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1. Einleitung

1. Einleitung

1. 1. Interzellulare Kopplung durch Zell-Zell-Kanale:

Struktur und Funktion

Der erste experimentelle Nachweis einer direkten interzellularen
Kopplung gelang bereits 1964 Kanno und Loewenstein, welche
anhand von Speicheldrisenepithelien der Drosophila melanogaster
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feststellten,“ dass die Permeabilitdt der Epithelialenmembran in
der mit der anderen Zelle anhaftenden Region, im Gegensatz zum
Rest der Zelloberfldche, kein grundsétzliches Hindernis zum
Ubertritt von lonen bot“. Nach Versuchen mit Kalium, Natrium
und Chlorid folgten (Kanno et al., 1964; Loewenstein et al., 1964)
Versuche mit dem auch heute noch angewandten Fluoreszenz-
farbstoff Natrium-Fluorescein (Loewenstein et al., 1964).

Der elektrophysiologische Nachweis direkter Zell-Zell-
Verbindungen (,,gap junctions®“) am Innenohr gelang sehr friih,
d.h. ein Jahr nach dem Nachweis der interzelluldaren Kopplung
(Loewenstein et al., 1965).

Nach dem experimentellen Nachweis stellten sich Fragen nach der
physiologischen und pathophysiologischen Relevanz der
interzelluldaren Kopplung. Eine gédngige Hypothese besagte, dass
ein physiologisches Gewebswachstum eine Interaktion von Zellen
bendtigt, so dass sowohl Wachstum als auch Hemmung zu
einzelnen Zeitpunkten und je nach Erfordernis mdoglich werden
(Loewenstein et al., 1966). Fraglich war jedoch zum damaligen
Zeitpunkt, ob die Zell-Zell-Diffusion von Substanzen in diesen
Signaltransduktionsprozess involviert ist. Eine indirekte Antwort
ergab sich aus Untersuchungen an Leberkrebszellen, die sich
nachweislich so verhielten wie Zellen, deren interzelluldre
Kommunikation unterbrochen ist (Loewenstein et al., 1966). Dies
war der erste experimentell gewonnene Hinweis auf die

pathophysiologische Relevanz interzelluldrer Kopplung.



Weitere Untersuchungen mit diffusiblen Einzelsubstanzen zeigten,
dass Zell-Zell-Kandle fir Substanzen mit einem Molekulargewicht
(MW) von 69.000 (Albumin) durchgangig sind, jedoch eine
Passage von Polylysin (127.000 MW) nicht mehr moglich ist.
Damit konnte strukturell geschlussfolgert werden, dass der
einzelne Zell-Zell-Kanal einen hydrodynamischen Radius von
mindestens 36 A haben musste (Kanno et al., 1966).

Fruhe rdntgenologische und elektronenmikroskopische Studien
belegen die in Abb.1 dargestellte Struktur einzelner Zell-Zell-
Kandle (Vrensen et al., 1991), bei der jeder Kanal aus einem Paar
hexamer strukturierter Oligomere (Konnexine) gebildet wird, die

als Konnexone bezeichnet werden.

Abb.1:

Modell eines Zell-Zell-Kanals (gap junction):

Jede benachbarte Zelle trdgt mit einem Halbkanal (Konnexon) zur Bildung
eines Zell-Zell-Kanals bei, welcher das Zytoplasma der Zellen miteinander
verbindet. Jedes Konnexon ist ein Multimer und kann mehr als einen

Konnexin- Typ enthalten (Vrensen et al., 1991).



Die Annahme einer hexameren, symmetrischen Struktur der
Konnexone wurde unterstutzt durch 3D-Rekonstruktionen
elektronenmikroskopischer Aufnahmen und Gefrierbruchtechniken
(,freeze-fracture techniques®“) (Unwin et al., 1980; 1984).

Diese und andere Ergebnisse belegen (Goodenough et al., 1974;
Caspar et al., 1977; Makowski et al., 1977; Makowski et al.,
1984; Hoh et al., 1993; Evans et al., 2002), dass jedes einzelne
Konnexin aus vier transmembranédren hydrophoben Molekilen (M1-
M4), zwei extrazellulldaren Schleifen (E1 und E2) sowie einer
intrazelluldren Schleife (CL) besteht (Beyer et al., 1989).
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Abb.2:

Schematische Darstellung eines Konnexinproteins (aus Goodenough et

al.,1996).



1.2. Zell-Zell-Kanéale (gap junctions):Klassifikation und
pathophysiologische Bedeutung

Synonymisch wird fur den Zell-Zell-Kanal in der Literatur der
Begriff , gap junctions® verwendet, der im engeren Sinne ein
Plague oder Feld von Zell-Zell-Kanédlen benennt (Soéhl et al.,
2003). Konnexine werden nach ihrem Molekulargewicht
klassifiziert (Konnexin 26/Cx26 bis Konnexin 62/Cx62). Bisher
sind 20 verschiedene Konnexine fur die Maus und 21 fur den
Menschen identifiziert (Sohl et al., 2003). Nicht jedes Konnexin
ist jedoch in der Lage, heterotypische interzelluldre Kanéle zu
bilden (Swenson et al., 1989). Es zeigte sich, dall die extra-
zelluldaren Loops E1 und E2 fiar die Kompatibilitdat (und damit
Funktionalitdt) der Zell-Zell-Kané&le eine Rolle spielen (Abb.2)
(White et al., 1994). Aufgrund spezifischer Mutationen des E1-
Loops von Cx26 wund Cx32 fanden sich Hinweise auf einen
Spannungssensor in dieser Region, welcher in Interaktion mit dem
anderen Konnexon das Offnungsverhalten in Abhéangigkeit von
Spannung und Membranpotential bestimmt (Rubin et al., 1992).
Aus der grolRen Anzahl an verschiedenen Konnexinen ergibt sich
eine theoretisch sehr groRe Anzahl an Kombinationen zur Bildung
von heterotypischen Kandlen (unterschiedliche Konnexone
homogener Konnexine) und eine noch grdéfere Anzahl an
heteromeren Konnexonen (unterschiedliche Konnexine eines
Konnexons).
Nur einzelne Konnexine konnen jedoch funktionelle Halbkandle
bilden, deren Regulation u.a. durch Anderungen der
Membranspannung, (Ca®*), pH und Phosphorylierung erfolgen
(Contreras et al., 2003; Beahm et al., 2002; Ngezahayo et al.,
1998).

Die erste bekannte humane, Konnexin-assozierte Erkrankung ist

die X-chromosomal vermittelte Form der Charcot-Marie Tooth-



Krankheit (CMTX) (Bergoffen et al.,1993), die als eine der
haufigsten erblichen Demyelinisierungserkrankungen des
peripheren Nervensystems gilt. Cx32- Mutationen kdnnen diese
Erkrankung verursachen, indem sie die Signaltransduktion
innerhalb der Schwann’schen Nervenscheide beeintrdachtigt.
Katarakte folgen oft einem autosomal-dominantem Erbgang und
die Unterform CZP1 kann nach Studien an groReren
Familienverbdnden durch Cx50-Mutationen hervorgerufen werden
(Shiels et al.,1998). Cx37-Mutationen konnen eine Ursache
weiblicher Infertilitdt durch Ovulationshemmung sein (Simon et
al., 1997), Cx40-Mutationen koénnen die kardiale Reizfortleitung
im His-Purkinje-System beeintrachtigen (Gourdie et al., 1993;
Simon et al.,1998; Kirchhoff et al., 1998).

Innenohrhdrstérungen kdnnen nach jingstem Kenntnisstand durch
verschiedene Mutationen auf den Genen von 4 Konnexinen (Cx26,
Cx30, Cx31, Cx43) hervorgerufen werden (Carrasquillo et al.,
1997; Denoyelle et al., 1997; Kelsell et al., 1997; Xia et al.,
1998; Grifa et al., 1999; Liu et al., 2001; Bitner-Glindzicz et al.,
2002; Stoikovic et al., 1999; Matsuyama et al., 2001).

Cx26- Mutationen werden als h&ufigste Ursache hereditdrer, non-
syndromaler Schwerhdrigkeiten angesehen (Bitner-Glindzicz et
al., 2002). Sie konnen jedoch auch eine Reihe anderer, klinisch
relevanter Syndrome jenseits des Innenohres induzieren, wie z.B.
das KID-Syndrom  (Keratitis-lIchtyosis-Deafness), das HID-
Syndrom (Van Geel et al., 2002), das Vohwinkels- Syndrom und
das Palmoplantar-Keratoderma-Syndrom (Rabionet et al., 2002).
Cx26 wird auch als Tumorsuppressor- Gen in verschiedenen
Karzinomformen diskutiert (Tanaka et al., 2004; Momiyama et al.,
2003; Gee et al., 2003).

Aufgrund eines in den letzten Jahren stark zunehmenden
wissenschaftlichem Interesse an Konnexinen durch die Assoziation
mit Erkrankungen (Pubmed- Recherche: 2008, 5977 Hits; 2003,
710 Hits; 1997, 230 Hits; 1993, 110 Hits) ist eine umfassende
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Ubersicht (iber die Expression von Konnexinen in den
unterschiedlichen humanen, Maus- oder Rattengeweben sehr

schwierig (vgl. Goodenough et al., 1996).

Cx33 I
i testes
;62% Cxd3 blastocyst, skin, lens, cornea
: cardiac and smooth muscle, astrocytes
X granulosa cells, fibroblasts, osteocytes 2
g Cx37 4
T endothelium, cortical neuroblasts
~— 139%
v Cx40 endothelium, Purkinje fibers *
46%
o Cx50 lens fibers, comneal epithelium’
142%
x Cx46 lens fibers, Schwann cells®
% k03
A9V skin, kidney 7
156%
B C3LL gratified squamous epithelia ®
49%
I & Cx31 keratinocytes
— T kidney °
49% :
v Cx26 hepatocytes, pancreatic acinar cells
7 keratinocytes, pinealocytes '?
62% -
v Cx32 hepatocytes, myelinating Schwann cells,
renal cells, neurons!!
£ Cx45
X ¢ A A :
lung, embryonic brain, kidney, skin, heart'?

Abb. 3:
Das Dendogram illustriert die phylogenetische Beziehung der Konnexine

sowie deren RNA- Expression bzw. den immunhistochemischen Nachweis in

den Einzelgeweben.

1.3. Vorkommen und funktionell-klinische Relevanz von Zell-Zell-
Kanalen (gap junctions) im Innenohr
Elektronenmikroskopische Untersuchungen mittels Gefrierbruch
haben bereits in den 70er Jahren morphologisch eine ausgeprégte
interzelluldre Kopplung der labyrinthéaren Gewebsanteile

nachgewiesen (Jahnke et al., 1975; lurato et al., 1976; lurato et
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al., 1977; Forge et al., 1999). Das AusmaR der interzelluldren
Kopplung umfasst teilweise 25 % der Plasmamembran zwischen
benachbarten Stitzzellen des Innenohres. Da jeder Zell-Zell-Kanal
aus Plaques von uber 100 000 Kandlen besteht, handelt es sich
dabei um eine der am intensivsten gekoppelten Regionen des
menschlichen Organismus (Forge et al., 2003). Wdahrend Einigkeit
daruber herrscht, dass Zell-Zell-Kandle zwischen Sinneszellen
(Haarzellen) des Innenohres und Stitzzellen bei den
verschiedenen Arten fehlen (Forge et al., 2003), wird die
Kopplung zwischen sensorischem Epithel der Vestibularorgane
und derer Stutzzellen kontrovers diskutiert (Nadol et al., 1976;
Hama et al., 1980; Mulroy et al., 1993; Forge et al., 2003).
Immunhistochemische Untersuchungen haben die Konnexine 26,
30, 31, 32 und 43 im Innenohr und 26, 30 und 43 in den
Vestibularorganen nachweisen kdnnen (Kikuchi et al., 1994;
Kikuchi et al.,1995; Lautermann et al., 1998; Xia et al., 2001;
Forge et al., 2003), wobei eine enge morphologische Korrelation
von Cx26 zu den Schlussleistenproteinen (tight junctions)
Occludin und ZO-1 beobachtet werden konnte (Suzuki et al.,
2001).

Wéahrend man Cx26 und Cx30 in verstarktem MalRe in der Region
des Corti-Organs wund den Basalzellen der Stria wvascularis
nachweisen konnte, findet sich Cx43 in der strialen
Marginalzellregion, den Typ-I- Fibrocyten und den apikalen
Anteilen der Deiterszellen (Liu et al., 2001; Forge et al., 2003).
Cx31 findet sich in den Typ-Il- Fibrozyten (Xia et al., 2001) und
Cx32 wurde in der Literatur nur einmalig im Innenohr
nachgewiesen (Forge et al., 1999). Aufgrund der ausgepréagte
Kolokalisation von Cx26 wund Cx30 wurde die Bildung von
heterotypischen oder auch heteromeren Kanélen als wahrscheinlich
angesehen (Lautermann et al., 1998), so dass auch kurzlich der
Nachweis heteromerer Konnexone mittels Immunprazipitation
gelang (Forge et al., 2003; Ahmad et al., 2003).
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Funktionell wird angenommen, dass Zell-Zell-Kanédle im Innenohr
zur Aufrechterhaltung eines interzelluldren Kommunikationsweges
erforderlich sind, der Kaliumionen nach dem Freiwerden aus den
Sinneszellen zeitnah entfernt und so die Repolarisierbarkeit
sichert (lokaler Kaliumpuffermechanismus) (Johnstone et al.,
1989). Johnstone und Mitarbeiter konnten 1989 einen Anstieg und
eine schnelle Minderung des Kaliumgradienten nach
Depolarisation nachweisen. Es kann deshalb angenommen werden,
dass die Stutzzellen Kalium uUber den K-CIl Cotransporter KCC4
(Boettger et al., 2002) oder andere Kaliumkandle — z.B. KCNQ4
(Liang et al., 2004), MERG 1la (Nie et al., 2004) oder Kir 4.1
(Chiba et al., 2004)- aufnehmen und mittels eines Zell-Zell-
Kanalnetzwerkes abtransportieren und somit die ionale
Homodostase um die &uBeren Haarzellen aufrecht erhalten.
Elektrophysiologische Untersuchungen an depolarisierten OHC
und Deiterszellen, der né&chstgelegenen Stitzzellpopulation im
Corti-Organ, belegen einen auswadartsgerichteten Kaliumstrom der
OHC und einwdrtsgerichteten Kaliumstrom der Deiterszellen
(Lagostena et al., 2003), so dass diese Ergebnisse die Hypothese
vom lokalen Kaliumpuffermechanismus stitzen.

Ebenso wahrscheinlich ist, dass die Zell-Zell-Kandle zur
Aufrechterhaltung des hochpositven, endocochledren Potentials (+
85mV) beitragen, SO dass dieser ,Batteriestrom* die
Repolarisierung der OHC initiieren kann (Kikuchi et al., 1995;
Wangemann et al., 2002). In der Stria vascularis, dem fir die
Generation und Aufrechterhaltung des endocochledren Potentials
(EP) zentralen Gewebe, besteht ebenfalls eine ausgeprégte
interzelluldre Kopplung (Forge, 1984), vor allem an den
Basalzellen (Forge, 1985; Carlisle et al., 1990; Souter et al.,
1998). Striale Basalzellen bilden mit ligamentdren Fibrozyten
Zell-Zell-Kané&le. Diese Fibrozyten sind reich an Na/ K-ATPasen
(Mc Guirt et al., 1994; Schulte et al., 1994), so dass aus den OHC
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stammendes Kalium vermutlich von den ligamentédren Fibrozyten
in die Stria vascularis Uberfahrt wird (Souter et al., 1998).

An Cx30-Knock-out-Mé&usen konnte gezeigt werden, dass kein
endocochledres Potential generiert wird und auch die OHC
zugrunde gehen (Teubner et al., 2003). Ein OHC-Verlust lasst sich
ebenfalls durch eine Cx26-targeted-Ablation oder Expression
einer dominanten Cx-26- Mutation bei Mdusen induzieren, wobei
hier jedoch das EP weiter besteht (Cohen-Salomon et al., 2002;
Kudo et al., 2002).

Bisher sind 8 autosomal dominante und 110 autosomal rezessive
Cx26- Mutationen, 2 autosomal-dominante Cx30-, 2 autosomal-
dominante bzw. 3 autosomal-rezessive Cx31- sowie 2 autosomal-
rezessive Cx43- Mutationen beschrieben, die mit einer HOr-
minderung unterschiedlichen Ausmasses einhergehen (“The
Konnexin deafness homepage*, Stand 6/2003 -

http://www.crg.es/deafness/).

Die Expression der mRNA einzelner Cx26- Mutationen in den
gédngigen Expressionsmodellen (Xenopus laevis, HelLa- Zellen)
zeigt in vielen Fallen Ubereinstimmung der exprimierten Zell-
Zell-Kandle mit den Mutanten, die die Kklinisch relevanten
Horstdrungen verursachen (Kelsell et al., 1997; Grifa et al., 1999;
Martin et al., 1999). In einigen bisher beschriebenen Einzelféllen
liessen sich die elektrophysiologischen Leitfahigkeiten der
artifizellen Kanédle mit einem angenommenen Komplettausfall der
Funktion des naturlichen Kanals (und damit klinischer Taubheit)
jedoch nicht in Einklang bringen. So fanden sich z.B. regelrechte
Leitfahigkeiten bei Cx-Mutationen im Expressionsmodell bei
klinisch nachgewiesener Taubheit des betroffenen Patienten oder
eine Aufhebung der Leitfédhigkeit bei einer bisher fur einen
Polymorphismus gehaltenen Mutation (siehe V84L; V37lI,
Bruzzone et al., 2003). Diese Beobachtungen und auch die
beobachtete hohe Variabilitdt des Phenotyps ist in vivo

wahrscheinlich auf die beschriebene Koexpression von Cx26 und
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Cx30 und eine kompensatorische Gegenregulation bzw. auf einen
weiteren, neben der Cx- Mutation bestehenden Defekt

zuruckzufihren (de Brouwer et al., 2002).

Klinische Bedeutung von Konnexin- Mutationen
fir das Horen

In einem weiteren Kklinischen Teil sollte die phéanotypische
Auspragung von Konnexin- Mutationen im Hinblick auf das
Horenvermdégen ndher untersucht werden.

Bisher wurden 35 Gene identifiziert, die mit nicht syndromalen
Formen der Schwerhodrigkeit assoziiert werden. Cx26- Mutationen
werden fur etwa 50 % der autosomal- rezessiven, nicht
syndromalen Formen von sensorineuraler Schwerhorigkeit
verantwortlich gemacht. Mehr als 90 Mutationen auf dem Cx26-
Gen wurden bisher beschrieben (Gualandi et al., 2003). Wie
bereits angefiuhrt, wird eine Stdrung der internen
Kaliumhomoostatse des Cortiorgans (Kelsell et al., 1997) als
Ursache der HoOrschadigung gesehen. Hierflir werden Mutationen
der Genloci GJB2 und GJB6, die Konnexin- 26 und Konnexin- 30
kodieren, verantwortlich gemacht.

Das klinische Bild des Horverlustes kann jedoch sehr variabel
sein. Neben den homozygoten Mutationen, welche Ublicherweise
mit hochgradigen Formen der Schwerhorigkeiten einhergehen, ist
das klinische Bild der “compound heterozygoten Mutationen® in
einigen Fallen mit einer variablen Ausprdgung der HOrminderung
beschrieben worden (Cryns et al., 2003). Dominante Formen
heterozygoter Mutationen sind zumeist mit einer Taubheit und
auch zusdtzlichen Symptomen, wie z.B. Hauterkrankungen
assoziiert (Rabionet et al., 2002). In etwa 30 % der Patienten mit
heterozygoten GJB2 Mutationen treten die Horminderungen ohne
einen nachweisbaren Bezug auf (Marlin et al., 2001). Besonders in
diesen Fallen wird das zusétzliche Bestehen von bisher nicht

bekannten Mutationen angenommen.
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Neuere Arbeiten scheinen einige dieser genetisch unklaren Formen
der Horminderung durch die Beschreibung zuséatzlicher Mutationen
des GJB6 zu erklaren (342-kb deletion, 232-kb deletion including
GJB6) (del Castillo et al., 2002; Lerer et al., 2001; Palares-Ruiz
et al., 2002; del Castillo et al., 2005; Bolz et al., 2004). Wéahrend
groBe Studien ausschlielRlich die Ausprdagung des Grades der
Horminderung mit den verschiedenen Mutationen in Beziehung
setzten (Snoeckx et al., 2005; Welch et al., 2007), fehlt bisher
eine Korrelation zu den Ublichen neurotologischen Krankheits-

bildern, wie sie uns in der Klinik begegnen.

1.5 Zielsetzung

Das Ziel des elektrophysiologischen Teils der vorliegenden Arbeit
war es, erstmalig eine elektrophysiologische Charakterisierung der
zentralen Stiutzzellpopulation der Cochlea - der Hensenzellen -
mittels der doppelten Ganzzellableitung (double whole-cell patch-
clamp- Konfiguration (DWPC)) vorzunehmen. Die DWPC- Technik
gilt in der elektrophysiologischen Literatur als der Goldstandard
der Untersuchung der gap- junctionalen Kopplung (GJIC). Sie
bietet mehrere Vorteile gegeniber anderen Techniken (z.B. der
Fluoreszenzfarbstofftechnik), indem die Zellmembran bei den
Untersuchungen intakt bleibt und Einzelkanalmessungen dber
einen ldngeren Zeitraum vorgenommen werden kdnnen.

Aullerdem sollten pathophysiologische, intracochledare
Verdnderungen in ihrem Einflull auf die GJIC untersucht werden,
um so Ruckschlisse auf die Beeinflussbarkeit der OHC und auf
die klinische Entstehung von Innenohrschwerhérigkeiten zu
ziehen. Dabei wurde vor allem die Rolle freier Radikaler (radical
oxygen species, ROS) ndher untersucht, da sie bei verschiedenen
Schadigungsmustern des Innenohres (Aminoglykosidtoxizitat,
la&rminduzierte Schwerhdrigkeit und Alterschwerhdrigkeit) eine
zentrale Rolle spielen (Seidmann et al., 1991; Quirk et al., 1994;
Garetz et al., 1994a, 1994b; Priuska et al., 1995; Ravi et al.,
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1995, Clerici et al., 1995; 1996; Clerici and Yang 1996; Hirose et
al., 1997; Kopke et al., 1997; Lopez- Gonzalez et al., 1998;
Seidmann and Shivapuja, 1993, Quirk et al., 1994; Hu et al.,
1997).

Ziel des klinischen Teils der Arbeit war es, die Haufigkeit des
Auftretens von GJB2 and GJB6 Mutationen in einer grdfleren
Gruppe otologischer Patienten und nicht otologischer Kontrollen
zu untersuchen und die erhobenen Ergebnisse mit den klinisch-

audiologischen Untersuchungsbefunden zu korrelieren.

Der vorliegende elektrophysiologische Teil der Arbeit wurde
durchgefihrt im Institut fiar Biophysik der Universitdt Hannover
unter der Leitung von Prof. Hans Albert Kolb. Der experimentelle
Teil der Arbeit wurde im Juni 2000 abgeschlossen. Der klinische
Teil wurde unter Mithilfe von Dr. Hans Christian Hennies, Max-
Delbriuck-Center Berlin- Buch, durchgefihrt, und am

Unfallkrankenhaus Berlin Ende 2006 abgeschlossen.
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2. Material und Methoden

2.1 Versuchstiere und deren Haltung

Die Aufzucht und Haltung der Tiere wurde gemaR 8§ 2 und § 8b des
geltenden Tierschutzgesetzes (BGBI. 1S.1094, 25.06.1998) durch
das Institut fur Versuchstierhaltung der Medizinischen Hochschule

Hannover (Direktor: Prof. Dr. H.J. Hedrich) Gbernommen.

Als Versuchstiere wurden junge, pigmentierte Meerschweinchen
beiderlei Geschlechts mit einem Durchschnittsgewicht von 250 g
bis 300 g sowie intaktem Preyer- Reflex verwandt. Die Tiere
wurden bei Pelletfutter und Wasser ad libitum in konstantem Tag/

Nacht-Rhythmus gehalten.

Die ToOotung der Tiere zum Zweck der Organentnahme (Entnahme
der Bulla tympanica) zu wissenschaftlichen Zwecken ist weder
anzeige- noch genehmigungspflichtig. Die entsprechenden
Auflagen nach 84,87,88 sowie 89 des Tierschutzgesetzes wurden

erfiallt.

2.2 Praparation der Innenohrgewebeanteile

Nach erfolgter Andsthesie mittels intraperitonealer Applikation
von 200 mg/ kg Phenobarbital erfolgt der Zugang zur Bulla
tympanica von ventrolateral. Nach Entnahme der Bulla erfolgt die
Er6ffnung mittels Préparationsnadel unter einem binokularen
Auflichtmikroskop (Leitz, Wetzlar) unter 15-facher VergrdofRerung.
Nach Darstellung der Cochlea wurde die kndcherne Cochleawand
unter vorsichtigem Erhalt des Hautchenprédperates abgeschoben. Es
erfolgte die mikroskopische Dissektion der Stria vascularis mit
zwei Préaperationsnadeln, beginnend am Helicotrema. Unter Sicht
auf das Corti-Organ erfolgt die Ausldsung von der Spitze bis zur
basalen Windung und Uberfiihrung auf einen Objekttrager mit
HBSS. Alternativ wurde kaudal der Lamina spiralis ossea, der

basalen Windung, der Modiolus mit dem N.cochlearis scharf
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durchtrennt und nach Uberfihrung in den HBSS-befeuchteten
Objekttrager wie oben beschrieben weiter préapariert.

Es folgte die mikroskopische Trennung der cochleéren
Zellverbdnde mittels Pré&parationsnadel und Identifikation der
Hensenzellen aufgrund ihrer charakteristischen Lipidinklusionen.
Nach Aufnahme der Hensenzellen erfolgte die Uberfihrung auf
beschichtete Deckgldaschchen (Cell-Tak, Becton Dickenson, USA).
Nach Absaugen des HBSS- Uberstandes wurde in Kollagenase 11l
(500 U/ ml in Ca?* freiem HBSS, Worthington) oder Trypsin (500
U/ml, in Ca?" freiem HBSS, Sigma) iiber 15 min bis 45 min
inkubiert. Nach nochmaligem Absaugen und mehrfacher Spilung
mit HBSS erfolgt die Ubernahme in die Messapparatur.

Sowohl isolierte Zellpaare als auch Zellkonglomerate wurden zur
Messung genutzt, wobei sich hierdurch keine Konsequenzen fur
die Leitfahigkeiten ergeben (Junker et al., 2000).

Dabei wurden verschiedene Lésungen eingesetzt, als
Standardbadl6ésung wurde HBSS (Sigma, St. Louis, USA)
verwandt, welches nach Pufferung mit HEPES auf einen pH von
7.24 (digitales pH-Meter, Knick 646) und eine Osmolaritdt von
300 mosoml/kg eingestellt wurden (Vapor Pressure Osmometer
5500). Die verwandten Pipettenldsungen wurden ebenfalls frisch
hergestellt und auf pH 7,3 und 300 mosml/kg eingestellt. Fir die
Messungen zur Bestimmung der intrazellul&ren Calcium-
konzentration [Ca®*]; wurde eine modifizierte Pipettenlésung

verwandt.

Die verdanderten Badlésungen in den Versuchen mit Gentamycin

sowie mit Catalse und Deferoxamine sind ebenfalls angegeben.

Die LoOosungen wurden wie aufgefuhrt erworben und waren wie

folgt zusammengesetzt:
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2.3 LoOosungen

Name der Losung Zusammensetzung (g/l)
Hank” s Balanced Calciumchlorid (2H20): 0,185
Salt Solution Magnsiumsulfat: 0,09767
(HBSS) Kaliumchlorid: 0,4

Kaliumphosphat: 0,1

Natriumchlorid: 8,0

Natriumphosphat: 0,04788

D-Glucose: 1,0

Phenolrot: 0,01

HEPES 2,38 , NaOH auf pH 7,24
Osmolaritat (mit D-Glucose) 300 mosmol/kg

Standardpipetten- Kaliumgluconat: 135
medium EGTA: 5
5-Natrium-adenosin-triphosphat (Na2-ATP): 5
Calciumchlorid: 3
Magnesiumchlorid: 5
Natriumchlorid: 5
3,5 cyclisches Adenosin-Monophosphat: 0,1
HEPES: 10, KOH auf pH 7,24

Osmolaritdt (mit Sucrose) 300 mosmol/kg

Pipettenmedium Kaliumchlorid: 120
( far intrazelluldren Glucose: 10
Ca2+- Messungen) EGTA:0,5

5-Natrium-adenosin-triphosphat (Na2-ATP): 5
Calciumchlorid: 0,58
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Magnesiumchlorid: 1,5

3,5 cyclisches Adenosin-Monophosphat: 0,1
HEPES: 10, KOH auf pH 7,24
FURA 2 FM: 200 uM

Osmolaritat (mit Sucrose) 300 mosmol/kg

2.4 Elektrophysiologischer Messaufbau

Der Messplatz wurde mittels eines Faradyschen Kafigs gegen die
umgebende Strahlung abgeschirmt. Die Messapparatur war auf
einer Stahlplatte befestigt, die auf einem massiven Stahltisch
hydraulisch schwingungsgedampft gelagert wurde.

Die Messapparatur bestand aus einem Inversmikroskop (Axiovert
10, Carl Zeiss, Oberkochen) mit CCD-Kamera zur optischen
Kontrolle (Sony, Japan). Dies diente der genauen Positionierung
der elektrisch betriebenen Mikromanipulatoren (Carl Zeiss,
Oberkochen) an den Messkopfen mit Pipetten. Diese ragten in die
mediumgefillte Messkammer, die mit Hilfe einer Mikropumpe
(Pharmacia Fine Chemicals , Peristaltic pump P-3, USA)
durchstromt wurde (Flussrate 0,6 — 0.7 ml/h). Die Messkopfe
waren mit den Messverstarkern verbunden (EPC 7, List Medical
Electronics, Darmstadt), die uber einen A-D/D-A-Wandler (ITC-
16, Instrutech Corp., USA) die ermittelten Daten an einen
Maclntosh- Computer weitergaben. Hier erfolgte die Analyse der
Daten mittels einer spezifischen Software (Pulse/Pulsefit 8.09;
HEKA- Elektronik). Neben der Anylase der Daten erfolgte ebenso
die elektrische Stimulation der Zellen mittels PC Uber die

Kopplung an A-D/D-A Wandler und Messverstarker.

2.5 Pipettenherstellung

Zur Herstellung der Messpipetten wurde Borsilikatglas verwandt.
Das Ziehen der Pipetten erfolgte unmittelbar vor einer Messreihe

mittels Vertikalpullers (Narishige, PP-830, Japan). Hiernach
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erfolgte die Hitzepolierung bis zu einem finalen
Spitzendurchmesser von ca. 1um und das Backfilling der Pipetten.
Der Widerstand der jeweiligen Pipette im Badmedium betrug 2- 5
MQ.

2.6. Bestimmung der Leifahigkeiten und Widerstande

Die Bestimmung der Leitfahigkeit erfolgte durch Anlegen einer
Spannungsdifferenz zwischen benachbarten Zellen. Die
Membranspannung beider Zellen wurde dabei auf -40 mV
gehalten. Nach Anderung der Spannung einer Zelle konnte die
Ermittelung der Leitfahigkeit erfolgen. Zur Beschreibung der
Kopplung zwischen den beobachteten Zellen wurde als GroRe der
Kehrwert des Widerstandes, die Leitfahigkeit (in Siemens, S)
bericksichtigt. Die Leitfdhigkeit ldsst sich rechnerisch bestimmen
(Donaldson et al., 1995):

Gj= -Alpy- (1+Ra/ Rmp)

Gj = Leitfdhigkeit [S], Ra1,» Eingangswiderstand der Pipetten 1 und 2, Rp,
Widerstand der nicht am junctionalen Kontakt beteiligten Membran, AV,

Spannungsimpulse auf Zelle 1, I,;,, MeBRstrome der gepatchten Zellen 1 und

2.

Die Eingangswiderstdnde (Ra1,2) und die Widerstdnde der nicht an
der Kopplung beteiligten Membran (Rpni,2) wurden bestimmt,
indem beide Zellen gleichzeitig mit identischen Spannungspulsen
aullerhalb der wahrscheinlichen Aktivierungskinetik (-20 mV - +
20 mV in Schritten zu 10 mV) belegt wurden, so dass Kkein

interzellularer Strom flofR :

(t= Zeit nach dem Spannungsimpuls, r= Zeitkonstante der

Spannungsédnderung) ergibt sich die Bestimmung von
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Ra= AV/ 1 (t=0)
und
Rm= AV/ | (t=8)

Auf diese Weise erfolgte die Uberprifung der
Membranwiderstdnde zu Beginn, im Intervall und zum AbschluR
der Versuche. Die beobachteten Widerstdnde lagen zwischen 200
MQ und 2 GQ. Bei Werten unter 200 MQ konnte davon
ausgegangen werde, dass eine unzureichende Membranabdichtung

vorlag, weshalb diese Versuche nicht ausgewertet wurden.
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Abb. 4:

Schematische Darstellung der Widerstandsanordnung bei der Einzellzell
messung (Ubl et al., 1992).

(1= Stromstérke, V= Spannung, C= Kapazitdt, R= Widerstand)
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Abb.5:

Schematische Darstellung der Double whole-cell patch-clamp-
Konfiguration (nach Neyton und Trautmann, 1985).
(Ra= Eingangswiderstand, Rm= Membranwiderstand, Cm= Membran-

kapazitdat, Rj= junctionaler Widerstand, V= Spannung)

2.7 Messung des [Ca2+]i

Zur Messung des intrazelluldaren Calcium wurde, wie durch
Ngezahayo und Mitarbeiter 1993 beschrieben, ein Photomultiplier-
basiertes System (Luigs & Neumann, Ratingen) in den
Strahlengang eingebracht, so dass mit Hilfe der Fluoreszenz-
frequenzen (360/ 390nm) (Grynkiewicz et al., 1985) die
Konzentration des [Ca®*]; spezifisch (mittels Fura-2), bestimmt
werden konnte. Zuvor erfolgte die Aufladung der Zelle durch das
spezifische Pipettenmedium nach  Anlegen einer DWPC-
Konfiguration. Die so ermittelten Daten des Photomultiplier-
basierten Systems wurden mit Hilfe eines PC erfasst.

Das in den vorliegenden Messungen eingesetzte Fura 2 ist im
Gegensatz zum haufig verwandten Fura 2 AM
membranimpermeabel, SO dass Streuartefakte durch
Verunreinigungen auf dem Deckgldschen ausgeschlossen werden

konnten.
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2.8 Messprotokoll

Zur Messung der Kopplungsstrome wurden zwei unterschiedliche
Messprotokolle verwandt:

Die Messung von Gj/Zeiteinheit erfolgte durch alternierende
Stimulation der Zellen nach Anlegen der Spannungsklemme mit

Spannungsdifferenzen von 20 mV iber 50 ms (Abb. 6).

T YT, e T e e T et ), e T, e e e e e e

-

i 1I"IA| E :

pulsed cell

Abb.6: Messanordnung zur Ermittlung der Kopplungsstrome

AuRerdem erfolgten Versuche zur Uberprifung der Spannungs-
abhdngigkeit der lonenkanalleitfdhigkeit. Hierbei wurden Uber den
Bereich von -120 mV bis +120 mV (AV 10 mV, Uber 50 ms)
verschiedene Spannungen an nur eine Zelle angelegt und der
Strom uber die andere Zelle oder in der einzelnen
Ganzzellableitung gegen das Badmedium zur Untersuchung der
lonenstrome abgeleitet. In beiden Protokollen wurde zwischen den
Impulsen eine Relaxationszeit von 100 ms eingehalten. Die

Versuche erfolgten bei Raumtemperatur.
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2.9 Analyse und statistische Aufarbeitung der erhobenen
Messdaten

Zur  statistischen Analyse wurden Median-/ Mittelwerte-
bestimmungen mittels SPSS (Version 10.0) sowie der mittleren
Standardabweichung (Standard deviation of the mean, SDM)
durchgefihrt. Eine Bestimmung signifikanter Differenzen
zwischen zwei Populationen erfolgte mittels gepaartem t-Test. Das

Signifikanzniveau betrug (p < 0.05).

2.10 Patientenauswahl und Gruppierung der Patienten mit
Innenohrschwerhdrigkeit

Insgesamt wurde eine Anzahl von 530 Probanden in diese
prospektive Studie integriert. Die Studiengruppe umfasste eine
Grosse von 270 Patienten (131 weiblich, 139 mannlich).
Einschlusskriterium fir die Studiengruppe war ein einseitiger oder
beidseitiger sensorineuraler HoOrverlust von mehr als 30 dB in
mehr als 2 Frequenzen.
Ausschlusskriterien waren:
- Horverlust bedingt durch akuten oder chronischen
La&rmeinfluss.
- Horverlust nach Schédelhirntrauma.
- Horverlust nach Barotrauma.
- Horverlust bei anamnestisch durchgemachten
Mittelohroperationen.
- Horverlust, der als Folge von Infektionen (Mittelohr-
entzindungen, Mastoiditiden, Labyrinthitiden) aufgetreten

war.

Die Kontrollgruppe umfasste 260 Patienten, die aufgrund wvon
nicht- otologischen Krankheitsbildern hospitalisiert wurden (z.B.
chronische Tonsillitis, Septumdeviation) und bei denen Kklinisch

eine HOr- oder Gleichgewichtsstorung bestand. Der weibliche
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Anteil betrug 137 Patienten. Der mannliche Anteil betrug 123

Patienten.

Jeder Proband willigte schriftlich in die Entnahme von Blut und
deren molekulargenetische Analyse ein. Nach Studienabschluss
wurden alle Studienteilnehmer Uber das Ergebnis der genetischen

Analyse informiert.

Alle Probanden wurden HNO- &rztliche Untersuchung untersucht.

Die Studiengruppe wurde unterteilt in 6 Untergruppen auf der
Basis von klinischen Krankheitsbildern.

1) Patienten mit beiderseitiger Ertaubung.

2) Patienten mit Morbus Meniere’.

3) Patienten mit Akustikusneurinomen.

4) Patienten mit Otosklerose.

5) Patienten mit einem akuten einseitigen Hdérverlust.

6) Patienten mit einem beiderseitigen chronischen Ho6rverlust

unklarer Ursache.

2.11 Definition und Abgrenzung der Subgruppen

Die Abgrenzung der Patienten der Gruppe 1 von denen der Gruppe
6 erfolgte auf der Basis des Reintonaudiogramms. Bei einem
Horverlust von mehr als 70- 80 dB, entsprechend der derzeit
gédngigen Kriterien zur Indikationsstellung fur die Cochlear
Implantversorgung, erfolgte die Zuordnung zu Gruppe 1.

Die Zuordnung zu Gruppe 2 erfolgte nach durchgefihrter
Elektrocochleographie (SP/AP ratio >0.33) (Moffat et al., 1979)
oder erfolgtem, positivem Klockhoff Test (Moffat et al., 1978)
und Erfuellung der Kriterien der AAO- HNS.

Gruppe 3 wurde nach durchgefihrter kernspintomographischer
Untersuchung wund dem Nachweis eines Akustikusneurinoms

gebildet.
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Die Zuordnung zu Gruppe 4 erfolgte nach Feststellung einer
Schallleitungsschwerhdrigkeit, einem negativen Test nach Rinne
und der intraoperativen Feststellung einer Otosklerose.

Gruppe 5 wurde entsprechend der individuellen Anamnese und des
vorliegenden Reintonaudiogramms gebildet. Die akute
Horminderung sollte innerhalb der letzten 3 Tage stattgefunden

haben.

Die Klassifikation der Ho&rverluste erfolgte auf der Basis der
Reintonaudiogramme entsprechend der bekannten Ubereinkunft
,Classification Criteria of the European Workshop on Genetic

Hearing Loss; Xue Zhong et al., 2005).

Alle Studiengruppenteilnehmer wurden hinsichtlich eines
familiar- hereditdren Hintergrundes ihres Hoérverlustes befragt.

Ein solcher Hintergrund wurde angenommen, wenn ein Horverlust
von Vater und Mutter oder ein Horverlust Gber 3 Generationen

beschrieben wurde.

Aufgrund der grolRen Anzahl von Konnexin- Mutationen in der
Kontrollgruppe erfolgte die Wiedereinbestellung der von
Mutationen betroffenen Patienten zur Durchfihrung einer

Horprifung.

2.12 Molekulargenetische Analyse

Die DNA-Extraktion peripherer Leukozyten wurde mittels tblicher
Methoden durchgefihrt (Miller et al., 1988). GJB2 wurde
amplifiziert mittels PCR zwischen den Positionen 19,660,916 und
19,661,879 der menschlichen Chromosom 13 Sequenz (GenBank
accession number NC_000013, wversion 9). GJB6 wurde
amplifiziert mittels PCR zwischen den Positionen 19,701,471 und
19,702,407 der menschlichen Chromosom 13 Sequenz. Die
Produkte wurden direkt sequenziert wunter Verwendung des

,BigDye Terminator Sequencing Reagents“(Applied Biosystems)
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und die DNA automatisch analysiert (Applied Biosystems 3730).
Die die Deletion beinhaltende GJB6 (del(GJB6-D13S1830)) wurde
direkt mittels PCR analysiert unter Verwendung der beschriebenen
Primer (del Castillo et al., 2003). Die Untersuchungen erfolgten

am Max-Delbrick-Center, Berlin- Buch.
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3. Ergebnisse

Insgesamt wurde eine Anzahl von etwa 170 Zellpaaren erfolgreich
untersucht. Die durchgefihrte Studie umfasste drei Teilbereiche.
Der erste Teil umfasste die Etablierung der Methodik, die
Charakterisierung der elektrophysiologischen Eigenschaften und
die Auswirkungen von H,O, auf die GJIC sowie die Beobachtung
des [Ca’"];.

Im zweiten Teil wurde die Wirkung von Gentamycins auf die
GJIC néaher untersucht.

Im dritten Teil erfolgte die Analyse der Funktion ionisierten

Eisens/ H,O, fir die Gentamycin-abh&ngige GJIC.

3.1 Etablierung der doppelten Ganzzellableitung (DWPC) nach
erfolgreicher Isolation cochledrer Hensenzellen

Abb. 7:
Aufnahme eines isolierten Hensenzellpaares mit ihren charakteristischen

Lipideinschlussen in der DWPC-Konfiguration.
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Nach Identifikation eines Hensenzellpaares aufgrund der
charakteristischen Lipideinschlisse erfolgte die Anlage der
Pipetten zur doppelten Ganzzellableitung (DWPC).

Unter kontrollierten Bad- und Pipettenbedingungen fanden sich
bei einem applizierten Haltepotential von —40 mV mittlere inter-
zellulédre Leitfahigkeiten (Gj) fir die erste Versuchsreihe von 29.9
+ 2.6 nS (n=31), fir die zweite Reihe 55.5 + 16.7 nS (n=18) und
far die dritte Versuchsreihe 67.2 + 10.1 nS (n = 13). Diese
Leitfahigkeiten veradnderten sich Uber die gesamte Messdauer nicht
signifikant. Die gemessenen Membranpotentiale betrugen fur die
erste Versuchsreihe -30.0 £+ 1.2 mV (n=108), fir die zweite
Versuchsreihe -27.3 £ 6.3 mV (n=18) und -35.0 £+ 1.1 mV (n=13)
fur die dritte Versuchsreihe.

Die wdahrend der gesamtem Messperiode ermittelten Leitfdhig-
keiten wurden gegen den Mittelwert der ersten 5 Melminuten
gemittelt, so dass die Leitfdhigkeiten als (Gj/ Gj0) angegeben
wurden. Die kurzzeitig beobachtbaren Schwankungen in der
interzelluldre Leitfdhigkeit wunmittelbar nach Etablierung der
DWPC-Konfiguration sind die Folge der Diffusion des
Pipettenmediums in den zytoplasmatischen Raum. Insgesamt
gelangen Messreihen mit einer stabilen GJIC uber 90 (erste
Versuchsreihe) bzw. 150 min (dritte Versuchsreihe) nach

Optimierung der Versuchsdurchfuhrung.
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Time / min

Abb. 8:
Zeitabhédngigkeit der interzelluldre Kopplung cochledrer Hensenzellen in

der Kontrollgruppe (n= 18) mit Standardabweichungen.
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3.2 Spannungsabh&angigkeit der transjunctionalen Leitfahigkeit

In dieser Versuchsanordnung erfolgte die Normierung der

interzelluldre Leitfahigkeit gegen die Leitfahigkeit bei 0 mV.

Die interzelluldre Leitfédhigkeit variierte spannungsabhédngig in
charakteristischer Weise (Abb. 9) bei konstantem
Membranpotential (n = 14). So fand sich zum einen (Abb. 9a) eine
geringe Spannungsabhé&ngigkeit. Dabei finden sich die maximale
Leitfahigkeit bei Vj= O0mV und die interzelluldre Leitfahigkeit
nimmt im positiven Bereich um 17.0 % (n=4) ab (0 mV bis +120
mV).

Zum anderen lieB sich eine signifikante Spannungsabhé&ngigkeit
der interzelluldare Leitfahigkeit (Abb. 9b) in dieser Gruppe
nachweisen. Die Leitfdhigkeiten blieben einerseits im Bereich von
—120 bis 0 mV konstant und fielen von 0 bis +120 mV um 30.9 %
ab (n=7).

Zusatzlich zu den oben beschriebenen Verldufen kam es
sporadisch entweder zu einem monophasischen Abfall (bis zu 60
%) der Leitfahigkeit im Bereich von -120 bis +120 mV (Abb. 9c)
oder zu einem Anstieg (bis zu 35 %) der Leitfahigkeit von —-120
bis 0 mV bei konstanter Leitfahigkeit von 0 bis +120 mV (Abb.
9d).

34



()

my
—
o
[ e |

LIl

(b)



(c

Y

L

o
|

Vv

—_

ha

o
I

]/
o
8

(d)

Abb. 9:

Messungen der Spannungsabhédngigkeit interzelluldre Leitfdhigkeit (a - d).
9a und 9b mit mittleren Standardabweichungen. 9¢c und 9d Einzelmessungen
(Die Leitfahigkeit wurde jeweils gegen den Wert bei 0 mV normalisiert.
Die transjunctionale Spannung (mV) ist von -120 mV bis 120 mV
dargestellt)
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3.3 Auswirkungen von H,0, auf die interzellulare Kopplung

In dieser Serie erfolgte die Normierung der Leitfdhigkeit (Gj)
gegen den Mittelwert der Leitfdhigkeit innerhalb der ersten 10
MeBminuten (n = 24). Nach weiteren 5 min stabiler Leitfédhigkeit
erfolgte die interzelluldre Perfusion mit 0.08 mM, 0.4 mM, 0.8
mM, 4 mM und 8 mM H,0,. Das Membranpotential war Uber den
gesamten Messzeitraum stabil. Mikroskopisch waren die Zellen
ebenfalls unverdndert, so dass von ihrer Vitalitat ausgegangen
werden kann (keine zytoplasmatischen Verdnderungen, Kkeine
Form- oder sichtbaren Membranverdnderungen).

Bei einer Konzentration von 0.08 mM H,0, fanden sich keine
Anderungen der interzellulare Leitfahigkeit (Gj/Gj0) (+/- 0.1 SDM
max.), bei hoheren Konzentrationen nahm die Leitfdhigkeit jedoch
schnell, signifikant und irreversibel ab. Nach 15 min
Perfusionszeit sank die Leitfahigkeit durchschnittlich um
mindestens 50 % ab im Bereich von 0.4 mM (+/- 0.08 SDM max.),
0.8 mM (+/- 0.12 SDM max.), 4 mM (+/- 0.08 SDM max.) bis 8
mM (+/- 0.08 SDM max.) H,0,.

Kontrollmessungen, bei denen nach dem Absinken der Leit-
fahigkeit eine neutrale Kontrollbadlésung eingesetzt wurde,
fuhrten nicht zu einem Wiederanstieg.

Innerhalb der Versuchsreihe fanden sich variable Kinetiken der
Leitfadhigkeitsdnderungen, die moglicherweise ihre Ursache in der
unterschiedlichen intracochledren Lokalisation (mittlere/basale
Schneckenwindung) der eingesetzten Hensenzellen (und damit
einer verdnderten Membrankinetik) haben (vgl. Diskussion)
(Spicer et al., 1994).
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H, O,

—x— 0.0BmM n=4
—e—0.AmM n=4
—ic—0.8mM n=5
—a—4mM n=5
—o—8mM n=6

G;/ Gjo

Time / min

Abb. 10:
Zeitliche Verédnderungen interzelluldre Leitfahigkeit cochledrer

Hensenzellen unter Perfusion mit verschiedenen Konzentrationen von H,0,.

3.4 Auswirkungen von H,0, auf [Ca?®*];

Nach Etablierung einer doppelten Ganzzellableitung mit dem
spezifischem Pipettenmedium (Fura 2) erfolgte der Beginn der
Messungen erst nach Stabilisierung des [Ca’*]i, um
perfusionsunabhangige [Ca®*]i Verdnderungen auszuschlieBen
(z.B. Membrandefekte und/ oder ableitungsdinduzierte Ca®" -
Freisetzung, Interaktionen von Zytosol, Calciumspeichern
und/oder Pipettenmedium).

Die Veranderungen des [Ca®*]; durch H,0, konnten somit erst nach
Erreichen eines Steady-state gemessen werden. In Abwesenheit
von H,;0, fand sich ein intrazelluldrer Kalziumspiegel von 100-
200 nM (Abb. 11, 12). H,0,-Perfusion der Zellen (0.08/ 0.8 mM,
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je n=4) im Badmedium induzierten eine zeit- und
konzentrationsabhdngige Veranderung des [Ca®*]; (vgl. Abb. 11,
12). Bei einer Konzentration von 0.08 mM H,0, fanden sich
oszillierende Antworten des [Ca®*]; . Kurz nach Initiierung der
H,0,-Perfusion fanden sich periodische Verdnderungen des
intrazelluldren Kalziumspiegels (innerhalb eines 15 min.-
Rhythmus) mit einem steten Anstieg, gefolgt von einem rapiden
Abfall. Das GJIC-Verhalten war dabei stabil (Abb. 11).

Nach Zugabe von 0.8 mM H;0, zum Badmedium kam es zu einem
nachhaltigen, kontinuierlichen Anstieg des [Ca®*]i, wobei nach 25
min ein Maximalwert (2 pM [Ca®*]) erreicht wurde (Abb. 12).
Parallel dazu war eine Abnahme der interzelluldre Kopplung zu
beobachten (Abb.12).
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Abb. 11:

Veranderungen von [Ca®*]; nach Perfusion mit 0.08 mM H,0,.

39



[Ca™] / uM
©

time / min

Abb. 12:

Veranderungen von [Ca?*]; nach Perfusion mit 0.8 mM H,0,.

3.5 Auswirkungen von H,0, auf die lonenkandale der Einzelzelle

In dieser Versuchsreihe wurde untersucht, ob die beobachteten
Verdanderungen der Leitfahigkeit und des intrazelluldren
Kalziumspiegels auch zu Verédnderungen der lonenkanal-
leitfahigkeiten der einzelnen Hensenzelle fuhren. Hierzu wurden
eine einzelne Hensenzellen nach 30 min- Inkubation im
Badmedium (HBSS - n=4; HBSS + 0.08 mM H;0, - n=3; HBSS +
0.8 mM H,0, - n=3) untersucht, wobei sich far alle Medien eine
Aktivierungskinetik bei -20 mV fand. Die Strom/
Spannungskennlinie lieR sich durch die Zugabe von H;0, nicht
beeinflussen, d.h. das spannungsabhidngige Offnungsverhalten der

lonenkanéle blieb unverdndert und [Ca?*]; hatte keinen EinfluB.
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Abb. 13:

Strom-Spannungskennlinien von einzelnen Hensenzellen in der einzelnen
Ganzzellableitung wahrend einer Perfusion mit verschiedenen Ldsungen
(¢ Kontrolllosung, A 0.8 mM und 3 mM H,0,y.

3.6 EinfluR von Gentamycin auf die GJIC

Die Perfusion der Hensenzellen mit verschiedenen
Gentamycinkonzentrationen (1 pM - 100 pM) fuhrte weder zu
einer Verdnderung des Membranpotentials bzw. des nicht-
junctionalen Widerstandes noch zu morphologischen
Verdnderungen der Zellen (s.o.). Die Zellen waren vital und
wurden durch den Versuchsaufbau nicht beeintrédchtigt (Abb. 14,
15).

Auch die interzelluldre Leitfahigkeit danderte sich bei 1 uM

Gentamycin Uber den Beobachtungszeitraum von 1 h nicht.
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CTentatni cin

= —a—1 pM
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Time { min
Abb. 14:
Beispielhafte Auswirkung von unterschiedlichen Gentamycin

konzentrationen auf die interzelluldre Kopplung von Hensenzellpaaren (1
MM, 5 uM, 10 pM und 100 pM). Gj wurde relationiert zum Mittelwert der
Leitfdhigkeit 10 min nach Etablierung der DWPC-Konfiguration.

Erst bei Zugabe von 5 puM Gentamycin zum Perfusat fanden sich
diskrete Veranderungen in der interzelluldaren Leitfahigkeit (Abb.
15), die sich nach ca. 15 min Perfusion wieder normalisiert hatten
(Schwellenkonzentration). Nicht vollstandig klar war, ob bei
diesen diskreten Verdnderungen (s.o0.) die jeweilige intracochledre
Position der einzelnen gewonnenen Hensenzellen (d.h. die
tonotope Anordnung und Variabilitdt) eine Rolle spielte (Spicer et
al., 1994; Sha et al., 2001).

Bei hoheren Gentamycinkonzentrationen kam es zu einem
monophasischen Abfall der interzelluldre Leitfdhigkeit um 20 %
innerhalb von 7 (£ 2.9) bzw. um 50 % innerhalb von 23 (£ 1.4)
min (10 puM). Bei 100 puM betrug der Abfall 20 % (50 %) nach 6.5
(+ 0.5) min (10.5 + 2.5 min). Die mittleren maximalen

Standardabweichungen der interzelluldren Leitfédhigkeit betrugen
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fir 1 uM (£ 0.13), 5 pM (£ 0.18), 10 pM (£ 0.14) und 100 uM (=
0.22).

Damit lieB sich eine signifikante, konzentrationsabhéngige
Abnahme der interzelluldre Leitfdhigkeit durch Gentamycin

nachweisen.

Gentamicm

——1p
—o—5 pid
—&— 10 plA
—&—100p M

Time /min
Abb.15:

EinfluB unterschiedlicher Gentamycinkonzentrationen auf die interzellulére

Kopplung von Hensenzellpaaren (n = 3 fur jede Konzentration) .

3.7 Inhibition der Gentamycin-induzierten Verdnderung der GJIC
durch Katalase
Katalase ist ein (H,0,-spezifischer) Radikalenfdnger, mit dem die
Hensenzellpaare nach Herstellung einer stabilen doppelten
Ganzzellableitung préainkubiert wurden (1000 U/ml). Durch
nachfolgende Zugabe von 10 uM Gentamycin (n=3) verdnderte sich
die interzelluldre Leitfédhigkeit bei stabilem Membranpotential
nicht. Damit wurde gezeigt, dass die Gentamycinvermittelten
zelluldren Verdnderungen wesentlich durch freie Radikale (H,03)
vermittelt werden. Auch nach Zugabe einer nochmals deutlich
héheren Gentamycinkonzentration (100 puM, n=3) fand sich zwar

ein zeitverzogertes Absinken der interzelluldre Leitfédhigkeit.
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Dabei muf3 jedoch berlicksichtigt werden, dass die
Katalasekonzentration unverdndert blieb und vermutlich nicht
ausreichte, um eine Inhibition des Gentamycineffektes vollstandig

ZU erreichen.

Gentamicin
Catalase
{.')E 1 SO 10 pI
—_ L : 10 pM
o —a—100 pM
"""""""""""""""""""" ——— 5D 100 pi
|:| 1 1 1 1
10 20 30 40 50
Time / min
Abb. 16:

Suppression der Gentamycin-induzierten (10 uM/ 100 puM) Minderung der
GJIC mittels Prainkubation wund simultaner Addition von Catalase
(1000U/ml).

3.8 Interaktion von ionisiertem Eisen und Deferoxamine mit der
Gentamycin- induzierten Veradnderung der GJIC

Da in der Literatur belegt ist, dass Eisenchelatoren die
ototoxische Gentamycinwirkung antagonisieren koénnen (Song et
al., 1996) bzw. ionisiertes Eisen die Ototoxizitat verstarkt (Xu et
al., 1995; Conlon et al., 1998), sollte in der vorliegenden Serie
die Rolle ionisierten Eisens und von Deferoxamine (als
Eisenchelator) beim GJIC wuntersucht werden. Der zellulédren

Toxizitat von Gentamycin liegt eine Komplexbildung mit (Fe?")
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zugrunde (Priuska et al. 1995), die dann die ROS-Freisetzung
auslost (Fenton-Reaktion).

In einer ersten Serie wurden die Hensenzellpaare mit 100 uM
FeSO4 (als Zusatz zum Badmedium) perfundiert (Abb. 17). Dabei
fand sich eine stabile Kopplung ohne Beeintrdchtigung des
Membranpotentials. Somit konnte eine direkte Interaktion von

Eisen und der GJIC ausgeschlossen werden.

Fe50 4 100 uM

o 1---.i.______T.'I__..._____T ________ .
G fan Foa¥F Vo0 W
i —8— n=3
m_' ______________________________________ —SDM
0 , : . |
10 20 30 40 50
Time / min
Abb. 17 :

Leitfahigkeitsdnderungen (Gj) nach Zugabe von 100 uM FeSO,; zum

Badmedium. Mittlere Standardabweichungen sind dargestellt .

In einer nédchsten Versuchsreihe inkubierten wir unsere Zellpaare
mit dem Eisenchelator Deferoxamine (100 pM) und fugten der
Badldésung nach 15 min 10 pM Gentamycin (Abb.18) und in einer
weiteren Versuchsreihe 100 pM Gentamycin (Abb.19) hinzu. Es
fand sich eine stabile Interzelluldre Kopplung zwischen 43.8 nS
(Abb.18) (n=3) und 70.1 nS (Abb. 19) (n=4) unter den genannten
Versuchsbedingungen. Der Chelator fihrte zu einer Bindung des

intrazelluldr geldsten Eisens, so dass es nicht zu einer
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Komplexbildung mit Gentamycin und der Kaskade nachfolgender

Effekte kommen konnte.

Genta. 10puM

Deferoxamine 100 uM

- B
*eggtet, _sasene U
O 4 -
G e —_
" _ __—__—____————__ -— - —8— =3
o —— 5DM
I:I 1 1 1 1
10 20 30 40 &0
Time / min
Abb. 18:

Leitfahigkeitsdnderungen (Gj) nach Vorinkubation mit Deferoxamine (100

uUM)und nachfolgender Zugabe von Gentamycin (10 uM).
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Abb. 19:

Leitfahigkeitsdnderungen (Gj) nach Vorinkubation mit Deferoxamine (100

uUM)und nachfolgender Zugabe von Gentamycin (10 uM).

In einer letzten Serie konnte gezeigt werden, dass erst durch
Zugabe von 100 pM Fe SO4 (zum Badmedium HBSS, was bereits
100 pM Deferoxamine/Gentamycin enthielt) die interzelluldre
Leitfahigkeit um 56 (+ 11.5) % nach 30 min und 68 (+ 14.4) %
nach 45 min absank (Abb. 20)(n=3).

Damit wurde bestédtigt, dass nach vollstdndiger Absé&ttigung des
Eisenchelators Deferoxamine durch Eisenzugabe die
Fentonreaktion mit ROS-Bildung verstarkt einsetzt und somit die

interzellulédre Leitfdahigkeit verringert wird (Linksverschiebung).
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Abb. 20 :

Leitfahigkeitsdnderungen (Gj) bei vorinkubatierten Hensenzellen (100 puM
Deferoxamine/Gentamycin) nach Zugabe von 100 pM Fe SO,.

3.9 Haufigkeit von Konnexin- Mutationen in der Population

Insgesamt fanden sich bei 30 (11.1%) Patienten Cx26- Mutationen
innerhalb der Studiengruppe von 270 Patienten. Bei 4 dieser
Patienten fand sich eine homozygote Mutation. Bei 2 Patienten
fand sich eine ,compound- heterozygote Mutation“ und bei 23
Patienten eine heterozygote Cx26- Mutation. Bei einem weiteren
Patienten bestand eine ,compound heterozygote Konstellation®
einer Cx26- Mutation und einer Cx30- Deletion (Tab.l1l: Pat. IL:
GJB2-V37L/ GJB6-D13S1830). Bei 3 Patienten der Studiengruppe
zeigte sich eine heterozygote Cx30- Mutation (Serl99Thr). Die
Haufigkeit von Patienten mit c¢.35delG- Mutationen in der
Studiengruppe betrug 3.3 % (n=9). Die Haufigkeit dieser Mutation
in der Cx26- Mutationsgruppe lag bei 30 %. Weitere hé&ufigere
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Mutationen in der Studiengruppe waren M34T (n=7), V1531 (n=4)
und V37T (n=3). Eine individualisierte Darstellung der Patienten
mit Mutation, klinischer Subgruppe und HOoOrverlust findet sich in
Tab.1l (Anhang).

Die Haufigkeit von Mutationen im Bereich der Kontrollgruppe von
260 Probanden betrug 8.9 % (n=23) und betraf ausschlielllich
heterozygote Cx26- Mutationen. Cx30- Mutationen fanden sich in
der Kontrollgruppe nicht. Die h&ufigsten Cx26- Mutationen waren
M34T (n=9), c.35del (n=5) und V37T (n=4). Eine individualisierte
Darstellung der Patienten mit Mutation, klinischer Subgruppe und
Horverlust findet sich in Tab.2 (Anhang).

3.10 Verteilung der Mutationshaufigkeiten in den klinischen
Subgruppen von Patienten

Zusammenfassend fand sich eine Verteilung der Mutations-
haufigkeit innerhalb der klinischen Subgruppen wie folgt:

- 3 von 22 (13.6%) Patienten innerhalb der Gruppe 1;
von 52 (2.0%) Patienten innerhalb der Gruppe 2;

von 3 (66.6%) Patienten innerhalb der Gruppe 3;
von 24 (16.7%) Patienten innerhalb der Gruppe 4;
von 57 (12.3%) Patienten innerhalb der Gruppe 5;
3 von 113 (11.5%) Patienten innerhalb der Gruppe 6

1
N N TS
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Taubheit

Okeine Mutation
OMutation

Gruppe 1
Akustikusneurinom
33 Okeine Mutation
OMutation
677
Gruppe 3
akute H-':irrninderung
12%
Okeine Mutation
OMutation
88%
Gruppe &
Abb. 21 :

Verteilung der Haufigkeit von Cx26-Mutationen innerhalb der klinischen

Subgruppen.

Das Auftreten der drei Cx30-

die Gruppe 4.

Unter Ausschluss der Patienten mit Konnexin-

M. Meniere'

2%
Okeine Mutation
OMutation
95%
Gruppe 2

Otosklergose

17%
Okeine Mutation
OMutation
83%
Gruppe 4
beidseitige Innenchr-
schwerhorigkeit
12%
Okeine Mutation
OMutation
88%
Gruppe &

Mutationen betrifft ausschliesslich

Mutationen fand

sich, basierend auf der Familienanamnese, bei 8.5 % der Patienten
der Studiengruppe der Hinweis auf einen genetischen Hintergrund

der bestehenden HO6rminderung. In der Gruppe der Konnexin-
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Mutationstrager fand sich innerhalb der Familienanamnese der
Hinweis auf eine genetische Ursache der Horminderung bei 38.2 %

der Patienten.
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4. Diskussion

4.1 Regulation von Zell-Zell-Kan&len an Hensenzellen des
Innenohres

1985 zeigten Neyton und Trautmann erstmals, dass die doppelte
Ganzzellableitung aufgrund ihres hohen Signal — Rauschabstandes,
des niedrigen Eingangswiderstandes und des geringen Leckstromes
eine hervorragende Methode zur Untersuchung von einzelnen Zell-
Zell-Kandlen darstellt. Die Einzelkanalleitfahigkeit von Tré&nen-
drisenzellen der Ratte wurde in der damaligen Untersuchung mit
70-180 pS angegeben bei einer langsamen, spannungsunabhéngigen
Kanalkinetik mit einer mittleren Offnungszeit von 2 s.
In der Folgezeit erfolgte die Charakterisierung weiterer Kanal-
eigenschaften mittels ACh (Neyton et al., 1986),
Phosphorylierung, Ca2+, pH, Cholezystokinin, Calmodulin etc.
(Kolb et al.,1991).
Das AusmaR der interzelluldre Kopplung cochleédrer Hensenzellen
ist ungewohnlich hoch, da 25 % der zelluldaren Oberfldche von
konnexonhaltigen Plaques eingenommen wird (Forge et al., 2003).
Die im Rahmen unserer Untersuchungen gefundenen
Leitfahigkeiten dieser Zell-Zell-Kanédle (Todt et al., 1999) von bis
zu 180 nS bestdatigen die ausgeprdgte Kopplung und liegen somit
deutlich Uber den Werten anderer gekoppelter Zellen (z.B. 45- 85
nS fur pankreatische Azinarzellen, 30 nS fur Kardiomyozyten)
(Ngezahayo et al., 1993, Verrachia et al., 1999). Die bislang in
der Literatur beschriebenen Verfahren zum Kopplungsnachweis
waren entweder qualitativer Natur (Farbstoffkopplung, z.B. mit
Lucifer yellow) oder semiquantitativ zum Nachweis der Anzahl
miteinander verkoppelter Zellen (Kapazitdtsmessungen) (Santos
Sacchi et al., 1986) geeignet.
Unsere Untersuchungen fihrten im Laufe des Experimental-
zeitraums durch Optimierung der Pré&parationstechniken, durch

Medienmodifikation u.a. zu einer verldngerten Lebensfahigkeit der
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Zellprdaparation und zu kontinuierlich verbesserten Ableit- und
Messbedingungen. Die anfdanglich gemessene mittlere Leitfdhig-
keit (29.9 nS bei einer Kopplungsdauer von etwa 1,5 h)
verbesserte sich spéater auf 67.0 nS bei einer Kopplungsdauer von
etwa 2.5 h (Todt et al., 1999; 2000; 2001; Junker 2000; Bldédow et
al., 2003).

In unseren Versuchsreihen fanden sich variable Spannungs-
abhé&ngigkeiten, die von relativ gering (Abb. 9a) bis zu sehr stark
(Abb.9c) schwankten. An diesen Beispielen lassen sich keine
Analogieschlisse zu homotypischen Zell-Zell-Kanédlen herleiten.
Eine deutliche Ahnlichkeit der inversen Kurvenverlaufen, wie sie
in den Untersuchungen beobachtet wurden (Abb. 9b, 9d), besteht
jedoch zum Kanalverhalten der heterotypischen Kandle
(Cx30/Cx26) (Dahl et al. 1996). Es kann deshalb vermutet
werden, dass diese heterogenen Zell-Zellkanédle im Corti- Organ
eine funktionell wichtige Rolle bei der interzelluldren Kopplung
spielen (Todt et al., 1999; Todt et al., 2001). Heteromere
Konnexone konnten mittels immun-histochemischen Nachweises
im Corti-Organ bereits nachgewiesen werden (Forge et al., 2003;
Ahmad et al., 2003) und Sun und Mitarbeiter (2004) zeigten, dass
diese Kandle sogar quantitativ Gberwiegen. Zur Zeit gelingt ein
weiteres experimentelles Aufschlisseln der einzelnen Konnexine
(innerhalb der Konnexon-Untereinheiten) noch nicht, so dass wir
ohne strukturellen Nachweis auf die funktionell-
elektrophysiologischen Untersuchungsergebnisse angeweisen sind.
Mit dieser Heterogenie der Kanalzusammensetzung zwischen den
Hensenzellen erkldrt sich auch das hochgradig variable,
spannungsabhdngige Offnungsverhalten. Sowohl die spannungs-
abhdangige Leitfédhigkeit homomerer homotypischer Cx26/Cx30-
Kandle als auch homomerer, heterotypischer Cx26/Cx30-Kandle
(Dahl et al., 1996; Valunias et al., 1999; Manthey et al., 2001;
Beltramello et al., 2003) entspricht nicht den beobachteten

Kanaleigenschaften der frisch dissoziierten Hensenzellen (Todt et
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al., 1999; Zhao et al., 2000; Todt et al., 2001). Die funktionelle
Bedeutung dieses variablen Offnungsverhaltens kann zum
gegenwartigen Zeitpunkt ebenfalls noch nicht wvollstdndig
aufgeklart werden. Moglich erscheint jedoch -eine tonotope,
spezifische Funktion einzelner Hensenzellsub-populationen
innerhalb der Cochlea, so dass die Vorstellung eines raumlich gut
definierten Puffermechanismus damit belegt wére (Spicer et al.,
1994).

Experimentell kann man die Kanaleigenschaften der verschiedenen
Konnexine nach Expression in Zellsystemen untersuchen: Wéahrend
in HELA- Zellen homotypische Zell-Zell-Kanéle bekannter
Konnexine oder angenommen heterotypische unklarer Konnexin-
zusammensetzung elektrophysiologisch untersucht werden kdénnen,
kann man mit Hilfe der Xenopus laevis- Oozyte zwei homotypische
Konnexone unterschiedlicher Konnexine analysieren. So wurde
beschrieben, dass Cx26-Zell-Zell-Kandle - ebenso wie Cx30 - ein
weitgehend symmetrisches Spannungsverhalten zeigen. Jedoch
zeigt das spannungsabhidngige Offnungsverhalten — im Hinblick
auf die Kinetik und Vo — sehr unterschiedliche Auspragung (Dahl
et al., 1996). Koppelt man heterotypisch Cx26 mit Cx30, findet
sich ein deutlicher Abfall der Leitfahigkeit bei
Hyperpolarisierung (Dahl et al., 1996). Weitere Unterschiede
finden sich in der Farbstoffkopplung homotypischer Kandle. Die
Expression von Cx26/Cx30 Chiméaren in HeLa- Zellen belegen, dal}
die zytoplasmatischen Doménen dieser Konnexine fur das
leitfadhigkeits- und spannungsabhdangige Offnungsverhalten
verantwortlich sind (Manthey et al., 2001). Valiunas und
Mitarbeiter (1999) nehmen an, daB Cx30 bei einer mittleren
Leitfdhigkeit von 180 pS nicht nur dazu in der Lage ist, kleinere
lonen passieren zu lassen, sondern auch Molekile zwischen 40 -
300 pS (vgl. auch dazu Waltzmann und Spray 1995). Damit ist
Cx30 aus funktioneller Sicht gut dafur geeignet, intensive,

interzelluldre Signaltransduktion zu erméglichen.
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4.2 Funktionelle Bedeutung von Cx26 und Cx30 im Corti-Organ

Cx26 und Cx30 konnten als quantitativ wichtigste Konnexine in
cochledren Hensenzellen nachgewiesen werden (Kikuchi et al.
1995; Lautermann et al., 1998). Damit sind diese beiden Kaniéle
wahrscheinlich vorrangig fur den intracochledren, intrazelluldren
Abtransport des bei der Haarzelldepolarisation freiwerdenden
Kaliums verantwortlich (Kikuchi et al., 1995, 2000; Forge et al.,
1999; Wangemann 2002). Bei der Signaltransduktion der
auftreffenden Schallwelle (,,cochledrer Verstirkermechanismus®)
erfolgt in die &uBere Haarzelle ein Kaliumeinstrom durch die
Stereozilien entlang eines elektrochemischen Gradienten. Nach
der Depolarisation der Zelle wird das Kalium durch einen Maxi-K-
Kanal aus der basolateralen Zellwand heraustransportiert (Gitter
et al., 1992), um so die schnelle Repolarisierbarkeit zu sichern.
Es ist wahrscheinlich, dass die so freigesetzten Kaliumionen aus
dem Corti-Tunnel mit Hilfe eines K-Cl Cotransporters KCC 4
(Boettger et al., 2002) oder von Kaliumkandlen Kir 4.1 (Hibino et
al.,1997), MERG1la (Nie et al., 2004) oder KCNQ3 (Liang et al.,
2004) in die Stutzzellen gelangen. Von dort werden sie Uber die
Zell-Zell-Kanéle abgeleitet, um so die ionale Homdostase im
Corti-Organ zu gewidhrleisten (,lokaler Kaliumpuffer
mechanismus®“) (Johnstone et al., 1989).

Durch diesen lokalen Puffermechanismus ermdéglichen die Zell-
Zell-Kanale der Hensenzellen die Aufrechterhaltung des
hochpositiven endolymphatischen Potentials (EP, +85 mV). Dieses
positive Bestandspotential wird von der kaliumreichen
Endolymphe getragen und ,treibt als Batteriestrom® die
Repolarisierung der OHC voran (Kikuchi et al., 1995; Souter and
Forge et al.,1998; Wangemann, 2002; Forge et al., 2003). Weitere
Zell-Zell-Kanédle im Corti-Organ finden sich in der Stria

vascularis, einem kaliumsekretorischen Epithel, das den
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Endolymphschlauch an der lateralen Seite begrenzt (Forge, 1994;
Carlisle et al., 1990; Souter and Forge, 1998). Eine madgliche
Route des ,,Kalium-Traffickings® in die Stria vascularis (McGuirt
and Schulte 1994; Schulte and Steel, 1994) geht dlber die
ligamentéren Fibrozyten unter Umgehung der dichten
Schlussleistenkomplexe der Basalzellen. So konnte gezeigt
werden, dass nach intracochledrer Applikation von Proadifen -
einem spezifischen Zell-Zell-Kanalentkoppler - ein Absinken des
endocochledren Potentials (EP) zu beobachten war (Spiess et al.,
2002).

Cx30 spielt von den intracochledr nachweisbaren Konnexinen eine
zentrale Rolle in der cochledren Physiologie, wie Knockout-
Experimente an Mausen zeigten. Wahrend fehlendes Cx30 dazu
fuhrte, dass die Tiere kein EP ausbilden (Teubner et al., 2003),
ist das EP bei Cx26-Knockout-M&dusen normal nachweisbar
(Cohen- Salmon et al., 2002). So sind die Konnexine im Corti-
Organ und in der Stria vascularis unterschiedlich exprimiert.
Somit ist bei unterschiedlicher Kompatibilitdt von Cx26/30 mit
anderen Konnexinen eine kompensatorischen Expression anderer
Konnexine (Cx32, Cx31, Cx43) vorstellbar, so dass diese
scheinbar gegenldufigen Ergebnisse der Knockout-Versuche
verstandlich werden.

Ein wichtiger Aspekt der Arbeit lag in der Untersuchung der
Beteiligung interzelluldrer Kommunikationsmechanismen Dbei
pathophysiologischen Verdnderungen im Corti-Organ. Bei
verschiedenen Innenohrerkrankungen - wie z.B. der Ototoxizitat
(Garetz et al., 1994a, 1994b; Priuska et al., 1995; Ravi et al.,
1995, Clerici et 1995; 1996; Clerici and Yang 1996; Hirose et al.,
1997; Kopke et al., 1997; Lopez- Gonzalez et al., 1998), den
akuten oder chronischen Ho6r- und Gleichgewichtsstérungen
(Seidmann et al., 1991; Quirk et al., 1994, Seidmann and
Shivapuja, 1993, Quirk et al., 1994, Hu et al., 1997, Yamane et
al., 1995) — spielt die erhohte Produktion freier Radikale (ROS,
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d.h. Wasserstoffperoxid-, Anionen- und Hydroxylradikale) in der
Entstehung der einzelnen Stérungen eine zentrale Rolle. Ahnliches
gilt far andere neuronale Gewebe, z.B. nach akuten Traumen
(Siesjo et al., 1989; Hall et al., 1993), das Reperfusionsmodell
nach akuter Ischdamie (Cao et al., 1988; Halliwell, 1992) oder
chronisch-degenerative Verdnderungen (Gotz et al., 1994,
Gutteridge, 1994).

4.3 Der EinfluB von H,0O, auf die interzelluldre Kopplung

Bisherige Untersuchungen der GJIC an Hensenzellen (Santos
Sacchi et al., 1983; Santos Sacchi 1984) bezogen sich
ausschlieBlich auf die physiologische Modulierbarkeit der
Kanaleigenschaften, z.B. durch pH-, Ca2+-, Spannungs- und
Temperaturdnderungen (Santos Sacchi, 1985; 1986; Sato et
al.,1994; Sato et al., 1998; Zhao et al., 1998).

In unserer Versuchsreihen fanden sich keine Hinweise auf eine
unmittelbare Beeintrdchtigung der Zellviabilitdt- bzw. integritéat
der Zellmembran nach Zugabe von H,;O, unterschiedlicher
Konzentration. Diese Resistenz der Hensenzellen — im Vergleich
zu den wesentlich empfindlicheren Sinneszellen (Clerici et al.,
1995)— konnte bereits im H&utchenprdparat nachgewiesen werden
(Dehne et al., 2000) und beruht auf dem hohen intrazelluléaren
Gehalt an Radikalenfdngern (Usami et al., 1996).

Die Verdnderungen der GJIC waren konzentrationsabhdngig und
fanden in einem engen zeitlichen Fenster von 30 min statt.
Wéahrenddessen kam es vom Absinken bis zur subtotalen Reduktion
(10 %) der Kopplung. Dieser Effekt Il&sst sich als direkte
Interaktion mit dem Zell-Zell-Kanal interpretieren (z.B.
Konnexinphosphorylierung), da dessen zelluldre Halbwertszeit im
Bereich von 2 bis 5 h liegt, so dass als alternative Erkl&rung fir
die Reduktion der intrazelluldren Kopplung ein Komplettaustausch

der Zell-Zell-Kanéle Uber ein Trafficking ausscheidet (Evans et
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al., 2002). Aufgrund der Bildung heteromerer Konnexone im
Corti-Organ (Forge et al. 2003) und der somit wahrscheinlichen
Ausbildung heteromerer, heterotypischer Zell-Zell-Kandle der
Hensenzellen (Cx26/Cx30) erscheint dieser Pathomechanismus
aufgrund der unterschiedlichen Phosphorylierbarkeit der
Konnexine als wahrscheinlichste Erkldrung. Fur Cx43 (Upham et
al., 1997) wund Cx30 (Saez et al., 1998) st bereits die
Phosphorylierung durch H,;O0, experimentell gut belegt. Bei
Zugabe von 0.08 mM H,0, zeigten sich keine Anderung der
interzelluldren Leitfédhigkeit, jedoch wies die intrazellulé&re
Kalziumkonzentration oszillatorische Schwankungen auf (Abb.
11). Dieser Effekt (Kannan et al., 1997) koénnte ber
Ryanoidrezeptoren vermittelt sein (Favero et al., 1995; Burlando
et al., 1997; Hernandez-Cruz et al., 1997), wie sie bereits fur
Hensenzellen nachgewiesen wurden (Sato et al., 1998) oder auf
komplexe Verdnderungen in der Signaltransduktion zurickgehen
(inkl. Genexpression, ATP-Synthese in Mitochondrien etc.)
(Nakahara et al., 1998; Ngezahayo et al., 1993).

4.4 [Ca?*]i und interzelluldre Kopplung

Unter Perfusion mit hoheren H,;O,-Konzentrationen (0.8 mM)
findet sich neben einer Minderung der Leitfahigkeit ein paralleler,
signifikanter Anstieg des [Ca?"]; (Abb.12).

Generell werden bei der auch hier angewandten (doppelten)
Ganzzellableitung die zytoplasmatischen Elektrolyte durch die
Pipettenldsung bestimmt, weshalb die Zugabe von 5 mM EGTA in
der Pipettenlosung die Kalziumionen gepuffert hatte. Somit kann
ausgeschlossen werden, dass es zu einem H,;O0,- induzierten
Anstieg von Kalziumionen im Zytoplasmaraum kam. Deshalb ist
wahrscheinlich, dass der in wunseren Versuchen beobachtbare
Anstieg des [Ca®*]; in Anwesenheit von EGTA durch eine

Freisetzung aus zellmembrannahen Regionen verursacht wurde
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(You et al., 1997)(Abb. 11, 12). Der starker ausgepréagte Anstieg
des [Ca’*]; nach H,0,-Zugabe fand seinen Niederschlag in der
parallelen Abnahme der GJIC (Abb. 10). Dieser Befund geht
primar auf eine direkte Interaktion des [Ca?']; mit der
Kanalstruktur zuriuck (Somogyi et al., 1991) und wurde fur
cochleare Stitzzellen im Millimolarbereich bereits beschrieben
(Sato et al., 1994). Andere, begleitende kalziumassoziierte
Ereignisse bei Anwesenheit von H;O, umfassen die bereits oben
beschriebene Phosphorylierung der Konnexine und eine
Phosphorylierung uUber G-Proteine (Nishida et al., 2000) sowie
eine Interaktion mit Calmodulin (Blédow et al., 2003).

Ein Einfluss von H,0, auf die spannungsabhé&ngige Leitfdhigkeits-
anderung der GJIC konnte ausgeschlossen werden (Abb. 13)(Todt
et al., 2001).

4.5 Bildung freier Radikale und Aminoglykosidototoxizitat

Aufgrund der Dbekannten Beteiligung von ROS an der
Aminoglykosidototoxizitdt (Takayama et al. 1997) und unserer
Ergebnisse der H,0,- induzierten Verdnderungen der
interzelluldren Leitfahigkeit sollte in einem ndchsten Abschnitt
untersucht werden, welchen Einfluss Gentamycin auf die GJIC hat.
Die Beobachtung, dass &ullere Haarzellen ex vivo ohne umgebende
Stutzzellen nach Aminoglykosidexposition Uber einen Zeitraum
von 6 h keine Vitalitdtsanderungen (Dulon et al., 1989 , Zenner et
al., 1994) und nur geringfigige Anderungen des Membran
potentials (Ernst et al., 1994) zeigen, ldsst eine aktive
Beteiligung der Stitzzellen bei der Generation freier Radikaler
und der Vermittelung der Aminogykosidototoxizitdt vermuten. So
war bisher bekannt, dass Aminoglykoside den Transduktionskanal
der Stereozilien der duBReren Haarzellen blockieren kénnen (50
MM) (Kroese et al., 1982; 1989), hohere Konzentration (0.5 mM -

ImM) in explantierten Kulturen von OHC und Stutzzellen fuhren

59



zum Zelluntergang der OHC (Richardson et al., 1991). Damit
entstand die Hypothese, dass der Horverlust nach
Aminoglykosidgabe durch den Haarzellschaden alleine nicht
entstehen konne, sondern dass andere zelluldre Strukturen und
Pathomechanismen einen ebenso entscheidenden Anteil daran
haben.

Der in den 80er Jahren vorgeschlagene und lange akzeptierte
zelluldre Pathomechanismus der Gentamycintoxizitdt umfasste die
Blockade eines Ca 2" -aktivierten K'-Kanals in der lateralen Wand
der OHC und die nachfolgende Bindung an zytoplasmatisches
Phosphatidylinositol 4,5-trisphosphat (InsP3) (Lim, 1986;
Williams, 1987). Alle diese Versuche wurden jedoch an isolierten
OHC-Préparationen ex vivo durchgefiuhrt. Da jedoch auch ein Jahr
nach erstmaliger i.v.-Gabe von Gentamycin im Tierversuch bei
unveranderter Horschwelle noch Gentamycin intracochlear
nachweisbar war (Dulon et al., 1993), musste der oben
vorgeschlagene Pathomechanismus einer Revision unterzogen
werden. Da Gentamycin als Substanz alleine keine zytotoxische
Wirkung auf isolierte OHC entfalten kann (Ernst et al., 1994),
mullte von einer Metabolisierung (,, Toxifizierung®“) ausgegangen
werden (Huang et al., 1990; Crann et al., 1992). So wurde gezeigt,
dass eine Chelatbildung von Gentamycin und Eisen im Corti-Organ
zur Freisetzung von ROS fihrt (Fenton-Reaktion) (Priuska et al.,
1995). Im Umkehrschluss konnte nachgewiesen werden, dass eine
Inhibition der ROS-Freisetzung durch Radikalenfédnger oder
Eisenchelatbildner in vivo (Garetz et al., 1994; Song et al., 1996;
1997) und in vitro (Garetz et al., 1994; Zenner et al., 1994) die
Aminoglykosidototoxizitdt verhindert.

Die Beobachtung von morphologischen Verédnderungen der Zell-
Zell-Kandle nach Gentamycinexposition sowohl im Corti-Organ als
auch in der Stria vascularis (Forge et al., 1985; Mc Dowell et al.,

1989) legten deshalb eine funktionelle Beteiligung der
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Hensenzellen bei der Aminoglykosidototoxizitdt nahe (Forge et
al., 2003; Bitner- Glindzicz, 2002).

So setzt ab 1h bis 3h nach Gentamicin Exposition mit
fortschreitender Zeit eine Minderung der gap junctionalen Plaques
in den entsprechenden Regionen der Basalzellen der Stria
vaskularis ein (Forge et al., 1985).

In unseren Versuchen nach Gentamycinzugabe findet sich eine
konzentrationsabhdangige, schnelle, irreversible Minderung der
GJIC durch 10 pM bzw. 100 pM um 50 % innerhalb von 10.5 min
bzw. 23 min (Abb.14) (Todt et al., 1999).

Diese unterschiedlichen Zeitverldufe haben vermutlich zwei
zugrundeliegende Mechanismen. Zum einen deutet die
Irreversibilidt der GJIC-Verminderung auf einen nicht mehr
vollstandig funktionsfdhige Zell-Zell-Kanédle hin. Da der
gentamycininduzierte Kanalabbau mittels Trafficking in einem
zeitlichen Fenster von 2 bis 5 h beginnt (Evans et al., 2002), sind
die von Forge und Mitarbeitern (1985) beobachteten
elektronenoptischen Veranderungen mit grofRer Wahrscheinlichkeit
auf diesen Mechanismus zurickzufiuhren. Die funktionellen
Anderungen der GJIC beginnen — wie oben gezeigt - deutlich
friher (Abb.14), wobei sich unsere eingesetzten Konzentrationen
daran orientierten, was Tran Ban Huy et al. (1981) in der
Perilymphe fanden (20uM). Damit simulieren unsere
Versuchsbedingungen realistisch das Szenario der ototoxischen
Reaktionen am Corti-Organ. Die Schwellenkonzentration fur das
Absinken der GJIC lag bei 5 pM (Abb.14), Gentamycin-
konzentrationen von 10 - 100 upM fihren zu einer zeitlich
schnelleren Verminderung der GJIC (Abb.14). Dieser Effekt
konnte durch Zugabe von Catalase - einem spezifischen H,0,-
Radikalenfanger (Mueller et al., 1996) - antagonisiert werden
(Abb.16). Damit konnten wir als Mechanismus der Toxifizierung
von Gentamycin die Bildung von ROS an den Hensenzellen

indirekt belegen. Aufgrund des hohen intrazelluldren Eisenanteils
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in den Hensenzelle (Dehne et al., 2001), muBR auch an diesen
Zellen die Fenton-Reaktion wursdchlich angenommen werden
(Priuska et al., 1995). Die Beobachtung, dass OHC unter Perfusion
von Gentamycin in ithrer Lebensfédhigkeit nicht eingeschrankt sind
(Dulon et al., 1989; Zenner et al., 1994; Keiner et al., 1995),
unterstiutzt die Hypothese, dass Stitzzellen als Eisenlieferanten
dienen. Die Hypothese, dass zusdtzliche Blutserumbestandteile
mit ihren Eisenspeichern zur Bildung von ROS beitragen (Forge
et al., 2000), ist mdglich. Neueste Arbeiten zeigen jedoch, dass
die Catalsebildung nach Gentamycingabe in der Cochlea
intrinsisch hochreguliert wird (Bodmer et al., 2004).

Die Hensenzellen reagierten weder morphologisch noch
elektrophysiologisch auf die Gentamycinzugabe in unseren
Versuchen, was vermutlich auf ihren hohen Anteil an Gluthation
(Usami et al.,1996), Taurin (Horner et al., 1997) und Vitamin A
(Biesalski et al., 1984) zurickzufihren ist, da diese Substanzen
als Radikalenfdnger dienen.

Da [Fe?*]; in der Perilymphe nach Gentamycin ansteigt (Xu et al.,
1995), der Eisenchelator Deferoxamin zu einer Reduktion der
Ototoxizitat fahrt (Song et al., 1996) und extern zugeflihrtes
[Fe?*] zu einer Zunahme der Ototoxizitat fuhrt (Canlon et al.,
1998), wurden zusétzliche Versuche zur weiteren Aufklarung der
Rolle von [Fe?*]; unternommen (Todt et al., 2001).

So konnten wir zeigen, dass eine Deferoxamine- Zugabe den
Gentamycineffekt antagonisiert (Abb. 18, Abb. 19), wobei das
[Fe?*]i mit hoher Wahrscheinlichkeit aus den Mitochondrien der
Hensenzellen stammt (Hiel et al., 1993; Balogh et al., 1970;
Hayashida et al., 1985; de Groot et al., 1990) und diese damit die
Sensitivitdat des Innenohres gegenuber Gentaymcin mitbestimmen
(Fischel-Ghodsian et al., 1993; Sun et al., 1990).

Damit ist auch auf der zelluldren Ebene der Stitzzellen der
entscheidende Beitrag des — in den Hensenzellen besonders hohen

(Dehne et al., 2001)- [Fe?*']i am Pathomechanismus der
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Aminoglykosidototoxizitdt bestatigt worden. Untersuchungen an
renalen Mitochondrien belegen die Fdahigkeit von Gentamycin,
[Fe?*]i durch H,0, aus seinen Bindungen zu Iésen und so seine
nephrotoxische Wirkung zu entfalten (Ueda et al., 1993; Yang et
al., 1995).

Der Zusammenbruch der GJIC nach Gentamycinexposition
zwischen den Stitzzellen hat gravierende pathophysiologische
Auswirkungen, da das beim Ho6rvorgang aus den OHC freiwerdende
ionisierte Kalium nicht mehr lokal gepuffert werden kann. Damit
ist die Repolarisierbarkeit der OHC nicht mehr gegeben, das EP
sinkt ab und mittelfristig entstehen die klinischen Symptome, wie
Horstérung und Tinnitus.

Unsere Untersuchungen legen den SchluR nahe, dass der klinische
Einsatz von Radikalenfdngern sich bei verschiedenen
Krankheitszustanden des Innenohres anbietet. An wichtigster
Stelle steht hier — neben der Pravention der
Aminoglykosidototoxizitdt - die akute HoOorminderung bzw. die
akute Innenohrschadigung (durch Ischédmie, L&rmtrauma etc.).
Ahnlich wie die Diskussionen um die zuvor weniger beachtete
Glia in den letzten zwei Jahrzehnten fir das ZNS zeigten,
scheinen auch die (glialen) Stitzzellpopulationen des Corti-
Organs eine eigene, wichtige Rolle in der Physiologie und
Pathophysiologie des HOrens zu spielen, wie diese und andere
Erkenntnisse belegen. Vor allem die Aufklarung der am haufigsten
weltweit vorkommenden, nicht-syndromaler Schwerhdrigkeit, die
durch eine Mutation des Cx26-Kanalproteins hervorgerufen wird,

hat hierzu entscheidend beigetragen.
4.6 Haufigkeitsverteilung von Konnexin- Mutationen
Aufgrund der Einfdhrung von genetischen Reihenuntersuchungen

in die klinische Praxis gewinnt die Frage der Haufigkeit

spezifischer Konnexin- Mutationen sowie der Nachweis
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spezifischer klinischer und neurootologische

Befundkonstellationen zunehmend an Bedeutung.

Erste Studien beschrieben eine Korrelation zwischen Ausprdagung
und Form des HoOrverlustes und verschiedenen Typen homozygoter,
heterozygoter, and ,compound heterozygoter® Cx26- Mutationen
(Cryns et al., 2003; Loffler et al., 2001; Azaiez et al., 2004). Die
Haufigkeit von Konnexin- Mutationen in einer tauben
nordamerikanischen Population wird mit 15.4% homozygoten
Tragern der Cx26 Mutation c¢.35delG und 11.8% einer einzelnen
Sequenzvariation von GJB2 angegeben (Pandya et al., 2003). Die
Haufigkeit von GJB2- Mutationen in Deutschland hingegen wurde,
in einer Population mit 50% genetischen Horverlusten untersucht
mit 9 % auf beiden Allelen und weiteren 9% auf einem Allel
(c.35delG) angegeben (Kunstmann et al., 2005). Weitere Studien
beschreiben eine H&aufigkeit von 3.8% homozygoten Tré&gern der
c.35delG Mutation in GJB2 bei Patienten mit mittelgradigem bis
schwerem (moderate to profound) Horverlust, 2.6% ,compound
heterozygoten® and 4.7% heterozygoten Trédgern. In einer
Kontrollgruppe von Probanden ohne HOrverlust lag die H&aufigkeit
von GJB2 Mutationen bei 0.8% (Kupka et al., 2002).

Homozygote and ,,compound heterozygote®“ Mutationen des Cx26-
Gens sind als Ursache verschiedener Graduierungen und Formen
der HOorminderung anzusehen (Laird et al., 2008). Die Rolle
heterozygoter, rezessiver Mutationen des Cx 26- Gens bei der
Entstehung von Hd&rstérungen ist oftmals unklar. Die Aufkl&rung
zusétzlicher Mutationen z.B. (del(GJB6-D13S1830); del(GJB6-
D13S1854)) ermdglichen deshalb ein besseres Verstandnis dieser
genetisch unklaren Typen von Horverlusten (del Castillo et al.,
2002; Lerer et al., 2001; Palares-Ruiz et al., 2002; del Castillo et
al., 2005). Auch taube Populationen sind charakterisiert durch

eine hohe Anzahl von Trdgern heterozygoter Cx-26-Mutationen im
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Vergleich zu Trédgern homozygoter Mutationen (Pandya et al.,
2003). In unserer Studienpopulation findet sich nur in einem Fall
eine der genannten zuséatzlichen Mutationen (del(GJB6-
D13S1830)).

In der Literatur wird eine gewisse Korrelation zwischen schweren
Horminderungen und homozygoten Cx26- Mutationen bzw. leichten
bis mittelgradigen Horminderungen und compound heterozygoten
and heterozygoten Mutationen beschrieben (Xue et al., 2005;
Snoeckx et al., 2005; Welch et al., 2007).

Dies stimmt zu einem gewissem Masse mit den individuellen
Auspragungsgraden der gefundenen Hd&érminderungen in unserer
Studienpopulation (Tab.l) lberein. Diese Korrelation macht die
Verteilung der Mutationstypen in der Studiengruppe aufgrund der
Einschlusskriterien (zwei Frequenzen > 30 dB) transparent.
Bedingt durch die Einbeziehung von Patienten mit
geringergradigen HOrverlusten ist der Anteil der homozygoten und
»~compound heterozygoten® Trdger vergleichsweise gering (n=7)
und der Anteil der heterozygoten Trager vergleichsweise hoch
(n=23).

In einer Studienpopulation mit einem hdoheren Anteil
hdéhergradiger Horverluste findet sich deshalb eine abweichende
Haeufigkeit (1:0.8) (Kupka et al., 2002).

Die Haufigkeit der Cx26- Mutation c¢.35delG von 3.3% in unserer
Studiengruppe steht im Einklang mit anderen Studien (Gasparini
et al., 2002). Die Frequenz von selektiven, vermutlich pathogenen
Cx26-Mutationen (c.35delG and c¢.313dell4) von 2.7 % in der
Kontrollgruppe war hdher als die in der Kontrollgruppe von
(Kupka et al., 2002) beschriebene H&aufigkeit dieser Mutationen
(1.6%).

Dieses Ergebnis erklart sich durch das hochselektierte Klientel in
einem Krankenhaus im Vergleich zu einer ,Normalpopulation® wie

bei Kupka et al., 2002.
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In der Kontrollgruppe findet sich die bezlglich ihrer Pathogenitéat
kontrovers diskutierte M34T- Mutation (Oshima et al., 2007) in
einer hoheren Rate (9 von 23) als die c¢.35delG Mutation (5 von
23) und auch hdaufiger als in der Studiengruppe (7 von 30).

Die M34T ist somit im Vergleich zur c¢.35delG (14) mit 16
betroffenen Probanden die hdufigste isolierte Cx26- Mutation in
der untersuchten Gesamtpopulation.

Dies verwundert, da die c.35delG Mutation in anderen Studien
die am héaufigsten isolierte Mutation in Deutschland ist.
(Kunstmann et al., 2005; Kupka et al., 2002). Auch ethnische
Einflusse in Berlin Brandenburg durch Einwanderungsstréme aus
Osteuropa Uber die letzten 250 Jahre kdnnen dies nicht erklaren,
da fur diese Regionen ebenfalls eine <¢.35delG- Dominanz
beschrieben wurde (Posukh et al., 2005; Wiszniewski et al.,
2001). Moglicherweise spielt hier die Probandenauswahl in der
Klinik eine determinierende Rolle (vgl. dazu Pollak et al., 2007).
Das Auftreten der 3 Patienten mit Konnexin 30 Mutationen steht
in Ubereinstimmung mit der niedrigen Frequenz in anderen

Studien (Kunstmann et al., 2005).

4.7 Cx26- Mutationen bei akuter Horminderung und

beiderseitiger Innenohrschwerhorigkeit

Reintonaudiometrische Untersuchungen innerhalb der Studien-
gruppe zeigen ein klinisch- audiologisch uneinheitliches Bild.

Im Gegensatz zu anderen Studien fanden sich innerhalb unserer
heterozygoten Konnexin- Mutationstrager tieffrequente
Horverluste (Xue et al., 2005), insbesondere in der Gruppe der
Patienten mit einer akuten einseitigen Horminderung (Tab.1).

In den meisten Fé&llen von bilateraler Horminderung zeigten sich
symmetrische, pantonale (flat) oder steilabfallende (sloping)

Hoerverluste im Reintonaudiogram.
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Innerhalb der Kontrollgruppe waren nur eine begrenzte Anzahl von
Reintonaudiogrammen (6 von 24) zu ermitteln.

Dabei konnte jedoch in allen Reintonaudiogrammen von Studien-
und Kontrollgruppe ein Horverlust nachgewiesen werden, der Uber
der Standardabweichung der Hoértests Normalhoriger lag (10 dB).
Aus Untersuchungen der otoakustischen Emissionen von
heterozygoten 35delG- Trdgern (Engel-Yeger et al., 2002) wissen
wir, dass diese vermindert sind.

Franze und Mitarbeiter (2005) beschrieben eine signifikante
reintonaudiometrische Differenz zwischen Tragern der
heterozygoten Cx26- Mutation c¢.35delG wund einem Normal-
kollektiv fir die Frequenzen 6 kHz and 8 kHz. Dies belegt einen
signifikanten Horverlust auch fiar die Gruppe der heterozygoten
Trager von 35delG- Mutationen. Daher kann, auf der Basis der
reintonaudiometrischen Ergebnisse bei Tragern der heterozygoten
Cx26 Mutationen, neben der c.35delG Mutation, in Studien und
Kontrollgruppe ein Einfluss dieser Mutationen auf das

Hoervermoegen angenommen werden.

4.8 Cx26- Mutationen bei Taubheit

Cx26- Mutationen sind als Ursache fir Ertaubung bei Cochlea-
Implant- Patienten gut bekannt. Ein besseres postoperatives
Sprachverstdndnis bei Cx26- Mutationen- Trédgern im Vergleich zu
anderen Patienten, die mit einem Cochlea Implant versorgt
wurden, wird diskutiert (Bauer et al., 2003; Sinnathuray et al.,
2004, Connell et al., 2007). Studien zur Haufigkeit von Cx26-
Mutationen bei Cochlea-Implant- Patienten variieren zwischen
18% und 40% (Lustig et al., 2004; Bauer et al., 2003). Die geringe
Anzahl an Cx26 Mutationen- Tréagern in unserer Studie (13.6%) ist
wahrscheinlich auf das hdhere Alter der implantierten Patienten

zurtckzufiuhren.
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Wé&hrend in anderen Studien der Anteil von Kindern hoch ist,
finden sich in unserer Studie Uberwiegend Patienten mit einem
Alter von tber 30 Jahren. Daher kann der Anteil an Patienten mit
einer nicht hereditdren Ursache der Ho6rminderung als groler
angenommen werden als in Studien mit einem hohen Anteil an
Kindern.

4.9 Cx26- Mutationen bei Morbus Meniere’

Innerhalb der wissenschaftliche Literatur findet sich kein Hinweis
auf ecine Korrelation zwischen M. Meniere’ und Konnexin-
Mutationen.

Die geringe Anzahl an Patienten (2%) mit Konnexin- Mutationen

und M. Meniere’ in unserer Studie bestdtigt diese Einschdtzung.

4.10 Cx26- Mutationen bei Akustikusneurinomen

Die grofle Bedeutung von Konnexin- Mutationen fur Wachstum und
Integritat neuraler Strukturen ist seit der erstmaligen
Beschreibung der Cx32- assoziierten X-chromosomalen Charcot-
Marie-Tooth Erkrankung wunbestritten. Bis zu 163 Cx32-
Mutationen sind beschrieben worden (Ressot et al., 2000).
Aufféalligerweise besteht zwischen Cx32 und Cx26 eine
phylogenetisch enge Beziehung und die pathogentisch bedeutsame
Cx32- Mutation Met34Thr ist auf derselben Proteinposition wie
die bezuglich ihrer Pathogenitdt kontrovers diskutierte Cx26
Mutation (Met34Thr) (Feldmann et al., 2004b) lokalisiert. In der
vorliegenden Studie fand sich die beschriebene Cx26- Mutation
(Met34Thr) bei beiden Patienten mit Cx26- Mutationen und
Akustikusneurinom.

Cx32 und Cx26 kdénnen heterotypische Zell- Zell- Kanéle bilden
(Swenson et al., 1989). Cx32 befindet sich bei den Schwannschen
Zellen an den Ranvier’schen Schnirringen sowie an den Schmidt-
Lantermann- Inzisuren. Bei Mé&usen l&sst sich Cx26 innerhalb der

Myelinscheiden, den Schmidt- Lantermann- |Inzisuren, jedoch
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nicht an den Ranvier’schen Schniirringen nachweisen. Des
weiteren erscheint Cx26 geringfugiger exprimiert zu werden als
Cx32 (Zhao and Spray, 1998), welches die fehlende Beschreibung
in anderen Studien erkldren kénnte (Mambetisaeva et al., 1999).
Nagaoka und Mitarbeiter beschreiben Cx26 an den perineuralen
Scheiden peripherer Nerven in Kolokalisation mit Laminin.
(1999). Somit erscheint eine physiologische Ausprdagung des Cx26
an nervalem Gewebe unzweifelhaft bedeutsam zu sein.

Die Diskussion der Relevanz gefundener Mutationen bei 2 von 3
Patienten mit Akustikusneurinomen erscheint aufgrund der
geringfligigen Anzahl an Patienten schwierig.

GroRere Studienpopulationen sind notwendig um eine madgliche
Korrelation zwischen Cx26 Mutationen und Akustikusneurinomen

einordnen zu kdnnen.

4.11 Cx26- und Cx30- Mutationen bei Otosklerose

Die Osteoblastenaktivitdat spielt bei der Pathogenese der
Otosklerose eine zentrale Rolle.

Konnexine wiederum werden als ein Schlusselfaktor in der
interzelluldren Kommunikation von Osteoblasten angesehen
(Donahue et al., 1995). Einerseits wurde ausschlielich Cx43 an
Osteoblasten beschrieben (Donahue et al., 2000), andererseits
fanden sich an Felsenbeinprédperaten von Patienten mit
Otosklerose Bereiche hoher Cx26- Expression. Atrophische
Verdnderungen und zystische Auftreibungen konnten in diesen
Regionen nachgewiesen werden (Doherty et al., 2004).

Der Horverlust von Patienten mit Otosklerose und Cx26- Mutation
in unserer Studiengruppe zeigte keine hochgradige Schwer-
horigkeit weder als reine Schalleitungsschwerhorigkeit noch als
kombinierte Schwerhorigkeit (Tab. 1). Die Haufigkeit von Cx26-
Mutations- Tré&gern (16.7%) in unserer Studiengruppe legt den
Verdacht einer Beziehung zwischen Konnexin- Mutationen und

Otosklerose nahe, obschon keine spezifischen Cx26- Mutationen
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geh&uft vorkommen. Der Anteil an von Konnexin-Mutationen
betroffenen Otosklerosepatienten erhdht sich noch weiter, wenn
man die nachgewiesenen 3 Patienten mit Cx30- Mutationen
hinzurechnet. Einschrdnkend muss jedoch darauf verwiesen
werden, dass man dieser Mutation (Serl99Thr) zum jetzigen
Zeitpunkt keine wesentliche Pathogenitdt zurechnet (Kelley et al.,
1999).

In allen Fé&llen von Konnexin-Mutationen fanden sich auch

anamnestisch Hinweise auf eine Hereditat der Otosklerose.

Neben den allgemein akzeptierten Ursachen der Otosklerose
(chronische Entzindung, virale oder genetische Ursache; Menger
et al., 2003) legen die vorliegenden Ergebnisse vor allem den
genetischen Hintergrund nahe. Betont werden muss in diesem
Zusammenhang, dass Konnexine intensiv in den Mechanismus des
interzelluldren Austausches bei der Vermittelung von chronischen
Entzindungen involviert sind.

(Tran van Nhieu et al., 2003).

4.12 Erbgang von Cx26- Mutationen

Vergleichen wir die Haufigkeit eines hereditaren familidren
Hintergrundes bei Cx26- Mutationstrdgern (38.2%) innerhalb der
Studiengruppe mit den Patienten ohne Cx26- Mutationen (8.5%),
so missen Cx26- Mutationen als die h&ufigste genetische
Determinante in der gesamten Population angenommen werden
(Gopalarao et al., 2008).

Bei einer Haufigkeit von 38.2 % Cx26- Mutationstrdagern und 8.5
% ohne Konnexin- Hintergrund kann im Ruckschluss von einer
Anzahl von 50 % spontanen Mutationen ausgegangen werden.
Diese Haufigkeit korreliert gut mit den in der Literatur gemachten
Angaben (60 %; Murgia et a., 1999).
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5. Zusammenfassung

Die vorliegende Arbeit soll einen Beitrag zur Aufkldrung der
physiologischen und pathophysiologischen Funktion von nicht-
sensorischem, glialem Innenohrgewebe leisten. Die
elektrophysiologischen Untersuchungen dienten insbesondere der
Aufkldrung von Regulationsmechanismen der durch Zell-Zell-
Kanadle (gap junctions) verbundenen Hensenzellen des
Meerschweincheninnenohres, denen eine entscheidende Rolle bei
der ionalen Homdostase des Innenohres zugeschrieben wird.

Die vorliegenden Untersuchungen wurden mit der elektro-
physiologischen Methode der doppelten Ganzzellableitung (double
whole-cell patch-clamp) an frisch dissoziierten Hensenzellen des
Meerschweincheninnenohres durchgefihrt, da bislang in der
Literatur nur Farbstoffkopplungen beschrieben wurden. Diese
elektrophysiologische Methode représentiert den Goldstandard bei
der direkten Untersuchung der durch Zell-Zell-Kandle vermittelten
interzelluldren Kopplung. Zusétzlich wurden die begleitenden
Verdanderungen der Kalziumionenkonzentration mittels FURA-2-
Fluoreszenzmikroskopie aufgezeichnet.

Erstmals gelang es in den vorliegenden Untersuchungen, die
elektrische Leitfahigkeit cochleédrer Zell-Zell-Kanédle unter in-
vitro-Bedingungen zu bestimmen. Die so nachgewiesenen,
variablen Kanaleigenschaften lassen eine heterogene Konnexin-
zusammensetzung der Zell-Zell-Kandle im Corti-Organ vermuten
und machen die Grenzen funktioneller Expressionsmodelle
(Xenopus laevis-Oozyte, HelLa-Zelle) fir die Aufkldrung der
interzellul&ren Kommunikation unter physiologischen und

pathophysiologischen Bedingungen deutlich.

Da freie Radikale bei der Entstehung wichtiger
pathophysiologischer Vorgédnge und Krankheitszustdnde im
Innenohr eine zentrale Rolle spielen (u.a. bei der

Larmschwerhorigkeit, Aminoglykosidototoxizitdt, Presbyakusis),
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wurde deren EinfluBR auf die interzelluldare Leitfédhigkeit
untersucht. So fanden sich eine konzentrationsabhdngige Abnahme
der interzelluldarer Kopplung nach Perfusion mit H;O0, ohne
morphologisch eingeschréankte Vitalitdt der Hensenzellen bei
gleichzeitiger Modulation durch kalziumabhéngige
Signaltransduktionswege.

Pathophysiologisch von groBer Bedeutung erschien die
Untersuchung der Beteiligung der Hensenzellen an der zellul&ren
Ototoxizitat von Aminoglykosiden. Bei Perfusion von gepaarten
Hensenzellen mit pathophysiologisch schadigungsrelevanten
Konzentrationen von Gentamycin zeigte sich eine
konzentrationsabhdngige Abnahme der interzelluldren
Leitfahigkeit, die sich durch prdexponentielle Inkubation der
Zellen mit Katalase, einem spezifischen Radikalenfédnger,
verhindern lieR. Grundlage dieser ototoxischen
Gentamycinwirkung, die durch freie Radikale vermittelt wird,
bildet die Fenton-Reaktion. Dabei kommt es zur Komplexbildung

von Gentamycin und Eisenionen, in deren Folge freie Radikale

entstehen. Eine Versuchsserie mit Eisenionen und dem
Eisenchelatbildner Deferoxamin wies nach, dass dem
Gentamycineffekt eine eisenabhédngige, H,0,-generierende

Reaktion zugrunde liegt. Da bislang die sensorischen Zellen des
Innenohres (&ullere Haarzellen) als zelluldres Haupttarget der
Gentamycinototoxizitat galten, gelang in den vorliegenden
Untersuchungen erstmals der Nachweis einer Beteiligung nicht-
sensorischer, glialer Innenohrstrukturen.

Die klinische Relevanz der vorgelegten Untersuchungen fuer die
HNO- Heilkunde ergibt sich aus der Tatsache, daBR 50 % aller
nicht-syndromalen Innenohrschwerhdrigkeiten durch Mutationen in
den Genorten entstehen, die das Kanalprotein Konnexin-26 (Cx26)
kodieren. Cx26 ist das quantitativ wichtigste Konnexin, welches
neben weiteren Konnexinen im Innenohr Zell-Zell-Kanale (gap

junctions) bildet. Stérungen der physiologischen Zellfunktionen
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der Hensenzellen (u.a. Kaliumpufferfunktion, EP-Generierung)
haben damit unmittelbare, gravierende Auswirkungen auf den
Horvorgang und kdénnen zum irreversiblen HOrverlust beitragen.
Da die klinische Manifestation der Innenohrschwerhdrigkeit bei
gleicher Mutation stark variieren kann, ist die Aufdeckung von
Regulationsvorgédngen bei Zell-Zell-Kandlen des Innenohres von
besonderem pathophysiologischem Interesse. Zusatzlich wird
intermittierend die Hypothese einer ,,2. Mutation® diskutiert, die
in verschiedenen Féllen urséchlich fir HOorstérungen nachgewiesen
werden konnte. In den vorliegennden Untersuchungen konnten
entsprechende zusdtzliche Mutationen (GJB6-D13S1830) nur in
einem von 530 Fallen nachgewiesen werden und sind daher aus
epidemiologischer Sicht zu vernachlédssigen. In der spezifischen
Mutationsanalyse der untersuchten Population fanden sich
entgegen aller bisherigen mitteleuropdischen Studien die Mutation
M34T als die am hé&ufigsten vorkommende Cx26- Mutation.
Bislang konnte ansonsten ¢35 delG am hé&ufigsten nachgewiesen
werden. Dies lasst sich nur durch die hohe Vorselektion der
analysierten Patientenpopulation in einer spezialisierten
Fachabteilung erkléaren

Bei der tiefergehenden Analyse von Konnexinmutationen konnte
ein geh&uftes Auftreten innerhalb der Gruppen von Patienten mit
Otosklerose und Akustikusneurinomen nachgewiesen werden

Hier sollten weitere Studien mit gréBeren Patientengruppen und
spezifischer molekulargenetischen Fragestellungen finale Evidenz

erbringen.
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ID mutation clinical group audiogram
IB homozygous 35dell- cochlza- implant profound, symmetric
FM homo, 35delE cochlea- implant profound, symmetric
MM homo, 35del bil SINHL not availabls
PM homo, 35del bil SHL not avaliabls
I heterozyeouz MMT sudden ENHL modemte’ normal, low freg ascending, asvmmeatnc
T het, MMT sudden SNHL nermal’ severs, flat, asymmetnc
5B het VAT bil BWHL moderate’ mild, flat, svmmeatric
KW comp.het,
cochlza- implant profound, flat, syrmumetric
WITR 35 &l
VT het, 35 del otosclerosis mild, slop, symmeatric
ME het V3TI otosclerosis normal, flat, svmmetric
AS het, 167del T bil BWHL normal, slop, symmetnc
AN het, 167del T bil 3WHL mild, slop, symmeatric
HM het, 35del G otosclerosis mild, slop, symmeatric
JS het V13531 sudden ENHL mild, low fraq ase, svmmetne,
DS het, V1531 bil BWHL mild/moderate, slop, symmetne
RS het, VITI bil SMHL mild, flat, symmetric
PK het, PRIL sudden SWHL nomal severs, slop, asymmetric
EH het, 35del & sudden SNHL nomal’ moderatz, slop, asvmmetric
AL het, V1531 mererss Glzsazs normal modemtz, low freq asc, asymmeatiic
MT hee 313dell4 bil BWHL modemate, flat, svmmeatnic
AT comp hetaro
bil. 3 WHL modazte, slop, symmetnc
35del & 313dell4
JS het, MMT sedden EWHL mild, flat, ssmmatric
KR het, LO0P otosclerosis mild/'normal, flat, symmetric
EME hee, M34T acous bis nauroma normal’ mild, slop, asymmetns
KD het, MMT sudden SNHL normal/ mild, flat, asvmmetac
BB het, MMT acoustic nsvroma mild, flat, ssmmatric
IL het, VATL bil SMHL mild, flat, symmetric
TT het, R1ITH bil BWHL mild, slop, symmeatric
BS hee M34T bil BWHL mild, slop, ssmmetric
AW hee V1231 bil BWHL mild, slop, syamumatric

Tab.1l: Cx 26 Mutationen und deren Triger in der Studiengruppe.

Tab. zeigtindividualisiert Mutationen klinische Subgruppen und Horverlust. Patient IL hat eine musizliche
hutation (GIBE8-D1351830). Aufgnnd der englischen Klassifizierung der Hormindemingen erfolgt die

Darstellung in Englisch
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mutations

all heterozygous

M34T

clinical
diagnosis

septal deviation

audiogram

max. 23 d

M4T

cervical evst

not available

M34T

tonsilitis

max. 20 dB

M4T

cholzstzatoma

max. 20 ¢B

J5d el

Va7l

nazal Tacturs

ST

not available

not available

PL

FB3L

septal deviation

not available

MH

Ws

M4T

M34T

tonsilitis

papilomatosis

not available

not available

JM

Jad el

marfan- syndrom

not available

J5

FvP

J5d el

Va7l

sinusiis

toxoplasmosis

not available

not available

Vil

lpophanyng=al cancer

not available

AG

M4T

septal deviation

max 20 4B

KS

M34T

tonsilitis

not available

M5

M4T

Vil

tonsilitis

submandibulitis

not available

not available

E118K

tonsilitis

not available

RCE

EL

V1531

Jad el

septal deviation

cervical travma

not available

not available

Ds

Jed el

not available

Bs

Jlidell4

J1idell4

cholastzatoma

not available

max. 20 ¢B

Tab.2: Cx 26 Mutationen und deren Triiger in der Kontrollgruppe.
Tab. zeigtindividvaliziert Mutationen klinische Diagnose, welche um stationdren Aufenthalt fiihrte und den

Horverlust soweil enmittelbar.
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