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1. Einleitung 

1.1 Das Innenohr ï Anatomie und Physiologie 

Das Hörorgan der Säugetiere befindet sich im Temporalknochen des Schädels. Umweltge-

räusche werden über die Ohrmuschel gesammelt, über den Gehörgang weitergeleitet und verset-

zen das Trommelfell in Schwingung. Diese Bewegungen werden über die Gehörknöchelchenket-

te, die sich im luftgefüllten Mittelohr befindet, weitergeleitet [1]. Das innerste Gehörknöchel-

chen, der Stapes, inseriert am ovalen Fenster und überträgt die Schallenergie an das Innenohr 

(Abbildung 1). Das Innenohr besteht aus einem auditorischen Teil, der Cochlea, und aus einem 

vestibulären Teil, dem Labyrinth. Die menschliche Cochlea hat die Form einer Schnecke, ist 

etwa 34 mm lang und mißt im Durchmesser etwa 2 mm. Sie ist spiralig 2,5mal um den konisch 

geformten Modiolus gewunden [2]. Die Cochlea ist an ihrer breiten Basis gegen das Mittelohr 

abgrenzt. Hier befinden sich das ovale Fenster, direkt unter der Stapes-Platte, und das runde 

Fenster. Die Wände der Cochlea bestehen aus Knochengewebe. Der Querschnitt durch die Coch-

lea zeigt drei flüssigkeitsgefüllte Hohlräume: die Scala vestibuli, die Scala media auch Ductus 

cochlearis genannt und die Scala tympani. Die Scala media ist von der Scala vestibuli durch die 

Reißner-Membran getrennt und von der Scala tympani durch die Basilarmembran. Auf dieser 

sitzt das Cortische Organ (OC), welches die Sinneszellen des auditorischen Organs und ver-

schiedene Stützzellen umfasst. Über dem Cortischen Organ liegt die Tektorialmembran [3]. Die 

Basilarmembran verbreitert sich zur Spitze hin und ist hier etwa fünfmal breiter als an der Basis, 

anders als die Cochlea, die sich zur Spitze hin verschmälert. Die Steife der Basilarmembran 

nimmt zur Spitze hin ab [1]. Während die Scala media an der Spitze der Cochlea blind endet, 

geht die Scala vestibuli über das Helicotrema, eine Öffnung in der Basilarmembran, in die Scala 

tympani über. An der Basis der Cochlea wird die Scala vestibuli durch das ovale Fenster, die 

Scala tympani durch das runde Fenster gegen das Mittelohr begrenzt. Die Flüssigkeit in der Sca-

la vestibuli und Scala tympani, die Perilymphe, ist ähnlich wie Liquor Kalium-arm (7 mM) und 

Natrium-reich (140 mM). Die Flüssigkeit in der Scala media, die Endolymphe, ist dagegen ähn-

lich wie intrazelluläre Flüssigkeit Kalium-reich (150 mM) und Natrium-arm (1 mM). Die aktiven 

Transportprozesse, die diese Ionenverteilung aufrechterhalten, finden in der Stria vascularis statt. 

Die Stria vascularis ist das Endothel an der dem Cortischen Organ benachbarten Wand der Scala 

media. Natriumionen werden entgegen dem Konzentrationsgefälle resorbiert, Kaliumionen se-

zerniert. Die Endolymphe weist aufgrund der Permeabilität der Reißner Membran und der Kon-

zentrationsunterschiede der Natrium- und Kaliumionen das sogenannte endocochleäre Potential 
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auf, ein um etwa 80 mV positiveres elektrisches Potential als das der Perilymphe [3].  

 

 

Abbildung 1: Schematische Darstellung der Schallübertragung im menschlichen Ohr. A: Schnitt durch das Os 

temporale. B: Frequenzselektivität. Die Schwingungen des Trommelfells (t) werden über die drei Mittelohrknöchel-

chen, Malleus (m), Incus (i) und Stapes (s), weitergeleitet, über das ovale Fenster auf das Innenohr übertragen und 

schließlich über das runde Fenster (rw) wieder an das Mittelohr abgegeben. Zur besseren Übersicht der Skalen ist 

die Cochlea entrollt dargestellt. Die initiierten Druckwellen in der cochleären Flüssigkeit setzen die Basilarmemb-

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

Basis der Cochlea zur Spitze und erreicht abhängig von der jeweiligen Frequenz des Schallsignals ihr Amplituden-

maximum in einem bestimmten Bereich. Die Frequenzselektivität der menschlichen Cochlea ist in Kilohertz, von 

0,1 ï 20 kHz, angegeben. Die Frequenzen sind logarithmisch verteilt, so dass jede Zehnerpotenz einen gleichgroßen 

Bereich auf der Basilarmembran belegt (aus: [2]). 

Die Bewegungen des Stapes bewirken Bewegungen der Perilymphe der Scala vestibuli 

und, aufgrund der Flexibilität der Reißner-Membran, der Endolymphe 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, hängt von der Schallfrequenz ab. Hohe Fre-

quenzen haben ihr Maximum Basis-nah, da die steifere basale Basilarmembran relativ stark 

schwingt und somit einen großen Teil der Energie verbraucht. Niedrige Frequenzen haben ihr 

Maximum Apex-nah. Töne einer bestimmten Frequenz bringen demnach einen eng umschriebe-

Äußeres Ohr Mittelohr Innenohr
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membran
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nen Bereich der Basilarmembran zum Schwingen (Abbildung 1). Die Auslenkung der Basilar-

membran führt zu einer Biegung der Stereozilien auf den Haarzellen in diesem eng definierten 

Bereich, die Frequenz des Tons ist in eine Ortsinformation übersetzt (Tonotopie). Das mechani-

sche Schallsignal wird in ein neuronales Signal umgewandelt.  

1.2 Die Haarzellen und Neurotransmission 

Innere und äußere Haarzellen: Die Cochlea von Säugetieren enthält zwei Typen von 

Sinneszellen, die inneren und die äußeren Haarzellen. Sie sind entlang des Cortischen Organs in 

Reihen angeordnet: eine Reihe innerer und drei Reihen äußerer Haarzellen. Die inneren Haarzel-

len (IHZ, Abbildung 2A), von denen in der menschlichen Cochlea etwa 3500 vorhanden sind, 

leiten die Informationen über den Hörnerven an das ZNS. Die äußeren Haarzellen (ÄHZ, Abbil-

dung 2B), etwa 12000 in der menschlichen Cochlea, erhöhen die Leistungsfähigkeit der Cochlea 

sowohl qualitativ (Erhöhung der Selektivität) als auch quantitativ (Erhöhung der Sensitivität). 

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 den 

Neuronen. Die inneren Haarzellen werden vorwiegend afferent und die äußeren Haarzellen vor-

wiegend efferent innerviert [4]. 

 

 

Abbildung 2: Schematische Darstellung der Haarzell-Typen. A: Innere Haarzelle. B: Äußere Haarzelle. 

1éNucleus; 2éStereozilien; 3éKutikularplatte; 4éAfferente Nervenendigung (Typ-I-Neuron); 5éLaterale 

olivo-cochleäre efferente Nervenendigung; 6éMediale olivo-cochleäre efferente Nervenendigung; 7éAfferente 

Nervenendigung (Typ-II -Neuron); (aus: http://www.neuroreille.com/ promena-

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

Innervation der Cochlea: Die Cochlea der Ratte (Rattus norvegicus) wird von über 19000 

Fasern innerviert, wovon 79 Prozent afferente und 21 Prozent efferente Fasern sind. Die inneren 

Haarzellen werden über 14000 Afferenzen und 2000 Efferenzen innerviert. Die äußeren Haarzel-

A B

http://www.neuroreille.com/
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len werden über 1000 Afferenzen und 2000 Efferenzen innerviert [4]. Die Ganglienzellen der 

Afferenzen (4 und 7 in Abbildung 2) der inneren und äußeren Haarzellen liegen gemeinsam im 

Spiralganglion. Von dort projizieren sie peripher zum Cortischen Organ und zentral zum Nu-

cleus cochlearis. Im Spiralganglion werden zwei Arten von Ganglienzellen unterschieden: die 

großen Typ-I-Ganglienzellen, die mit 90 ï 95 Prozent den größten Anteil haben, und die Typ-II -

Ganglienzellen. Die Typ-I-Nervenfasern sind myelinisiert, die vom Typ II nicht. Jede innere 

Haarzelle wird von mehreren Typ-I-Nervenfasern innerviert, jede Typ-II-Nervenfaser innerviert 

mehrere äußere Haarzellen. Die Ganglienzellen der Efferenzen sind im oberen Olivenkomplex 

lokalisiert. Die inneren Haarzellen werden über das laterale olivo-cochleäre System innerviert, 

die äußeren Haarzellen über das mediale olivo-cochleäre System (5 und 6 in Abbildung 2). Die 

lateralen Efferenzen kontaktieren die Dendriten der Typ-I-Nervenfasern, die medialen Effferen-

zen kontaktieren die Zellkörper der äußeren Haarzellen [5;6].  

Mechanoelektrische Transduktion und Neurotransmission: Die Haarzellen haben an 

der Spitze im Bereich der Kutikularplatte haarähnliche Stereozilien, welche über die Lamina 

reticularis bis in die Endolymphe ragen. Die Stereozilien der inneren Haarzellen enden unterhalb 

der Tektorialmembran, die der äußeren sind mit der gallertigen Tektorialmembran verbunden. 

Basilarmembran, Lamina reticularis, Stützzellen und Haarzellen bewegen sich aufgrund ihrer 

starren Verbindung gemeinsam auf die Tektorialmembran zu und nach innen oder von ihr fort 

und nach außen. Aufgrund der Lateralbewegung der Lamina reticularis gegenüber der Tektori-

almembran kommt es zu einer Biegung der mit der Tektorialmembran verbundenen Stereozilien 

der äußeren Haarzellen. Die Stereozilien der inneren Haarzellen biegen sich gleichsinnig, wahr-

scheinlich durch die Endolymphbewegung. Die mechanosensorischen Stereozilien sind Ausstül-

pungen der Haarzelle und aus Aktinfilamenten aufgebaut, wodurch sie sehr steif sind. Die Bie-

gung erfolgt lediglich an der Basis, am Übergang zum Haarzellkörper, und aller Stereozilien 

einer Haarzelle als Einheit. Benachbarte Stereozilien sind über feine extrazelluläre Filamente, die 

Tip-Links (Quervernetzungsfilamente), miteinander verbunden. Die Auslenkung der Stereozilien 

bewirkt eine Änderung der Leitfähigkeit der Zellmembran durch das Öffnen von Ionenkanälen. 

Dadurch wird eine Potentialänderung der Haarzelle hervorgerufen. Dieser Vorgang wird als me-

chanoelektrische Transduktion bezeichnet. Der zugrunde liegende Mechanismus der elektrome-

chanischen Transduktion ist in seinen Feinheiten bisher noch unbekannt. Derzeit wird ange-

nommen, dass die Tip-Links direkt mechanosensitive Ionenkanäle, die Transduktionskanäle, in 

den Spitzen der Stereozilien öffnen und schließen. Befinden sich die Stereozilien in aufrechter 

Lage (Ruhelage), haben die Kanäle eine Öffnungswahrscheinlichkeit 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 Richtung der längsten Reihe Stereozilien (exzitatorische Richtung) erhöht den 

Zug bzw. die Spannung an den Tip-Links und dadurch den Kalium-Einstrom. Die Öffnungs-

wahrscheinlichkeit der Transduktionskanäle ist dann nahezu 100 Prozent. Die Auslenkung der 

Stereozilien in entgegengesetzte (inhibitorische) Richtung entlastet die Tip-Links; dies bewirkt 

eine Verringerung der Öffnungswahrscheinlichkeit auf nahezu null Prozent. Kalium-Einstrom in 

die Haarzelle depolarisiert diese, wodurch spannungsgesteuerte Calciumkanäle geöffnet werden. 

Die Erhöhung der intrazellulären Calciumkonzentration bewirkt an der Basis der inneren Haar-

zelle die Freisetzung von Glutamat durch Entleerung von Transmittervesikeln in den synapti-

schen Spalt [1;2]. Jede innere Haarzelle besitzt an ihrem basalen Pol etwa 10 ï 30 hochspeziali-

sierte Bändersynapsen (im englischen: ribbon synapses), die eine äquivalente Anzahl von affe-

renten Spiralganglienneurone ansteuern [7;8]. Glutamat bindet an den Glutamat-Rezeptoren, 

unter physiologischen Bedingungen vorrangig an den AMPA-Rezeptoren [9], der afferenten Sy-

napse, wodurch ein postsynaptisches Generatorpotential aufgebaut wird und schließlich werden 

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

auditorischen Kortex weitergeleitet werden. Die Depolarisation der äußeren Haarzelle bewirkt 

eine Konformationsänderung des Membranproteins Prestin und eine Längenänderung der äuße-

ren Haarzelle, womit es zu einer aktiven Verstärkung der Wanderwelle kommt. Die Repolarisa-

tion der Haarzellen erfolgt über einen energieverbrauchenden Rücktransport der Ionen.  

Zerstörung der Tip-Links: Neuere Studien zeigen, dass eine Lärm-induzierte Zerstörung 

der Tip-Links der Stereozilien innerer und äußerer Haarzellen, anders als erwartet, zum Öffnen 

der Tranduktionskanäle führt. Es resultiert der Einstrom von Kalium- und Calciumionen in die 

Haarzellen. Sowohl die Dauerdepolarisation als auch die dauerhaft erhöhte intrazelluläre Calci-

umkonzentration wirken exzitotoxisch. In den äußeren Haarzellen folgen eine Dauerkontraktion 

mit Abnahme bzw. Ausfall der cochleären Verstärkerfunktion und eine Verformung des Corti-

schen Organs. Diese Prozesse haben negative Auswirkungen auf das Frequenzdiskriminations- 

und somit das Sprachdiskriminationsvermögen. Letztlich resultiert eine dauerhafte Hörstörung. 

In den innneren Haarzellen führt die resultierende vermehrte Transmitterfreisetzung einerseits 

zur dauerhaften Depolarisiation afferenter Neurone, klinisch möglicherweise als Tinnitus verifi-

zierbar, andererseits zu einer Degeneration der Neurone, wahrschleinlich durch die exzitotoxi-

sche Wirkung von Glutamat auf die afferenten Neurone bedingt [10].  
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1.3 Äußere Haarzellen und Prestin 

Elektromechanische Transduktion oder Cochleärer  Verstärker : Es wird allgemein an-

genommen, dass die bemerkenswerte Sensitivität und Frequenzselektivität des Gehörsinns von 

Säugetieren einem lokalen elektromechanischen Rückkopplungsmechanismus geschuldet ist. 

Dieser wird als cochleärer Verstärker bezeichnet und beschreibt die zyklische Längenänderung 

der äußeren Haarzellen der Cochlea während des Transduktionsprozesses. Die elektromechani-

sche Energie wird von den äußeren Haarzellen auf das Cortische Organ übertragen, infolge des-

sen wird die Bewegungsamplitude der Basilarmembran bei niedrigen Schalldruckpegeln ver-

stärkt. Diese Verstärkung ist im tieffrequenten, d.h. apikalen Bereich der Cochlea ausgeprägter 

als im hochfrequenten, d.h. basalen Bereich. Wahrscheinlich sind darüber hinaus aktive Bewe-

gungen der Stereozilien an der cochleären Verstärkung beteiligt. Der Ausfall des cochleären 

Verstärkers hat einen Sensitivitätsverlust von 40 ï 60 dB, sowie eine eingeschränkte oder sogar 

fehlende Frequenzselektivität zur Folge [11;12].  

Prestin: Die molekulare Grundlage dieses Verstärkerprozesses der ÄHZ ist das Protein 

Prestin (SLC26A5), dessen Name sich von der Fähigkeit Prestin-haltiger Zellen zu Bewegungen 

im Mikrosekundenbereich ableitet. Prestin verändert seinen Konformationszustand beeindru-

ckend schneller als konventionelle molekulare Motor-Proteine. Das Gen, welches Prestin ko-

diert, enthält beim Menschen 20 Exons und ist auf dem Chromosom 7 an der Position q22 lokali-

siert. Das Prestin-Gen der Ratte liegt auf Chromosom 4 an der Position q11. Prestin ist das fünfte 

Mitglied in der Familie der Anionentransporter, der Familie der solute carrier proteins 26 

(SCL26). Es sind vier Protein-Varianten, resultierend aus vier Transkriptions-Varianten, be-

kannt, welche mit dem Zusatz der Buchstaben a bis d gekennzeichnet werden [111]. Das Prestin-

Protein (SCL26A5a) hat eine molekulare Masse von etwa 80 kDa und ist aus 744 Aminosäuren 

aufgebaut. Prestin ist ein hoch konserviertes Protein. Zwischen den bisher untersuchten Säuge-

tierspezies sind mehr als 90 Prozent der Aminosäuren identisch (Tabelle 1).  

Tabelle 1:  hnlichkeit von Prestin zwischen dem Menschen und ausgewªhlten Sªugetierspezies. 

 Rattus norvegicus Mus musculus Canis familiaris Bos taurus 

mRNA 87,1 87,9 91,9 92,2 

Protein 94,5 95,0 96,8 96,2 

 hnlichkeit der Prestin-Sequenzen zwischen dem Menschen (Homo sapiens) und Ratte, Maus, Hund und Kuh in 

Prozent auf mRNA- und Protein-Ebene (aus: www.ncbi.nlm.nih.gov/genome/guide/human; [111, 118]). 

Die Protein-Sequenz von Prestin besitzt 10 bis 12 putative Transmembrandomänen und 

zwei komplexe zytoplasmatisch lokalisierte Enden: N- und C-Terminus. Prestin enthält das für 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genome/guide/human
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die Mitglieder der SCL26-Familie typische STAS-Motiv (sulphate transporters and antisig-

mafactor antagonists) in der Aminosäurensequenz. Obwohl die Grundfunktion der Mitglieder der 

SCL26-Familie der Transport von Anionen ist, ist die Hauptfunktion von Prestin eine andere. Es 

ist als einziger Vertreter der SCL26-Familie zur Elektromotilität befähigt [13;12]. Die Charakte-

risierung der dreidimensionalen Protein-Struktur von Prestin, um schließlich die Funktionsweise 

und Grundlage der Elektromotilität besser zu verstehen, ist Bestandteil gegenwärtiger Untersu-

chungen [14;15]. 

Prestin ï Elektromotilität : Die molekulare Basis der Elektromotilität ist eine spannungs-

abhängige Konformationsänderung des Prestin-Proteins mit verschiedenen Konformationen in 

verschiedenen Membranbereichen. Durch die Gesamtheit der Veränderungen der dicht-

gepackten Prestin-Moleküle ist die Veränderung der Gesamtlänge der äußeren Haarzelle mög-

lich. Die Spannungsempfindlichkeit des Übergangs zwischen den Konformationszuständen er-

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 Anionen-Austausch-Zyklus resultieren, einem inkompletten Transport der Anio-

nen. Es scheint, dass intrazelluäre Chloridionen eine entscheidene Rolle für die Funktion des 

Prestins spielen, entweder als extrinsischer Spanunngssensor oder für die allosterische Modifika-

tion, die für die Ladungsverschiebung erforderlich ist, oder für einen Anionenaustausch, bei dem 

Chloridionen oder andere Ladungsteilchen als Antwort auf die Änderung der transmembranen 

Spannung teilweise über die Membran tranzloziert werden. Es wird angenommen, dass diese 

Translokation die Konformationsänderung in dem Molekül auslöst und damit die somatische 

Verlängerung und Kontraktion der äußeren Haarzellen. Es existieren zwei Modelle für die span-

nungsabhängige Prestin-Steuerung mittels Chloridionen (Abbildung 3).  

Zum einen ist es möglich, dass intrazelluläres Chlorid, gebunden an einer Bindungstelle 

innerhalb der Membran, transloziert und dadurch eine Formänderung bewirkt. Zum anderen ist 

es denkbar, dass die Bindung von Chlorid eine allosterische Änderung ermöglicht, wodurch eine 

positive Ladung über die Membran wandert [12]. Die Elektromotilität der äußeren Haarzellen ist 

unabhängig von ATP, Calcium und dem Mikrotubuli- oder Aktin-System [16;17]. 
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Abbildung 3: Schematische Darstellung der zwei Modelle der spannungsabhängigen Prestin-Steuerung. 

Links: Intrazelluläre Chloridionen werden über das Membranpotential in eine zytoplasmawärts gerichtete Pore ge-

lenkt. Die Bindung innerhalb des Moleküls führt zur Formänderung. Möglicherweise existiert eine zytoplasmatische 

Bindungsstelle für Salicylate, die als kompetitiver Inhibitor der Chloridbindung fungiert. Rechts: Mit der Chlo-

ridbindung allosterisch verbundene Ladungsverschiebung. Die Kinetik der Ladungsverschiebung wäre in diesen 

Modellen durch die Diffusionszeit des Ionentransits bzw. die Kinetik der Konformationsänderung des Proteins limi-

tiert. Cl
-
éChloridionen (aus: [12]). 

Efferente Innervation der äußeren Haarzellen: Die Efferenzen aus dem oberen Oliven-

komplex bilden bevorzugt Synapsen mit den äußeren Haarzellen der Cochlea [18]. Ein bedeu-

tender efferenter Neurotransmitter der ÄHZ in der Cochlea ist Acetylcholin (ACh). Die Acetyl-

cholin-Rezeptoren (AChR) der Haarzellen zeigen eine ungewöhnliche Pharmakologie, die weder 

den nikotinergen noch den muskarinergen AChR entspricht, jedoch Eigenschaften von beiden 

aufweist. Es wird angenommen, dass die efferente Modulierung der Haarzellfunktion zumindest 

teilweise über einen heteromeren nikotinergen AChR (nAChR), bestehend aus Ŭ9 und Ŭ10 Un-

tereinheit der nAChR-Familie, erfolgt. ACh bindet an Rezeptoren am synaptischen Zellpol, es 

folgt ein schneller Einstrom von Calcium (Ca
2+

) in die Zelle über unspezifische Liganden-

gesteuerte Kationen-Kanäle und anschließend öffnen Ca
2+

-abhängige Kalium (K
+
)-Kanäle. Dies 

führt zu einem Anstieg der nach innen gerichteten Membranleitfähigkeit 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 vorübergehendem Ca
2+

-Einstrom und anschließendem 

K
+
-Ausstrom, ist das direkte Erscheinungsbild des ionotropen Rezeptorverhaltens des AChR. 

Daneben existiert scheinbar als verzögerte Reaktion die Freisetzung von Ca
2+

 aus intrazellulären 

Ca
2+

-Speichern. Es ist möglich, dass die Abnahme der globalen Steifigkeit der ÄHZ und damit 

verbunden eine verminderte elektromotile Anwort in gewisser Weise mit der Ca
2+

-Freisetzung 

aus den intrazellulären Speicher verbunden sind. Es ist möglich, dass der langsame Effekt ver-

Einfache Pore Chlorid-Bindung

ermöglicht eine

Ladungsbewegung

extrazellulär

Kompetitive Bindung von Salicylaten

Cl- Cl-

Kompakter

Zustand

(depolarisiert)

Gestreckter

Zustand

(hyperpolarisiert)

zytoplasmatisch

extrazellulär

zytoplasmatisch
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antwortlich für die Fähigkeit des efferenten Systems zum Schutz vor akustischer Überstimulation 

ist [19]. 

1.4 Funktion und Expression von Prestin unter physiologischen und pathologischen Be-

dingungen 

Das Prestin-Protein wurde bereits direkt nach der Geburt in der lateralen Wand der äußeren 

Haarzellen der Ratten-Cochlea nachgewiesen. Die Intensität der Färbung erreicht zwischen dem 

9. und 12. postnatalen Tag den adulten Zustand. Der zeitliche Ablauf der postnatalen Entwick-

lung der Prestin-Immunoreaktivität koinzidiert mit der postnatalen Entwicklung der Elektromoti-

lität der äußeren Haarzellen [20]. Gross et al. [21] zeigten, dass der Prestin-mRNA-Gehalt im 

Cortischen Organ der neugeborenen Ratte während der In-Vitro-Entwicklung etwa um den Fak-

tor zwei ansteigt. Verbunden mit dem Anstieg ist die Ausbildung eines deutlichen Apikal-Basal-

Gradienten mit dem höchsten Prestin-mRNA-Gehalt im apikalen und dem niedrigsten im basalen 

Fragment. Dies stimmt mit Beobachtungnen von Judice et al. [22] überein, die eine Zunahme der 

Färbeintensität von Prestin-Protein vom basalen zum apikalen Segment fanden.  

In den vergangenen Jahren konnte gezeigt werden, dass die regelgerechte Funktion und 

Expression des Prestins für das gesunde Hören unerlässlich sind. Untersuchungen an Knock-out- 

(KO) und Knock-in-Tieren (KI), zeigten, dass das Vorhandensein von funktionstüchtigem Pres-

tin in den äußeren Haarzellen von Säugetieren unverzichtbar für die normale cochleäre Funktion 

ist. Prestin-KO-Mäusen zeigen in vitro einen Verlust der Elektromotilität der äußeren Haarzellen 

und in vivo einen Hörverlust von 40 bis 60 dB über allen Frequenzen ï vergleichbar mit dem 

Verlust der cochleären Amplifizierung [23], während heterozygote Mäuse lediglich eine gering-

fügige Reduktion der Motilität der äußeren Haarzellen und einen leichten Hörverlust von etwa 6 

dB zeigen [24]. Die äußeren Haarzellen von Prestin-KO-Mäusen zeigen eine verminderte Stei-

figkeit, welche ihrerseits zu einem erheblichen Hörverlust führen könnte, selbst wenn die auf 

Prestin basierende somatische Elektromotilität nicht die Grundlage der cochleären Amplifizie-

rung darstellt. Dallos et al. [25] führten Untersuchungen an Prestin-KI-Mäusen durch. Die Pres-

tin-KI-Maus besitzt ein morphologisch normales Cortisches Organ, eine normale Steifigkeit der 

äußeren Haarzellen und eine normale mechanoelektrische Transduktion, während die Elektromo-

tilität der äußeren Haarzellen stark reduziert ist. Prestin-KI- und Prestin-KO-Maus zeigen eine 

vergleichbare cochleäre Sensitivität und fehlende Frequenzselektivität. 

Um die Rolle, die Prestin für die Funktion der äußeren Haarzelle und letztlich für das Hö-

ren spielt, weiter zu charakterisieren, wurde die Prestin-Expression bereits unter verschiedenen, 
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die äußeren Haarzellen schädigenden Bedingungen untersucht. Schädigende Einflüsse, wie Hy-

poxie und Ischämie oder Lärm, führen im cochleären Gewebe zu einer metabolischen Stressant-

wort. Inwieweit die Prestinexpression dadurch beeinflusst wird, ist weitgehend unklar. 

Gross et al. [21] zeigten, dass Hypoxie und Ischämie parallel zum Verlust von äußeren 

Haarzellen einen Abfall des Prestin-mRNA-Gehalts induzieren. Der mRNA-Gehalt sank prozen-

tual stärker als die Anzahl der vorhandenen äußeren Haarzellen. Das Absinken des mRNA-

Gehalts reflektiert Schäden an bzw. Verlust von äußeren Haarzellen und deutet zusätzlich auch 

ein Absinken der Expression in den verbliebenen äußeren Haarzellen an.  

Mazurek et al. [27] beobachteten bei Ratten und Meerschweinchen einen Anstieg der Pres-

tin-mRNA-Expression nach lärminduziertem Hörverlust von 15 bis 25 dB (Messung der 

DPOAEs). Gleichzeitig betrug der Verlust von äußeren Haarzellen etwa 40 Prozent. Die Prestin-

mRNA-Expression scheint in den verbliebenen vorhandenen äußeren Haarzellen hochreguliert 

zu werden. Interessanterweise trat bei einseitiger Beschallung in der kontralateralen Cochlea 

ebenfalls ein Anstieg der Prestin-mRNA auf, verbunden mit einer Verbesserung der DPOAEs. 

Zahlreiche Medikamente haben ototoxische Nebenwirkungen, darunter Salicylate, Amino-

gykoside, Schleifendiuretika, Zytostatika. Die Einnahme von Acetylsalicylsäure, kurz ASS, kann 

zu einem reversiblen Hörverlust führen. Dies konnte in Tierversuchen gezeigt werden [112]. Die 

Salicylate binden kompetitiv an das Prestin, wodurch spannungsabhängige Translokation der 

Chloridionen im Prestinmolekül und somit somatische Elektromotilität gehemmt wird [12]. Die 

cochleäre Verstärkung des Schallsignals nimmt ab. Klinisch manifestiert sich eine beidseitige 

Innenohrschwerhörigkeit bis etwa 40 ï 50 dB mit einem Abfall der otoakustischen Emissionen 

[12;28].  

1.5 Regulierung der Prestin-Expression 

Neuere Forschungsansätze zur Behandlung von menschlichen Hörstörungen konzentrieren 

sich auf die Gentherapie und die Stammzelltransplantation [114;115]. Ziel ist die Reparatur bzw. 

der Austausch von geschädigten cochleären Haarzellen. Das Verständnis der Prestin-Regulation 

ist dabei essentiell. Bisher sind die Mechanismen der dynamischen Prestin-Regulation auf den 

verschiedenen Ebenen weitgehend ungeklärt, dazu gehören die Prestin-mRNA-Transkription und 

-Translation, die Prestin-Umsatzrate (turnover rate) und Polymerisation. Eine Grundlage für das 

Verständnis des Prestins ist die Charakterisierung der Genstruktur, der Promotorregionen und 

der spezifischen Transkriptionsfaktoren.  

Transkription und Transkriptionsfaktoren : Als Transkription wird der Prozeß des 
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Überschreibens eines Gens bzw. dessen DNA-Sequenz in RNA bezeichnet. Der Transkriptions-

prozess läßt sich in drei Stadien unterteilen: der Start der Transkription (Initiation), die Verlänge-

rung der RNA-Kette (Elongation) und das Ende der Transkription mit dem Freisetzen des RNA-

Transkripts. Zur Transkription besitzen die höheren Eukaryonten drei RNA-Polymerasen (I ï II), 

welche unterschiedliche Gene transkribieren. Die Synthese der mRNA erfolgt durch die Poly-

merase II, diese transkribiert alle proteinkodierenden Gene und synthetisiert verschiedene regula-

torische RNA-Moleküle. Für die Regulation der Transkription besitzen alle Gene auf ihrer DNA 

konservierte Signale. Für die Initiation sind bestimmte Sequenzabschnitte auf der DNA notwen-

dig. An diese Promotoren genannten Abschnitte binden sogenannte allgemeine Transkriptions-

faktoren und zeigen der RNA-Polymerase den Startpunkt der Transkription an. Häufig findet 

sich die sogenannte TATA-Box 25 bp stromaufwªrts (in 5ô-Richtung) des Startpunktes. Sie dient 

als Erkennungsstelle für den Multiproteinkomplex TFIID, bestehend aus dem TATA-Box Binde-

Protein (TBP) und den TBP-assoziierten Faktoren, und somit zum Aufbau des Initiationskom-

plexes. Die Häufigkeit der Transkription eines bestimmten Gens wird durch zusätzliche genspe-

zifische Regulationsmechanismen gesteuert: genspezifische Promotoren in direkter stromauf-

wärts gelegener Nachbarschaft, den Promotor verstärkende Enhancer-Elemente und negativ wir-

kende Silencer-Elemente. Enhancer und Silencer können in weiter Entfernung stromaufwärts 

oder stromabwärts oder sogar innerhalb der zu transkribierenden Region liegen. Sie werden von 

DNA-bindenden Transkriptionsfaktoren erkannt. Nahzu immer werden die entstandenen Primär-

transkripte co- oder posttranskriptionell modifiziert: Anheften der Cap-Struktur, Spleißen und 

Anheften des Poly(A)-Schwanzes. Man unterscheidet im menschlichen Genom etwa 200 bis 300 

allgemeine und über 2000 spezifische Transkriptionsfaktoren. Während die allgemeinen Tran-

skriptionsfaktoren an die Promotoren der Gene binden und zusammen mit der DNA-abhängigen 

Polymerase II den allgemeinen Transkriptionskomplex bilden, aktivieren die spezifischen Tran-

skriptionsfaktoren die Polymerase durch Wechselwirkungen mit den allgemeinen Transkripti-

onskomplex. Die spezifischen Transkriptionsfaktoren haben zwei charakteristische Domänen, 

die DNA-bindende-Domäne und die transkriptionsregulierende Domäne, entweder eine Transak-

tivierungs- oder eine Transrepressordomäne, nach deren Sequenz bzw. Struktur klassischerweise 

die Einteilung erfolgt. Während der Entwicklung und Zellspezialisierung wird für die Regulation 

der zellspezifischen Genexpression aus diesen mehr als 2000 Transkriptionsfaktoren selektiert. 

In die Selektion involviert sind einerseits eine Kaskade von transkriptionaler Kontrolle der Tran-

skriptionsfaktorgene und andererseits von außerhalb der Zelle zugeführter Signale, die posttran-

skriptional bereits gebildete Transkriptionsfaktoren aktivieren [32]. Die Aktivität der Transkrip-
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tionsfaktoren kann auf verschiedenen Ebenen kontrolliert werden, wozu die Steuerung der Syn-

these und des Abbau, kovalente Modifikationen, wie Phosphorylierung und Dephospholylierung, 

Ligandenbindung, Interaktion mit inhibitorischen Proteinen und Wechsel der Bindungspartner 

gehören. Die Vielfalt und die Kombination der Transkriptionsfaktoren ermöglichen eine exakte 

Kontrolle der Expression. Es scheint, dass jedes Gen ein individuelles Regulationsmuster besitzt, 

somit eine bestimmte Menge von bestimmten Proteinen zu einer bestimmten Zeit einen be-

stimmten Prozeß startet [33;34].  

NfəB-Transkriptionsfaktoren : Die Familie der nukleären Transkriptionsfaktoren kappaB 

besteht in Säugetieren aus fünf Mitgliedern, die normalerweise in inaktiver Form im Zytoplasma 

vorliegen: NFəB1, NFəB2, Rel-a, Rel-b und c-Rel. NFəB ist an zahlreichen physiologischen und 

pathologischen Prozessen beteiligt, wie Zellproliferation und -differenzierung, Entzündungs- und 

Immunreaktionen, Überleben und Apoptose der Zellen, zelluläre Stressreaktionen und Tumor-

wachstum [32;116;117]. 

NFəB ist auch in die intrazelluläre Calciumregulation involviert und hat eine bedeutende 

Rolle für die neuronale Exzitotoxizität. Lang et al. [35] zeigten, dass NFəB eine zentrale Rolle 

für die Degeneration von cochleären Spiralganglien hat. Mäuse, denen die NFəB-Untereinheit 

p50 fehlt, zeigten im Verlauf einen zunehmenden Hörverlust assoziiert mit zunehmenden Schä-

den der Neuronen unterhalb der inneren Haarzellen und einem beschleunigten Verlust der Spi-

ralganglien. Merchant et al. [36] vermuten, dass NFəB in die pathologischen Aktivierung zellu-

lärer Stresssignalwege involviert ist, die zum idiopathischen sensorineuralen Hörverlust führen. 

Des Weiteren wurde von Nagy et al. [37] gezeigt, dass in vitro die selektive Inhibierung von 

NFəB zur Apoptose von unreifen Haarzellen führt.  

C-fos-Transkriptionsfaktoren : Der Transkriptionsfaktor C-fos gehört zu den früh indu-

zierbaren Genen (immediate early genes), welche als Verbindung zwischen zytoplasmatischen 

Ereignissen und Regulierung der Genexpression auf nukleärer Ebene innerhalb von Minuten 

aktiviert werden. In der Lärm-geschädigten Cochlea steigt die Expression frühinduzierter Gene 

[38]. So führt die akustische Überstimulation zu einem Anstieg der C-fos-Expression im In-

nenohr [39;40].  

GATA -Transkriptionsfaktoren : Die Untersuchung der GATA-Expression im Innenohr 

ist von besonderem Interesse, da GATA-3-Mutationen mit Hörverlust assoziiert sind [41;42]. 

Allerdings ist die genaue Pathogenese der Entwicklungsanomalitäten im Innenohr bedingt durch 

GATA-3-Mutationen noch unbekannt. Bei Patienten mit dem HDR-Syndrom (hypoparathyroi-

dism, deafness, renal defects), die unter Schallempfindungsschwerhörigkeit, Hypoparathyreo-
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dismus und Nierendysplasien leiden, wurde eine GATA-3-Haploinsuffizienz nachgewiesen [43]. 

Der Hörverlust im Rahmen des HDR-Syndroms ist durch eine cochleäre Störung hervorgerufen. 

Mäuse, die für eine mutierte GATA-3-Form heterozygot sind, zeigen zunehmend morphologi-

sche Degenerationen, beginnend mit den apikalen äußeren Haarzellen und schließlich alle Haar-

zellen sowie Stützzellen der gesamten Cochlea betreffend [44].  

Bei den Wirbeltieren sind sechs GATA-Proteine, GATA-1 bis GATA-6, bekannt. GATA-1 

bis GATA-3 werden vor allem in hämatopoetischen Zellen exprimiert, GATA-4 bis GATA-6 

finden sich vorwiegend im Herzen, im Darm und in den Nebennieren [45]. Die GATA-

Transkriptionsfaktoren enthalten zwei Zinkfingerstrukturen. Der erste Zinkfinger tritt mit weite-

ren Proteinen in Wechselwirkung, über den zweiten Zinkfinger werden die Interaktionen mit der 

DNA vermittelt. Die Mitglieder der GATA-Familie sind wesentlich an zahlreichen Entwick-

lungsprozessen, wie der Determination von Keimzellen, der Zellproliferation und Zelldifferen-

zierung beteiligt [46]. Sie sind in die Entwicklung von Herz, Augen, vaskulärem und hämatopoe-

tischen Systemen [47], in das transkriptionelle Rückkopplungsnetzwerk während der endokrinen 

sympathoadrenalen Differenzierung [48], in die Differenzierung von Adipozyten [49], in die 

Regulation von allergischen oder inflammatorischen Reaktionen [50], in die Erzeugung des Zy-

tokinsystems [51], in die transkriptionelle Aktivität der Tyrosin-Hydroxylase [52] und in die 

Entwicklung des Innenohrs involviert. Bereits in frühen Phasen der Innenohrentwicklung wird 

Gata-3 exprimiert [53;54]. In den ersten morphogenetischen Stadien ist GATA-3 für die Einstül-

pung der otischen Plakode und der Bildung des otischen Vesikels erforderlich [55]. Desweiteren 

ist GATA-3 in die Ausbildung des cochleären Ganglions und in die Wegfindung der efferenten 

Nervenbahnen zum Ohr involviert [53].  

In Hinblick auf die Rolle von Prestin für die Funktion der äußeren Haarzellen, ist es wich-

tig die Faktoren zu untersuchen und zu verstehen, die in die Regulierung der Prestin-Expression 

involviert sind. GATA-3 wird während der cochleären Haarzellentwicklung kontinuierlich ex-

primiert, dies deutet neben der Beteiligung an Prozessen der Morphogenese und der Neurogene-

se des Innenohrs auf eine wichtige Rolle für die Entwicklung der Haarzellen hin [56]. Außerdem 

enthält der Prestin-Pomoter verschiedene putative Bindungsstellen für GATA-

Transkriptionsfaktoren [57], so dass wir zu der Annahme gelangen, dass die GATA-

Transkriptionsfaktoren an den regulatorischen Veränderungen der Prestin-Expression beteiligt 

sind [58].  

Liganden von nukleären Transkriptionsfaktoren: Ein gutes Beispiel für die Beeinflus-

sung der postnatalen Prestin-Expression ist das Schilddrüsenhormon [59]. Die Schilddrüsenhor-
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mone (Thyroidhormon, TH) Trijodthyronin (T3) und Thyroxin (Tetrajodthyronin, T4) regulieren 

eine Reihe von Entwicklungsprozessen in verschiedensten Organsystemen. Sie regulieren die 

Genexpression über Thyroidhormonrezeptoren (TR), die ebenfalls zur nukleären Rezeptorfamilie 

der Liganden-aktivierten Transkriptionsfaktoren gehören [60] und von zwei verschiedenen Ge-

nen, TRŬ und TRɓ kodiert werden. Verschiebungen im postnatalen Anstieg des TH-Plasma-

Spiegels führen zu permanenten Hörstörungen. So führen Mutationen des TRɓ beim Menschen 

zur Schilddrüsenhormonresistenz (resistance to thyroid hormone, RTH) mit Taubheit als eines 

der bedeutensten Symptome. TH beeinflusst die postnatale Prestin-Expression. So wird unter 

dem Einfluss von T3 die initiale Expression von Prestin beschleunigt und die Expression erhöht, 

die Abwesenheit von TH verzögert sukzessive die Prestin-Expression, trotzdem werden normale 

Proteinspiegel erreicht [59]. 

Ein weiteres Beispiel für eine die Innenohrentwicklung beeinflussende Substanz ist die Re-

tinsäure, der aktive Metabolit der Vitamin-A-Säure. Schilddrüsenhormone und Retinsäure regu-

lieren die Gen-Expression über eine ähnliche Rezeptor-Bindung. Beide agieren als Liganden 

eines nukleären Rezeptors, an dem sie mit dem entsprechenden Hormone-Response-Element im 

Ziel-Gen interagieren. Retinsäure ist ein Aktivator der nukleären Rezeptoren Retinoic-acid-

Rezeptor (RAR) und Retinoid-X-Rezeptor (RXR). Es spielt eine wichtige Rolle während der 

zellulären Differenzierung und des Wachstums und beeinflusst zahlreiche Entwicklungsprozesse, 

darunter die Strukturierung des Rhombencephalons (lat. Rautenhirn), die Entwicklung des kardi-

ovaskulären und des respiratorischen Systems, der Nieren, der Augen und der olfaktorischen 

Bahnen [61;62]. Aufgrund der aktuellen Erkenntnisse scheint die Retinsäure eine wichtige Rolle 

während verschiedener Phasen der Innenohrentwicklung zu spielen, darunter die Morphogenese 

des Innenohrs und möglicherweise die postnatale Entwicklung und Erhaltung des Innenohrs 

[63]. 

Eine die Gata-3-Expression beeinflussende Substanz ist das Fibrat Gemfibrozil, ein Akti-

vator des Peroxisom-Proliferator-aktivierenden Rezeptors alpha (PPAR-Ŭ; [64]). PPAR-Ŭ gehºrt 

zur nukleären Rezeptorfamilie der Liganden-aktivierten Transkriptionsfaktoren und ist in die 

Regulation des Lipidmetabolismus und ïtransport involviert [65]. Der Lipidmetabolismus im 

Cortischen Organ kann die Funktion von Prestin beeinflussen, da die Fluidität der lateralen 

Plasmamembran der äußeren Haarzellen über den Cholesterinspiegel reguliert wird [66].  

Wachstumsfaktoren und Signalmoleküle: Wachstumsfaktoren und andere Signalmole-

küle können ein breites Spektrum an Effekten auf die Entwicklung des Innenohrs haben. Als 

Wachstumsfaktoren werden Botenstoffe bezeichnet, die Signale zwischen Zellen übertragen und 

http://www.linguee.de/de-en/Rhombencephalon.html
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somit Information weiterleiten. Die Signalübermittlung erfolgt durch Bindung des Wachstums-

faktors an spezifische Rezeptoren in der Zellmembran, woraufhin eine Signalkaskade im Zellin-

neren ausgelöst wird, welche zur Aktivierung oder zur Abschaltung eines Gens führt. Es ist eine 

große Anzahl von Wachstumsfaktoren bekannt. Der Insulin-artige Wachstumsfaktor, kurz IGF, 

spielt bekanntermaßen eine Rolle für das Überleben und Wachstum von Zellen, in der Cochlea 

für die Entwicklung von Haarzellen und den Erhalt der zellulären Intaktheit des Organismus 

[67;68]. Die Proteine der Transforming-growth-factor-beta-Familie (TGF-ɓ) sind multifunktio-

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 der des Innenoh-

res [69]. 
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2. Problemstellung 

Prestin ist das Motorprotein der äußeren Haarzellen. Seine Funktion gewährleistet die hohe 

Sensitivität und Frequenzspezifität des Hörvermögens von Menschen bzw. Säugetieren. Um den 

molekularen Mechanismus des Hörens und die molekularen Zusammenhänge der Schwerhörig-

keit und des Tinnitus, beides häufige sensorische Störungen beim Menschen, besser zu verste-

hen, werden zum einen Tiere zur Modellbildung eingesetzt (In-Vivo-Modelle) zum anderen Zell-

kulturen (In-Vitro-Modelle). Oft bieten Zellkulturen bessere Möglichkeiten, Modellvorstellungen 

zu entwickeln. In der Berliner Arbeitsgruppe wurde gezeigt, dass die Prestin-Expression auf der 

mRNA-Ebene durch Hypoxie und Ischämie in der organotypischen Kultur des Cortischen Or-

gans vermindert und durch Impulslärm in adulten Meerschweinchen und Ratten erhöht wird. 

Damit stellt sich die Frage nach Einflussfaktoren und Regulationsmechanismen der Prestin-

Expression. 

Bei der Beurteilung von Ergebnissen, die in vitro gewonnen wurden, ist es wichtig zu prü-

fen, ob und inwieweit diese mit in vivo gewonnenen Untersuchungserbnissen übereinstimmen. 

Diesem Zweck sollen in der vorliegenden Arbeit vergleichende Untersuchungen der Genexpres-

sion, in vitro und in vivo, dienen. In früheren Untersuchungen der Berliner Arbeitsgruppe wurde 

gezeigt, dass die organotypische Kultur des Cortischen Organs der neugeborenen Ratte gut ge-

eignet ist, die Prestin-Expression zu untersuchen. Daher wird in der vorliegenden Arbeit dieses 

In-Vitro-Modell verwendet, um mögliche Einflußfaktoren auf die Prestin-Expression zu untersu-

chen. 

Ein entscheidender methodischer Aspekt der Untersuchung der Genexpression ist die Wahl 

eines geeigneten Bezugssystems. Es ist zu prüfen, ob die in der Literatur häufig als Referenzgen 

benutzte Gapdh für die Untersuchung der Prestin-Expression in der organotypischen Kultur des 

Cortischen Organs der neugeborenen Ratte geeignet ist. Weiterhin ist zu prüfen, ob der Bezug 

auf die Gesamt-RNA zu ähnlichen Resultaten führt wie der Bezug auf das Referenzgen. 

Transkriptionsfaktoren sind wesentliche Regulatoren der Genexpression. Eine weitere 

Zielstellung der Arbeit ist daher zu prüfen, ob es einen Transkriptionsfaktor gibt, der in vitro und 

in vivo ähnlich wie Prestin reguliert wird. 

Auf der Grundlage der bisherigen Kenntnisse könnten folgende Substanzklassen als poten-

tielle Einflussfaktoren auf die Prestin-Expression von Bedeutung sein: Liganden von nukleären 

Transkriptionsfaktoren, Wachstumsfaktoren und Neurotransmitter. Zugleich stellt sich die Frage, 

ob eine langanhaltende Aktivierung der äußeren Haarzellen zu Veränderungen der Prestin-
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Expression führt. 

Eine klassische Substanz, die die Prestin-Expression beeinflusst, ist das Schilddrüsenhor-

mon Thyroxin (T4) [59], der entsprechende Transkriptionsfaktor ist der T4-bindende Rezeptor. 

Zu dieser Familie von Rezeptoren gehört auch der Rezeptor für Retinsäure und für Substanzen, 

die die PPARs aktivieren. Eine solche Substanz ist Gemfibrozil. Zu den Wachstumsfaktoren, die 

einen großen Effekt auf die Innenohrentwicklung haben, gehören IGF und TGF-ɓ. Zu den Neu-

rotransmittern, die die Funktionen der äußeren Haarzellen beeinflussen könnten, gehören Ace-

tylcholin und adrenerge Substanzen. Ein häufig verwendetes experimentelles Modell für die 

chronische Aktivierung von Neuronen ist die Kalium-induzierte Depolarisation. 

Somit ergibt sich für die vorliegende Arbeit die Untersuchung der Effekte folgender Sub-

stanzen bzw. Bedingungen auf die Prestin-Expression in der Kultur: T4, Retinsäure, Gemfibrozil, 

IGF, TGF-ɓ, ACh, Memantin, Phenylephrin und erhöhte K
+
-Konzentration. 
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3. Material  und Methoden 

3.1 Material ien und Substanzen 

Die Wistar-Ratten wurden von der Firma Charles River, Niederlassung Berlin-Buch bezo-

gen. In der vorliegenden Arbeit wurden Materialien von folgenden Firmen verwendet: BD 

Biosciences (Bedford, USA), Biochrom Seromed (Berlin), Bio-Rad (München), BioTez (Berlin-

Buch), Biozym (Hess. Oldendorf), Braun (Melsungen), Cambrex (Rockland, USA), Eppendorf 

(Hamburg), Falcon ï Becton Dickenson (Le Pont De Claix, Frankreich), Feather (Distributor: 

pfm, Köln), Fresenius (Bad Homburg), Gibco ï Invitrogen (Paisley, UK), Inno-train (Kronberg), 

MaiMed (Neuenkirchen), MBT Brand (Gießen/Dossenheim), Merck (Darmstadt), Millipore 

(Schwalbach), MoBiTec (Göttingen), Nunc (Roskilde, Dänemark), Pharmacia (Uppsala, Schwe-

den), Promega (Madison, USA), Qiagen (Hilden), R&D (Minneapolis, USA), Roche (Mann-

heim), Roth (Karlsruhe), Sarstedt (Nümbrecht), Schleicher-Schuell (Dassel), Sigma-Aldrich 

(Taufkirchen), Serva (Heidelberg). 

Verbrauchsmaterialien 

Einmalfilter 0,2 Õm (Schleicher-Schuell) 

Einmalspritze 1 ml, 10 ml, 20 ml (Becton Dickinson) 

Einmalspritze 1 ml, 2 ml, 5 ml, 10 ml, 20 ml (Braun) 

Einmaltransferpipette 3,5 ml (Sarstedt) 

Einwegskalpell No.20 (Feather) 

Kan¿le 21 G (Braun) 

Kulturflasche 250 ml; 750 ml (Falcon) 

LightCycler
È
 Kapillaren, 20 Õl (Roche) 

Membranfilter, Vacuflo 0,2 Õm, 125 ml (Schleicher-Schuell) 

Mullkompressen, steril 10 cm x 10 cm (MaiMed) 

PCR-ReaktionsgefªÇe 0,2 ml, 0,5 ml (Biozym) 

PCR-ReaktionsgefªÇe 1,5 ml, 2 ml (Eppendorf) 

Petrischalen ß 35 mm, 60 mm, 150 mm (Falcon) 

Pipettenspitzen Tips Filter PCR-clean (Eppendorf) 

Pipettenspitzen Tips Reloads (Eppendorf) 

ReaktionsfgefªÇe 0,5 ml, 1,5 ml, 2,0 ml (Eppendorf) 

Rºhrchen, konisch 15 ml, 50 ml (Falcon) 
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Rºhrchen, konisch 50 ml (Sarstedt)  

Rundbodenrºhrchen 5 ml (Falcon)  

Spritze mit Kan¿le 1 ml, 26 G (Braun) 

UVette, K¿vette (Eppendorf) 

Zellkulturplatten, 4 Kavitªten (Nunc) 

Grundmedium (modifiziert nach Lºwenheim [70])  

D(+)Glukose 0,6 % (Glukose-Endkonzentration: 0,9 %; Sigma-Aldrich) 

DMEM/F12 1:1 (Gibco) 

Fºtales Bovines Serum 10 % (FBS; Biochrom) 

Insulin-Transferrin-Natriumselenit 10 Õg/ml - 10 Õg/ml - 10 ng/ml (Roche) 

Penicillin 100 U/ml (Biochrom) 

rh IGF-1 24 ng/ml (R&D) 

Puffer, Lºsungen, Substanzen 

(Ñ)-Epinephrine (Sigma-Aldrich): (HO)2C6H3CH(CH2NHCH3)OH 

(Ñ)-Propranolol hydrochloride (Sigma-Aldrich):C16H21NO2 Ā HCl 

(R)-(-)-Phenylephrine hydrochloride (Sigma-Aldrich) 

Acetylcholine chloride (Sigma-Aldrich): (CH3)3N
+
CH2CH2OCOCH3Cl

-
 

ɓ-Mercaptoethanol (ɓ-ME; Merck); Lysispuffer: 100 Õl ɓ-ME in 10 ml RLT-Puffer 

BD Ceell-Tak
TM 
Cell and Tissue Adhesive (BD Biosciences) 

Bromphenolblau (0,25 %; Merck) 

BSG (Gepufferte Salz-Glukose-Lºsung, buffered saline glucose): 116 mM NaCl, 27,2 mM 

NaH2PO4 x 2H2O; 6,1 mM KH2PO4, 11,1 mM Glukose, Braun Aqua dest., pH 7,4, 295-

310 mOsmol/l 

Carbamoylcholine chloride (Sigma-Aldrich): NH2COOCH2CH2N(Cl)(CH3)3 

DABCO (1,4-Diazabicyclo[2.2.2]octane; Sigma-Aldrich); Anti-fading Mix: 2,5 g, 20 ml PBS, 80 

ml Glycerin 

DEPC behandeltes H2O (Roth) 

Dimethylsulfoxid (DMSO; Serva) 

DNA Molecular Weight Marker V (Roche) 

Ethanol (96 %; Merck); RPE-Puffer: RPE-Konzentrat zzgl. 4faches Volumen EtOH 

Ficoll 400 (30 %; Pharmacia) 

GelStar Nucleic Acid Gel Stain (Cambrex) 

Gemfibrozil (Sigma-Aldrich): C15H22O3 



 

20 

 

 

Genagarose Tiny III (Inno-train) 

Ionosteril pªd II (Fresenius) 

Ladepuffer (5x) f¿r Gelelektrophorese in TBE (10x), 1:1 Aqua dest.: 

L-Thyroxine sodium salt pentahydrate (T4) (Sigma-Aldrich) 

Memantine hydrochloride (Sigma-Aldrich): C12H21N Ā HCl   

Na2EDTA x 2 H2O 0,2 M (Roth) 

Paraformaldehyd (100 ml 4 %iger Fixator): 4 g Paraformaldehyd, 1 ml NaOH (1 M), in 45 ml 

Aqua dest. bei max. 60 ÁC lºsen, pH 6,8, 50 ml Phospahtpuffer (0,2 M), Aqua dest.  

PB (Phosphatpuffer, phosphate buffer; f¿r Fixatorherstellung): 83 mM NaH2PO4  x H2O, 104,5 

mM Na2HPO4 x H2O, Aqua dest., pH 6,6  

PBS (Phosphat gepufferte  Salz-Lºsung, phosphate buffered saline), Tablette in Millipore-H2O 

(10mM Phosphat, 150mM NaCl, pH 7,2 -7,3; Gibco); Arbeitslsg. (3,8 ÕM): 20 Õl Stamm-

lºsung, 480 Õl PBS 

Phalloidin-TRITC (Sigma-Aldrich); Stammlsg. (95 ÕM): 0,1 mg in 100 Õl DMSO lºsen, 700 Õl  

Retinoic acid (Sigma-Aldrich, Retinsªure) 

RiboGreen
È
 RNA Quantitation Kit (Molecular Probes, MoBiTec) 

Strychnine hydrochloride (Sigma-Aldrich) 

TBE (10x Tris/Boric Acid/EDTA Buffer) (Bio-Rad) 

TGF-ɓ (Upstate, Millipore) 

Triton X-100 (Fluka, Sigma-Aldrich); 0,2 % Triton: 1 ml, 499 ml PBS 

Xylencyanol (0,25 %; Roth) 

RNA-Prªparation 

QIAshredder Homogenizers (Qiagen) 

RNase-Free DNase Set (Qiagen) 

RNeasy
È
 Mini Kit (RLT-, RW1-, RPE-Puffer, Mini-Spinsªulen) (Qiagen) 

RT und RT-PCR 

dNTP 2,5 mM (Invitrogen) 

LightCycler
È
 FastStart DNA Master

PLUS
 SYBR Green I (Roche) 

LightCycler
È 
Kapillaren, 20 Õl (Roche) 

Oligo(dT) (BioTez) 

Primer (BioTez): Tabelle 2 

Reverse Transkriptase (RT) M-MLV und M-MLV RT 5x Reaktionspuffer (Promega) 

Ribonuklease-Inhibitor RNasin
È
 (Promega) 
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Tabelle 2: Verwendete Primer. 

Gen Accession (GrºÇe)  Sequenz (5ô => 3ô) Start Stop 

Oligo(dT)  

Forward primer  TTTTTTTTTTTTTTTTTT   

Reverse primer  TTTTTTTTTTTTTTTTTT   

Prestin NM_030840 (162 bp) 

Forward primer  CACAGAGTCCGAGCTACACAGTC 1508 1530 

Reverse primer  TCAGTGCGCTGCTGTACAAG 1669 1650 

Tbp NM_001004198 (201 bp) 

Forward primer  ACCCCCTTGTATCCTTCACC 608 627 

Reverse primer  CATGATGACTGCAGCAAACC 808 789 

Gata-1 NM_012764 (183 bp) 

Forward primer  GAAGCGAATGATTGTCAGCA 851 870 

Reverse primer  TTCCTCGTCTGGATTCCATC 1033 1014 

Gata-2 NM_033442 (170 bp) 

Forward primer  CCAGCAAATCCAAGAAGAGC 1645 1664 

Reverse primer  CGTTGGCGTAGGTAGGATGT 1814 1795 

Gata-3 NM_133293 (209 bp) 

Forward primer  GAGAGCAGGGACTTCCTGTG 936 955 

Reverse primer  CATGCACCTTTTTGCAC 1141 1125 

Gapdh NM_017008 (225 bp) 

Forward primer  AGACAGCCGCATCTTCTTGT 29 48 

Reverse primer  CTTGACTGTGCCGTTGAACT 253 234 

c-fos X06769 (179 bp) 

Forward primer  AGAATCCGAAGGGAAAGGAA 555 574 

Reverse primer  TGGGCTGCCAAAATAAACTC 733 714 

NfkB XM_342346 (204 bp) 

Forward primer  AGGCCATTGAAGTGATCCAG 3099 3118 

Reverse primer  CAGTGAGGGACTCCGAGAAG 3302 3283 

 

Gerªte 

Arbeitsbank, Laminarflowbox (Gelaire) 

Biophotometer Genequant II (Eppendorf) 

Feinprªparationsinstrumente (Fine Science Tools) 

Fluoreszenzmikroskop DMIL (Leica, Microsystem Wetzlar GmbH, Wetzlar, Germany) 

Gelelektrophoresekammer und ïtrªger, BiometraÈ Standard Power Pack P25 (MBT Brand) 

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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Inkubator (Revco Scientific, Inc. Asheville, NC, USA) 

Millipore-Anlage, 0,22 Õm 

Perkin Elmer Cetus, GeneAmp PCR System 9600 

Stereomikroskop (Zeiss, Jena, Germany)  

Tischzentrifuge 5417 R (Eppendorf) 

Tischzentrifuge Mini (VWR Galaxy) 

Vollautomatisches Geldokumentations- und Analysesystem GeneGenius (Bio Imaging System) 

3.2 Präparation des Cortischen Organs  

Die Erlaubnis zur Tiertötung und Organentnahme erteilte das Landesamt für Arbeitsschutz, 

Gesundheitsschutz und technische Sicherheit (LAGetSi), Berlin (T 0234/00). Die Präparation der 

Cochlea aus neonatalen Wistar-Ratten erfolgte in Anlehnung an Sobkowicz et al. (1993) [71] 

und Löwenheim et al. (1999) [70]. Je Versuchstag wurden 6 bis 15 Tiere präpariert. Bis zur 

Päparation befanden sich die Tiere in einer Styroporbox mit etwa 37 °C warmen Gelakkus, damit 

sie nicht auskühlten. Um einer möglichen Exsikkose der Tiere entgegenzuwirken, wurde den 

Tieren etwa 150 µl einer Elektrolyt-Glukose-Lösung (Ionosteril päp II) subkutan in die Nacken-

falte injiziert. Mit einer chirurgischen Schere wurden die Versuchstiere im distalen Bereich der 

Halswirbelsäule dekapitiert. Der Kopf wurde mit 70 %igem Alkohol oberlächendesinfiziert und 

auf einer sterilen Mullkompresse mit der Schnittfläche nach unten kurz ausgeblutet. Anschlie-

ßend wurde die Kopfhaut und die darunter liegenden Weichteile mit Hilfe einer anatomischen 

Pinzette und einer kleineren chirurgischen Schere entfernt. Das nun freiliegende Neurocranium 

wurde beginnend an der Crista occipitalis externa entlang der Sutura sagittalis aufgeschnitten, 

dann der Schädel mit einem Einmalskalpell in der Median-Sagittalebene gespalten. Die Hirn-

masse wurde mit einem Rundspatel entfernt. Mit einer chirurgischen Schere wurde die Pars pet-

rosa des Os temporale separiert und in eine Petrischale (60 mm) mit gekühlter steriler BSG-

Penicillin-Lösung überführt.  

Die weitere feingewebliche Präparation wurde von Frau Dr. Amarjargal (Ärztin) und Frau 

Fuchs (Chemie-Ingenieurin) durchgeführt. Verwendet wurden ein Stereomikroskop und Fein-

präparationsinstrumente. Die folgenden Präparationsschritte erfolgten unter aseptischen Bedin-

gungen in einer Laminarflowbox in steriler BSG-Penicillin-Lösung.  

Die Cochlea hat prinzipiell zwei präparatorische Zugänge, von medial nach lateral (schä-

delauswärts) vom Felsenbein zur Basis cochleae und von lateral nach medial durch das Trom-

melfell (schädeleinwärts). Verwendet wurde der erste Zugangsweg, da so ein geringeres präpara-
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tionsbedingtes Verletzungsrisiko für die Zielregion bestand. Die Cochlea mit der noch knorpeli-

gen Kapsel wurde aufgesucht und aus dem umgebenden Felsenbein gelöst. Anschließend wurde 

die häutige Cochlea von der Kapsel und der Lamina ospiralis ossea getrennt. Es folgte die Über-

führung des Präparates in eine saubere Petrischale (35 mm). Die Präparationsinstrumente wurden 

gewechselt. Der Modiolus, die knöcherne Achse der Cochlea, wurde fixiert und die Cochlea vor-

sichtig davon gelöst. In der Folge lag die Cochlea linear vor und das bindegewebige Ligamentum 

spirale, welches die Stria vascularis enthält, konnte von basal nach apikal in einem Stück abge-

zogen werden. Das vorliegende Cortische Organ wurde entsprechend den Windungen in drei 

Fragmente gleicher Größe geteilt: ein apikales, mediales und basales Fragment. 

Alle Präparationsinstrumente wurden vor und zwischen den einzelnen Präparationsschrit-

ten mit 70 %igem Alkohol desinfiziert. Das mehrmalige Überführen des Präparates in frisches 

Präparationsmedium diente der Keimverdünnung, um eine mögliche Kontamination der Kultur 

zu vermeiden. 

3.3 Die organotypische Kultur  des Cortischen Organs 

Für unsere Untersuchungen nutzten wir die organotypische Kultur des Cortischen Organs 

von drei bis fünf Tage alten Wistar-Ratten. Die Zusammensetzung des Mediums für das in-vitro-

Modell orientierte sich an Arbeiten von Löwenheim et al. [70]. Als Grundmedium diente Dulbe-

cco`s modified Eagle´s medium/F12 nutrient mixtures (DMEM/F12) mit 10 % fetalem Kälberse-

rum, 100 U/ml Penicillin, 10 µg/ml Insulin, 10 ɛg/ml Transferrin, 10 ng/ml Natriumselenit, 0,6 

% D(+)-Glukose (0,9 % Endkonzentration im Medium). Für spezifische Fragestellungen wurde 

die Zusammensetzung des Mediums modifiziert. Das Medium wurde jeweils am Morgen des 

Versuchtages steril hergestellt. 

Die drei Fragmente wurden getrennt voneinander jeweils in einer mit 500 µl Medium ge-

füllten Kammer kultiviert. Zur Positionierung der Fragmente wurden je Kammer 350 µl Medium 

entnommen und in der vierten leer verbliebenen Kammer gesammelt. Die Fragmente wurden 

ausgerichtet und waren nach etwa 2 Minuten am Kammerboden angeheftet, so dass das Medium 

vorsichtig wieder aufgefüllt wurde. Die Inkubation der Kulturen erfolgte in einem mit 5 % CO2 

begasten Inkubator bei 37 °C (Standardbedingungen) für die Dauer von 48 bzw. 72 Stunden.  

3.4 Darstellung der Haarzellen 

Um die Anzahl und Vitalität der einzelnen Haarzellen sowohl im Frisch- als auch im Kul-

tur-Präparat zu bestimmen, wurden diese fixiert und mit fluoreszenzmarkiertem Phalloidin (Phal-
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loidin-TRITC) gefärbt. Die Auswertung erfolgte mittels Fluoreszenzmikroskopie. Für die semi-

quantitative Darstellung und Auswertung des Prestin-Proteins der äußeren Haarzellen wurden 

diese nach der Fixierung immunhistochemisch gefärbt und in einer Geldokumentationsanlage 

ausgewertet.  

Fixierung: Zunächst wurde das Medium entfernt und die Präparate zweimal vorsichtig mit 

etwa 500 µl BSG gewaschen. Dann wurde das Gewebe 30 Minuten in 4 %igem Paraformalde-

hyd bei Raumtemperatur fixiert und anschließend in PBS gewaschen. Erfolgte die Färbung nicht 

direkt im Anschluß, wurden die fixierten Präparate in PBS bei 4 °C aufbewahrt.  

Phalloidinfärbung und Haarzellzählung: Phalloidin ist das Gift des Knollenblätterpilz 

(Amanita phalloides). Es bindet sich hochaffin an filamentäres Aktin (F-Aktin). Das Aktinfila-

ment ist aus zwei helikal angeordneten Strängen globulärer Unterheiten (G-Aktin) aufgebaut. 

Gewöhnlich sind die Aktinfilamente zu schlanken Bündeln zusammengefügt, die der Stabilisie-

rung der Zellen dienen. Das Monomer (globuläres oder G-Aktin) steht im Gleichgewicht mit 

dem Polymer (F-Aktin). Die Depolymerisierung wird durch das Phalloidin gehemmt.  

An das Phalloidin ist der Fluoreszenzfarbstoff TRITC (Tetramethylrhodaminisothiocyanat) 

gekoppelt, so dass die aktinreichen Stereozilien und die Kutikularplatten der Haarzellen fluores-

zenzmikroskopisch sichtbar werden. Aufgrund der heterogenen Morphologie, der differenten 

Lage im Cortischen Organ und typischen Stereozilienanordnung lassen sich IHZ und ÄHZ klar 

voneinander unterscheiden. 

Das fixierte Gewebe wurde zunächst mit 0,2 %iger Triton-PBS-Lösung für 30 Minuten 

permeabilisiert und erneut mit PBS gewaschen. Um Reagenzien einzusparen, wurde um jedes 

Fragment ein kleiner Plastikring (5 mm) platziert, in den 20 µl Phalloidin (1 µM) appliziert wur-

den. Nach 30 Minuten Inkubation im Dunkeln wurde der Plastikring entfernt, das Präparat erneut 

mit PBS gewaschen und ein Antifading-Mix  appliziert. Die beschriebenen Färbeschritte wurden 

bei Raumtemperatur durchgeführt. Bis zur Auswertung wurden die gefärbten OC-Fragmente 

dunkel und kühl (4 °C) gelagert. 

Die Zählung der Haarzellen erfolgte am Fluoreszenzmikroskop (Filter N 2.1) mittels eines 

Glasobjektträgers mit µm-Skalierung. Um die Zählung zu standardisieren und somit ihre Repro-

duzierbarkeit zu gewährleisten, wurden Auswertungs- bzw. Zählkriterien festgelegt: (1) je Frag-

ment werden 3 bis 5 verschiedene repräsentative Abschnitte ausgezählt; (2) der auszuzählende 

Abschnitt ist 100 µm lang; (3) die Haarzellreihung, d.h. eine Reihe IHZ und drei Reihen ÄHZ, 

muss gut sichtbar sein; (4) ein Abschnitt muss aus mindestens 20 gut erkennbaren zusammen-

hängenden ÄHZ bzw. ihren Fehlstellen bestehen; (5) Abschnitte mit mechanischen Alterationen 
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werden nicht ausgezählt; (6) Haarzellen werden als vorhanden gezählt, wenn die Kutikularplatte 

und die Stereozilien intakt sind, andernfalls werden sie als Fehlstellen gezählt. Die Dokumenta-

tion der Zählungen erfolgte mittels eines standardisierten Zählprotokolls.  

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

Prestin- und GATA -3-Färbung: Um eine Aussage über die Expression des Prestinpro-

teins zu bekommen, wurde das Prestinprotein immunhistochemisch gefärbt [57]. Die fixierten 

Präparate wurden 10 Minuten in 0,5 %iger Triton-PBS-Lösung permeabilisiert und danach in 

PBS gewaschen. Nicht-spezifische Bindungsstellen wurden mit 4 %igem normalem Eselserum 

in PBS eine Stunde blockiert. Für die Prestinfärbung wurden die Präparate über Nacht bei 4 °C 

mit dem Primärantikörper (1:50 Verdünnung des affinitätsgereinigten polyklonalen Prestinanti-

körper N-20, 200 µg/ml) in einer Lösung inkubiert, die PBS, 2 % NaCl, 1 % normales Eselse-

rum, 0,1 % Triton X-100 enthält [59]. Nach mehrmaligem Waschen in PBS wurden die Präpara-

te mit dem Fluorescein-(FITC-) konjugiertem affinitätsgereinigtem Sekundärantikörper (1:200 

Verdünnung, Esel-anti-Ziege IgG) 60 Minuten lang inkubiert [20]. Ein Antifading-Mix  wurde 

appliziert und die Präparate anschließend mit einem Axio Mikroskop (Imager A1, Carl Zeiss 

AG, Göttingen, Deutschland) untersucht. Das GATA-3-Protein wurde in Anlehnung an Steen-

bergen et al. (2002) [72]  gefärbt. Der Primärantikörper ist GATA-3 (HG3-31) monoklonales 

Maus-anti-GATA-3 (#sc-268, Santa Cruz, 200 µg/ml, 1:100). Der Immunnachweis wurde mit 

dem entsprechenden sekundären FITC-markierten Ziege-anti-Maus-Antikörper (#115-095-003, 

Jackson Dianova, 1:200) durchgeführt. 

Quantitative Bestimmung des Prestin-Proteins: Um die Expression von Prestin-Protein in 

den organotypischen Kulturen zu quantifizieren, wurde ein Vorgehen genutzt, welches auf der 

immunhistochemischen Identifikation von Prestin in der Membran, auf der Visualisierung von 

Prestin mittels Konfokalmiroskopie und auf dem Erfassen der Membranen der äußeren Haarzel-

len mittels Gelscan-Programm-Paket (GelScan V5.01, BioSciTec, Marburg, Deutschland) ba-

siert. Um sicher zu stellen, dass alle Fragmente unter denselben Bedingungen gefärbt werden, 

wurden diese zusammen auf einem mit Zell- und Gewebskleber (Cell-Tal, B&D, Bedford, MA) 

bedeckten Glasobjektträger befestigt, mit einem Fettstift (ImmEdge Pen, Vektor Laboratories, 

Burlingame, CA, USA) umrandet und dann gefärbt.  

Die konfokalen Bilder der äußeren Haarzellmembranen wurden mit einem aufrechten La-

sermikroskop (Leica DM 2500), ausgestattet mit einem 63x Objektiv, in Öl-Immersion, mit Hilfe 

einer 488 nm Linie eines Argon-Ionen-Lasers angefertigt. Die optischen Schnitte wurden von 



 

26 

 

 

dem mittleren Teil der Zellregion zwischen der Kutikularplatte und dem Nukleus angefertigt. 

Zur Bestimmung der Intensität der Prestin-Protein-Expression in den Membranen der äußeren 

Haarzellen wurde das Gelscan-Programm-Paket verwendet. Die Abbildung der Prestin gefärbten 

äußeren Haarzellmembran wurde als Probenspur betrachtet, die aus einem Höchstwert, der 

Membran, einem Tiefstwert, dem Zytosol (Hintergrund) und einem zweiten Höchstwert, der 

gegenüberliegenden Membran, besteht. Dieses Histogramm wurde genutzt, um die differential 

integrated density, kurz DID, das heißt den Farbdichtewert der Banden mit abgezogenem Hin-

tergrund, zu ermitteln, ausgedrückt in Pixelwerten der Graustufen. Die Ergebnisse zeigen, dass 

dies ein effizientes System darstellt, um quantitative Veränderungen in der Protein-Expression 

von Prestin zu detektieren. Der spezielle Vorteil dieses Verfahrens besteht in der Möglichkeit, 

die Prestin-Protein-Expression in jedem einzelnen Segment des Cortischen Organs zu ermitteln. 

Es wurden je Segment 30 äußere Haarzellen untersucht. 

Die Präparate wurden im Konfokalmikroskop der Arbeitsgruppe Frau Dr. Pohl/Frau Dr. 

Smorodchenko (Institut für Zell- und Neurobiologie, Charité) photographiert und die Bilder digi-

talisiert. Die immunhistochemischen Färbungen von Prestin- und GATA-3-Protein, sowie die 

Dokumentation und Auswertung der Ergebnisse wurde von Frau Fuchs durchgeführt. 

3.6 Isolierung und Quantifizierung der RNA 

Die sowohl frisch als auch nach jeweiliger Kutivierungsdauer gewonnen RNA-Proben 

wurden zu je drei bzw. zwei Fragmenten gepoolt, um eine ausreichende RNA-Menge zu gewin-

nen. Die RNA wurde mit dem RNeasy® Mini Kit isoliert. Das Verfahren beruht auf der selek-

tiven Bindung von RNA auf der Silicagel-Membran und der Mikrozentrifugationstechnik. Es 

beinhaltet folgende Schritte:  

1) Lyse in GITC- (Guanidinisothiocyanat-) haltigem Puffer und Homogenisierung des 

Gewebes durch Zerkleinern auf der QIAshredder Spinsäule,  

2) Einfrieren bei -80 °C oder sofortige Weiterverarbeitung;  

3) Einstellen der Bindungsbedingungen mittels Ethanolzugabe;  

4) Bindung der Gesamt-RNA auf der RNeasy Spinsäule durch Adsorption der RNA an 

die Silicagel-Membran, Zentrifugation;  

5) 4 Waschschritte mit RW1 und RPE zum Entfernen von Kontaminationen, Zentrifuga-

tion;  

6) Eluieren der RNA mit 30 µl RNase-freiem Wasser, Einfrieren bei -80 °C.  

Die RNA-Isolation wurde entsprechend der Vorschrift des RNeasy® Mini Kit Handbuches 
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durchgeführt. Um letzte DNA-Kontaminationen zu entfernen, wurde nach dem ersten Wasch-

gang eine DNase-Verdauung in der RNeasy Mini-Spinsäule mit Hilfe des optionalen RNase-Free 

DNase Sets durchgeführt. Eventuelle DNase-Reste werden in den nachfolgenden Waschgängen 

wieder entfernt. 

Die quantitative Bestimmung der RNA-Konzentration erfolgte über zwei Verfahren: (1) 

Spektrophotometrie mittels Biophotometer und (2) Fluorometrie mittels RiboGreen
®
.  

Während die photometrische RNA-Messung zuverlässig nur bis in den µg/ml-

Konzentrationsbereich messen kann, ermöglicht die RiboGreen
®
-Methode eine RNA-

Konzentrationsbestimmung im ng/ml-Bereich (Messbereich: 1 ng/ml - 1 µg/ml) und ist somit um 

etwa das 1000fache sensitiver. Die RiboGreen
®
-Methode ist verglichen mit der spektrophoto-

metrischen Messung im Biophotometer erheblich zeitintensiver. 

Die Ergebnisse beider Messmethoden wurden in einer Testreihe miteinander verglichen. 

Gemessen wurden je 4 Lungen- und Lebergewebeproben. Die Ergebnisse beider Methoden vari-

ierten um den Faktor 1 bis 1,4, wobei die im Biophotometer gemessenen RNA-Konzentrationen 

geringer waren. Die A260/A280-Ratio betrug 1,7 bis 1,8.  

Zur Quantifizierung der RNA aus den OC-Fragmenten wurde die RiboGreen
®
-Methode 

genutzt. 

3.7 Quantifizierung der mRNA mittels Real-time-Polymerase-Kettenreaktion 

Die mRNA wurde mit dem LightCycler mittels Real-time-Polymerase-Kettenreaktion (re-

al-time PCR) bestimmt. Die quantitative Bestimmung erfolgte über zwei Verfahren: (a) der Pres-

tin-mRNA Gehalt wurde auf 1 ng Gesamt-RNA bezogen, ausgedrückt in arbitrary units (AU 

oder RERNA, relative Einheiten), (b) die Prestin-mRNA Expression wurde auf die Expression 

eines house-keeping Gens als Referenzgen bezogen, ausgedrückt als Ratio (Berechnung nach 

Pfaffl [73]). Prinzipiell beinhaltet die real-time PCR folgende Schritte:  

1) Denaturierung/ Linearisierung;  

2) Reverse Transkription der RNA in cDNA;  

3) Amplifikation.  

Die real-time PCR kann entweder in einem, d.h. cDNA-Synthese und PCR sind gekoppelt 

im selben Röhrchen, oder in zwei Schritten, d.h. cDNA Synthese erfolgt unabhängig von der 

PCR, durchgeführt werden. Die Ein-Schritt-Methode hat den Vorteil, dass sie sehr schnell ist, 

allerdings ist das System schlechter kontrollierbar und es treten eher Artefakte auf. Die Zwei-

Schritt-Methode, die in dieser Arbeit verwendet wurde, benötigt mehr Zeit, allerdings können 
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mehrere mRNA-Spezies aus derselben cDNA analysiert werden.  

Alle Pipettierschritte wurden auf Eis ausgeführt. Die Reaktionsreagenzien wurden zunächst 

in einem Mix zusammenpipettiert und dann zu jeden Proben-Ansatz pipettiert.  

Linearisierung und reverse Transkription (RT): Der erste Schritt dient der Linearisie-

rung der RNA, d.h. dem Auflösen von Sekundärstrukturen. Pro Ansatz wurden 5,6 µl RNase-

freies Wasser (in der Folge ĂWasserñ), 0,4 Õl RNasin und 5 Õl der RNA-Probe bzw. Wasser 

(Leerwert) in einem 0,2 ml (PCR-) Eppendorfgefäß vermischt und im Perkin Elmer für 5 Minu-

ten auf 70 °C erwärmt und anschließend auf 4 °C abgekühlt. Im zweiten Schritt erfolgt die 

cDNA-Synthese. Je Ansatz wurden 4 µl RT-Puffer (5x), 0,25 µl RNasin, 0,125 µl M-MLV -

Reverse-Transkriptase, 4 µl dNTP-Mix (10 µM) und 1 µl Oligo-dT-Mix (75,8 µM) zugefügt und 

für 60 Minuten auf 42 °C erwärmt, dann für 5 Minuten auf 95 °C erhitzt und anschließend auf 4 

°C abgekühlt. Die synthetisierte cDNA wurde bis zur Weiterverarbeitung bei -20 °C gelagert.  

Real-time PCR: Der dritte Schritt erfolgte mit dem Roche LightCycler
®-

System. Das Sys-

tem beinhaltet folgende Programme: die Prä-Inkubation (95 °C, 10 min) zur Aktivierung der 

Polymerase und zur Denaturierung der DNA, die Amplifikation der DNA-Zielsequenz, das Er-

stellen der Schmelzkurven zur Identifikation des PCR-Produkts und schließlich das Abkühlen 

auf 40 °C.  

Ein Amplifikationszyklus besteht aus der Denaturierung (95 °C, 10 s), dem Anlagern des 

Primers (Primer-spezifische Temperatur, 10 s; Tabelle 3) und der Extension (72 °C, 15 s). Das 

LightCycler
®
-System-Protokoll wurde für jede Zielsequenz anhand einer Effizienzkurve opti-

miert. 

Tabelle 3: Primer-spezifische Annealing-Temperaturen und Effizienzen. 

Gen (GrºÇe) Amplifikation Schmelzkurve Effizienz 

Prestin (162) 70 ÁC 65 ÁC 1,9 

Tbp (201) 66 ÁC 60 ÁC 1,9 

Gapdh (226) 66 ÁC 55 ÁC 2,0 

Gata-1 (183) 66 ÁC 55 ÁC 2,0 

Gata-2 (170) 64 ÁC 55 ÁC 1,9 

Gata-3 (174) 66 ÁC 50 ÁC 1,9 

GrºÇe der Primer in Basenpaaren (bp) angegeben. 

Jeder Ansatz hatte ein Gesamtvolumen von 20 µl zusammengesetzt aus je 1 Õl 3ô- und 5ô-

Primer (10 µM), 4 µl Master Mix (Roche), abhängig von der Zielsequenz 1 ï 5 µl cDNA 

(Tabelle 4) und Wasser (PCR-Grad). 
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Tabelle 4: cDNA-Einsatz in PCR. 

Gen (GrºÇe) cDNA-Einsatz Gen (GrºÇe [bp]) cDNA-Einsatz 

Prestin (162) 5 Õl Gata-1 (183) 5 Õl 

Tbp (201) 3 Õl Gata-2 (170) 3 Õl 

Gapdh (226) 1 Õl Gata-3 (174) 3 Õl 

GrºÇe der Primer in Basenpaaren (bp) angegeben. 

Gelelektrophorese und Dokumentation: Zur Auswertung der PCR-Produkte wurden die-

se nach ihrem Molekulargewicht mittels Gelelektrophorese aufgetrennt. Hierzu wurden 1-2 µl 

Amplifikat (bzw. Leerwert) mit 2 µl Ladepuffer in 10 µl (Gesamtvolumen) TBE-Puffer und der 

Molekulargewichtsmarker V (8-587 bp) auf ein SybrGreen-haltiges 3 %iges Agarosegel aufge-

tragen. Die Auftrennung in einer Gelelektrophoresekammer erfolgte bei 100 V für etwa. 45 Mi-

nuten. Die DNA-Banden wurden mittels eines Geldokumentations- und ïanalysesystems darge-

stellt und digitalisiert.  

Auswertung der Gen-Expressionswerte der real-time PCR: Die Ergebnisse der real-

time PCR wurden unter Verwendung von zwei verschiedenen Bezugssystemen ausgewertet: (1) 

bezogen auf die Gesamt-RNA und (2) bezogen auf ein Referenzgen. 

Normiert auf die Gesamt-RNA: Der relative Gehalt des Zielgens in den Proben wurde auf 

1 ng Gesamt-RNA der jeweiligen Probe normiert und in relativen Einheiten (RERNA) ausge-

drückt [74]. Die Grundlage der Berechnung der Amplifikate der real-time PCR ist die Intensität 

des Fluoreszenzsignals (F) am Crossing Point (CP), welche das Produkt aus der Menge (N0) des 

Zielgens und der Effizienz (E) hoch dem CP-Wert einer bestimmten eingesetzten RNA-Menge 

(CPx) ist: 

xCP
ENF ³= 0 ; 

xCP
E

F
N =0 . 

Logarithmiert man die Gleichung und geht davon aus, dass N0 proportional zur eingesetz-

ten RNA-Menge (RNAx) ist, erhält man folgende Gleichung: 

).log()log()log( ECPRNAF xx ³+=  

Davon ausgehend, dass alle CP-Werte des Zielgens innerhalb eines PCR-Durchgangs per 

Definition mit derselben Fluoreszenzintensität korrespondieren und die CP-Werte auf eine ein-

gesetzte RNA-Menge von 1 ng normiert werden, ergibt sich für den normierten CP-Wert 

(CPnorm.) folgende Gleichung: 

x
x

norm CP
E

RNA
CP +=

)lg(

)lg(
. . 

Setzt man F gleich eins und verwendet die normalisierten CP-Werte kann der Gehalt der 
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mRNA des Zielgens in relativen Einheiten berechnet werden: 

.

1
normCPRNA

E
RE = . 

Um den Umgang mit den in relativen Einheiten ausgedrückten Werten zu erleichtern, wer-

den die erhaltenen RERNA mit dem Faktor 10
11

 multipliziert. 

Normiert auf ein Referenzgen: Die Auswertung der real-time PCR erfolgte mittels relativer 

Quantifizierung nach Pfaffl [73]. Hierbei werden die Werte der mRNA-Expression eines Ziel-

gens auf den Expressionswert eines nicht-regulierten Referenzgens (housekeeping gene) nor-

miert. Die relative Expressionsratio des Zielgens (R), ausgedrückt als relative Einheit normiert 

auf das Referenzgen (RETbp), berechnet sich aus den Effizienzen (E) der PCR und der Differenz 

der Crossing Points (ȹCP) des Ziel- und des Referenzgens:  

.
)(Re

)lg(
)(Re

)lg(

ferenzgenCP

enZieCP

Tbp
ferenzE

enZieE
RER

D

D

==  

Die CP-Werte der Proben werden auf einen in jedem Experiment mitgeführten Calibrator 

normiert: 

).(Pr)( obeCPCalibratorCPCP -=D  

Die Effizienz berechnet sich anhand der Steigung der Standardkurve aus der Anzahl der 

Zyklen am Crossing Point und der eingesetzten cDNA-Menge: 

. 

Die Effizienz-korrigierte relative Quantifizierung mittels real-time PCR ist derzeit die ge-

eignetste Methode der mRNA-Quantifizierung [73]. 

3.8 Methodische Varianz 

Über den gesamten Zeitraum wurde jedem Versuch ein Calibrator als weitere Probe zu-

fügt. Dieser besteht aus einem Pool von Cochleagewebe der neonatalen Ratte. Die Cochleae 

neugeborener Ratten wurden gesammelt und das Gewebe aufbereitet. Der so gewonnene Coch-

lea-Pool wurde aliquotiert und bei - 80 °C gelagert. Der Calibrator dient einerseits zur Auswer-

tung der RT-PCR-Daten (Kapitel 3.7), andererseits zur Qualitätskontrolle der experimentellen 

Arbeit über den gesamten Zeitraum. Um die Tag zu Tag Varianz der RT-PCR zu detektieren, 

wurden die CP-Werte der Calibrator-Proben entlang der Zeitachse ausgewertet (Abbildung 4).  

Der Variationskoeffizient beträgt für Prestin 2,5 Prozent, für Tbp 1,8 Prozent, für Gata-3 

2,3 Prozent, für Gata-2 4,9 Prozent und für Gata-1 1,3 Prozent. Die Varianzen der CP-Werte des 

Calibrators entsprechen einem Variationskoeffizienten des Calibrators bezogen auf die Gesamt-

( )SteigungE /110-=
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RNA (RERNA) von 22 Prozent für Prestin, 15 Prozent für Tbp, 20 Prozent für Gata-3, 28 Prozent 

für Gata-2 und 17 Prozent für Gata-1. 

 

 

Abbildung 4: CP-Werte der Prestin-, Tbp-, Gata-3-, Gata-2- und Gata-1-mRNA des Calibrator s während der 

experimentellen Arbeit. A: Prestin, Tbp und Gata-3. B: Gata-2 und Gata-1. Dargestellt sind die Einzelwerte des 

CP-Werts der RT-PCR. Die Geraden repräsentieren die Gleichungen der linearen Regression: Prestin y = 0,01x + 

26,47; R = 0,280; n = 44. Tbp y = x + 21,875; R = 0,056; n = 46. Gata-3 y = -0,01x + 19,36; R = 0,147; n = 41. 

Gata-2 y = 0,07x + 21,42; R = 0,406; n = 23. Gata-1 y = x + 27,00; R = 0,073; n = 24. CP-WertéCrossing Point. 

3.9 Statistik 

Die statistische Auswertung der Versuchsergebnisse erfolgte mit Hilfe des Programms 

STATISTICA 6.0. Mittelwerte (MW) ± Standardabweichung (SD) bzw. Standardfehler (SEM) 

wurden berechnet und mit Hilfe des Programms MS-Exel dargestellt. Die Daten wurden mittels 

ANOVA analysiert und mittels post-hoc-Test (Scheffé-Test, LSD) verglichen. Als signifikant 

wurden p < 0,05 gewertet.  

Der konservative Scheffé-Test wurde verwendet, um nicht nur paarweise Vergleiche 

durchzuführen, sondern alle möglichen linearen Kombinationen von Gruppenmittelwerten zu 

untersuchen. Dadurch ist für eine Signifikanz eine größere Differenz der Mittelwerte erforder-

lich. 

Um bei negativem Scheffé-Test Tendenzen aufzuzeigen, wurde der liberalere Least-

Significant-Difference-(LSD-)Test verwendet. Dieser paarweise multiple Vergleichstest detek-
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tiert die geringste signifikante Differenz. Diese 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 mittels Beurteilung des Zustandes der Haarzellen, der Haarzellzählung und RNA-

Quantifizierung. Hierzu wurden drei Gruppen definiert: (1) Frischpräparat; (2) 48-Stunden-

Präparat und (3) 72-Stunden-Präparat.  

4.1.1 Zustand und Anzahl der Haarzellen 

Das entsprechend den Windungen in drei gleichgroße Fragmente geteilte OC wurde mit 

fluoreszenzmarkiertem Phalloidin gefärbt und begutachtet. Hierzu wurde ein OC von 3 bis 5 

Tage alten Ratten direkt nach der Präparation fixiert und diente als Ausgangswert (Frischpräpa-

rat), das kontralaterale Organ wurde kultiviert.  

 

 

Abbildung 5: Repräsentative Darstellung der Phalloidin-gefärbten Haarzellen. A-C: Frisch fixiert. D-E: Nach 

72 Stunden Kultivierung fixiert. Abgebildet sind jeweils ein apikales (A, D), mediales (B, E) und basales (C, F) 

Fragment. Der Maßbalken entspricht 10 µm. 

Abgesehen von vereinzelten Läsionen bzw. Verlusten waren in allen drei Fragmenten, so-

wohl im Frisch- als auch im kultivierten Präparat, die inneren und äußeren Haarzellen intakt. 

Präparationsbedingte mechanische Läsionen gingen nicht in die Bewertung ein. Abbildung 5 
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zeigt links ein Frisch- und rechts ein 72-Stunden-Präparat. Von oben nach unten ist jeweils das 

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

keine mechanischen Alterationen vor. Eine innere und drei äußere HZ-Reihen mit Stereozilien 

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

äußere HZ lassen sich anhand ihrer typischen bogenförmigen Gestalt, ihrer Lage und ihrer An-

zahl gut voneinander abgrenzen. 

Es wurden die vorhandenen HZ gezählt. Abbildung 6 zeigt die graphische Auswertung der 

vorhandenen Haarzellen. Pro 100 µm Fragmentlänge befinden sich im Frischpräparat 10 IHZ, im 

48- und im 72-Stunden-Präparat sind es 9 IHZ. Je äußere Haarzellreihe befinden sich in den 

frisch fixierten Präparaten im Mittel 13 ÄHZ, in den kultivierten Präparaten sind es 12 ÄHZ je 

Reihe. Da sich die drei äußeren Haarzellreihen jeweils in ihrer Anzahl an äußeren Haarzellen 

nicht unterscheiden, wurden sie in der Folge als Gesamtzahl der äußeren Haarzellen zusammen-

gefaßt.  

 

 

Abbildung 6: Anzahl der inneren und äußeren Haarzellen in der organotypischen Kultur des Cortischen 

Organs. Gemittelte Anzahl der vorhandenen Haarzellen pro 100 Õm im apikalen, medialen und basalen Fragment 

des Cortischen Organs; frisch, nach 48 Stunden und nach 72 Stunden in Kultur; jeweils gezählt in 3 bzw. 4 repräsen-

tativen Abschnitten. Dargestellt sind MW ± SEM (frisch: n = 16-17, 48 h: n = 19-22, 72 h: n = 9-10). IHZéinnere 

Haarzellen; ÄHZéäußere Haarzelle; ÄHZ 1éder inneren HZ anliegende äußere HZ; ÄHZ 2éder ÄHZ 1 anlie-

gende ªuÇere HZ;  HZ 3éder ÄHZ 2 anliegende äußere HZ. *éSignifikant nach Scheff®-Test: p < 0,001 frisch 

vs. Kultur. 

Die Anzahl der inneren und äußeren Haarzellen im Cortischen Organ sinkt signifikant nach 

48 bzw. 72 Stunden in Kultur. Um diesen Abfall der Haarzellanzahl zu analysieren, wurden pa-

rallel zu den vorhandenen (Tabelle 5) die degenerierten Haarzellen anhand der Fehlstellen aus-

gezählt (Tabelle 6). Dargestellt ist die Anzahl der vorhandenen und fehlenden inneren und äuße-
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ren Haarzellen jeweils im apikalen, medialen und basalen OC-Fragment im Frischpräparat, im 

48-Stunden- und im 72-Stunden-Präparat pro 100 µm, ausgedrückt als Median mit Angabe der 

10er und 90er Perzentile.  

Tabelle 5: Anzahl der vorhandenen inneren und ªuÇeren Haarzellen in der organotypischen Kultur des Cor-

tischen Organs. 

 HZ Apikal Medial Basal 

Frisch  n = 17 n = 17 n = 17 

 IHZ 10,0 (9,3 - 10,7) 10,1 (9,3 - 10,7) 9,1 (7,7 - 10,7) 

  HZ 41,3 (35,8 - 43,5) 39,2 (37,3 - 40,3) 37,6 (36,4 - 38,9) 

48 Stunden  n = 19 n = 21 n = 16 

 IHZ 9,2 (7,7 - 10,3) 9,1 (8,0 - 9,9) 9,2 (7,2 - 10,1) 

  HZ 36,8 (34,0 - 38,4) 35,7 (33,8 - 37,9) 35,7 (32,5 ï 37,3) 

72 Stunden  n = 9 n = 10 n = 7 

 IHZ 9,7 (7,8 - 10,1) 8,7 (7,7 - 9,6) 8,5 (6,9 - 9,3) 

  HZ 36,8 (32,4 - 40,5) 35,2 (33,6 - 38,4) 33,9 (29,6 - 36,8) 

Gemittelte Anzahl der vorhandenen Haarzellen pro 100 Õm im apikalen, medialen und basalen Fragment des Corti-

schen Organs im Frischprªparat, nach 48 Stunden und nach 72 Stunden in Kultur. Dargestellt sind Median (10er - 

90er Perzentile), sowie die Anzahl n der ausgewerteten Fragmente. IHZéinnere Haarzellen,  HZéªuÇeren Haar-

zellen. 

 

Tabelle 6: Anzahl der fehlenden inneren und ªuÇeren Haarzellen in der organotypischen Kultur des Corti-

schen Organs. 

 HZ Apikal Medial Basal 

Frisch  n = 17 n = 17 n = 17 

 IHZ 0,0 (0,0 - 0,5) 0,0 (0,0 - 0,5) 0,8 (0,0 - 1,9) 

  HZ 0,0 (0,0 - 0,3) 0,0 (0,0 - 0,5) 0,0 (0,0 - 0,8) 

48 Stunden  n = 19 n = 21 n = 16 

 IHZ 0,3 (0,0 - 0,8) 0,5 (0,0 - 1,3) 0,5 (0,0 - 2,4) 

  HZ 0,2 (0,0 - 1,1) 0,0 (0,0 - 0,5) 0,4 (0,0 - 1,6) 

72 Stunden  n = 9 n = 10 n = 7 

 IHZ 0,3 (0,0 - 0,5) 0,9 (0,0 -1,6) 0,8 (0,5 - 2,1) 

   HZ 0,0 (0,0 - 0,5) 0,1 (0,0 - 1,5) 0,5 (0,0 - 2,9) 

Gemittelte Anzahl der Fehlstellen von Haarzellen pro 100 Õm im apikalen, medialen und basalen Fragment des 

Cortischen Organs im Frischprªparat, nach 48 Stunden und nach 72 Stunden in Kultur. Dargestellt sind Median 

(10er - 90er Perzentile), sowie die Anzahl n der ausgewerteten Fragmente. IHZéinnere Haarzellen,  HZéªuÇeren 

Haarzellen. 

In den Frischpräparaten fehlen 3 Prozent der inneren Haarzellen, während die Reihen der 

äußeren Haarzellen keine Fehlstellen aufweisen. Nach 48 bzw. 72 Stunden in der Kultur fehlen 

etwa 6 Prozent der inneren und etwa 1 Prozent der äußeren Haarzellen. Es deutet sich eine Zu-
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nahme des Zellverlustes in der Kultur an, es ergab sich jedoch kein signifikanter Unterschied. 

Der Trend ist dadurch charakterisiert, dass die IHZ vulnerabler auf die Kultivierung reagieren als 

die ÄHZ. Der Verlust von inneren und auch äußeren Haarzellen während der Kultivierung ist im 

basalen Fragment am höchsten. 

Die signifikante Differenz der vorhandenen Haarzellen vor und nach Kultivierung resul-

tiert, wie die Zählung der Fehlstellen zeigt, nicht aus einem Untergang von Haarzellen. Vielmehr 

ist die verminderte Zellzahl nach 48 bzw. 72 Stunden Kultur gegenüber den Frischpräparaten auf 

das Anheften und Auswachsen der Fragmente auf dem Boden der Kultivierungsplatten und dar-

aus resultierender Dehnung zurückzuführen.  

4.1.2 Verhalten des RNA-Gehaltes 

Die RNA-Konzentration wurde in den Frischpräparaten, d.h. etwa 2 Stunden nach der Prä-

paration, und in den Kultur-Präparaten, nach 72 Stunden Kultur, bestimmt. Abbildung 7 zeigt die 

Mittelwerte der RNA-Konzentration im 30 µl Eluat im Frischpräparat verglichen mit dem 72-

Stunden-Präparat im apikalen, medialen und basalen Fragment. Zu erkennen ist der RNA-Abfall 

nach 72 Stunden in Kultur um 59 Prozent von 28 ng/µl auf 12 ng/µl im apikalen Fragment. Im 

medialen OC-Abschnitt sank die RNA-Konzentration um 41 Prozent von 20 ng/µl auf 12 ng/µl 

und im basalen Fragment um 24 Prozent von 18 ng/µl auf 14 ng/µl. 

 

 

Abbildung 7: RNA-Konzentration frisch und nach 72 Stunden Kultur im apikalen, medialen und basalen 

Fragment. Für die RNA-Präparation wurden je Präparat 2-3 Fragmente gepoolt. Die Quantifizierung des RNA-

Gehaltes erfolgte im 30 µl Eluat mittels RiboGreen. Dargestellt sind MW ± SEM der RNA-Konzentration in ng/µl, 

n = 6. *éSignifikant nach LSD-Test: p < 0,02 vs. frisch. 

Es ist bedeutsam, dass der RNA-Abbau nicht durch Haarzellverlust bedingt ist, da nahezu 

alle Haarzellen am Ende der Kultur in intakter Form vorliegen (vgl. Tabelle 6, Seite 35). Dieser 
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Abfall ist am ehesten auf den Abbau von ribosomaler RNA infolge präparativ bedingter Zellun-

tergänge zurückzuführen. Die Bestimmung der RNA-Konzentration in den vorliegenden Unter-

suchungen erfolgte, um in ausgewählten Versuchen einen Bezugswert zu haben, der unabhängig 

von einem Referenzgen ist. 

4.1.3 Expression von Referenzgenen 

Um die Gen-Expression quantitativ zu analysieren, werden die Gen-Expressions-Daten auf 

ein Referenzgen (housekeeping gene) bezogen. Es ist bekannt, dass die Expression der üblicher-

weise verwendeten Referenzgene unter verschiedenen experimentellen Bedingungen erheblich 

schwankt [75]. Dementsprechend wurde nach einem geeigneten Refrenzgen gesucht, d.h. nach 

einem Gen, das unter den vorliegenden Versuchsbedingungen stabil und unverändert exprimiert 

wird. 

4.1.3.1 Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase 

Ein bekanntes und häufig genutztes Referenzgen ist die Glycerinaldehyd-3-phosphat-

Dehydrogenase (GAPDH; [76]). Die GAPDH ist ein Enzym der Glykolyse und kommt ubiquitär 

im Organismus vor.  

In Abbildung 8 ist die Expression der Gapdh-mRNA im apikalen, medialen und basalen 

Fragment im Frisch- und 72-Stunden-Präparat dargestellt. Nach 72 Stunden in der organotypi-

schen Kultur des Cortischen Organs von postnatalen Ratten verdoppelt sich der Gapdh-mRNA-

Gehalt der Präparate. 

 

 

Abbildung 8: Gapdh-mRNA im apikalen, medialen und basalen Fragment frisch und nach 72 Stunden in 

Kultur.  Dargestellt sind MW ± SEM bezogen auf RNA (RERNA), n = 4. Signifikant nach Scheffé-Test vs. frisch: 

*ép < 0,05; nach LSD-Test: 
#
...p < 0,002.  
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Aufgrund des Anstiegs des Gapdh-mRNA-Gehalts innerhalb der Kultur erwies sich die 

Gapdh als Referenzgen für das organotypische Model der Cochlea als ungeeignet. 

4.1.3.2 TATA box binding protein  

Das TATA Box Binde-Protein (TBP) ist eine wesentliche Untereinheit des TFIID (Tran-

skriptionsfaktor der Polymerase II, Fraktion D) und kann als allgemeiner Transkriptions-

Initiations-Faktor betrachtet werden [77]. Es bindet an die sog. TATA-Box, eine Thymin- und 

Adenin-reiche DNA-Sequenz in der Promotorregion eines Genes. In verschiedenen Geweben 

wurde die Eignung von Tbp als Referenzgen gezeigt, beispielsweise im Ovar [78], in Nierenzel-

len [79] und im Blut [80]. Tbp wurde hinsichtlich seiner Eignung als Referenzgen in der organo-

typischen Kultur der Cochlea geprüft, da es in verschiedenen Spezies und Geweben bereits als 

solches verwendet wurde. 

Abbildung 9 zeigt den Tbp-mRNA-Gehalt im apikalen, medialen und basalen Fragment im 

Frisch- und 72-Stunden-Präparat. In den Frischpräparaten beträgt der Tbp-Gehalt etwa 440 ± 40 

RERNA (n = 18), in den 72-Stunden-Präparaten etwa 510 ± 20 RERNA (n = 54). Es bildet sich kein 

Apikal-Basal-Gradient aus. Apikal betrug der Tbp-Gehalt etwa 480 ± 40 RERNA, medial etwa 

500 ± 30 RERNA und basal etwa 490 ± 30 RERNA (jeweils n = 24). Es zeigt sich kein signifikanter 

Unterschied im Tbp-Gehalt nach 72 Stunden Kultur einerseits und innerhalb der OC-Regionen 

andererseits.  

 

 

Abbildung 9: Tbp-mRNA im apikalen, medialen und basalen Fragment frisch und nach 72 Stunden in Kul-

tur.  Dargestellt sind MW ± SEM bezogen auf RNA (RERNA), frisch n = 6; 72 h n = 18. 

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

nach der Präparation (frisch) gewonnenen Proben verglichen mit den 72-Stunden-Kultur-
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Präparaten, als auch der Vergleich zwischen apikalem, medialem und basalem Fragment zeigen 

ein im biologischen Rahmen stabiles Niveau der Expression der mRNA. Daher wurde Tbp als 

Referenzgen eingesetzt. 

4.1.4 Expression von Transkriptionsfaktoren 

Die Transkription von Genen unterliegt der mehr oder weniger strengen Kontrolle durch 

Transkriptionsfaktoren. Es ist von großer Bedeutung, jene Transkriptionsfaktoren zu identifizie-

ren, die die Expression von Prestin regulieren. In Vorversuchen wurde die Expression von drei 

Transkriptionsfaktoren, die eine potentielle Bedeutung für die Prestin-Expression haben könnten 

verglichen: C-fos, NfəB und Gata-3.  

Wie aus Abbildung 10 A hervorgeht, sinkt die Expression der c-fos-mRNA nach 72 Stun-

den Kultur gegenüber den Frischpräparaten um 70 bis 80 Prozent (Wilcoxon-Test: p < 0,03 

frisch versus 72 Stunden, n = 6), während die Prestin-Expression ansteigt. Man erkennt in Abbil-

dung 10 B, dass die Expression von NfəB -mRNA nach 72 Stunden in Kultur in allen drei Frag-

menten etwa um den Faktor 0,5 absinkt (Wilcoxon-Test: p < 0,03 frisch versus 72 Stunden, n = 

6). Die Expression der Gata-3-mRNA ist der von Prestin auffallend ähnlich (Abbildung 10 C). 

Beide Gene zeigen einen Apikal-Basal-Gradienten und werden nach 72 Stunden Kultur auf ei-

nem höheren Niveau exprimiert. 

Von den ausgewählten Transkriptionsfaktoren zeigt nur Gata-3 ein dem Prestin ähnliches 

Expressionsverhalten, sowohl in der Entwicklung als auch im Apikal-Basal-Gradienten. Auf-

grund dieser Ähnlichkeit wurde die Expression von Gata-3 parallel zu der von Prestin unter-

sucht. Da die Transkriptionsfaktoren Gata-3, Gata-2 und Gata-1 eine funktionelle Gruppe bilden, 

wurden darüber hinaus Gata-2 und Gata-1 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: Gata-3. Dargestellt ist der MW bezogen auf RNA 

(RERNA) aus zwei unabhängigen Versuchen der c-fos- und NfkB-mRNA-Expression bzw. MW ± SEM der Gata-3-

mRNA-Expression (n = 6-7). Zur besseren Übersicht sind MW ± SEM der Prestin-mRNA-Expression bezogen auf 

RNA (RERNA) (n = 6-7) auf der Sekundär-Y-Achse dargestellt. *éSignifikant nach LSD-Test vs. frisch: *
1
ép < 

0,001; *
2
ép < 0,01; *

3
ép < 0,05; *

4
p = 0,05 (n.s.). 

4.2 Verhalten der Expression von Prestin und Gata-Transkriptionsfaktoren in der orga-

notypischen Kultur (in vitro) und in vivo 

Für die Untersuchung der mRNA-Expression von Prestin und den Gata-
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Transkriptionsfaktoren (Gata-1, -2, -3) in vitro wurde die organotypische Kultur des Cortischen 

Organs von drei bis fünf Tage alten Wistar-Ratten genutzt. Die Quantifizierung der mRNA er-

folgte im frisch präparierten Gewebe und in der organotypischen Kultur nach 48 Stunden und 

nach 72 Stunden Kultivierung. Um die Entwicklung der Gen-Expression in vivo zu untersuchen, 

wurde das Cortische Organ von zwei, fünf und acht Tage alten Tieren frisch präpariert und un-

tersucht. 

Die quantitative Bestimmung erfolgte über zwei Verfahren: (1) der mRNA Gehalt des 

Zielgens wurde auf 1 ng Gesamt-RNA bezogen, ausgedrückt in relativen Einheiten (RERNA); (2) 

die mRNA Expression des Zielgens wurde auf die Expression eines Referenzgens bezogen, aus-

gedrückt als Ratio in RETbp (berechnet nach Pfaffl [73]).  

4.2.1 mRNA-Entwicklung von Prestin und Gata-3, -2, -1 in vitro 

Während der In-vitro-Entwicklung steigt die mRNA-Expression von Prestin und Gata-3 

an. Die Entwicklung beider Gene verläuft parallel.  

4.2.1.1 mRNA-Entwicklung in vitro bezogen auf die Gesamt-RNA 

Wie in Abbildung 10 C (Seite 40) gezeigt, beträgt der Prestin-mRNA-Gehalt in den 

Frischpräparaten im apikalen Fragment etwa 420 RERNA, im medialen etwa 530 RERNA und im 

basalen etwa 330 RERNA. Nach 72 Stunden in Kultur steigt der mRNA-Gehalt apikal um den 

Faktor 2,3 auf etwa 980 RERNA, medial um den Faktor 1,8 auf etwa 950 RERNA und basal um den 

Faktor 1,7 auf etwa 550 RERNA signifikant an. Durch den stärkeren Anstieg der Prestin-mRNA-

Expression im apikalen Fragment verglichen mit den medialen und basalen, steigt der Apikal-

Basal-Gradient nach 72 Stunden von 1,5 auf 1,8.  

Die Expression von Gata-3 verhält sich ähnlich der von Prestin. In den apikalen Fragmen-

ten steigt die mRNA-Expression von 14000 RERNA um den Faktor 1,5 auf 21000 RERNA, in den 

medialen Fragmenten von 12000 RERNA um den Faktor 1,7 auf 21000 RERNA  und in den basalen 

Fragmenten von 11000 RERNA um den Faktor 1,5 auf 17000 RERNA signifikant an. Die Gata -3-

mRNA-Expression verändert sich gleichmäßig im gesamten Cortischen Organ. Der Apikal-

Basal-Gradient beträgt 1,2 in den Frisch-Präparaten und 1,3 nach 72 Stunden in Kultur. 

4.2.1.2 mRNA-Entwicklung in vitro bezogen auf das Referenzgen 

Im Folgenden sind die Ergebnisse der In-Vitro-Entwicklung von Prestin und den Tran-

skriptionsfaktoren Gata-1, -2 und -3 bezogen auf das Referenzgen Tbp dargestellt.  

Prestin- und Gata-3-Entwicklung: Abbildung 11 zeigt den Prestin- und Gata-3-mRNA-
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Gehalt bezogen auf Tbp im apikalen, medialen und basalen Fragment des Cortischen Organs 

frisch, nach 48 Stunden und 72 Stunden in Kultur. Die Expression von Prestin-mRNA steigt im 

apikalen Fragment nach 48 Stunden auf das 1,7fache und nach 72 Stunden auf das 2,7fache an. 

Im medialen Fragment steigt die Expression in vitro nach 48 Stunden auf das 1,5fache und nach 

72 Stunden auf das 2,2fache. Das Expressionsniveau ist im basalen Fragment nach 48 Stunden 

stabil und steigt erst nach 72 Stunden auf das 1,7fache an. Die Dauer der Kultur führt im Corti-

schen Organ apikal, verglichen mit medial und basal, zu einem stärkeren Anstieg der Prestin-

Expression. Der bereits bei den drei bis fünf Tage alten Tieren (frisch) ausgebildete Apikal-

Basal-Gradient erhöht sich in vitro nach 48 Stunden von 1,4 auf 2,3 bzw. auf 2,2 nach 72 Stun-

den. 

 

 

Abbildung 11: In-vitro-Entwicklung der Prestin- und Gata-3-mRNA im apikalen, medialen und basalen 

Fragment des Cortischen Organs. Dargestellt sind MW ± SEM der Genexpression bezogen auf Tbp (RETbp) frisch 

(n = 31), nach 48 Stunden (n = 25) und nach 72 Stunden (n = 6) in der organotypischen Kultur. Primär-Y-Achse: 

Prestin. Sekundär-Y-Achse: Gata-3. Signifikant nach Scheffé-Test: *
1
...p < 0,001; *2ép < 0,02; nach LSD-Test: 

#
...p < 0,05. SEM teilweise innerhalb des Symbols. 

Die Gata-3-mRNA-Expression in vitro ähnelt der von Prestin, nach 72 Stunden steigt die 

Expression apikal und medial auf das 1,8fache, basal auf das 1,3fache. Die Expression von Gata 

-3 steigt, ähnlich der von Prestin, im apikalen und medialen Fragment stärker als im basalen. Der 

Apikal-Basal-Gradient steigt in vitro von 1,3 auf 1,7 (Scheffè: p < 0,001). 

Um die Kinetik der Prestin- und Gata-3-mRNA-Expression in den ersten 24 Stunden nach 

Beginn der Kultur zu erfassen, wurden ältere Daten der Arbeitsgruppe herangezogen. Diese Da-

ten stammen aus früheren Microarray-Untersuchungen und beziehen sich auf das gesamte Corti-

sche Organ, da hier nicht nach der Region unterschieden wurde. Der komplette Datensatz wurde 

entsprechend des MIAME Standards publiziert [82]. Die Dauer der Kultur betrug 24 Stunden. 

Die Art der Präparation, Kulturmedium und -bedingungen, sowie die RNA-Präparation folgten 
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den in der vorliegenden Arbeit angewendeten Protokollen. Abbildung 12 zeigt links die Prestin- 

und rechts die Gata-3-mRNA-Expression des gesamten Cortischen Organs der neonatalen Ratte 

frisch präpariert und nach 24 Stunden in Kultur. Ebenfalls dargestellt ist die mRNA-Expression 

nach 48 und 72 Stunden jeweils im apikalen, medialen und basalen Fragment. Die gestrichelte 

Linie zeigt, zur besseren Übersicht die aus den Einzelfragmenten gemittelte mRNA -Expression 

des gesamten Cortischen Organs.  

 

 

Abbildung 12: Einfluss der Dauer der Kultur auf die Prestin- und Gata-3-mRNA-Expression im Cortischen 

Organ. Links: Prestin. Rechts: Gata-3. Dargestellt sind MW ± SEM bezogen auf Tbp (RETbp), frisch (n = 6), nach 

24 Stunden (n = 6), nach 48 Stunden (n = 25) und nach 72 (n = 6) Stunden in Kultur. Signifikant nach Scheffé-Test: 

*ép < 0,001 vs. frisch. Zur besseren Übersicht ist als gestrichelte Linie die aus den Einzelfragmenten gemittelte 

Expression nach 48 und 72 Stunden dargestellt. 

Unter den Kulturbedingungen verdoppelt sich die Expression von Prestin-mRNA innerhalb 

von 24 Stunden. Es zeigt sich weiterhin, dass die In-Vitro-Expression der Prestin-mRNA im api-

kalen und medialen Fragment verglichen mit dem basalen Fragment stärker zunimmt. Da das 

Expressionsniveau im basalen Fragment innerhalb von 48 Stunden stabil bleibt und erst nach 

weiteren 24 Stunden ansteigt, ist die 24-Stunden-Kultur für die Untersuchung der Prestin-

Expression in Abhängigkeit von der Region weniger gut geeignet. Für die Untersuchung von 

möglichen Einflussfaktoren auf die Prestin-mRNA-Expression ist sowohl die 48-Stunden- als 

auch die 72-Stunden-Kultur besser geeignet, da beide einen ausreichend hohen Entwicklungs-

gradienten aufweisen. Der Prestin-mRNA-Gehalt steigt im Cortischen Organ verglichen mit der 

Frisch-Kontrolle nach 24 Stunden in 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 Gata-3-mRNA-Gehalt des gesamten Cortischen Organs steigt nach 24 Stunden in vitro 

auf das 2,4fache. Nach 48 Stunden liegt das apikale Fragment oberhalb des Expressionsniveaus 

des gesamten OC nach 24 Stunden in Kultur. Nach 72 Stunden in vitro steigt die Gata-3-

Expression verglichen mit der Expression nach 48 Stunden in Kultur in allen drei Fragmenten. 

Die Gata-3-mRNA-Expression des gesamten Cortischen Organs steigt im Mittel nach 48 Stun-

den auf das 2,1fache und nach 72 Stunden auf das 3,2fache, jeweils verglichen mit der Frisch-

Kontrolle. 

Gata-1- und Gata-2-Entwicklung:  Im Folgenden (Abbildung 13) sind die Expressions-

muster der Transkriptionsfaktoren Gata-1 und Gata-2 dargestellt. Zur besseren Übersicht ist 

ebenfalls die Expression der Gata-3-mRNA als gestrichelte Linie abgebildet. Während Gata-2 

auf dem Niveau der Gata-3-mRNA exprimiert wird, erfolgt die Expression von Gata-1-mRNA 

auf deutlich geringerem Niveau. Der Gata-1-mRNA-Gehalt beträgt etwa ein Zehntel dessen von 

Gata-2 und -3. Die Expression der Gata-2-mRNA steigt in vitro im apikalen Fragment nach 48 

Stunden auf das 1,8fache und nach 72 Stunden auf das 2,4fache. Im medialen Fragment steigt 

der Gata-2-mRNA-Gehalt nach 48 Stunden auf das 1,5fache und nach 72 Stunden auf das 

1,7fache. Im basalen Fragment wird Gata-2 während der In-Vitro-Entwicklung auf einem stabi-

len Niveau exprimiert. Die Gata-2-mRNA-Expression zeigt bereits bei den drei bis fünf Tage 

alten Tieren (Frischpräparate) einen Apikal-Basal-Gradienten, welcher sich von 1,5 auf 2,5 nach 

48 Stunden bzw. auf 2,9 nach 72 Stunden in Kultur erhöht. Der Gata-1-mRNA-Gehalt fällt wäh-

rend der In-Vitro-Entwicklung im Cortischen Organ ab. Im apikalen Fragment fällt die Expressi-

on nach 48 Stunden auf ein Fünftel und nach 72 Stunden auf ein Zehntel des mRNA-Gehaltes 

des Frischpräparates. Im medialen Fragment sinkt der Gata-1-mRNA-Gehalt auf das 0,3fache 

nach 48 Stunden und auf das 0,1fache nach 72 Stunden in Kultur. Basal fällt der Gata-1-mRNA-

Gehalt nach 48 Stunden auf ein Zehntel des Frischpräparates bzw. nach 72 Stunden auf ein Fünf-

tel. Gata-1 wird im apikalen, medialen und basalen Cochlea-Fragment auf dem gleichen Niveau 

exprimiert. 

Während der In-Vitro-Entwicklung steigt die Gata-2- und sinkt die Gata-1-mRNA-

Expression im Cortischen Organ. Die Gata-2-mRNA-Expression gleicht der von Gata-3 und 

somit weitgehend der von Prestin. 
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Abbildung 13: In-vitro-Entwicklung der Gata-1 und Gata-2-mRNA im apikalen, medialen und basalen 

Fragment des Cortischen Organs. Dargestellt sind MW ± SEM der Genexpression bezogen auf Tbp (RETbp) frisch 

(n = 16), nach 48 Stunden (n = 12) und nach 72 Stunden (n = 4) in der organotypischen Kultur. Aus Gründen der 

Übersicht erfolgt zusätzlich die Darstellung der Gata-3-mRNA als gestrichelte Linie. Primär-Y-Achse: Gata-1. Se-

kundär-Y-Achse: Gata-2 und -3. Signifikanz nach Scheffè-Test vs. frisch: *¹...p < 0,05; *²...p < 0,005; *³...p = 0,001; 

nach LSD-Test vs. frisch: 
#
...p < 0,05. SEM teilweise innerhalb des Symbols. 

Apikal -Basal-Gradient: Zur besseren Vergleichbarkeit des Apikal-Basal-Gradienten von 

Prestin, Gata-2 und Gata-3 während der In-Vitro-Entwicklung wurde der mRNA-Gehalt des je-

weiligen Fragments auf den Mittelwert des mRNA-Gehaltes aus apikalem, medialem und basa-

lem Fragment bezogen. Die graphische Auswertung zeigt Abbildung 14.  

 

 

Abbildung 14: Apikal -Basal-Gradient der Prestin-, Gata-3- und Gata-2-mRNA-Expression in vitro im Cort i-

schen Organ. Daten (in RETbp) jeweils normalisiert auf den Mittelwert aus apikalem, medialem und basalem Frag-

ment (RETbp normiert) in der Frisch- (Prestin, Gata-3 n = 31; Gata-2 n = 16), 48-Stunden- (Prestin, Gata-3 n = 25; 

Gata-2 n = 12) und 72-Stunden-Kultur (Prestin, Gata-3 n = 6; Gata-2 n = 4). Dargestellt sind MW ± SEM. 

*éSignifikant nach Scheffé-Test vs. basal: *
1
...p < 0,05; *

2
...p < 0,005; *

3
...p < 0,001. SEM teilweise innerhalb des 

Symbols. 
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Der Prestin-mRNA-Gehalt deutet in den Frischpräparaten einen Apikal-Basal-Gradienten 

an, der sich nach 48 Stunden Kultur deutlich bildet und sich nach weiteren 24 Stunden Kultur 

weiter verstärkt. Die mRNA-Expression von Gata-3 und Gata-2  zeigt einen ähnlichen Apikal-

Basal-Gradienten wie Prestin. Die Expression von Gata-1 zeigt keinen Apikal-Basal-Gradienten 

(Daten nicht dargestellt). 

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

Um zu prüfen, ob die in vitro gefundenen Expressions-Muster von Prestin, Gata-1, -2 und -

3 die In-Vivo-Entwicklung widerspiegeln, wurde die Gen-Expression im frisch präparierten Cor-

tischen Organ von zwei (P2), fünf (P5) und acht (P8) Tage alten neugeborenen Ratten unter-

sucht. Die Auswertung der real-time PCR-Daten erfolgt zum einen durch Bezug auf die Gesamt-

RNA, zum anderen durch Bezug auf das Referenzgen. 

4.2.2.1 Verhalten des Referenzgens während der In -Vivo-Entwicklung 

Zunächst wurde die Eignung von Tbp als Referenzgen für die In-Vivo-Untersuchungen ge-

prüft. Abbildung 15 zeigt den Tbp-mRNA-Gehalt im apikalen, medialen und basalen Fragment 

des Cortischen Organs von zwei, fünf und acht Tage alten Ratten. Der Tbp-Gehalt beträgt im 

Mittel 400 RERNA. Es bildet sich weder ein Apikal-Basal-Gradient, noch ein Entwicklungsgradi-

ent aus. Auch in vivo wird Tbp, im Rahmen der biologischen Varianz, auf einem stabilen Niveau 

exprimiert und ist daher als Referenzgen geeignet. 

 

 

Abbildung 15: In-Vivo-Entwicklung der Tbp-mRNA-Expression in vivo am zweiten, fünften und achten post-

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

(RERNA). P2ézweiter postnataler Tag (n = 6), P5éf¿nfter postnataler Tag (n = 6-7), P8éachter postnataler Tag (n 

= 5-6). 
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4.2.2.2 mRNA-Entwicklung in vivo bezogen auf die Gesamt-RNA 

In Abbildung 16 ist die Entwicklung der Prestin- und Gata-3-mRNA-Expression bezogen 

auf die Gesamt-RNA, ausgedrückt in relativen Einheiten (RERNA), dargestellt. Während der In-

Vivo-Entwicklung vom zweiten bis zum achten postnatalen Tag steigt die Expression der Pres-

tin-mRNA an. In den P2-Präparaten ist der Prestin-mRNA-Gehalt in den drei OC-Regionen an-

nähernd konstant mit 145 RERNA. In der apikalen OC-Region steigt der Prestin-mRNA-Gehalt 

am fünften postnatalen Tag auf 500 RERNA und am achten postnatalen Tag auf 850 RERNA. In der 

medialen OC-Region beträgt der Prestin-mRNA-Gehalt in den P5-Präparaten 400 RERNA und in 

P8-Präparaten 700 RERNA. Basal steigt der Prestin-mRNA-Gehalt auf 250 RERNA am fünften und 

300 RERNA am achten postnatalen Tag. Demnach nimmt die Prestin-Expression vom zweiten 

zum fünften postnatalen Tag apikal um den Faktor 4,1 zu, medial um den Faktor 2,6 und basal 

um den Faktor 1,5. Vom zweiten bis zum achten postnatalen Lebenstag steigt die Expression von 

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

mit dem Expressionsanstieg vom zweiten zum fünften postnatalen Tag, steigt die Prestin-

mRNA-Expression vom fünften zum achten Lebenstag langsamer an. Apikal und medial um das 

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

Der in vitro beobachtete Apikal-Basal-Gradient der Prestin-Expression besteht nicht von 

Geburt an, sondern entwickelt sich erst postnatal (Daten nicht dargestellt). Am zweiten postnata-

len Tag ist kein Gradient zu erkennen, am fünften postnatalen Tag ist der Gradient mit dem Fak-

tor 2,1 (LSD: p < 0,05) von apikal nach basal bereits ausgebildet und verstärkt sich bis zum ach-

ten postnatalen Tag auf den Faktor 2,8 (LSD: p < 0,001). 

 

 

Abbildung 16: In-vivo-Entwicklung der Prestin- und Gata-3-mRNA im apikalen, medialen und basalen 

Fragment des Cortischen Organs. Dargestellt sind MW ± SEM bezogen auf RNA (RERNA ) der Genexpression von 

zwei (P2, n = 6), fünf (P5, n = 7) und acht Tage (P8, n = 6) alten neonatalen Ratten. Signifikant vs. P2 nach Scheffé-

Test: *...p < 0,001; nach LSD-Test: °
1
ép < 0,001 ; *

2
ép < 0,01; *

3
ép < 0,05; signifikant vs. P8 nach LSD-Test: 

#
...p < 0,05 (Gata-3 n.s.). SEM teilweise innerhalb des Symbols. 
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Anders als in vitro beobachtet, verhält sich die Gata-3-mRNA-Expression in vivo nicht wie 

die des Prestins. Gata-3 wird in vivo vom zweiten bis zum achten postnatalen Tag auf einem an-

nähernd stabilen Niveau exprimiert. In den apikalen Fragmenten beträgt der Gata-3-mRNA-

Gehalt am zweiten postnatalen Tag 10500 RERNA, am fünften 11500 RERNA und am achten 

13500 RERNA; medial am zweiten postnatalen Tag 7000 RERNA, am fünften und am achten post-

natalen Tag 8500 RERNA; basal am fünften postnatalen Tag 9500 RERNA, am zweiten und achten 

postnatalen Tag 6500 RERNA. Ebenso wie in vitro bildet sich in vivo ein Apikal-Basal-Gradient 

der Gata-3-Expression. Er beträgt 1,7 am zweiten postnatalen Tag, am fünften 1,3 und 2,1 (LSD: 

p < 0,05) am achten postnatalen Tag. Gata-3 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 das Referenzgen 

Im Folgenden sind die Ergebnisse der In-Vivo-Entwicklung von Prestin und den Transkrip-

tionsfaktoren Gata-1, -2 und -3 bezogen auf das Referenzgen Tbp dargestellt.  

Prestin- und Gata-3-Entwicklung: Abbildung 17 zeigt die graphische Darstellung der 

Prestin- und Gata-3-mRNA-Expression in relativen Einheiten (RETbp). Die Auswertung der 

Expression von Prestin-mRNA bezogen auf das Referenzgen zeigt das gleiche Ergebnis wie die 

Auswertung bezogen auf die Gesamt-RNA. Am zweiten postnatalen Tag beträgt der Prestin-

mRNA-Gehalt unabhängig von der OC-Region 4 RETbp. Am fünften postnatalen Tag steigt die 

Prestin-Expression apikal und medial auf etwa 11 RETbp und basal auf 6 RETbp. Am achten post-

natalen Tag erhöht sich der Prestin-mRNA-Gehalt im apikalen Fragment auf 18 RETbp, im medi-

alen Fragment auf 17 RETbp und im basalen Fragment auf 10 RETbp.  

 

 

Abbildung 17: In-vivo-Entwicklung der Prestin- und Gata-3-mRNA im apikalen, medialen und basalen 

Fragment des Cortischen Organs. Dargestellt sind MW ± SEM bezogen auf Tbp (RETbp) der Genexpression von 

zwei (P2, n = 10), fünf (P5, n = 11) und acht Tage (P8, n = 10) alten neonatalen Ratten. Signifikant vs. P2 nach 

Scheffé-Test: *
1
...p < 0,001; *

1
...p < 0,03; nach LSD-Test: Áép < 0,03; signifikant vs. P8 nach LSD-Test: 

#
...p < 

0,01 (Gata-3 n.s.). SEM teilweise innerhalb des Symbols. 
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Die Prestin-mRNA-Expression steigt vom zweiten zum fünften postnatalen Tag stärker an, 

als vom fünften zum achten Lebenstag (Tabelle 7). Der Anstieg der Prestin-Expression vom 

zweiten zum achten postnatalen Tag ist apikal mit dem Faktor 3,9 (Scheffé: p < 0,01) am größ-

ten, medial steigt die Expression auf das 3,8fache (Scheffé: p < 0,05) und basal auf das 2,1fache 

an. Der Apikal-Basal-Gradient entwickelt sich erst postnatal: er wächst von 1,1 am zweiten post-

natalen Tag auf 1,8 am fünften und schließlich 2,0 (LSD: p < 0,005) am achten postnatalen Tag. 

Die Expression der Gata-3-mRNA entwickelt sich in vivo nicht parallel zum Anstieg der 

Prestin-mRNA-Expression (Abbildung 17). Vom postnatalen Tag zwei (P2) zum Tag fünf (P5) 

bleibt die Gata-3-mRNA-Expression gleich oder fällt ab, während der Prestin-mRNA-Gehalt 

deutlich ansteigt (Tabelle 7). Von P5 nach P8 steigen sowohl der Gata-3- als auch der Prestin-

mRNA-Gehalt um etwa denselben Faktor an.  

Der Apikal-Basal-Gradient der Gata-3-Expression beträgt am zweiten postnatalen Tag 1,6 

(LSD: p < 0,01), am fünften 1,4 und am achten 1,9 (LSD: p < 0,001). 

Tabelle 7: Verªnderung der Prestin- und Gata-3-mRNA-Expression in vivo im apikalen, medialen und basa-

len Fragment. 

 P2  P5  P8 

  Prestin Gata-3  Prestin Gata-3  

Apikal  2,3* 0,7*  1,7* 1,4*  

Medial  2,6* 0,9*  1,4# 1,3#  

Basal  1,5# 0,8#  1,4# 1,0#  

Dargestellt ist die Verªnderung der Genexpression (in RETbp) ausgedr¿ckt als Vielfaches. P2ézweiter postnataler 

Tag (n = 10), P5éf¿nfter postnataler Tag (n = 11), P8éachter postnataler Tag (n = 10). *éSignifikant nach LSD-

Test: p < 0,05. 

Gata-1- und Gata-2-Entwicklung: Im Folgenden (Abbildung 18) sind die Expressions-

muster der In-Vivo-Entwicklung von Gata-1 und Gata-2 dargestellt. Zur besseren Übersicht ist 

ebenfalls die Expression der Gata-3-mRNA als gestrichelte Linie abgebildet. 

Gata-1- und Gata-2 werden während der In-Vivo-Entwicklung vom zweiten zum achten 

postnatalen Tag auf einem konstanten Niveau exprimiert. Der Gata-2-mRNA-Gehalt im apikalen 

Fragment beträgt am zweiten postnatalen Tag 3 RETbp, am fünften 2,5 RETbp und am achten 

postnatalen Tag 3 RETbp. Im medialen Fragment beträgt der Gata-2-Gehalt am zweiten, fünften 

und achten postnatalen Tag etwa 2 RETbp. Basal beträgt der Gata-2-mRNA-Gehalt am zweiten 

postnatalen Tag 1,6 RETbp und am fünften sowie achten postnatalen Tag 1,4 RETbp. Damit liegt 

keine Veränderung der Genexpression während der Entwicklung in vivo vor. Während der Gata-

1-mRNA-Gehalt in der Kultur abfällt, bleibt er in vivo auf konstantem Niveau. 
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Während der In-Vivo-Entwicklung folgt die Gata-2-mRNA-Expression einem Apikal-

Basal-Gradienten, welcher bereits am zweiten postnatalen Tag besteht und konstant bleibt. Bei 

den zwei und acht Tage alten Tieren beträgt er 1,9 und 1,7 bei den fünf Tage alten Tieren. 

 

 

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

ment im zwei, fünf und acht Tage alten Cortischen Organ. Aus Gründen der Übersicht erfolgt zusätzlich die 

Darstellung der Gata-3-mRNA als gestrichelte Linie. Dargestellt sind MW ± SEM bezogen auf Tbp (RETbp). Primär-

Y-Achse: Gata-1 (n = 10-11). Sekundär-Y-Achse: Gata-2 (n = 8-9) und Gata-3 (n = 9-11). P2ézweiter postnataler 

Tag; P5éf¿nfter postnataler Tag; P8éachter postnataler Tag. 

Apikal -Basal-Gradient: Um den Apikal-Basal-Gradienten von Prestin, Gata-2 und Gata-3 

während der In-Vivo-Entwicklung besser vergleichen zu können, wurde der mRNA-Gehalt des 

jeweiligen Fragments auf den Mittelwert des mRNA-Gehaltes aus apikalem, medialem und basa-

lem Fragment des Cortischen Organs bezogen. Die Ergebnisse sind in Abbildung 19 graphisch 

dargestellt.  

Am zweiten postnatalen Tag ist der Apikal-Basal-Gradient der Prestin-Expression noch 

nicht ausgebildet. Dieser entwickelt sich im Laufe der postnatalen Entwicklung und erreicht am 

P8 einen Faktor von 2. Im Gegensatz dazu, ist ein signifikanter Apikal-Basal-Gradient der Gata-

3- und Gata-2-Expression während der gesamten postnatalen Entwicklung nachzuweisen. Die In-

Vivo-Entwicklung der Gata-1-mRNA-Expression zeigt keinen Apikal-Basal-Gradienten. 
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Abbildung 19: Apikal -Basal-Gradient der Prestin-, Gata-3- und Gata-2-mRNA-Expression in vivo im zwei, 

fünf und acht Tage alten Cortischen Organ. Daten (in RETbp) jeweils normalisiert auf den Mittelwert aus apika-

lem, medialem und basalem Fragment (RETbp normiert; n = 10-11). Dargestellt sind MW ± SEM. *éSignifikant 

nach Scheffé-Test vs. basal: *
1
...p < 0,001; *

2
...p < 0,05. P2ézweiter postnataler Tag; P5éf¿nfter postnataler Tag; 

P8éachter postnataler Tag. SEM teilweise innerhalb des Symbols. 

4.2.3 Prestin- und GATA -3-Protein 

4.2.3.1 In -Vivo-Entwicklung des Prestin-Proteins 

Um zu analysieren, ob die in vivo beobachtete Zunahme der Prestin-mRNA mit einer Zu-

nahme des Prestin-Proteins verbunden ist, wurde das Prestin-Protein in den organotypischen 

Kulturen immunhistochemisch gefärbt. Die konfokalen Bilder (Abbildung 20) der gefärbten Prä-

parate zeigen klar gekennzeichnet drei Reihen äußerer Haarzellen. Andere Regionen des Corti-

schen Organs zeigen nur wenig bzw. keine Färbung (Hintergrund-Färbung). Das Prestin befindet 

sich ausschließlich in der lateralen Plasmamembran der äußeren Haarzellen, wie bereits be-

schrieben [20]. 

Anschließend wurde die fluorezierende Intensität der Zellwände der äußeren Haarzellen 

gemessen. Die Bestimmung der Dichte der Banden (Differential Integrated Density, DID) in den 

verschiedenen Segmenten zeigt einen signifikanten Anstieg der Fluoreszenzintensität vom zwei-

ten zum achten postnatalen Tag und einen Abfall der Intensität vom apikalen zum basalen Seg-

ment (Abbildung 21A). Sowohl das Entwicklungsmuster als auch das regionale Muster der Ex-

pression des Prestin-Proteins entsprechen weitgehend den Mustern der Prestin-mRNA-

Expression (Abbildung 21B). 
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Abbildung 20: Prestin-Protein-Färbung im apikalen, medialen und basalen Fragment des Cortischen Organs 

von zwei, fünf und acht Tage alten Ratten. A: apikales, B: mediales, C: basales Fragment am zweiten postnatalen 

Tag. D: apikales, E: mediales, F: basales Fragment am fünften postnatalen Tag. G: apikales, H: mediales, I: basales 

Fragment am achten postnatalen Tag. Der Maßstabbalken entspricht 10 µm. 

 

 

Abbildung 21: In-Vivo-Entwicklung von Prestin-Protein im apikalen, medialen und basalen Fragment des 

Cortischen Organs von zwei, fünf und acht Tage alten Ratten. A: Prestin-Protein-Gehalt. Dargestellt sind MW ± 

SEM ausgedrückt als Differential Integrated Density (DID). Signifikanz nach Scheffè-Test: *ép < 0,02 vs. P2; 
#
...p 

< 0,05 vs. apikal. B: Korrelation zwischen dem mRNA- und Protein-Gehalt von Prestin (Proteinéy; mRNAéx). 

Dargestellt sind die MW der Prestin-mRNA (RETbp) und des Prestin-Proteins (DID). Die Gerade repräsentiert die 

Gleichung der linearen Regression: y = 3095x - 4940; R = 0, 917; n = 9; p < 0,001. P-Wert signifikant nach Pear-

son-Korrelationskoeffizienten. P2ézweiter postnataler Tag; P5éf¿nfter postnataler Tag; P8éachter postnataler 

Tag. 
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4.2.3.2 In -Vivo-Entwicklung des GATA-3-Proteins 

Da in der Literatur unterschiedliche Aussagen über die GATA-3-Protein-Expression in 

Haarzellen während der postnatalen Entwicklung vorliegen, wurde von uns die Anwesenheit und 

mögliche Veränderungen der GATA-3-Protein-Expression im Cortischen Organ von zwei und 

acht Tage alten Ratten geprüft (Abbildung 22).  

 

 

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

Organs von zwei und acht Tage alten Ratten. A: Hoechst-Färbung der Haarzellkerne im apikalen Fragment am 

zweiten postnatalen Tag. B: GATA-3-Färbung desselben Abschnitts. C: Hoechst-Färbung der Haarzellkerne im 

apikalen Fragment am achten postnatalen Tag. D: GATA-3-Färbung desselben Abschnitts. E: Phalloidin-Färbung 

im basalen Fragment des Cortischen Organs am zweiten postnatalen Tag fokussiert auf Höhe der Stereozilien. F: 

GATA-3-Färbung desselben Abschnitts. G: Phalloidin-Färbung im basalen Fragment am achten postnatalen Tag 

fokussiert auf Höhe der Stereozilien. H: GATA-3-Färbung desselben Abschnitts. I: Phalloidin-Färbung im basalen 

Fragment am zweiten postnatalen Tag fokussiert auf die Zellkerne der Haarzellen. J: GATA-3-Färbung desselben 

Abschnitts. K: Phalloidin-Färbung im basalen Fragment am achten postnatalen Tag fokussiert auf die Zellkerne der 

Haarzellen. L: GATA-3-Färbung desselben Abschnitts. MaÇstabbalken: 10 Õm. HZéHaarzellen; IHZéinnere 

Haarzellen;  HZéªuÇere Haarzellen; StéStereozilien. 
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In den apikalen Fragmenten können die drei Reihen äußerer Haarzellen und die eine Reihe 

innerer Haarzellen durch Verwendung der Hoechst-Färbung leicht identifiziert werden 

(Abbildung 22A,C). Eine Expression von GATA-3-Protein ist in den Haarzellen, aber auch in 

den Nachbarzellen sichtbar (Abbildung 22B,D). Die GATA-3-Expression ist am achten postna-

talen Tag (Abbildung 22D) geringer als am zweiten postnatalen Tag (Abbildung 22B). In den 

basalen Fragmenten kann die Region der Zellkerne der Haarzellen durch Verwendung der Phal-

loidin-Färbung identifiziert werden (Abbildung 22I,K). Aufgrund der räumlichen Struktur der 

basalen Fragmente überlappen die Hoechst-gefärbten Zellkerne. Auf Höhe der Stereozilien und 

unterhalb ist keine GATA-3-Färbung sichtbar (Abbildung 22E-H). Demgegenüber erscheint auf 

Höhe der Zellkerne am zweiten postnatalen Tag eine starke GATA-3-Färbung (Abbildung 22I,J). 

Am achten postnatalen Tag ist eine schwache Färbung in den Zellkernen der Haarzellen und eine 

stärkere Färbung in den Stützzellen sichtbar (Abbildung 22K,L). In den Negativ-Kontrollen fär-

ben sich die Kerne nicht an (Abbildung 23N, Seite 55). 

4.2.3.3 In -Vitro-Entwicklung des GATA-3-Proteins 

Da sich die Gata-3-mRNA-Expression in vitro anders verhält als in vivo, wurde die 

GATA-3-Protein-Expression im apikalen, medialen und basalen Fragment des Cortischen Or-

gans von drei bis fünf Tage alten Ratten im frisch präparierten Gewebe sowie nach 48 Stunden 

Kultur untersucht (Abbildung 23).  

Die drei Reihen äußerer Haarzellen und die eine Reihe innerer Haarzellen lassen sich im 

apikalen Fragment durch Verwendung der Hoechst-Färbung leicht identifizieren (Abbildung 

23A,C). Es findet sich eine intensive GATA-3-Färbung der Haarzellen, aber auch der Nachbar-

zellen in den frisch präparierten Geweben und auch nach 48 Stunden Kultur (Abbildung 23A,B). 

In den 48 Stunden kultivierten Präparaten erscheint die Fluoreszenzintensität sogar stärker ver-

glichen mit den frisch präparierten Präparaten (Abbildung 23C,D). In den basalen Fragmenten 

wird die Region der Zellkerne der Haarzellen durch Verwendung der Phalloidin-Färbung identi-

fiziert (Abbildung 23I,K), da sich die Hoechst-gefärbten Zellkerne aufgrund der räumlichen 

Struktur der basalen Fragmente überlappen. Auf Höhe der Stereozilien und unterhalb ist basal 

keine GATA-3-Färbung sichtbar (Abbildung 23E,F). Auf Höhe der Zellkerne zeigt sich nach 48 

Stunden Kultur eine starke GATA-3-Färbung (Abbildung 23K,L). In den Negativ-Kontrollen 

färben sich die Kerne nicht an (Abbildung 23N). 

 



 

55 

 

 

 

Abbildung 23: GATA -3-Färbung der Zellkerne im apikalen, medialen und basalen Fragment des Cortischen 

Organs von drei bis fünf Tage alten Ratten frisch präpariert und nach 48 Stunden Kultur. A: Hoechst-

Färbung der Haarzellkerne im apikalen Fragment (frisch). B: GATA-3-Färbung desselben Abschnitts. C: Hoechst-

Färbung der Haarzellkerne im apikalen Fragment (48 Stunden). D: GATA-3-Färbung desselben Abschnitts. E: Phal-

loidin-Färbung im basalen Fragment (frisch) fokussiert auf Höhe der Stereozilien. F: GATA-3-Färbung desselben 

Abschnitts. G: Phalloidin-Färbung im basalen Fragment (48 Stunden) fokussiert auf Höhe der Stereozilien. H: 

GATA-3-Färbung desselben Abschnitts. I: Phalloidin-Färbung im basalen Fragment (frisch) fokussiert auf Höhe der 

Zellkerne der Haarzellen. J: GATA-3-Färbung desselben Abschnitts. K: Phalloidin-Färbung im basalen Fragment 

(48 Stunden) fokussiert auf Höhe der Zellkerne der Haarzellen. L: GATA-3-Färbung desselben Abschnitts. M: 

Übereinanderlegung von I und J. N: Negativ-Kontrolle (Färbevorgang ohne den GATA-3 spezifischen Antikörper). 

O: A auf Höhe der Zellkerne der inneren Haarzellen fokussiert. P: GATA-3-Färbung desselben Abschnitts. Maß-

stabbalken: 10 µm. HZéHaarzellen; IHZéinnere Haarzellen;  HZéªuÇere Haarzellen; StéStereozilien; 

HZ/NéZellkerne (Nucleus) der Haarzellen. 
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