ——n— Basal
bl:ci 15 —»—0C CQH::/ 4 | —x—OC
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o (rechn.) 2 (rechn.)
5 - 1
0 Frisch 24h 48h 72h 0 Frisch 24h 48h 72h

Abbildung 12: Einfluss der Dauer der Kultur auf die Prestin- und Gata-3-mRNA-Expression im Cortischen
Organ. Links: Prestin. Rechts: Gata Dargestellt sind MW + SEMvezogen auf Thp [Brp), frisch (n = 6), nach

24 Stunden (n = 6), nach 48 Stunden (n = 25) und nach 72 (n = 6) Stunden in &ghifikant nach SchedfTest:

*ép < ., friddh.Zur besseren Ubersicht ist als gestrichelte Linie die aus den Einzelfragmenten gemittelte

Expression nach 48 und 72 Stunden dargestellt.

Unter den Kulturbedingungen verdoppelt sich die Expression von PneRiNA innerhalb
von 24 Stunden. Es zeigt sich weiterhin, dasdrdiéitro-Expression der PrestmRNA im ap-
kalen und medialen Fragmengrglichen mit dem basalen Fragment starker zunimmt. Da das
Expressionsniveau im basalen Fragment innerhalb von 48 Stunden stabil bleibt und erst nach
weiteren 24 Stunden ansteigt, ist die-S2inderKultur fir die Untersuchung der Prestin
Expression in Ab&ngigkeit von der Regioweniger gut geeignetur die Untersuchungon
moglichen Einflussfaktorenauf die PrestiimRNA-Expressionist savohl die 48Stunden als
auch die 725tunderKultur bessergeeignet, da beide einen aush&ind hohen Entwicklursg
gradienten aufweiserDer PrestiimRNA-Gehalt steigt im Cortischen Organ verglichen mit der
FrischKontrolle nach 24 Stundeim vitro auf das Doppelte, nach 48 Stunden etwa auf das

2,6fache und nach 72 Stunden etwa auf das 4fache.
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Der Gata3-mRNA-Gehaltdes gesamten Cortischen Orgasteigt nach 24 Stundemn vitro
auf das2,4fache Nach 48 Stunden liegt das apikale Fragment oberhalb des Expressionsniveaus
des gesamten OC nach 24 Stunden in Kultur. Nach 72 Stundeitro steigt die Gate-
Expression vergliche mit der Expression nach 48 Stunden in Kultur in allen drei Fragmenten.
Die Gata3-mRNA-Expression des gesamten Cortischen Organs steigt im Matdl 48 Sto-
den auf da,Ifache und nach 72 Stunden auf @a&ache jeweils verglichen mit der Frisch
Kontrolle.

Gata-1- und Gata-2-Entwicklung: Im Folgenden Abbildung 13) sind die Expressi@n
muster der Transkriptionsfaktoren Gdtaund Gate dargestellt. Zur besseren Ubersicht ist
ebenfalls die Expression der G&anRNA als gestrichelte Linie abgebildet. Wahrend Gata
auf dem Niveau der GamRNA exprimiert wird, erfolgt die Expression von GatanRNA
auf deutlich geringerem Niveau. Der GatsMRNA-Gehdt betragt etwa ein Zehntel dessen von
Gata2 und-3. Die Expression der Gat2mRNA steigtin vitro im apikalen Fragment nach 48
Stunden auf das 1,8fache und nach 72 Stunden auf das 2,4fache. Im medialen Fragment steigt
der Gata2-mRNA-Gehalt nach 48 Stunden auf das 1,5fache und nach 72 Stunden auf das
1,7fache. inh basalen Fragment wird Ge?awahrend dem-Vitro-Entwicklung auf einem stab
len Niveau exprimiertDie Gata2-mRNA-Expression zeigt bereits bei den drei bis funf Tage
alten Tieren (Frischpréaparate) einen ApiBalsalGradienten, welcher sich von 1,5 &6 nach
48 Stunden bzw. auf 2,9 nach 72 StunoheKultur erhdht.Der Gatal-mRNA-Gehalt fallt wén-
rend der InVitro-Entwicklung im Cortischen Organ ab. Im apikalen Fragment fallt die Express
on nach 48 Stunden auf ein Funftel und nach 72 Stunden adkkimel des mRNAGehaltes
des Frischpraparates. Im medialen Fragment sinkt derl@aRNA-Gehalt auf das 0,3fache
nach 48 Stunden und auf das 0,1fache nach 72 Stunden in Kultur. Basal fallt d&mGItEA-
Gehaltnach 48 Stundeauf ein Zehntel des Frisphaparates bzwiach 72 Stundeauf ein Fuif
tel. Gatal wird im apikalen, medialen und basalen Cociegment auf dem gleichen Niveau
exprimiert.

Wahrend derIn-Vitro-Entwicklung steigt die Gata- und sinkt die Gatd-mRNA-
Expression im Cortischen Orgabie Gata2-mRNA-Expression gleicht der von GaBaund

somit weitgehend der von Prestin.
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Abbildung 13: In-vitro-Entwicklung der Gata-1 und Gata2-mRNA im apikalen, medialen und basalen
Fragment des Cortischen OrgansDargestllt sind MW + SEMder Genexpressidoezogen auf Tbp (Rfg) frisch
(n = 16) nach 48 Stunde(n = 12)und nach 72 Stundgim = 4)in der organotypischen KultuAus Griinden der
Ubersichterfolgt zusétzlich didarstellung der Gat8-mRNA als gestricheltéinie. PrimarY-Achse: Gatal. Se-
kundarY -Achse:Gata2 und-3. Signifikanz nactBchefféTestvs. frisch *...p < 0,05; *2...p < 0,05; *3...p = 0,@];
nachLSD-Testvs. frisch:*...p < 0,05SEM teilweise innerhalb de&ymbols

Apikal -BasalGradient: Zur besseren VergleichbarkalesApikal-BasatGradienten von
Prestin,Gata2 undGata3 walrend derin-Vitro-Entwicklungwurde der mRNAGehalt desg-
weiligen Fragments auf den Mittelwert des mRK#&haltesaus apikalem, medialem und bas

lem FragmenbezogenDie graphische Auswertung zeiybbildung 14.
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Abbildung 14: Apikal -BasalGradient der Prestin-, Gata-3- und Gata-2-mRNA-Expressionin vitro im Corti-
schen Organ Daten(in RE,,) jewels normalisiert auf den Mittelwert aus apikalemedialen und basalerfrrag-
ment(REm,, normiert)in der Frisch (Prestin, Gate n = 31; Gat& n = 16) 48-Stunden (Prestin, Gats8 n = 25;
Gata2 n = 12)und 72StunderKultur (Prestin, Gat8 n = 6; Gata2 n = 4. Dargestellt sind MW = SEM.
* gSignifikart nachScheft-Testvs. basal *'...p < 0,05*%..p < 0,@5; **...p< 0,001. SEM teilweise innerhalb des
Symbols
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Der PrestirmRNA-Gehalt deutet in den Frischpraparaten einen AgleesdatGradienten
an, dersich nach 48 Stunden Kultur deutlich bildet und sich nach weiteren 24 Stunden Kultur
weiter verstarkt. Die mRNAXxpression von Gatd und Gate2 zeigt einen ahnlichen Apikal
BasalGradienten wie Prestin. Die Expression von dateeigt keinen ApikaBasa-Gradienten

(Daten nicht dargestellt).

4.2.2 mRNA-Entwicklung von Prestin und Gata-3, -2, -1 in vivo

Um zu prufen, ob dien vitro gefundenen Expressiomdustervon Prestin, Gata, -2 und-
3 die In-Vivo-Entwicklungwiderspiegelnwurde dieGenExpression infrisch praparierteCor-
tischen Organ von zwdP2), funf (P5) und acht(P8) Tage alten neugeborenen Ratterte-
sucht Die Auswertung der redime PCRDaten erfolgt zum einen durch Bezug auf die Gesamt

RNA, zum anderen durch Bezug auf das Referenzgen.

4.2.2.1 Verhalten desReferenzgensvahrend der In-Vivo-Entwicklung

Zunachst wurde die Eignungn Tbp als Referenzgefiir die In-Vivo-Untersuchungege-
pruft. Abbildung 15 zeigt den TbpmRNA-Gehalt im apikalen, medialen und blasaFragment
des Cortischen Organs von zwei, funf und acht Tage alten Ratten. D& €eRat betragt im
Mittel 400 REgna. ES bildet sich weder ein Apik#lasatGradient, noch ein Entwicklungsgiad
ent ausAuchin vivowird Tbp, im Rahmen der biologischeraiWanz, auf einem stabilen Niveau

exprimiert und ist daher als Referenzgen geeignet.
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Abbildung 15: In-Vivo-Entwicklung der Tbp-mRNA-Expressionin vivo am zweiten, finften und achten pas

natalen Tag im apikalen, medialen und bsalen Fragment.Dargestellt sind MW+ SEM bezogen auf RNA

(REgna)- P 2 € =ziter postnataler Tag (n = 6)5F f genpostnataler Tag (n=H, M éacht er postnat al
= 56).
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4.2.2.2 mRNA-Entwicklung in vivo bezogen auf die GesarARNA

In Abbildung 16 ist die Entwicklung der Prestiund Gata3-mRNA-Expression bezogen

auf die GesarRNA, ausgedriickt imelativen Einheiten (Rfwa), dargestelltWahrend dein-

Vivo-Entwicklung vom zweiten bis zum achten postnatalen Tagtsiee Expression der Pse

tin-mRNA an.In denP2-Préaparaterist der PrestinmRNA-Gehaltin den drei OGRegionen a-

nahernd konstant mit 14BEgna. In der apikalen O@Region steigt der PrestmRNA-Gehalt

am funften postnatalen Tag auf SRBrna Und am acldn postnatalen Tag auf 8REgna. In der

medialen OGRegion betragt der PrestmnRNA-Gehalt in den PPraparaten 40BRErna und in

P8Praparaten 70BRErna. Basal steigt der PrestmRNA-Gehalt auf 25(REgna am flnften und
300 REgrna @am achten postnatalen Tagemnach nimmt die PrestExpression vom zeiten
zum flnften postnatalen Tagpikalum den Faktod,1 zu, medid um den Fakto,6 und basal
um den Faktol,5. Vom zweiten bis zum achten postnatal@iensag steigt die Expression von

Prestin apikal auflas 6,7fachemedial auf das 4,4fache und basal auf das 1,9fache. Verglichen

mit dem Expressionsanstieg vom zweiten zum flnften postnatalen Tag, diteigtestin

MRNA-Expressionvom funften zum achten Lebenstag langsaamerApikal und medial um das

1,7fache (LSD: p < 0,01 und p < 0,05), basal betragt der Faktor 1,2.

Der in vitro beobachteté\pikal-BasatGradientder PrestiFExpressionbesteht nicht von

Geburt an, sondern entwickelt sietstpostnatalDaten nicht dargestejJltAm zweiten postnai-

len Tagist kein Gradient zu erkennen, am funften postnatalen Tag ist der Gradient mitklem Fa
tor 2,1 (LSD: p < 0,05yon apikal nach basal bereits ausgebildet und verstarkt sich bis hbum ac

ten postnatalen Tag auf den Fak¢ (LSD: p < 0,001)
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Anders alsn vitro beobachtet, verhalt sich digata3-mRNA-Expressionin vivo nicht wie
die des Prestin&ata3 wird in vivovom zweiten bis zum achten postnatalen Tag auf eamem
naherndstabilen Niveau exprimierin den apikalenFragmenterbetragt derGata3-mRNA-
Gehalt am zweiten postnatalen TaghQ0 RErna, am funften 1160 RExna und am achten
13500REgrNa; medialam zweiten postnatalen Ta&Q00 RErna, am flinften uncdim achten pas
natalen Ta@500 REgna; basalam flinften postnatalen Tag 95B&xna, am zweitenund ahten
postnatalen Tag500 REzna. Ebenso widn vitro bildet sichin vivo ein Apikal-BasatGradient
der Gata3-Expression. Er betragt 1am zweiten postnatalen T.agm flnften 1,3 und 2,1 (LSD:
p < 0,05) am achten postnatalen T&ata3 wird in vivo zwischen dem zweiten und achten

postnatalen Tag auf einem stabilen Niveau exprimiert.

4.2.2.3 mRNA-Entwicklung in vivo bezogen auf dafkeferenzgen

Im Folgenden sind die Ergebnisse treNivo-Entwicklung von Prestin und den Trangkri
tionsfaktoren Gatd, -2 und-3 bezogen auf das Referenzgen Thp dargestellt

Prestin- und Gata-3-Entwicklung: Abbildung 17 zeigt die graphische Darstellung der
Prestin und Gata3-mRNA-Expressionin relativen Einheiten (RBop). Die Auswertung der
Expression von PrestmRNA bezogen auf daReferenzgen zeigt das gleiche Ergebnis wie die
Auswertung bezogen auf die GesaRMNA. Am zweiten postnatalen Tagetragt der Prestin
MRNA-Gehalt unabhangig von der €Region 4REm,,. Am funften postatalen Tag steigt die
PrestinExpressiorapikal und medial auf etwa HEm,, und basal auf ®Erm,p,. Am achten pds
natalen Tagrhoht sichder PrestirmRNA-Gehalt im apikalen Fragmeatf 18REr,,, im med-
alen Fragmenrduf 17REmp und im basalefrragment af 10 RErpp.
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Abbildung 17: In-vivo-Entwicklung der Prestin- und Gata-3-mRNA im apikalen, medialen und basalen
Fragment des Cortischen OrgansDargestellt sind MW: SEM bezogen auf TbpREr,) der Genexpressioron

zwei (P2 n = 10) funf (P5 n = 11)und acht Tag¢P8 n = 10)alten neonatalen Ratte8ignifikant vs.P2 nach
SchefféTest: *..p < 0,001; *..p < 0,03; nach LSO est : Aép < 0, PBhachlShTgstl.pkkant
0,01 (Gata3 n.s.). SEM teilweise innkalb des Symbols.
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Die PrestinmRNA-Expression steigt vom zweiten zum flinften postnatalen Tag starker an,
als vom funften zum achten Lebensi@@belle 7). Der Anstieg der PrestiExpressionvom
zweiten zum achten postnatalen Tagapikal mitdem Faktor3,9 (Schefé& p < 0,01) am gr8-
ten, medial steigt die Expression auf das 3,8fache (Schpeff 0,05) und basal auf das 2,1fache
an.Der ApikatBasalGradient entwickelt sich erst postnatal: er wachst von 1,1 am zweiten pos
natalenTag auf 1,8 am funften und schlief3lich 2,0 (LSD: p < 0,005) am achten postnatalen Tag.

Die Expressiorder Gata3-mRNA entwickelt sichin vivo nicht parallel zum Anstieg der
PrestinmRNA-Expression(Abbildung 17). Vom postnatalen Tag zwelP®) zum Tag funf P5)
bleibt die GateB-mRNA-Expression gleich oder fallt ab, wahrend der PrastRNA-Gehalt
deutlich ansteigtTabelle7). Von P5 nachP8 steigen sowohl der Gafa als auch der Prestin
MRNA-Gehalt um etwa denselben Faktor an.

Der Apikal-BasatGradientder Gata3-Expressiorberagtam zweiten postnatalen Tag 1,6
(LSD: p <0,01), am funften 1,4 und am achten 1,9 (LSD: p < 0,001).

TaberlVeer 2 nder Rmensudiedr GantRNA X pressi gimvapi kal en, medi al e

Il en Fragment .

P2 > P5 > P8
Prest Ga{i3a Prest Ga{i3a
Api kal 2 *3 07 1*7 1.4
Medi al 2 .*6 0,9 1,4 1,3
Basal 1,5 0, 8 1, 4 1,0

Dargest eVert? nidserruchige ne x prrg)s sawsig gd ¢ cRKEP 2 2 we ipMise Infaa ah es
Ta@gn sPHOJnpbetnat(anl exPdHEa)cht er pogmnat d®egniTagkant nac
Test0O, @5 <

Gata-1- und Gata-2-Entwicklung: Im Folgenden Abbildung 18) sind die Expressian
muster deidn-Vivo-Entwicklung von Gatd und Gate2 dargestellt. Zur besseren Ubersicht ist
ebenfalls die Expression der G&snRNA als gestrichelte Linie abgebildet.

Gatal- und Ga&-2 werden wahrend ddn-Vivo-Entwicklung vom zweiten zum achten
postnatalen Tag auf einem konstanten Niveau exprimiert. DerZ3afRNA-Gehalt im apikalen
Fragment betragt am zweiten postnatalen TegEs,, am flnften 2,5REm,, und am achten
postnatalerTag 3REm,. Im medialen Fragment betragt der Gat@ehalt am zweiten, flnften
und achten postnatalen Tag etw& B, Basal betragt der GaBamRNA-Gehalt am zweiten
postnatalen Tag 1,BEmp und am flinften sowie achten postnatalen TagRE#,,. Damit liegt
keineVeradnderung der Genexpression wahrend der Entwickiumiyo vor. Wahrend deGata

1-mRNA-Gehaltin der Kultur abfallt, bleibt ein vivo auf konstantem Niveau.
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Wahrend derin-Vivo-Entwicklung folgt die Gata2-mRNA-Expressioneinem Apikal-
Basal-Gradienen, welcher bereits am zweiten postnatalen Tag besteht und konstant deibt. B

den zwei und achfage alten Tierebetragt er 1,9 und 1,7 bei den funf Tage alten Tieren.

Apikal Medial Basal
2,5 5 2,5 -5 2,5 -5
220 2| 220 +4 8| 220 +4 g
F m = { L = L
W 15 C | W15 { t3 2| Wil5] { +3
f : 3 .. .
< 10 o | 104 t2q | g 10 & T f2 o
3 £ g 0,5 1 % 8 0,5 ; @ 1 %
O 05 8 19 1§ IR T8
0,0 0 0,0 0
00 % s pg P2 P5 P8 P2 P5 P8
—a— Gata-1 —e— Gata-2 —a— Gata-1 —e— Gata-2 —a— Gata-1 —e— Gata-2
---o0--- Gata-3 ---0--- Gata-3 ---o--- Gata-3

Abbildung 18: In-vivo-Entwicklung der Gata-mRNA-Expression im apikalen, medialen und bsalen Frag-

ment im zwei, finf und acht Tage alten Cortischen Organ.Aus Griinden der Ubersicletfolgt zusétzlich die
Darstellung der Gat8-mRNA als gestrichelte Liniddargestellt sind MW + SENbezogen auf ThfREx,,). Primér

Y-Achse: Gital (n = 1011). SekudrY-Achse: Gate? (n = 89) undGata3 (n = 911).P2 zwei t er post ne
Tag;P2f ¢nfter poR amahtaererpdsatgnat al er Tag.

Apikal -BasalGradient: Um denApikal-BasatGradienenvon Prestin, @ta2 undGata3
wahrend dein-Vivo-Entwicklungbesser vergleichen zu kénnemurdeder mRNAGehalt des
jeweiligen Fragments auf den Mittelwert des mRSA&haltesaus apikalem, medialem und has
lem Fragmentles Cortischen Organs bezogéne Ergebnisse sind iAbbildung 19 graphisch
dargestellt

Am zweiten postnatalen Tag ist der ApiBdsalGradient der PrestiExpression noch
nicht ausgebildet. Dieser entwickelt sich im Laufe der postnaEdnicklung und erreichém
P8 einen Faktor von 2. Im Gegensatz dazu, ist ein signifikanter ApdsdiGradient der Gata
3- und Gata2-Expression wahrend der gesamten postnatalen Entwicklung nachzuweiskn. Die

Vivo-Entwicklung der Gatd-mRNA-Expression zeigt keinen Apik&lasatGradienten.
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P2 P5 P8

2,0 2,0 2,0
g g E *1
2 1,0 2 10 2 1,0 -
x 05 x 0,5 - x 05

0,0 0,0 0,0

Apikal Medial Basal Apikal Medial Basal Apikal Medial Basal
—e— Prestin —s— Gata-3 —— Gata-2 —e— Prestin —s— Gata-3 —— Gata-2|—e— Prestin —a— Gata-3 —— Gata-2

Abbildung 19: Apikal -BasalGradient der Prestin-, Gata-3- und Gata-2-mRNA-Expressionin vivo im zwei,

finf und acht Tage alten Cortischen OrganDaten(in RE,) jeweils normalisiert auf den Mittelwert aus &pi

lem, medialen und basalenfFrragment(REm,, normiert; n = 1611). Dargestellt sind MW + SEM* eSignifikart

nachSchefféTestvs. basal*!...p < 0,001; *.p<0,6.P2 zwe i t er

P& achter

p 0 SSEM @livedsé ienerhalb aes Symbols.

4.2.3 Prestin- und GATA-3-Protein

4.2.3.1 In-Vivo-Entwicklung des Prestin-Proteins

poP¥Ehanéter Paginat

Um zu analysieren, odie in vivo beobachtete Zunahme derestinmRNA mit eing Zu-

nahmedes PrestifProteins verbunden ist, wurde das PreBtiatein in da organotypischen

Kulturen immunhistochemisch geféariidie konfokalen Bilde(Abbildung 20) der gefarbten Rr

parate zeigeklar gekennzeichnet drei Reihen aul3erer Haarzellen. Andere Regionen des Cort
schen Organsezgen nur wenig bzw. keine Farbung (Hintergrlr@dbung). Das Prestin befindet

sich ausschlief3lich in der lateralen Plasmamembran der auf3eren Haarzellen, wie &ereits b
schrieberf20].

AnschlieRend wurde die fluorezierende Intensitat der Zellwande der auReren Haarzellen

gemessen. DiBestimmungderDichte derBanden (Differential Integrated Density, DID) in den

verschiedenen Segmenten zeigt einen signifikanten Anstigglumeszenzintensitdom zwe-

ten zum achten postnatalen Tag und einen Abfall der Intensitdt vom apikalen zum bagalen Se

ment Abbildung 21A). Sowohl das Entwicklungsmuster als auch das regionale Mustexder E

pression des Prestiroteins entsprechen weitgehend den Mustern der RreRiNA-
ExpressionAbbildung21B).
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Abbildung 20: Prestin-Protein-Farbung im apikalen, medialen und basalen Fragment des Cortischen Organs

von zwei, funf und acht Tage alten RattenA: apikales, B: mediales, C: basales Fragment am zweiten postnatalen
Tag.D: apikales, E: mediales, F: basales Fragment am fiinften postnatalen Tag. G: apikales, H: mediales, I: basales
Fragment am achten postnatalen Tagr Mal3stabbalken entspricht 10 um.
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\DP2EP5P8\ o P2 A P5 o P8 — Linear

Abbildung 21: In-Vivo-Entwicklung von Prestin-Protein im apikalen, medialen und basalen Fragment des
Cortischen Organs von zwei, finf und acht Tage alten RatterA: PrestinProteinGehalt. Dargestellt sind MW +

SEM ausgedriickt als Differential Integrated Density (DID). Signifikanz nach®ches t : * ép R2"0p, 02 v's
< 0,05 vs. apikal. B: Korrelation zwischen dem mRNAd ProteirGehaltvon Prestinl Pr ot ei néy ; MR N A
Dargestelltsind die MW der PresimRNA (REr,,) und des PrestiRroteins (DID). Die Gerade reprasentiert die
Gleichung delinearen Regressiory. = 3095x- 4940; R = 0,917, n =9; p < 0,M1. P-Wert signifikant nach Pea

sonKorrelationskoeffizientenP2 z we i t er poPEedatndlterr TpoPFmathaleer pDagna
Tag.
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4.2.3.2 In-Vivo-Entwicklung des GATA-3-Proteins

Da in der Literatur unterschiedliche Aussagen Uber die GATRroteirExpression in
Haarzellen wahrend der postnatalen Entwicklung vorliegeinge von unslie Anwesenheit und
mogliche Veranderungeder GATA-3-ProteirExpressionim Cortischen Qganvon zwei und
acht Tage alten Rattgyepruft(Abbildung22).

Abbildung 22 GATA -3-Féarbung der Zellkerne im apikalen, medialen und basalen Fragment des Cortischen

Organs von zwei und acht Tage léen Ratten. A: HoechstFarbung der Haarzellkerne im apikalen Fragment am
zweiten postnatlen Tag. B: GATA3-Farbung deselben Abschnitts. C: Hoechsérbung der Haarzellkerne im
apikalen Fragment am achten postitextt Tag. D: GATA3-Farbung deselben Absbknitts. E: PhalloidiFFarbung

im basalen Fragment des Cortischen Organs am zweiten postnatalen Tag fokussiert auf Hohe déerstéreozi
GATA-3-Farbung deselben Abschnitts. G: PhalloidiFérbung im basalen Fragment am achten postnatalen Tag
fokussiertauf Hohe der Stereoz#ihn. H: GATA3-Farbung deselben Abschnitts. |: PhalloidiRarbung im basalen
Fragment am zweiten postnatalen Tag fokussiert auf die Zellkerne dezaflan. J: GATA3-Farbung deselben
Abschnitts. K: PhalloidisFarbung im basalen &gment am achten postnatalen Tag fokussiert auf die Zellkerne der
Haarzelen. L: GATA-3-Farbung deselben AbschnittsMa Cst abbal ken: 10 Om. HZé Haa

Haar zell en; Hzé2uCere Haarzellen; StéStereozilien.
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In den apikalen Fragmenten konnen diiei Reihen aul3erer Haarzellen und die eine Reihe
innerer Haarzellen durch Verwendung der Hoeél#sbung leicht identifiziert werden
(Abbildung 22A,C). Eine Expression von GAT-&-Protein ist in den Haarzellen, ebauch in
den Nachbarzellen sichtbakl{bildung 22B,D). Die GATA-3-Expression ist am achten postn
talen Tag(Abbildung 22D) geringer als am zweiten postnatalen TAgQkildung 22B). In den
basalen Fragmenten kann die Region der Zellkerne der Haarzellen durch Verwendung-der Pha
loidin-Farbung identifiziert werdenApbildung 221,K). Aufgrund de rdumlichen Struktur der
basalen Fragmente Uberlappen die Hoegb&irbten Zellkerne. Auf H6he der Stereozilien und
unterhalb ist keine GAT#-Farbung sichtbarAbbildung 22E-H). Demgegenuber erscheint auf
Hohe abr Zellkerne am zweiten postnatalen Tag eine starke GaFarbung(Abbildung221,J).

Am achten postnatalen Tag ist eine schwache Farbung in den Zellkernen der Haarzellen und eine
starkere Farbung in den Stiitzzallechtbar Abbildung22K,L). In den NegativKontrollen f&-
ben sich die Kerne nicht aAlfbildung23N, Seite55).

4.2.3.3 In-Vitro-Entwicklung des GAT A-3-Proteins

Da sich die Gat8-mRNA-Expressionin vitro anders verhalt alsn vivo, wurde die
GATA-3-ProteinExpressionim apikalen, medialen und basalen Fragment des Cortischen O
gansvon drei bis finf Tage alten Rattén frisch praparierten Gewebe s@wach 48 Stunden
Kultur untersucht{Abbildung23).

Die drei Reihen aul3erer Haarzellen und die eine Reihe innerer Haarzellen lassen sich im
apikalen Fragment durch Verwendung der Hoe€&ldsbung leicht identifizieen (Abbildung
23A,C). Es findet sich eine intensive GATAFarbung der Haarzellen, aber auch der Nachba
zellen in den frisch praparierten Geweben und auch nach 48 Stunden Rbhiud(ng23A,B).

In den 48 Stunden kultivierten Préparaten erscheint die Fluoreszenzintensitat sogar gtarker ve
glichen mit den frisch praparierten Praparat@bhijldung 23C,D). In den basalen Fragmenten
wird die Region der Zellkerne der Haarzellen durch Verwendung der Phalkiidining ident

fiziert (Abbildung 23I,K), da sich die Hoechsgiefarbten Zellkerne aufgrund der raumlichen
Struktur der basalen Fragmenteeilappen. Auf H6he der Stereozilien und unterhalb ist basal
keine GATA-3-Farbung sichtbarAbbildung 23E,F). Auf Hohe der Zellkerne zeigt sich nach 48
Stunden Kultur eine starke GATaFarbung Abbildung 23K,L). In den NegativkKontrollen

farben sich die Kerne nicht aAlgbildung23N).

54



Abbildung 23: GATA -3-Féarbung der Zellkerne im apikalen, medialen undbasalen Fragment des Cortischen
Organs von drei bis finf Tage alten Ratten frisch prépariert und nach 48 Stunden Kultur.A: Hoechst
Farbung der Haarzellkerne im apikalen Fragm{éigch). B: GATA-3-FarbungdeselbenAbschnitts. C: Hoechst
Farbung der Haaellkerne im apikalen Fragme@8 Stundeh D: GATA-3-Farbungdesselbebschnitts. E: PHa
loidin-Farbung im basalen Fragmgffitisch) fokussiert auf Hohe der Stereozilien. F: GABA-arbungdeselben
Abschnitts. G: Phalloidifrarbung im basalen Fragmef®8 Stunden)okussiert auf Hohe der Swtmzilien. H:
GATA-3-FarbungdeselbenAbschnitts. I: PhalloidisFarbung im basalen Fragmdfrisch) fokussiert auHoheder
Zellkerne der Harzellen. J: GATA3-FarbungdesselbenAbschnitts. K: PhalloidisFarbung imbasalen Fragment
(48 Stunden)fokussiert aufHohe derZellkerne der Haarzellen. L: GATA-FarbungdeselbenAbschnitts. M:
Ubereinanderlegung von | und J. N: Negafiontrolle (Farbevorgang ohne den GATAspezifischen Antikorper).
O: A auf Hohe der Zelikrne der inneren Haarzellen fokussi®t.GATA-3-Farbung deselben AbschnittsMal3-
stabbalken: 10 ym. Hé Haar zeEHEZénnner e Hh2A2é ZeCedreem; Haar zel |l e

HZ/ NéZel |l kerne (Nucleus) der Haarzell en.
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