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Zusammenfassung

Das Innenohr galt lange Zeit als immunprivilegiertes Organ, was der Blut-Labyrinth-Schranke und
dem Fehlen klassischer Lymphabflusswege zugeschrieben wurde. In den vergangenen
Jahrzehnten wurden zunehmend Wechselwirkungen zwischen dem Innenohr und dem
Immunsystem untersucht. Im Jahr 2020 veroffentlichte das HNO-Forschungslabor der Charité als
erstes weltweit die Entdeckung residenter Mastzellen in der Cochlea von Nagetieren. Die Funktion
dieser Mastzellen blieb jedoch unbekannt. Somit erschlieB3t das Ziel dieser Arbeit eine umfassende
Untersuchung der Cochlea-Mastzellen im Kontext von physiologischen und pathologischen
Prozessen der Cochlea. In der vorliegenden Arbeit wurden explantierte Cochleae, die von p3-p5
alten C57BL/6-Maiusen seziert wurden, als Modell verwendet, um die Rolle von Mastzellen in der
Cisplatin-induzierten Ototoxizitdt zu untersuchen. So konnte beobachtet werden, dass nach der
Zugabe von Cisplatin (15 uM) die Cochlea-Mastzellen in den Explantaten degranulierten, was mit
fluoreszenzmarkiertem  Avidin  sichtbar gemacht wurde. Der Mastzellstabilisator
Cromoglicinsdure (5 uM und 25 uM) verhinderte die Degranulation der Mastzellen und den
Haarzellverlust. Dariliber hinaus modulierte Cisplatin (15 uM) das Expressionsverhalten des
Histamin-Rezeptors 1 (H1) und 3 (H3) auf mRNA-Ebene, was zu einer Hochregulierung als auch
Herunterregulierung der Rezeptorexpression im Corti-Organ, der Lateralwand und dem Modiolus
fiihrte. Zusétzlich bewirkte die Zugabe des H1- und H3-Agonisten sowie des H3-Antagonisten
eine Reduktion der intakten Haarzellen. Unter Zuhilfenahme eines Mastzell-Defizienten
Mausmodells (C57BL/6-Cap3-Cre; Mcl-1) wurden die Funktionen von cochledren Mastzellen
untersucht. In heterozygoten und homozygoten Mausen wurde eine auffallend reduzierte Dichte
an Spiral Ganglion Neuronen nachgewiesen. Zudem konnte gezeigt werden, dass eine Vielzahl
innerer Haarzellen nicht durch Typ I Spiral Ganglion Neurone innerviert wurden, da sie ersichtlich
kiirzer erschienen als in den Wildtyp-Tieren. Auch konnte eine fehlerhafte neuronale Fiihrung der
Typ II Spiral Ganglion Neuronen beobachtet werden. Die Ergebnisse dieser Arbeit unterstiitzt die
Vorstellung, dass in der Cochlea residente Mastzellen durch Induktion der Mastzelldegranulation
und Modulation der H1- und H3-Expression zur Cisplatin-vermittelten Ototoxizitdt beitragen.
Dartiber hinaus scheint die Anwesenheit von Mastzellen erforderlich fiir die ordnungsgeméfle
Innervation der dufleren und inneren Haarzellen in sich noch entwickelnden murinen Cochlea zu
sein. Die Erkenntnisse in dieser Arbeit sollen eine Grundlage fiir die Aufdeckung neuer

Interaktionen zwischen den residenten Immunzellen und der Cochlea-Physiologie schaffen.



Abstract

The inner ear was long considered an immune-privileged organ, attributed to the blood-labyrinth
barrier and the lack of lymphatic drainage pathways. In the past few decades, interactions between
the inner ear and the immune system have increasingly been studied. In 2020, the ENT-Research
Laboratory of the Charité was the first in the world to publish the discovery of resident mast cells
in the cochlea of rodents. However, the function of mast cells in the inner ear remains unknown.
Thus, this work aimed to investigate the function of cochlear-mast cells in the context of
physiological and pathological processes of the cochlea. In the present study, explanted murine
cochleae dissected from p3 — pS C57BL/6 mice were used as a model to investigate the role of
mast cells in cisplatin-induced ototoxicity. Upon addition of cisplatin (15 uM) to the explants,
cochlear mast cells degranulated, which was visualized using fluorescently labeled avidin. The
mast cell-stabilizer sodium cromoglycate (5 uM and 25 uM) prevented mast cell degranulation
and auditory hair cell death. Furthermore, cisplatin (15 pM) modulated the expression of histamine
receptors 1 (H1) and 3 (H3) on the mRNA level, leading to down- and upregulation of H1 and H3
in the organ of Corti, lateral wall and modiolus of the cochlea. The addition of H1- and H3 agonists
as well as the H3 antagonist to the cochlear explants led to reduced intact hair cells. Lastly, the
function of cochlear mast cells was examined in the mast cell-deficient pups (C57BL/6-Cap3-Cre;
Mecl-1). Strikingly reduced density of spiral ganglion neurons was demonstrated in heterozygous
and homozygous mice. In addition, a large number of inner hair cells were not innervated by type
I spiral ganglion neurons, which were present in the cochlea but were shorter than in the wild-type
animals. Finally, incorrect neural guidance of type II spiral ganglion neurons could also be
observed. Presented research supports the notion about cochlear resident mast cells contributing
to the cisplatin-mediated ototoxicity via induction of mast cell degranulation and modulation of
H1 and H3 expression. In addition, the presence of mast cells in the developing murine cochlea
seems to be required for the development of proper innervation of the outer and inner hair cells.
The novel findings of the presented research are expected to create a base for uncovering new

interactions between the resident immune cells and cochlear physiology.

XI



Einleitung

1. Einleitung

1.1. Die Mastzelle

Dr. Friedrich von Recklinghausen stellte 1863 erstmalig eine bis dahin noch unbekannte
granulierte Zellmasse in den Hornhduten von diversen Tierarten fest (1). Ungeféhr ein Jahrzehnt
verging, bis Waldeyer diese granulierte Zellmasse in ,,embryonale Zellen des Bindegewebes*
einteilte und eine detailgetreue Veranschaulichung der heut bekannten Mastzelle (MZ)
verdffentlichte (2). Allerdings gelang es erst Paul Ehrlich 1878, der eigentliche Namensgeber der
,Mastzelle®, diese Zellen hinsichtlich ihrer ,,gemésteten* metachromatischen Férbeeigenschaft
ndher zu charakterisieren (3, 4). Die Tragweite dieser Entdeckung war keinen dieser Forscher
bewusst, denn heutzutage gilt die MZ als die Induktorzelle fiir allergische Reaktionen. Allerdings
wird die Rolle der MZ im Kontext der Allergie nicht seinem eigentlichen Potenzial gerecht (5, 6).
Auch ihre Interaktion in entziindlichen Abldufen (7, 8) und ihre Funktion wédhrend der
Immunantwort des angeborenen und erworbenen Immunsystems (9) konnten bereits detailliert
beschrieben werden. Obwohl mehr als ein Jahrhundert seit der Entdeckung der MZ vergangen ist,
bestehen weiterhin Unklarheiten hinsichtlich der eigentlichen Rolle der MZ in physiologischen
und pathologischen Prozessen des Organismus. Das Bemiihen unterschiedlicher
Forschungsgebiete, diese essenziellen Fragen auf den Grund gehen, spiegelt die Komplexitit der

Mastzellforschung wider.

1.1.1. Einfithrung in die Mastzellbiologie

Die MZ stammen von pluripotenten himatopoetischen Stammzellen ab (10, 11). Im Gegensatz zu
anderen Zellen hdmatopoetischen Ursprungs, die im Knochenmark differenzieren und reifen,
gelangen MZ als undifferenzierte Vorlduferzellen durch die Blutstrombahn ins periphere Gewebe,
wo sie ihre Reifung abschlieBen (12, 13). Die eigentliche Zelldifferenzierung findet unter dem
Einfluss von lokalen Stammzellwachstumsfaktoren (SCF) und verschiedenen Zytokinen statt (14,
15). Dabei stimuliert der SCF die Proliferation und Differenzierung von MZ, initiiert die
Chemotaxis und sichert deren Uberleben (16, 17). Hierfiir bindet der SCF an den c-kit-Rezeptor
(CD117), der einen transmembranen Tyrosin-Kinase-Rezeptor darstellt (18). Neben dem Einfluss
des SCF ist die Entdifferenzierung der MZ auch von Interaktionen mit T-Zellen und Fibroblasten

(19) sowie Interleukin (IL) 3 und 4 abhéngig (20, 21).
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Die in den unterschiedlichen Geweben stattfindende Differenzierung zeichnet sich dadurch aus,
dass durch den Stimulus und dessen Konzentration die MZ phénotypisch, funktionell und in der
Zusammensetzung der Mediatoren moduliert werden kénnen (20, 22). Auch kann die Anzahl der
MZ im Gewebe nicht als fixe GroBe betrachtet werden. So identifizierte Takagi et al. (1990), dass
die MZ-Anzahl in Abhidngigkeit zur 1L-4 Konzentration anstieg (23). Demgegeniiber konnte
gezeigt werden, dass im Thymus von Maidusen Vorldufer-MZ vorhanden sind, die in vitro
differenzieren und heranreifen konnen (24, 25).

Die ausdifferenzierte, ubiquitidr im Gewebe vorkommende 6 - 17 pum grof3e MZ lasst sich durch
thre zahlreichen Granula sehr gut von anderen Zellen abgrenzen (15). Diese Granula beinhalten
eine Vielzahl von Mediatoren, dessen Einteilung in zwei Kategorien erfolgt (15, 26). 1. Die
praformierten Mediatoren, zu denen Histamin, Heparin, Sulfatasen, Serinproteasen und Zytokine
gehoren, liegen bereits in den Granula vor und miissen nach einem erfolgten Stimulus nicht
synthetisiert werden, was eine schnelle und effiziente Sofortreaktion initiiert (27, 28). 2. Die
de novo Mediatoren, zu denen Leukotriene, Prostaglandine und Thromboxane zédhlen, werden
nach einem Stimulus neu synthetisiert und konnen dementsprechend erst zu einem spiteren
Zeitpunkt sezerniert werden (27, 28). Als weiterer sehr spezifischer Marker der MZ gilt der
membranstindige, hochaffine Fce-Rezeptor (FceRI) und der c-Kit-Rezeptor (29). Angesichts des
FceRI wird die MZ als eine der Schliisselzellen bei der Initiierung allergischer Reaktionen
betrachtet, die durch die Quervernetzung des FceRI eine Aktivierung der MZ einleitet und folglich
zur Freisetzung von praformierten Granula fiihrt (30, 31). AbschlieBend lasst sich festhalten, dass
die MZ eine heterogene Zellpopulation darstellt, dessen Differenzierung von vielen Faktoren

abhéngig ist (32).

1.1.2. Verteilungsmuster und Heterogenitit

Die MZ ist eine langlebige Zelle, die in der Dermis von Wistar Ratten bis zu 12 Wochen iiberleben
kann (33). Sie ist in nahezu allen Geweben des Korpers vorzufinden, priorisiert jedoch in den
Organen, die eine Grenzflaiche zur Umwelt darstellen (34-36). Aufgrund dieser Lokalisation wird
die MZ als erste Instanz zu Bekdmpfung von eindringenden Pathogenen oder anderweitigen
Einfliissen gesehen. Diese strategische Verteilung sorgt flir eine schnelle Reaktion in Form von
Mediatorfreisetzung und Rekrutierung von Immunzellen an den Ort des Geschehens (36, 37).
Zusétzlich konnte beobachtet werden, dass die MZ sich vermehrt in unmittelbarer Umgebung von
Blutgefdflen und Nervenfasern befinden (26, 38). Wie schon angefiihrt, ldsst sich innerhalb der
MZ-Population keine homogene Morphologie beschreiben (32, 39).
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Wachstumsfaktoren und Zytokine beeinflussen die Differenzierung und Reifung von MZ und
tragen folglich zum Phénotyp der MZ bei, was eine direkte Folge ihres ubiquitiren Aufkommens
1st (32, 39, 40). Dementsprechend weisen die MZ eine diverse Heterogenitit auf, die sich nicht nur
morphologisch, sondern auch in der Zusammensetzung der Mediatoren voneinander unterscheiden
lasst (32, 39, 41, 42). So wurden Subtypen der reifen MZ auf der Grundlage ihrer Verteilung und
ithrer funktionellen und biochemischen Eigenschaften beschrieben (41, 42). Hierbei erfolgt die
Einteilung der MZ-Subtypen anhand des Speicherungsmusters von Tryptase und Chymase (41,
42). Die Heterogenitét der MZ, die sich sowohl in den vielféltigen Aktivierungswegen als auch in
der Vielzahl gespeicherten und freigesetzten Mediatoren widerspiegelt, ermoglicht eine Reihe von

Reaktionen, die die MZ initiieren kann.

1.1.3. Aktivierungswege

Durch die Expression zahlreicher Oberfldchenrezeptoren besitzt die MZ die Fahigkeit, auf diverse
Pathogene und Umwelteinfliisse mit einer Aktivierung zu reagieren (15, 26). Hierbei leitet diese
Aktivierung entweder eine klassisch anaphylaktische Reaktion ein, wobei der gesamte
Granulainhalt in den Extrazellularraum sezerniert wird, oder sorgt fiir eine de novo Synthese von
Mediatoren (15). Dabei kann eine Degranulation innerhalb von Sekunden bis hin zu Minuten nach
Antigenkontakt erfolgen (15, 43). Der wohl am akribischsten studierte Aktivierungsweg stellt die
Kreuzvernetzung des hochaffinen Immunglobulin-E (IgE) Rezeptors FceRI dar, dessen
Mechanismus im Rahmen von allergischen Reaktionen detailliert charakterisiert wurde (30, 31).
Das Fc-Fragment des IgE-Antikorpers liegt gebunden an der a-Untereinheit des FceRI vor (44,
45). Erst durch die Bindung eines Allergens an das gebundene IgE, wird die Vernetzung des
Rezeptors initiiert, was eine intrazellulire Kaskade in den Gang setzt und folglich zur
Degranulation der MZ fiihrt (44, 45). Fiir die direkte Wahrnehmung von Pathogenen exprimieren
MZ auf ihrer Zelloberfliche sogenannte Pattern-Recognition-Rezeptoren (PRRs), zu denen die
Toll-Like-Rezeptoren (TLRs) gezédhlt werden (46-50). Diese Rezeptoren werden durch pathogen-
assoziierte molekulare Muster (PAMPS), die auf der Zelloberflaiche von Pathogenen lokalisiert
sind, aktiviert (50, 51). Die direkte Wechselwirkung zwischen PAMPs und dem spezifischen PRR

induziert die Aktivierung von MZ und die Freisetzung selektiver Mediatoren (50).
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Hierbei variiert die MZ-Antwort je nach aktivierendem PAMP. So fiihrt eine Stimulation am TLR4
durch Lipopolysaccharide nicht zur Degranulation, sondern zu Synthese von Zytokinen wie
Tumornekrosefaktor-a. (TNF-a)), IL-6, IL-13 und IL-1B (49). Auch diverse andere Stimuli wie
endogene Peptide (Substanz P (52), Endothelin 1 (53)), synthetisch hergestellte Verbindungen
(Compound 48/80 (CP48/80 (54-56)) und physikalische Reize (57) kénnen MZ aktivieren.
Zusétzlich konnte gezeigt werden, dass Cisplatin, ein géngiges Chemotherapeutikum, welches zur
Behandlung verschiedener Krebsarten verwendet wird, die Aktivierung von MZ induzieren kann
(58). Das Polymer CP48/80, welches im Rahmen dieser Arbeit zur Stimulation von peritonealen
MZ (PCMC) eingesetzt wurde, bindet an einen G-Protein gekoppelten Rezeptor, was die
Freisetzung von Histamin initiiert (55, 56). Die Aktivierung des G-Proteins induziert eine
Signalkaskade, die in den MZ zum intrazelluldren Anstieg der Ca?>*-Konzentration fiihrt (55, 56),
was in allen Aktivierungsmechanismen eine essenzielle Voraussetzung zur Degranulation darstellt
(59). Zusitzlich besitzen MZ die Fidhigkeit, entleerte Granula wéhrend oder nach der

Immunantwort aufzufiillen und erneut zu degranulieren (60).

1.1.4. Funktionen

Die Heterogenitit der MZ und die damit verbundene Variabilitdt der Mediatorprofile dieser Zellen
lasst ein weites Feld an MZ-Funktionen erahnen. Durch die Diversitit und Quantitidt der
Mediatoren werden physiologische Reaktionen nicht nur aufrechtgehalten, sondern auch
pathologische Ablaufe initiiert (15, 26). Ihre ubiquitire Prasenz in nahezu allen Geweben versetzt
die MZ in die privilegierte Position, als erste Instanz des Immunsystems zu fungieren und an
diversen biologischen Prozessen teilnehmen zu kénnen (15, 26, 61).

Neben der bereits aufgefithrten Funktion der MZ in der IgE-vermittelten allergischen
Sofortreaktion wird der MZ zusitzlich eine Rolle beim Bindegewebsumbau und Beteiligung am
Wundheilungsprozess attestiert (62). Dabei induziert der Nervenwachstumsfaktor (nerve growth
factor, NGF), der vaskuldre endotheliale Wachstumsfaktor (vascular endothelial growth factor,
VEGF) sowie Histamin und Tryptase die Proliferation von Epithelzellen und Fibroblasten (63).
Im Rahmen des angeborenen Immunsystems sind MZ zusétzlich fiir die Rekrutierung von

Immunzellen durch chemotaktisch wirkende Mediatoren (CCL11, CXCLS8) verantwortlich (64).
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Angesichts der Freisetzung von Histamin und anderen proinflammatorischen Zytokinen
iibernimmt die MZ eine weitere entscheidende Rolle in der Initiierung und Aufrechterhaltung von
chronisch-entziindlichen Erkrankungen wie Asthma bronchiale (65, 66) und Urtikaria (67). Durch
die Fahigkeit der MZ angiogene Mediatoren wie Angiopoietin-1, VEGF, IL-8, TGF-p, TNF-a,
Histamin, Heparin, Tryptase und Chymase zu sezernieren, ist eine Beteiligung der MZ im Prozess
der Angiogenese unumstritten (68). Demnach wird der MZ auch eine Funktion bei der Entstehung
und dem Wachstum von Tumoren zugeschrieben (69). So konnte beobachtet werden, dass MZ
einer der ersten Zellen sind, die Tumore infiltrieren und an MikrogefdBen akkumulieren (69). Die
Verteilung der MZ in der Mukosa des Gastrointestinaltraktes fiithrte zur Annahme, dass
Immunzellen und ihre Mediatoren eine Rolle bei der Entstehung von chronisch-entziindlichen
Darmerkrankungen spielen konnten (70, 71).

Die hier gelisteten Funktionen stellt nur eine kleine Auswahl der teilweise noch ungekldrten
Aufgaben der MZ dar. Dennoch zeigt diese exemplarische Auflistung, dass die MZ aus heutigem
Wissen als multifunktionale Immunzelle, die an verschiedenen physiologischen Zustdnden und

pathologischen Prozessen beteiligt ist, angesehen wird.

1.1.5. Histamin und seine Rezeptoren im Innenohr

Die Aktivierung von MZ fiihrt zur Freisetzung einer Vielzahl von Mediatoren, zu denen auch
Histamin gehort (15, 26). Histamin ist ein biogenes Amin, welches durch die Decarboxylierung
mit Histidindecarboxylase aus L-Histidin synthetisiert wird und hauptsidchlich in MZ und
basophilen Granulozyten gespeichert vorkommt (15, 72, 73). Zu den verschiedenen Wirkungen
von Histamin gehoren Vasodilatation, Bronchokonstriktion, Erh6hung der Kapillarpermeabilitét
und Kontraktion der glatten Muskulatur (74). Histamin wirkt an derzeit vier bekannten
Rezeptoren, die als Histamin H1-, H2-, H3- und H4- Rezeptoren (Hrhl, Hrh2, Hrh3, Hrh4)
bezeichnet werden (75). Alle vier Histamin-Rezeptoren stellen ein heptahelikales Membranprotein
dar, welches intrazelluldr an ein G-Protein gekoppelt ist (75). So bewirkt die Interaktion von
Histamin an dem Hrh1 die Kontraktion der glatten Muskulatur, Erh6hung der GefaBpermeabilitét
und die Erregung sensorischer Nervenenden (72, 76). Uber den Hrh2 initiiert Histamin die
Magensduresekretion und die Relaxierung der glatten GefaBmuskulatur (72, 76). Die Interaktion
zwischen Histamin und dem Hrh3 hemmt die Histaminsynthese und Histaminfreisetzung (76, 77),
wihrend die Aktivierung des Hrh4 die Chemotaxis von MZ und eosinophilen Granulozyten
bewirkt (78, 79). Die Lokalisation aller vier Histamin-Rezeptoren konnte in der Cochlea von

Maiusen beobachtet werden (80).
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Von Relevanz fiir diese Arbeit waren die Rezeptoren Hrh1 und Hrh3, die sich an den dufleren
(AHZ) und inneren Haarzellen (IHZ) des Corti-Organs (organ of corti, OC) sowie an den Spiral
Ganglion (SQG) der Cochlea identifizieren lieBen (80).

1.1.6. Die Wechselwirkung zwischen Mastzellen und Neuronen

Die Lokalisation der MZ an Nervenenden wurde in diversen Geweben bereits beschrieben (81).
So gelangen undifferenzierte MZ-Vorldufer wihrend der Embryonalentwicklung ins zentrale
Nervensystem, wo sie im Thalamus, Hypothalamus, an den Meningen und an der Blut-Hirn-
Schranke aufzufinden sind (82). Diese unmittelbare Lokalisation der MZ um Neurone lassen eine
neuroimmune Wechselwirkung vermuten. Dabei ldsst sich innerhalb des somatosensorischen
Systems eine repriasentative Funktionseinheit zwischen MZ und Nerven erfassen (83). So fiihrt die
Aktivierung von MZ zur Sensibilisierung von Nozizeptoren und trdgt somit unmittelbar zur
Schmerzempfindung bei (83). In den sensorischen Neuronen wird eine Signalkaskade eingeleitet,
die die Freisetzung von Substanz P und Calcitonin-Gen-verwandtem Peptid initiiert (84). Diese
Peptide fiihren im Umkehrschluss zu einer weiteren Aktivierung von MZ, was wiederum die
Vasodilatation erhoht und die Rekrutierung von neutrophilen Granulozyten, Makrophagen und T-
Zellen induziert (85, 86). Zusitzlich konnte beobachtet werden, dass das von MZ stammende
Serotonin zur Neurogenese und Aufrechterhaltung von physiologischen Funktionen des
Hippocampus bendtigt wird (82, 87). Ferner wurde beschrieben, dass PCMCs aus Ratten die
Eigenschaft besitzen, biologisch aktives NGF zu synthetisieren, zu speichern und zu sezernieren
(88). NGF gehort zu den neurotrophen Proteinen, die zur Familie der Neurotrophine gezahlt
werden, wie auch das aus dem Gehirn stammende neurotrophe Faktor (BDNF), Neurotrophin-3
und Neurotrophin-4 (89, 90). Die Neurotrophine sind essenziell fiir die Differenzierung und das
Wachstum peripherer und zentraler Neurone im sich entwickelnden Nervensystem und tragen zur

Aufrechterhaltung von Neuronen im reifen Nervensystem bei (88, 91).

1.1.7. Der Mastzellstabilisator Cromoglicinsdure

Wie bereits beschrieben besitzt die MZ die Féahigkeit, auf diverse Stimuli mit einer Aktivierung
zu reagieren, die zur Freisetzung einer Vielzahl von Mediatoren gipfelt, was wiederum zu einer

lebensgefdhrlichen Anaphylaxie fiihren kann (92).
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Die Sezernierung von Histamin, Tryptase, Carboxypeptidase A3 und Proteoglykane, die Synthese
von Arachidonsdure Metaboliten (Prostaglandine, Leukotriene) sowie die Freisetzung von
Zytokinen (TNF-a) und Chemokinen leiten den Prozess einer Anaphylaxie ein und halten diesen
aufrecht (92, 93). Um diese MZ-Aktivierung und anschlieBende Degranulation zu unterbinden,
wurden Mastzellstabilisatoren entwickelt (94). Cromoglicinsdure (CS) zédhlt zu den ersten
therapeutisch eingesetzten Mastzellstabilisatoren, die zur Wirkstoffgruppe der Cromone gehdren
(94, 95). Sie werden zur Unterbindung von Entziindungsmechanismen bei allergischem Asthma
bronchiale, Mastozytose und allergischer Konjunktivitis angewendet (94, 95). Zusitzlich hemmt
CS die Degranulation von zerebralen MZ und verbessert die kognitive Funktion nach hypoxisch-
ischamischen Hirnschdden (96). So verdeutlichte Kempuraj et al. (2020), dass die Vorbehandlung
von Madusen mit CS vor schwerwiegenden Hirnschdden induziert durch akute traumatische
Verletzungen schiitzen kann (97). Infolgedessen konnte dem Mastzellstabilisator eine
neuroprotektive Wirkung bei Neuroinflammationen und Neurotraumata zugeschrieben werden
(97, 98). Dariiber hinaus soll CS die Expression von proinflammatorischen Chemokinen und
Zytokinen wie IL-1p, IL-6, TNF-a, CCL3 und MCP1 reduzieren (99).

Wie bereits angefiihrt stellt die intrazelluldre Ca**-Konzentration einer der Hauptfaktoren dar, die
die Degranulation von MZ initiiert (59, 100). Daher wurden Medikamente entwickelt, die die
Dynamik des Ca?" in den MZ beeinflussen sollen. Durch die membranstabilisierende Wirkung von
CS wird angenommen, dass die MZ-Membran undurchlissiger fir Ca?>" wird, was die
Degranulation von MZ hemmen soll (54). Der eigentliche Wirkungsmechanismus von CS konnte
jedoch noch nicht vollstindig geklart werden. Es wird vermutet, dass CS ein selektiver Agonist
des G-Protein gekoppelten Rezeptors 35 (GPR35) sei, der durch die Bindung eines spezifischen
Liganden die intrazellulire Ca**-Freisetzung moduliert (101, 102). Der GPR35 ist durch eine
siebenfache transmembrane Helix charakterisiert und wird an der Zelloberfliche diverser
Immunzellen, zu denen vor allem die MZ gehoren, exprimiert (101-104). Aufgrund der Expression
des GPR35 auf den MZ wird vermutet, dass dieser Rezeptor an Histamin-vermittelten

Immunantworten beteiligt sei (105).

1.2.Das Innenohr

Das Innenohr ist ein hochkomplexes Organ, was zwei essenzielle Sinnesorgane beherbergt: Das

Hoérorgan und das Vestibularorgan.
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Im Hororgan wird durch die Transduktion von mechanischen Reizen in elektrische Impulse das
Horen gewéhrleistet, wiahrend die Steuerung des Gleichgewichtes im Vestibularorgan ermoglicht
wird (106-110). Somit stellt das Innenohr eine Schnittstelle fiir die aktive Teilnahme am sozialen

Leben dar (111).

1.2.1. Allgemeine Anatomie

Das Innenohr befindet sich im Felsenbein und wird anatomisch-topografisch in das cochleére
Labyrinth und das vestibuliare Labyrinth eingeteilt (108, 112). Zusédtzlich wird histologisch-
strukturell zwischen einem membrandsen Labyrinth und einem kndchernen Labyrinth
differenziert (108, 112). Das kndcherne Labyrinth stellt ein Gangsystem im Felsenbein dar,
welches sich aus der Cochlea, dem ovalen Fenster und dem runden Fenster zusammensetzt (110).
Der membrandse Anteil ist in das kndcherne Labyrinth eingebettet und wird mit Perilymphe und
Endolymphe durchstromt (110). Die Zusammensetzung der Perilymphe weist einen hohen
Natrium- und einen geringen Kaliumanteil auf, wihrend die Endolymphe sich durch einen deutlich
hoheren Kaliumanteil und einen niedrigen Natriumanteil auszeichnet (113, 114).
Dementsprechend herrscht zwischen den beiden Fliissigkeiten ein Ionengradient, der sich als
endocochledres Potenzial (80 mV) im endolymphatischen Raum gegeniiber dem
perilympathischen Raum ersichtlich macht (113, 114). Dieses endocochledre Potenzial ist die
Hauptantriebskraft fiir die Entstehung einer sensorischen Transduktion (113, 114). Die Cochlea
windet sich 2,5-mal um seine eigene kndcherne Achse, die Modiolus bezeichnet wird (110). Im
Modiolus sind die Perikaryon des 1. Neurons des auditorischen Systems sowie Fasern des N.
cochlearis eingebettet (110). Die membrandse Struktur innerhalb der Cochlea wird in drei Ginge
eingeteilt: Scala vestibuli (mit dem ovalen Fenster der Cochlea verbunden), Scala tympani (endet
am runden Fenster der Cochlea) und Ductus cochlearis (108, 110). Sowohl die Scala vestibuli als
auch die Scala tympani beinhalten Perilymphe und verlaufen oberhalb und unterhalb des Ductus
cochlearis, der wiederum mit Endolymphe gefiillt ist (108, 110). Der Ductus cochlearis wird apikal
durch die Reissner-Membran und basal durch den Knochenkamm (Lamina spiralis ossea) und der
Basilarmembran (BM) begrenzt (108, 110). Die Lamina spiralis ossea besteht aus zwei Lamellen,
in denen die Nervenfasern zum OC ziehen (108, 110). Ein Anteil des Limbus spiralis befindet sich
an dem inneren Winkel des Ductus cochlearis und enthdlt Interdentalzellen, die die
Tektorialmembran bilden (110). Die BM nimmt von der Schneckenbasis bis hin zur
Schneckenspitze an Breite zu und besteht aus Kollagenfibrillen, die in der Extrazelluldrmatrix

eingebettet sind (110).
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Die Lateralwand (LW) des Ductus cochlearis wird durch das Spiral Ligament (SL) und der Stria
vascularis (SV) gebildet (110). Die SV ist durch ein sehr gefafireiches und mehrschichtiges,
prismatisches Epithel charakterisiert, was die Produktion von Endolymphe und zur
Aufrechterhaltung des endocochledren Potenzialsverantwortlich ist (106, 109, 110, 113, 114). Das
OC stellt das sensorische Epithel des Innenohrs dar und befindet sich im Ductus cochlearis auf der
BM (106, 109, 110). Apikal wird das OC durch die gallertartige Tektorialmembran bedeckt (106,
109, 110). Eingebettet in verschieden Typen von Stiitzzellen befinden sich die Sinneszellen, die
sogenannten Haarzellen (106, 109, 110). Wichtige Vertreter der Stiitzzellen sind die
Phalangenzellen, die in 3-5 Reihen angeordnet sind und mit ihren Zellausldaufern nach apikal hin
eine horizontale Platte formen, in der die AHZ eingebettet sind (106, 109, 110). Aus dieser Platte
schauen die Stereozilien der AHZ heraus (106, 109, 110). Zusitzlich werden die IHZ durch die
Phalangenzellen kelchartig umschlossen (106, 109, 110). Die IHZ und AHZ besitzen an ihrem
apikalen Zellpol ca. 50-100 Stereozilien, die eine Linge von 4 —8 um aufweisen und aufgrund
ithrer zahlreich vernetzten Aktinfilamente steife Mikrovilli darstellen (110). Die Stereozilien sind
v-tormig angeordnet, wobei die Lange der Stereozilien treppenférmig zunimmt und die ldngste
Stereozilie der AHZ mit Tip-Links an der Tektorialmembran verbunden ist (110). Diese Tip-Links
befinden sich in enger Nachbarschaft zu Kationenkanilen, die fiir die Signaltransduktion von
besonderer Bedeutung sind (110, 115). Die Stereozilien der IHZ erreichen die Tektorialmembran

nicht und sind fiir die Erregung der sensorischen Neurone des N. cochlearis verantwortlich (110).

1.2.2. Neuroanatomie

Die Haarzellen werden sowohl von afferenten als auch efferenten Nervenfasern innerviert. Die
afferenten Nervenfasern stammen aus den SG des VIII. Hirnnervs ab, wihrend die efferenten
Fasern aus dem Hirnstamm entspringen. Die SG sind innerhalb des Modiolus lokalisiert und
setzten sich aus bipolaren Nervenzellen zusammen, die liber die Lamina spiralis ossea an die
Haarzellen gelangen (116). Die Spiral Ganglion Neurone (SGN) verlaufen durch den inneren
Tunnel der Cochlea und besitzen nach dem Durchtritt durch die Habenula perforata keine
Myelinscheide mehr. Es wird zwischen zwei SGN-Subtypen unterschieden, die sich durch ihre
Morphologie, Anzahl, synaptischen Ziele und Innervationsmuster voneinander differenzieren
lassen (117, 118). Die myelinisierten Typ I SGN machen ungefiahr 90-95 % der SGN aus (117,
118).
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Wihrend der Embryonalentwicklung projizieren die Typ I SGN auf beide Haarzelltypen, ziehen
sich jedoch aus der AHZ-Region und aus benachbarten IHZ zuriick, um eine unverzweigte
Verbindung mit einer einzelnen IHZ einzugehen (117, 118). In Maus-Cochleae wurde
beschrieben, dass jede einzelne IHZ von insgesamt 6-20 Typ I SGN innerviert wird (119). Die
Typ I SGN sind fiir die Weiterleitung der elektrischen Impulse verantwortlich (117, 118). Die
unmyelinisierten Typ II SGN machen dahingegen nur 5-10 % der gesamten SGN aus (117, 118).
Die Typ II SGN verlieren wihrend der Embryonalentwicklung jeglichen Kontakt zur IHZ-Reihe
und wenden sich ausschlieBlich zur Cochlea-Basis, was die Expression des Transkriptionsfaktors
Prox1 erfordert (120). Dariiber hinaus verfiinffacht sich ihre Faserlange, was eine en passant
synaptische Verbindung mit 5 bis 30 AHZ (in Miusen) ermdglicht (121, 122). Somit wird jede
AHZ von 2-5 Typ I SGN innerviert (121, 122). Die Typ II SGN iibernehmen die Eigenschaft des
"Cochlea-Verstirkers", indem sie die Schalliibertragung verbessern (123).

Es ldsst sich zusammenfassend darstellen, dass die Voraussetzung fiir die Funktion des
auditorischen Systems die Wechselwirkung zwischen zwei neurosensorischen Geweben erfordert:
Das OC mit den sensorischen Haarzellen, die durch die ortsspezifische Aktivierung zur
Wahrnehmung von bestimmten Frequenzen fiihrt, und die SGN, die diese ortsspezifische

Aktivierungen der Haarzellen auf die Neurone des VIII. Hirnnervs iibertragt.

1.2.3. Physiologische Prozesse

Um ein Verstindnis fiir die physiologischen Prozesse im auditiven System zu erlagen, ist
anatomisches Wissen iiber die Cochlea von besonderer Bedeutung. Die Umwandlung von
mechanischen Reizen in elektrische Impulse dient zu Schallwahrnehmung (109, 124). Hierbei
beginnt der Prozess der auditorischen Transduktion mit den Schallwellen, die iiber den duferen
Gehorgang auf das Trommelfell treffen und diese in Vibrationen versetzen (109, 124). Diese
Schwingungen werden entlang der Gehdrknochelchenkette, die aus Malleus, Incus und Stapes
besteht, auf das ovale Fenster der Cochlea iibertragen (109, 124). Folglich kommt es zur
Schwingung der Perilymphe in der Scala vestibuli (109, 124). Die {ibertragene Schallenergie
versetzt die BM in Schwingung, die die Haarzellen stimulieren und somit zur Bildung von
afferenten Impulsen fiihrt (109, 124). Hierbei iibernehmen die Haarzellen eine wichtige Rolle. Die
IHZ sind Zellen, die mit Typ I SGN in Verbindung stehen und afferente Impulse iiber den N.
cochlearis an den auditiven Cortex weiterleiten (109, 124, 125). Durch mechanisch gesteuerte
Kaliumkanéle an der Spitze der Stereozilien, die sich als Reaktion auf die Vibrationen 6ffnen,

werden die afferenten Nervenimpulse gebildet (109, 124, 125).
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Die AHZ erhéhen die maximale Amplitude der sich bewegenden Schwingungswelle, wihrend
efferente Nervenfasern aus dem Hirnstamm diesen Prozess entgegenwirken kénnen (109, 124,
125). Die Frequenz dieser Schwingung entspricht einem Bereich entlang der BM, der maximal
stimuliert wird, wihrend hohe Frequenzen an der Basis und niedrige Frequenzen an der Spitze der
Cochlea wahrgenommen werden (109, 126). Durch diese tonotopische Ausrichtung der BM ist die
Interpretation verschiedener Schallfrequenzen entlang der Cochlea moglich (109, 126).
Voraussetzung fiir diese spezifische Wahrnehmung an Frequenzen ist die charakteristische
Struktur der BM (an der Basis schmal zur Spitze hin breit) verantwortlich, die somit die
Wahrnehmung von Ténen im Frequenzbereich zwischen 20 Hz und 16.000 Hz ermdéglicht (109,

126).

1.2.4. Pathologische Prozesse

Funktionsstorungen des auditorischen Transduktionsweges kann zu Horverlust fiihren, was mit
einer weltweiten Morbiditdt von etwa 8 % zu den am weitesten verbreiteten sensorischen
Symptomen gezdhlt wird (127). Als haufigste Ursache eines Horverlusts wird die Exposition
gegeniiber lauten Gerduschen gesehen, was in eine irreversiblen Schidigung der Haarzellen
resultiert (128). Der Verlust von Haarzellen fiihrt zu einer Unfdhigkeit afferente Nerven zu
stimulieren und folglich zur fehlenden Wahrnehmung von verschiedenen Frequenzen (128). Auch
eine Vielzahl von Wirkstoffen und Arzneimittel wie Aminoglykosid Antibiotika (z. B. Amikacin,
Gentamicin), Chemotherapeutika (z. B. Cisplatin), Diuretika (z. B. Furosemid) und
Antimalariamittel (z. B. Chloroquin) konnen gehorschdadigende Auswirkungen haben und sich als

Horverlust und Tinnitus duflern (129).

1.3. Cisplatin und seine ototoxische Wirkung

Mitte des zwanzigsten Jahrhunderts beobachtete Rosenberg et al. (1965) die Hemmung des
Wachstums von E. coli Bakterien durch die Behandlung mit Platinverbindungen (130). Heute ist
Cisplatin ein weitverbreitetes Chemotherapeutikum, was in der Therapie verschiedener maligner
Neoplasien eingesetzt wird (131). Es besteht aus einem zentralen Platinatom, welches eine
Verbindung mit zwei Ammoniakmolekiilen und zwei Chloridionen eingeht (132). Durch den
Austausch von Wasserstoffmolekiilen gelangt Cisplatin entweder durch passive Diffusion oder
iiber einen aktiven Transporter in den intrazelluldren Raum der Zelle (132). Durch die Bildung
einer kovalenten Verbindung am Stickstoffatom von Guanin und Adenin fiihrt Cisplatin zu
Quervernetzungen innerhalb eines DNA-Stranges, was sowohl die Replikation als auch die

Transkription beeintrachtigt und die Zelle folglich apoptotisch wird (132, 133).
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Ototoxisch wirkende Substanzen konnen Funktionsstorungen oder Degenerationszustinde des
Innenohrgewebes verursachen (129). Ototoxizitdt ist durch die Schiadigung des auditorischen
Systems charakterisiert und kann zu Tinnitus oder sensorineuralem Horverlust fithren (134). Dabei
verursachen platinhaltige Medikamente wie Cisplatin irreversible Schiden im Innenohr (135). Der
Horverlust setzt Tage bis Wochen nach der Behandlung ein und betrifft vorerst nur den
Hochfrequenzbereich, der bei anhaltender Behandlung auch zu den Tieftonfrequenzbereichen
weiterschreitet (136). Im Tiermodell konnte beobachtet werden, dass Cisplatin zunéichst die AHZ
der basalen Windung schédigt, was mit dem beobachteten Horverlust bei Menschen {ibereinstimmt
(136). Ein dtiologischer und molekularer Erkldarungsansatz fiir den Cisplatin-induzierten
Horverlust sei die Entdeckung des Cisplatin-Aufnahme-Rezeptors (organischen Kationenrezeptor
2, OCT2) an den Haarzellen und der SV (137). Dariiber hinaus wird vermutet, dass Cisplatin die
Akkumulation von reaktiven Sauerstoffspezies (ROS) initiiert und somit einen Mangel an
intracochlearen Antioxidantien verursacht (138, 139). Neben den Sinneszellen wird auch die SV,
das vestibulidre System und die SGN in Anwesenheit von Cisplatin geschidigt (140-142) (143,
144). So wurde beschrieben, dass Cisplatin im OC zur Abnahme von Typ I SGN fiihrt und dies
einer der Griinde sei, weshalb Cisplatin einen Horverlust auslose (145). Dariiber hinaus konnte
gezeigt werden, dass Cisplatin einen konzentrationsabhidngigen Anstieg des Zelltodes in
kultivierten sensorischen Neuronen verursacht (146). Der genaue molekulare Mechanismus, die
die ototoxische und neurotoxische Wirkung von Cisplatin erkldren konnte, wurde jedoch nicht

vollstindig geklart.

1.4. Immunprivileg des Innenohrs

Das Innenohr wurde wie das zentrale Nervensystem Jahrzehnte lang als immunprivilegiertes
Organ angesehen (147-149). Ein Grund hierfiir ist die Existenz der Blut-Labyrinth-Schranke, die
eine physiologische Barriere zwischen dem peripheren Kreislauf und der Perilymphe bietet (147,
148). Zusétzlich schiitzt die Blut-Labyrinth-Schranke das Innenohr vor toxischen Substanzen und
leitet Ionen, Fliissigkeiten und Néhrstoffe selektiv an der Cochlea weiter, was eine wesentliche
Rolle bei der Aufrechterhaltung der Cochlea-Homdostase spielt (150, 151). Erst durch die von
Rask-Andersen et al. (1979) beschriebene Interaktion zwischen Lymphozyten und Makrophagen
im endolymphatischen Sack von Meerschweinchen konnte eine neue Ara der
Innenohrimmunologie eingeleitet werden, was dem alten Dogma des immunprivilegierten
Innenohrs génzlich widersprach (152). Auch unter normalen Bedingungen konnten

immunreaktive Zellen in verschiedenen Bereichen des Innenohrs beobachtet werden (153-156).
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So wurden Zellen hdmatopoetischen Ursprungs im Modiolus und in der LW der Cochlea
beschrieben (153). Okano et al. (2008) bewies, dass es bei diesen Zellen um Iba-1-positive
Makrophagen handelte (154). Dariiber hinaus wurden aus dem Knochenmark stammende
CX3CR1-positive Zellen, zu denen Monozyten, natiirliche Killerzellen, aktivierte T-Zellen und
Gewebemakrophagen gehoren, an den SG und im SL identifiziert (155, 156). Zusammenfassend
weisen diese Befunde darauf hin, dass das Innenohr auch unter normalen Konditionen
immunkompetente Zellen hamatopoetischen Ursprungs beherbergt und somit in Verbindung mit

dem Immunsystem steht.
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2. Zielsetzungen der Arbeit

Die MZ erlangte in den letzten Jahrzehnten grof3e Faszination in der Welt der Forschung, was dem
geschuldet werden kann, dass es bis heute unklar ist, welche Funktionen die MZ in diversen
physiologischen als auch pathologischen Prozessen erfiillt. Daher wurde die Rolle der MZ intensiv
anhand von in vivo und in vitro Experimenten untersucht. Poulsen (1959) beschrieb als erster die
Anwesenheit von MZ im oberen Bogengang des Meerschweinchens (157). Zwei Jahrzehnte
vergingen, bis Sleeckx et al. (1979) MZ im endolymphatischen Sack von menschlichen
Innenohren identifizierte (158). Das HNO-Forschungslabor der Charité - Universititsmedizin
Berlin konnte erstmalig zeigen, dass MZ auch in der Cochlea von Sdugetieren anséssig sind (159).
Daher gingen wir davon aus, dass die MZ eine Schliisselfunktion in der Integritit der Cochlea-
Morphologie iibernehmen konnte. Um diese These zu iiberpriifen, wurden verschiedene in vitro
Methoden genutzt. Zum einen die Erstellung von organotypischen Kulturen des membrandsen
Anteils der Cochlea, die Kultivierung von PCMCs und die Verwendung von MZ-Defizienten
Mausmodell.

Die Atiologie der ototoxischen Wirkung von Cisplatin wird in der Literatur kontrovers diskutiert.
Ob MZ bei der ototoxischen Wirkung eine Rolle spielen, wurde bis jetzt nicht untersucht. Erstes
Ziel dieser Arbeit war es demzufolge, die Auswirkung von Cisplatin auf die Cochlea-MZ
darzustellen und darzulegen, ob der Mastzellstabilisator CS einen protektiven Effekt auf die
Cochlea haben konnte.

Zu diesem Zweck wurden folgende Fragen mit den verwendeten Methoden beantwortet:
1. Welchen Einfluss hat Cisplatin auf die Cochlea-Mastzelle?

2. Zeigt die Behandlung mit Cromoglicinsdure einen protektiven Effekt auf den Cisplatin-

induzierten Haarzellverlust?

3. Veridndert sich die Expression des Histamin-Rezeptors 1 und 3 in der Cochlea nach der

Behandlung mit Cisplatin?

4. Welchen Effekt weisen Agonisten und Antagonisten des Histamin-Rezeptors 1 und 3 auf

die Haarzellen auf?
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Die Bedeutung von MZ in der Entwicklung der Cochlea ist nicht bekannt. Um die Rolle der MZ
in sich noch entwickelnden Innenohr besser zu charakterisieren, wurde ein MZ-Defizientes
Mausmodell den Wildtyp Méusen gegeniibergestellt. Im Rahmen dieser Arbeit wurde demzufolge

als zweites Ziel folgende Fragen beantwortet:

1. Zeigen MZ-Defiziente Mduse im Vergleich zu Wildtyp Maéausen morphologisch

veranderte Haarzellen?

2. Weisen MZ-Defiziente Mause im Vergleich zu Wildtyp Mausen Unterschiede in der

Neurogenese und Innervation von Haarzellen auf?
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3. Materialien und Methoden

3.1. Materialien

3.1.1. Laborgerite

Gerit

Modell

Hersteller

CO;-Inkubator

Feinwaage

Fluoreszenzmikroskop

Konfokalmikroskop

Kiihlschrank 4 °C

LightCycler

Magnetriihrer

Mehrkanalpipette
Mikrowelle
Multipipette

NanoDrop®

Pipetten

Pipettierhilfe

Plattenschuttler

Stereomikroskop

HeraCell 1501

Sartorius 1-1000 mg

EVOS FL Cell Imaging
System

Keyence BZ-X800

Leica Microsystems

konfokales Mikroskop SPE

Liebherr Profiline

LightCycler 96

Monotherm Variomag

Eppendorf Research® plus

R-208
Multipette® plus

One Micro-UV/Vis
Spectrophotometer

PhysioCare variabel

Pipetboy 2

Typ RO 10

SteREO Discovery.V8

Thermo Fisher Scientific (Waltham,
USA)

Sartorius AG (Gottingen, DE)

Thermo Fisher Scientific (Waltham,
USA)

Keyence (Osaka, JPN)

Leica Microsystems GmbH
(Wetzlar, DE)

Liebherr (Biberach an der Rif3, DE)

Roche Molecular Systems
(Pleasanton, USA)

H+P Medizintechnik AG
(OberschleiBheim, DE)

Eppendorf Research (Hamburg, DE)
Sharp K.K. (Osaka, JPN)
Eppendorf Research (Hamburg, DE)

Thermo Fisher Scientific (Waltham,
USA)

Eppendorf Research (Hamburg, DE)

INTEGRA Biosciences (Hudson,
USA)

Gerhard GmbH & Ko KG
(Konigswinter, DE)

Carl Zeiss (Oberkochen, DE)
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Sterilbank

Sterilwerkbank

Taumelschiittler

Thermoschiittler

Tiefkiihlschrank -20 °C

Tischzentrifuge

Ultratiefkiihlschrank
-86 °C

Vortexer

Zahlkammer

LaminAir HBB 2448

Typ C424 H
Polymax 1040

DTS-2

Liebherr comfort
5417R

HERA freeze

IKA MS1

Neubauer Improved

Heraeus Holding GmbH (Hanau,
DE)

CEAG Schirp (Burladingen, DE)

Heidolph Instruments GmbH &
Co.KG (Schwabach, DE)

LTF Labortechnik GmbH & Co. KG
(Wasserburg, DE)

Liebherr (Biberach an der Rif3, DE)
Eppendorf Research (Hamburg, DE)

Thermo Fisher Scientific (Waltham,
USA)

IKA®-Werke GmbH & CO. KG
(Staufen, DE)

VWR International (Radnor, USA)

3.1.2. Verbrauchsmaterialien

Sterile Materialien sind mit * gekennzeichnet.

Material

Typ

Hersteller

Abdichtungsfilm fiir
PCR-Platten*

Biosphere® Filter Tips*

Chirurgische Schere
Combitips Plus*

Deckgliser

Falcon*

0,1-10 pl; 2-100 pl; 100-

1000 pl
14,5 cm, gerade
0,5 ml, 5 ml

24x50 mm

15 ml, 50 ml
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Thermo Fisher Scientific (Waltham,
USA)

Sarstedt AG & Co. KG (Niimbrecht,
DE)

Aesculap, B. Braun (Tuttlingen, DE)
Eppendorf Research (Hamburg, DE)

R. Langenbrinck (Emmendingen,
DE)

Corning Incorporated (New York,
USA)
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Feindosierspritzen *
Kantilen*

Kryobox

Mikroschere

Mullkompressen *

Nadel nach Wullstein

Objekttrager

PAP Stift

Petrischalen*

Pinzette

Pipettenspitzen™®

Polypropylen
Reaktionsgefal3e™
Prézisionspinzette
QIAshredder*
Reaktionsgefal3e*

Rundmesser 45°

Serologische Pipette™

Spritzen*

Spritzenvorsatzfilter*®

BD Plastipak™

21G,25G

10x10

25x75 mm SuperFrost®
Plus

ImmEdge Hydrophobic
Easy Grip 35x10 mm
Dumont

epT.I.P.S.® Reloads 50-
1000 pul, 20-300 pl

LoBind and PCR Clean

gerade Spezialform

0,5ml, 1,5 ml, 2 ml

10 ml, 25 ml

10 ml, 20 ml

Filtropur S plus 0.2
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BD GmbH (Heidelberg, DE)
Carl Roth GmbH (Karlsruhe, DE)

Thermo Fisher Scientific (Waltham,
USA)

Carl Roth GmbH (Karlsruhe, DE)

Fink & Walter GmbH (Merchweiler,
DE)

Karl Storz (Tuttlingen, DE)

R. Langenbrinck (Emmendingen,
DE)

Vector Laboratories (Burlingame,
USA)

Corning Incorporated (New York,
USA)

Fine Science Tools GmbH
(Heidelberg, DE)

Eppendorf Research (Hamburg, DE)

Eppendorf Research (Hamburg, DE)

Carl Roth GmbH (Karlsruhe, DE)
Qiagen GmbH (Hilden, DE)
Eppendorf Research (Hamburg, DE)
Karl Storz (Tuttlingen, DE)

Sarstedt AG & Co. KG (Niimbrecht,
DE)

Carl Roth GmbH (Karlsruhe, DE)

Sarstedt AG & Co. KG (Niimbrecht,
DE)
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Zellkulturplatten™
Cellware Poly-D-

Corning BioCoat™

Corning Incorporated (New York,
USA)

Lysine/mouse Laminin 8-

well
4 well Nunclon Delta SI Thermo Fisher Scientific (Waltham,
USA)
Nunc MaxiSorp™ 96 well = Thermo Fisher Scientific (Waltham,
USA)
3.1.3. Reagenzien/Chemikalien/Puffer
Produkt Hersteller

2-Pyridylethylamine dihydrochloride, Hrhl
Agonist

Alexa Fluor™ 594 Phalloidin
Ampuwa Wasser
Anti-Neurofilament 200 Antikorper
Antibody diluent

Avidin, Alexa Fluor™ 488

3-Mercaptoethanol
Ciproxifan maleate, Hrh3 Antagonist

Cis-Diammineplatinum (II) dichloride,
Cisplatin

Compound 48/80
D-(+)-Glucose solution
DAPI-Farbstoff
Descosept

Dimethylsulfoxide

Tocris (Bristol, UK)

Life technologies™ (Carlsbad, USA)
Fresenius Kabi (Bad Homburg, DE)
Abnova (Taipeh, TWN)

Abcam (Cambridge, UK)

Invitrogen by Thermo Fisher Scientific
(Waltham, USA)

Stratagene (San Diego, USA)

TargetMol (Boston, USA)

Merck KGaA (Darmstadt, DE)

Sigma-Aldrich (St. Louis, USA)
Sigma-Aldrich (St. Louis, USA)
Sigma-Aldrich (St. Louis, USA)
Dr. Schumacher GmbH (Malsfeld, DE)

SERVA Electrophoresis GmbH (Heidelberg,
DE)
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DMEM/F12 Gibco® by Life technologies™ (Carlsbad,
USA)

Elektrolyt-Infusionslésung mit Glukose Serumwerk Bernburg AG (Bernburg, DE)

Ethanol abs. 96 Vol.% Merck KGaA (Darmstadt, DE)

Fetales Rinderserum Merck KGaA (Darmstadt, DE)

Formaldehydldsung 4 % 10/20 ml SAV LP GmbH (Flintsbach am Inn, DE)

Formalin Losung 10 % Sigma-Aldrich (St. Louis, USA)

Ziege anti-Maus IgG Alexa Fluor™ 594 Life technologies™ (Carlsbad, USA)

. . ™
(Zﬁeff)antl Maus IgG Alexa Fluor ™ 488 Life technologies™ (Carlsbad, USA)

Immethridine dihydrobromide, Hrh3 Tocris (Bristol, UK)

Agonist

Insulin-like growth factor I R&D Systems (Minneapolis, USA)

PBS Tabletten (0,01 M) Gibco® by Life technologies™ (Carlsbad,
USA)

Penicillin G Sodium Salt Merck KGaA (Darmstadt, DE)

Penicillin-Streptomycin Losung Thermo Fisher Scientific (Waltham, USA)

Invitrogen by Thermo Fisher Scientific

™ 1
ProLong"™ Gold antifade reagent (Waltham, USA)

Recombinant Mouse IGF-1 R&D Systems (Minneapolis, USA)
RIPA Buffer Cell Signaling (Cambridge, UK)
RLT Buffer Qiagen GmbH (Hilden, DE)

RPMI 1640 Medium Biochrom GmbH (Berlin, DE)

S-(+)-Chlorpheniramine maleate salt, Hrh1l

Antagonist Santa Cruz Biotechnology (Dallas, USA)

Sodium chromoglycate, Cromoglicinsdure ~ TargetMol (Boston, USA)

Toluidinblau O VWR International (Radnor, USA)
Triton™ X-100 Sigma-Aldrich (St. Louis, USA)
Wash Buffer Cell Signaling (Cambridge, UK)
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Ziegenserum Jackson ImmunoResearch Lab. (Cambridge,
UK)
3.1.4. Kits
Produkt Hersteller

QuantiFast SYBR® Green RT-qPCR Kit
QuantiTect® Primer Assay
Rnase-Free Dnase Set

Rneasy Mini Kit

Qiagen GmbH (Hilden, DE)
Qiagen GmbH (Hilden, DE)
Qiagen GmbH (Hilden, DE)

Qiagen GmbH (Hilden, DE)

3.1.5. Software

Version Hersteller
BioRender BioRender 2020 (Toronto, CAN)
EndNote X9 Clarivate Analytics (Philadelphia, USA)
GraphPad Prism 8.4.3 GraphPad Software (San Diego, USA)
Imagel 1.52 Wayne Rasband, National institutes of health

LightCycler software  3.00

Microsoft Office 16.41

(USA)
Roche Molecular Systems (Pleasanton, USA)

Microsoft Corporation (Washington, USA)

3.2. Tiere

3.2.1. Tierhaltung

Die Tierhaltung als auch alle durchgefiihrten Tierexperimente erfolgten gemél dem deutschen

Tierschutzgesetz und den Richtlinien des Berliner Landesamtes fiir Gesundheit und Soziales.

Durch das Landesamt wurde die Durchfiihrung der Tierversuche T 0292/16 (,,Gewinnung von voll

entwickelten Haarzellen*) genehmigt.
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Die Ausfiihrung aller Experimente erfolgte nur durch autorisierte Personen. Es wurden folgende
Mausstimme genutzt: mannliche und weibliche C57BL/6-Maéuse als auch heterozygote C57BL/6-
Cpa3-Cre; Mcl-1"" und homozygote C57BL/6-Cpa3-Cre; Mcl-17" Miuse sowie deren C57BL/6-
Cpa3-Cre; Mcl-1"* Wildtyp Geschwister. Die Mcl-1 modifizierten C57BL/6-Miuse wurden
freundlicherweise von der AG Maurer (Allergie-Zentrum-Charité) zur Verfiigung gestellt und
mithilfe von Polymerasekettenreaktion genotypisiert. Die Jungtiere waren wéhrend der
Experimente zwischen drei und fiinf Tage alt. Zusitzlich wurden ca. neun Wochen alte (adulte)
C57BL/6-Maiuse zur Gewinnung von PCMCs genutzt.

Die verwendeten Tiere stammen aus der eigenen Nachzucht der Forschungseinrichtungen fiir
experimentelle Medizin der Charit¢é — Universitditsmedizin Berlin, wo sie bestellt und im
Ubergaberaum des Charité Cross Over’s abgeholt wurden. Mit der Lieferung und Abholung der
Tiere begann der Versuchstag. Um eine Auskiihlung der Versuchstiere zu vermeiden, wurden
diese in einer Styroporbox mit zuvor aufgewidrmten Gelakkus (1 Minute 800 W) gelagert.
Zusétzlich erhielt jede Maus eine subkutane Injektion, bestehend aus einem Elektrolyt-Glukose-

Mix, was eine Exsikkose vorbeugen sollte.

3.2.2. C57BL/6-Cpa3-Cre; Mcl-1 Mausmodell

2011 generierte das Galli Lab erstmalig das C57BL/6-Cpa3-Cre; Mcl-1 Mausmodell (160). Dieses
Modell beruht auf der Erkenntnis, dass durch die genetische Manipulation am Myeloid cell
leukemia sequence 1 Gen (Mcl-1) Zellen himatopoetischen Ursprungs reduziert bis hin geldscht
werden konnen (161). Durch die Verwendung des Cre-loxP-Systems konnte eine Mauslinie
generiert werden, die die Expression des Mcl-1-Gens spezifisch in MZ supprimiert. Hierzu wurde
die Cre-Rekombinase an den Promoter der Carboxypeptidase A3, welches sehr stark in MZ
exprimiert wird (162), verbunden. Die Cre-Rekombinase ist in der Lage spezifische DNA-
Sequenzen, die als loxP-Stelle (Locus of x-over, P1) bezeichnet werden, zu erkennen und dadurch
eine Deletion an dieser spezifischen DNA-Sequenzen zu initiieren (163). Dementsprechend
wurden Méuse mit loxP flankiertem Allel am Mcl-1-Gen generiert und diese mit Cpa3-Cre
transgenen Méusen gekreuzt. Demzufolge konnte in der Nachkommengeneration die Entfernung
und Inaktivierung des Mcl-1-Gens durch die Expression der Cre-Rekombinase spezifisch in den
MZ beobachtet werden (160). Zellen anderer hdmatopoetischen Ursprungs wiesen keine

Veranderungen auf (160).

Das C57BL/6-Cpa3-Cre; Mcl-1 Mausmodell schafft somit eine Grundlage, welches zur

Erforschung der Funktionen und Eigenschaften der MZ im Innenohr genutzt werden kann.
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3.3. Experimentelle Methoden am peritonealen Mastzellmodell -

Vorversuche

Diese Vorversuche wurden den eigentlichen Experimenten und Zielsetzungen dieser Dissertation
vorangestellt, da zunédchst einmal die Wirkung des Mastzellstabilisators Cromoglicinsdure an MZ
von Mausen getestet werden sollte, um im weiteren Verlauf auch eine Aussage im Innenohr treffen

zu konnen.

3.3.1. Zellgewinnung

Die Isolierung der PCMCs erfolgt in Anlehnung an das Protokoll von Meurer et al. (2016) (164).
Die PCMCs wurde aus der Peritoneallavage von etwa neun Wochen alten ménnlichen C57BL/6-
Maidusen gewonnenen. Die Totung der Maiuse erfolgte durch zervikale Dislokation. Der
Bauchbereich der Tiere wurde mit 70 % Ethanol desinfiziert und die Haut des Bauches achtsam
eroftnet, sodass das Peritoneum parietale nicht ladiert wurde. Mit einer 20 ml Spritze und einer
25 G Kaniile wurde 5 ml PBS und 5 ml Luft in den Peritonealraum gegeben. AnschlieBend wurde
der Abdominalbereich der Méuse fiir 3 Minuten vorsichtig massiert, was das Herauslosen der MZ
in die Losung hervorrief. Die Lavage wurde mit einer 20 G Kaniile gewonnen und in ein 50 ml
Falcon Tube transferiert, welches auf Eis gelagert wurde. Die Zellsuspension wurde flir 5 Minuten

bei 4 °C und 1200 rpm zentrifugiert.

3.3.2. Zellanzahlbestimmung

Nach der Zentrifugierung der Zellsuspension wurde der Uberstand vorsichtig entfernt und das
Zellpellet mit 5 ml PCMC-Medium aufgezogen, was am Versuchstag frisch angesetzt und steril
filtriert wurde. Das PCMC-Medium setzte sich aus 1 % Penicillin/Streptomycin, 20 % fetalem
Rinderserum und Kulturmedium DMEM/F12 zusammen. Um die Differenzierung der MZ von
anderen Zellen zu ermdglichen, wurden diese in einem Verhiltnis von 1:2 mit Toluidinblau
gefdrbt, was eine etablierte Farbemethode zur Identifizierung von MZ darstellt (165). Toluidinblau
ist ein metachromer Farbstoff, der die zahlreichen Granula der MZ violett koloriert. Aus der mit
Toluidinblau versetzten Losung wurden 10 ul in die vorbereitete Neubauer-Zdhlkammer
iiberfiihrt, sodass der gesamte Zahlbereich ausgefiillt war. Die Auszidhlung der MZ erfolgte bei 10-

facher VergroBerung unter einem Lichtmikroskop.
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Hierzu wurden die Toluidinblau-positiven Zellen innerhalb der vier Eckfelder ausgezéhlt. Die
durchschnittliche MZ-Anzahl pro Eckquadrat wurde ermittelt, indem die MZ-Anzahl aller 4 Felder
addiert und durch vier dividiert wurde. AnschlieBend wurde der ermittelte Durchschnitt mit 2
(Verdiinnung) und 10.000 (Volumen eines Gruppenquadrates: 0,1 mm x 1 mm x 1 mm = 0,1 mm?
= 0,1 ul) multipliziert. Das Ergebnis entsprach dem Vielfachen von 10° Zellen pro ml

Zellsuspension.

3.3.3. Zellkultivierung

Im Anschluss der Zahlung wurde die Zellsuspension, die zuvor in Kulturmedium aufgenommen
wurde, in 4-Well-Kulturplatten gegeben. Die Kultivierung erfolgte bei 37 °C und bei einem CO»-
Gehalt von 5 % fiir 24 Stunden. Nach abgelaufener Inkubationszeit wurden nicht adhdrierende
Zellen, die sich im Uberstand befanden, verworfen und neues PCMC-Medium, fiir die am
Wellboden adhirierenden PCMCs, hinzugegeben. AnschlieBend erfolgte die Zentrifugation der
Kulturplatte fiir 5 Minuten bei Raumtemperatur und 1200 rpm. Die Zellen konnten infolgedessen

fiir weitere Behandlungen genutzt werden.

3.3.4. Zellbehandlung

Die Behandlungszusétze wurden an jedem Versuchstag unter sterilen Bedingungen neu angesetzt
und in das PCMC-Medium gegeben. Die Kontrollgruppen, die jedem Behandlungskonzept
zugeordnet wurden, erhielten iiber den gesamten Inkubationszeitraum Medium ohne
Behandlungszusétze. Die Inkubation erfolgte stets bei 37 °C und bei einem 5 %igem CO»-Gehalt
fiir 15 Minuten. Die Versuche endeten mit der Einleitung der Formalinfixierung.

Um die Degranulation der PCMCs zu initiieren, wurden diese mit dem Polymer CP48/80
behandelt. CP48/80 stellt eine intensiv untersuchte Substanz dar, die die Aktivierung und
Degranulation von MZ einleitet (166). CP48/80 (#C2313) wurde in destilliertem Wasser gelost
und zu einer Stammlosung mit der Konzentration von 50 mg/ml angesetzt. Um die jeweilige
Endkonzentration von 10 uM, 20 uM und 50 uM CP48/80 zu erhalten, wurde die Stammldsung
um den Faktor 1:5000, 1:2500 und 1:1000 mit PCMC-Medium verdiinnt.

In einem anderen Versuchsdesign erfolgte eine 15-miniitige Vorbehandlung der PCMCs mit 1 uM,
10 uM und 50 uM CS (#T1260). Nach erfolgter Vorbehandlung wurden die PCMCs mit einem
Wasch Buffer gewaschen und mit 10 puM CP48/80 fiir weitere 15 Minuten behandelt. Am Ende
aller Behandlungen wurden die PCMCs mit 4%iger Formaldehydlosung fiir 15 Minuten bei

Raumtemperatur fixiert und infolgedessen 3-fach mit Wash Buffer gewaschen.
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Nach der anschlieBenden Permeabilisierung mit 0,1%igem Triton X-100 waren die PCMCs fiir

die darauffolgende Fluoreszenzfarbung ausreichend vorbereitet.

3.3.5. Fluoreszenzfirbung

Um den Degranulationszustand der PCMCs quantifizieren zu konnen, wurden diese nach der
Permeabilisierung mit fluoreszenzmarkiertem Avidin (Alexa Fluor™ 488 conjugate) und DAPI
gefarbt. Avidin Alexa Fluor™ 488 wurde um den Faktor 1:800 in PBS verdiinnt. Die Losung
wurde in die Wells pipettiert und lichtgeschiitzt fiir 30 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert.
AnschlieBend wurden die PCMCs 3-fach mit Wash Buffer fiir 10 Minuten gewaschen. Zur
Féarbung der Zellkerne wurde der Farbstoff DAPI um den Faktor 1:100 in PBS verdiinnt und in die
Wells pipettiert. Die Behandlung erfolgte ebenfalls lichtgeschiitzt fiir 10 Minuten bei
Raumtemperatur. Nach einer letzten Waschung wurden die Zellen in ProLong™ Gold eingebettet

und mit einem Deckglas abgedeckt.

3.3.6. Auswertung

Durch die Bestimmung der Fluoreszenzintensitit wurde der Degranulationszustand der PCMCs in
den Kontroll- und Behandlungsgruppen bestimmt. Am Fluoreszenzmikroskop wurden fiinf
Sichtfelder je Well mit dem 20x Objektiv fotografiert. Die Auswertung erfolgte mithilfe von
Image]J. Zur Bestimmung der Fluoreszenzintensitét ist die fluoreszierende Farbung der PCMCs
mit Avidin (Alexa Fluor™ 488 conjugate) von besonderer Bedeutung, da die Sittigung der
gefarbten Bereiche ermittelt wurde. Hierzu wurden die Aufnahmen zunéichst einmal in ein bindres
Bild umgewandelt. Anhand dieser bindren Bilder konnte die ,Integrated Density” (IntDen)
ermittelt werden. Die IntDen gibt die Sittigung der jeweiligen Farbung an. Dies deutet darauf hin,
dass je hoher und gesittigter die Farbung war, umso hoher war die Integrated Density. Bei den
PCMCs bedeutete diese Gegebenheit, dass kompakte nicht-degranulierte MZ einen hdheren

IntDen aufwiesen als degranulierte MZ.

3.4. Experimentelle Methoden mit Cochlea-Explantaten

3.4.1. Vorbereitung und Priparationsvorgehen

Sowohl die Feinpridparation als auch die Herstellung des Kulturmediums erfolgte stets in der
sterilen Atmosphére einer Sterilwerkbank. Die verwendeten Versuchsmaterialien zur Priparation
der Cochlea wurden vorerst mit 70 %igem Ethanol sterilisiert und die Arbeitsflache mit Descosept

gewischt.
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Anderweitige Materialien wurden nur unter der Werkbank genutzt. Pro Tier wurden zwei
Petrischalen mit jeweils 3 ml DMEM/F12 (ohne Zusétze) vorbereitet und bis zum Einsatz bei 4 °C
gelagert. Die Priaparation der Cochlea erfolgte in Anlehnung an Sobkowicz et al. (1993) (167) und
Parker et al. (2010) (168). Je Versuchstag wurden vier bis acht Miuse pripariert. Fiir die
Herstellung der organotypischen Kulturen wurden Jungtiere im Alter von drei bis fiinf Tage
verwendet. Die Totung der Tiere erfolgte durch Dekapitation mit einer chirurgischen Schere.
AnschlieBend wurden die Kopfe mit der Schnittfliche nach unten auf eine sterile Mullkompresse
gelegt und mit 70 %igem Ethanol desinfiziert. Die Kopthaut wurde durch eine anatomische
Pinzette und einer kleinen chirurgischen Schere entfernt. Das Neurocranium wurde entlang der
Sagittalebene halbiert und das Gehirn mit einem Spatel entnommen. Die Pars petrosa des Os
temporale wurde aus dem halbierten Schédel separiert und in eine der zuvor vorbereiteten
Petrischale iiberfiihrt. Die darauffolgende feingewebliche Prédparation erfolgte mit einem
Mikroskop unter der sterilen Atmosphére einer Arbeitsbank. Das iiberschiissige Gewebe wurde
entfernt, die Cochlea mit der knorpeligen Kapsel aufgesucht und aus dem Felsenbein gelost.
AnschlieBend wurde die freigelegte Kapsel in eine frische Petrischale, die DMEM/F12 gefiillt war,
iiberfiihrt. Infolgedessen wurde die Cochlea-Kapsel in kleine Stiicke erdffnet, bis der membrandse
Anteil der Cochlea frei lag. Die SV und das SL wurden von der Basis bis zur Spitze der Cochlea
im Ganzen abgezogen und das OC vom Modiolus getrennt. Unter den Begriff OC werden im

Folgenden die Haarzellen als auch die SGN und SG mitgezihlt.

3.4.2. Organotypische Kultur des sensoneuronalen Epithels und der

Lateralwand

Die Kultivierung des OCs und der LW erfolgte in sterilen 8-Well oder 4-Well Zellkulturplatten,
die jeweils mit 400 pl Kulturmedium befiillt wurden. Um eine bessere Anheftung der Explantate
zu erzielen, wurden die Zellkulturplatten iiber Nacht in einem mit 5 % COz begasten Inkubator bet
37 °C vorinkubiert. Abhingig vom weiteren Verwendungszweck der Explantate wurden diese in
zwel verschiedenen Kultivierungsverfahren bearbeitet. Explantate, die fiir die Immunfluoreszenz
designiert waren, wurden als ganze OCs und LWs in einer der Wells {iberfiihrt und auf dem Boden
positioniert. Explantate, die jedoch fiir die one-step real-time Reverse-Transkriptase-Polymerase-

Kettenreaktion (RT-qPCR) vorgesehen waren, wurden als freischwebende Proben kultiviert.
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Das dafiir bendtigte Kulturmedium setzte sich aus Dulbecco modifiziertes Eagle Medium, was mit
10 % fetalem Rinderserum, 1,3 % Glucose, 0,2 % Penicillin G, 0,2 % einer Lésung aus Insulin,
Transferrin und Natriumselenit sowie 0,025 % Insulin-like-Growth-Faktor versetzt wurde,
zusammen. Das Kulturmedium wurde am jeweiligen Versuchstag frisch angesetzt und steril mit
einem 0,2 pm Spritzenvorsatz filtriert. Nach der Praparation wurden alle Explantate in einem mit
5 % CO; begasten Inkubator bei 37 °C fiir 24 Stunden inkubiert, um diese fiir anschlieende

Versuchszwecke vorzubereiten.

3.4.3. Gewebeaufarbeitung durch Formalinfixierung

Am Ende der Inkubationszeit wurden die OCs und LWs in 10%iger Formalinlosung fiir
45 Minuten bei Raumtemperatur fixiert und anschlieBend 3-fach mit Wash Buffer gewaschen. Die
Fixierung fand unter einem Abzug und hinter einem Schutzglas statt. Die darauffolgende
Permeabilisierung fand mit 0,5 % Triton X-100 in einer PBS-Spiilpufferlésung fiir 15 Minuten bei
Raumtemperatur statt. Nach einer letzten Waschung erfolgte die anschlieende

Fluoreszenzfarbung oder RNA-Isolierung.

3.4.4. Fluoreszenzfiarbung von Mastzellen

Zur Quantifizierung der MZ wurden die Explantate nach der Fixierung mit fluoreszenzmarkiertem
Avidin gefdarbt. Das Glykoprotein Avidin, was mit dem Fluoreszenzfarbstoff Alexa Fluor™
konjugiert wurde, dient zur fluoreszenzmikroskopischen Identifizierung von MZ und stellt eine
etablierte Farbemethode zur Darstellung von MZ-Granula dar (169). Die spezifische Bindung an
die MZ-Granula soll durch elektrostatistische Interaktionen zwischen dem negativ geladenen
Heparin in den Granula und dem positiv geladenen Avidin zustande kommen (170). Avidin Alexa
Fluor™ 488 wurde um den Faktor 1:600 in PBS verdiinnt und in die Wells pipettiert. AnschlieBend
erfolgte die lichtgeschiitzte Inkubation der Explantate fiir 30 Minuten bei Raumtemperatur. Nach
der Inkubationszeit wurden die Explantate 3-fach mit Wash Buffer fiir 10 Minuten gewaschen.
Infolgedessen wurde die Kammer der 8-Well Zellkulturplatte entfernt und die Explantate in
ProLong™ Gold Antifading-Reagenz, was mit DAPI versetzte war, eingebettet. Die Abdeckung

der Explantate erfolgte anschliefend mit einem Deckglas.

3.4.5. Fluoreszenzfiarbung von Haarzellen

Um die Anzahl und den Zustand der Haarzellen quantifizieren zu kdnnen, wurden diese nach der

Fixierung mit fluoreszenzmarkiertem Phalloidin geférbt.
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Phalloidin ist das zyklische Peptidtoxin des Griinen Knollenblitterpilzes (Amanita phalloides),
welches hochaffin an filamentédres Aktin (F-Aktin) bindet und dessen Depolymerisierung hemmt
(171, 172). Somit kann durch Phalloidin, was mit dem Fluoreszenzfarbstoff iFluor® konjugiert
wurde, die aktinreichen Stereozilien der Haarzellen fluoreszenzmikroskopisch sichtbar gemacht
werden. Die IHZ und AHZ lassen sich durch ihre typisch morphologische Anordnung im OC und
der Stereozilienausrichtung sicher voneinander unterscheiden. Phalloidin-iFluor® 594 wurde um
den Faktor 1:1500 in PBS verdiinnt. Die Explantate wurden anschlieBend lichtgeschiitzt fiir 45
Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Nach der 3-fachen Waschung mit Wash Buffer wurde die
Kammer der 8-Well Zellkulturplatte entfernt und die Explantate in ProLong™ Gold Antifading-
Reagenz, was mit DAPI versetzt wurde, eingebettet. Die Abdeckung der Explantate erfolgte

anschlieend mit einem Deckglas.

3.4.6. Immunfluoreszenzfiarbung von Spiral Ganglion Neuronen

Die Immunfluoreszenz beruht auf dem Prinzip der spezifischen Bindung des Erstantikorpers an
das untersuchende Protein im Zellverband (173, 174). Diese Koppelung wird erst durch die
Verwendung eines Zweitantikorpers sichtbar (173, 174). Der fluoreszenzmarkierte
Zweitantikorper kann durch die Anregung mit Licht bestimmte Wellenldngen emittieren und so
im Fluoreszenzmikroskop detektiert werden (173, 174). Die Explantate wurden mit 4 %iger
Blockierungslosung (Ziegenserum und PBS) bei Raumtemperatur fiir 60 Minuten inkubiert, um
nicht-spezifische Bindungsstellen zu blockieren. Anschliefend wurden die Explantate mit dem
neuronenspezifischen Priméirantikdrper Anti-Neurofilament 200 (NF200) markiert. Hierzu wurde
NF200 im Verhiltnis von 1:400 in Antibody Diluent verdiinnt, in die Wells pipettiert und bei 37 °C
fiir 40 Minuten inkubiert. Als Sekundérantikorper wurde der Ziegen-anti-Maus Antikorper 1gG,
was mit Alexa Fluor™ 488 oder mit Alexa Fluor™ 594 konjugiert wurde, verwendet. Der
Sekundérantikorper wurde im Verhéltnis von 1:400 in Antibody Diluent angesetzt und fiir
5 Minuten bei 14000 U zentrifugiert. AnschlieBend wurden die Explantate mit dem Uberstand
lichtgeschiitzt bei Raumtemperatur fiir 60 Minuten inkubiert. Nach der Waschung mit Wasch
Buffer erfolgte entweder die Farbung der Haarzellen oder der MZ.

3.4.7. Fluoreszenzmikroskopie

Die Explantate wurden unter dem Fluoreszenzmikroskop EVOS FL und Keyence BZ-X800, in
400-facher VergroBerung abgebildet, quantifiziert und analysiert. Durch verschiede Filter konnten

die Emissionsfarben der jeweiligen Fluorochrome dargestellt werden (Tabelle 1).
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Tabelle 1 Verwendete Fluoreszenzfarbstoffe und Antikoérper.

Ex* Em* Emissionsfarbe  Struktur
NF-200 monoclonal - - Spiral
. B Antikorper Ganglion,
g & Spiral
2z :
S Ganglion
A~ =g
< Neurone
Ziege anti-Maus IgG Alexa 495 519 griin -
& O Fluor™ 488 1gG (H+L)
£
2 2 Ziege anti-Maus IgG Alexa 590 617 rot -
I Fluor™ 594
g Avidin Alexa Fluor™ 488 495 519 griin Mastzellen
o
S Phalloidin-iFluor® 594 590 617 rot Haarzellen
S
= DAPI 405 420 blau Zellkerne

*Exzitations-(Ex) und Emissionsmaxima (Em) von Konjugaten in nm.

3.4.8. Behandlung der Explantate

Je nach Versuchsdesign wurden die Explantate entweder mit Cisplatin, CS oder Histamin-
Rezeptor 1/3 Agonisten/Antagonisten behandelt. Die Behandlungszuséitze wurden stets unter
sterilen Bedingungen angesetzt und in das Kulturmedium der Explantate gegeben. Die
Kontrollgruppen, die jedem Behandlungskonzept zugeordnet wurden, wurden iiber den gesamten
Inkubationszeitraum mit Kulturmedium ohne Behandlungszusitze inkubiert. Die jeweiligen
Versuche wurden zwischen zwei und viermal Mal wiederholt. Die Inkubation erfolgte stets bei
einem 5 % CO: begasten Inkubator bei 37 °C und endete mit dem Beginn der RNA-Isolierung

oder mit der Formalinfixierung.

Cisplatin (#232120) wurde zundchst in Dimethylsulfoxid zu 100 mg/ml Ansdtze geldst.
AnschlieBend wurde das geldste Cisplatin in RPMI-Medium um den Faktor 1:100 verdiinnt und
aliquotiert. Die Konzentration der endgiiltigen Stammldsung betrug 3,3 mM. Zur Bestimmung der
mittleren letalen Konzentration (LDso) von Cisplatin wurden die Explantate mit 5 uM, 10 uM,
15 uM und 20 uM Cisplatin behandelt. Die Behandlung erfolgte nach der initialen Inkubation fiir
weitere 24 Stunden.
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Die Negativ-Kontrollgruppe wurde unter den gleichen Bedingungen mit alleinigem Kulturmedium
ohne den Zusatz von Cisplatin kultiviert. Anhand des Beschidigungsgrades der IHZ und AHZ
wurde die LDso Konzentration von Cisplatin bestimmt. In einem anderen Versuchsdesign wurden
OCs, LWs und Modioli mit 15 uM Cisplatin fiir 2, 4, 6 und 24 Stunden behandelt. Nach Ablauf
der Inkubationszeit erfolgte die RN A-Isolierung.

Cromoglicinsdure (#T1260) wurde in destilliertem Wasser geldst und zu einer Stammlosung mit
einer Konzentration von 50 mM angesetzt. AnschlieBend wurden die Explantate mit 5 uM, 10 uM,
25 uM, 50 uM, 100 uM und 200 uM CS behandelt. Die Behandlung erfolgte nach der initialen
24-stiindigen Inkubation fiir weitere 24 Stunden. Die Negativ-Kontrollgruppe wurde unter den
gleichen Bedingungen mit alleinigem Kulturmedium ohne den Zusatz von CS kultiviert. Die
Auswertung erfolgte anhand des Beschidigungsgrades der IHZ und AHZ sowie durch semi-
quantitativer Bestimmung der Fluoreszenzintensitdt von SGN.

In einem anderen Versuchsdesign erfuhren die Explantate eine Vorbehandlung mit 5 uM, 10 uM,
25 uM und 50 uM CS fiir 2 Stunden. AnschlieBend wurden diese Explantate mit 15 uM Cisplatin
fiir weitere 24 Stunden behandelt. Nach Ablauf der Inkubationszeit erfolgte die

Immunfluoreszenzanalyse (Abbildung 1).

2-Pyridylethylamine dihydrochloride (Hrhl Agonist; #2478), S-(+)-Chlorpheniramine maleate
salt (Hrh1 Antagonist; #SC-253441) und Immethridine dihydrobromide (Hrh3 Agonist; #2315)
wurde in destilliertem Wasser geldst und zu einer Stammldsung mit der Konzentration von
100 mM angesetzt. Ciproxifan maleate (Hrh3 Antagonist; #12004) wurde in Dimethylsulfoxid
gelost, welche auch in eine Stammldsung mit 10 mM angesetzt wurde. Die Behandlung der
Explantate mit dem Hrh1 Agonisten/Antagonisten und dem Hrh3 Agonisten/Antagonisten erfolgte
in den Endkonzentrationen 10 uM, 50 uM und 100 uM. Hierzu wurden die Stammldsungen um
den Faktor 1:1000, 1:200 und 1:100 verdiinnt. Nach der anfanglichen 24-stiindigen Inkubation

wurden die Explantate mit dem angereicherten Medium fiir weitere 24 Stunden behandelt.
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Abbildung 1 Versuchsaufbau der Cromoglicinsiure und Cisplatin Experimente.

Erstellt durch BioRender.com (2020).

3.4.9. Auswertung

Im Rahmen der Auswertung wurden in jedem Explantat die MZ-Anzahl, der Haarzellverlust und
die SGN Dichte quantifiziert. Um die Anzahl und den Aktivierungszustand der MZ in den
Kontroll- und Behandlungsgruppen zu bestimmen, wurden diese mit fluoreszenzmarkiertem
Avidin geférbt. Es erfolgte sowohl eine distributive als auch eine quantitative Auswertung der MZ.
Fiir die distributive Auswertung der MZ in den OCs wurde diese in drei Bereiche eingeteilt:
Haarzellareal, Neuritareal und SG Areal. Die Einteilung der LW erfolgte in SV und SL.
AnschlieBend wurden die MZ im gesamten OC und LW ausgezéhlt. Zusitzlich wurden die MZ
nach ihrem Granulationszustande in zwei Gruppen eingeteilt: nicht-degranulierte MZ und
degranulierte MZ. Nicht-degranulierte MZ zeichneten sich dadurch aus, dass sie kompakt und
granulareich erschienen und keine Granula im extrazelluliren Raum aufzufinden war.
Degranulierte MZ hingegen wiesen zahlreiche extrazelluldre Granulate und/oder einen reduzierten
intrazelluldren Granulagehalt auf. Diese Einteilung der MZ anhand des Granulationszustandes
erfolgte in Anlehnung an Ribatti (2018) (165). Die Dokumentation der Zdhlung und der MZ-
Verteilung fand durch standardisierte Tabellen statt.
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Um den Haarzellverlust der jeweiligen Kontroll- und Behandlungsgruppen zu identifizieren,
wurde fiir jedes OC ein individuelles Cochleogramm erstellt. Dabei stellt ein Cochleogramm den
prozentualen Haarzellverlust als Funktion zwischen dem Abstand von der Basis bis zum Apex der
Cochlea dar. Daher wurde zunéchst einmal die Linge der BM ausgemessen. Hierzu wurde durch
die Verwendung des 10x Objektivs des Fluoreszenzmikroskops Bilder der gesamten BM
aufgenommen, welche anschlieBend zusammengesetzt wurden. Mit dem Image] Plugin
Measure Line wurde die Linge der BM zwischen der Lamina spiralis ossea und der IHZ-Reihe
gemessen. Nach der Ausmessung jeder Cochlea wurde diese in 10 Abschnitte eingeteilt, welche
einen bestimmten Prozentsatz der gesamten OC-Léange reprisentiert (0 % = Apex — 100 % =
Basis). AnschlieBend wurde in jedem Abschnitt drei repriasentative Haarzellbereiche ausgesucht
und mit dem 40x Objektiv fotografiert. Da die IHZ und AHZ nicht alle auf einer Ebene lagen,
wurden mehrere Aufnahmen von unterschiedlichen Ebenen erstellt. Diese Bilder wurden dann in
einem Z-Stack zusammengefiigt. Die Anzahl der IHZ und AHZ wurde aus diesen digitalen Bildern
mit einer Skala von 100 um ausgezihlt. Zur Zellzédhlung wurde das ImageJ Plugin Cell Count
genutzt. Die Haarzellen wurden in drei morphologische Charakteristika eingeteilt: intakte, defekte
und fehlende Haarzellen. Intakte Haarzellen waren dadurch gekennzeichnet, dass die Stereozilien
physiologisch angeordnet waren. Defekte Haarzellen waren durch gestérte Anordnung und/oder
Fusionen der Stereozilien charakterisiert. Fehlende Haarzellen wurden durch das Fehlen der
Stereozilien und eventueller Narbenbildung identifiziert. Gelegentlich wurde eine vierte AHZ
Reihe beobachtet, die nicht in die Zdhlung miteingeschlossen wurde. Der Mittelwert der
ausgezdhlten Haarzellen wurde ermittelt, sodass jeweils 100 um einen bestimmten Prozentsatz der
kompletten OC-Lédnge représentierte. Darauthin wurde der Durchschnittswert der intakten,
defekten und fehlenden THZ und AHZ in 10 % -Intervallen iiber die gesamte Linge des OCs
angegeben.

Die OCs der Mcl-1 modifizierten Mause wurden entlang der zweieinhalb Windungen in apikale,
mediale und basale Fragmente eingeteilt. In jeder Windung wurden drei repriasentative Bereiche
zur Haarzellquantifizierung mit dem 40x Objektiv aufgenommen, die anschlieBend mit der zuvor
beschriebenen Haarzellcharakteristika ausgezidhlt wurden. Der Mittelwert der ausgezdhlten
Haarzellen wurde errechnet, sodass dieser die durchschnittliche Anzahl der Haarzellen je Windung
reprasentierte.

Zur Quantifizierung der SGN wurden zwei Methoden verwendet. Zum einen wurden die SGN
nummerisch quantifiziert und zum anderen wurde eine semi-quantitative Auswertung der Daten

unternommen.
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Fiir beide Methoden wurden die SGN zunéchst mit dem Primérantikorper NF200 markiert und
anschlieend mit einem fluoreszierenden Sekundérantikorper gefarbt. Am Fluoreszenzmikroskop
wurden die SGN mit dem 40x Objektiv fotografiert. Da die SGN nicht alle auf einer Ebene lagen,
wurden mehrere Aufnahmen von unterschiedlichen Ebenen erstellt, die anschliefend in Imagel zu
einem Z-Stack zusammengefiigt wurden. Die numerische Quantifizierung der SGN erfolgte aus
den digitalen Bildern, indem die einzelnen SGN je 100 um ausgezdhlt wurde. Fiir die semi-
quantitative Auswertung wurde in ImagelJ das Verfahren der Flacheninhaltbestimmung genutzt.
Hierzu wurde zunichst ein 100 um langer Bereich zwischen der Habenula perforata und der [HZ-
Reihe als ,,region of interest* (ROI) ausgewidhlt. Um die Flache der griin oder rot gefdarbten SGN
in den jeweiligen ROI zu analysieren, wurden die Aufnahmen in ein binédres Bild umgewandelt.
Mit der Funktion Color Threshold wurden die ausgewéhlten Bereiche weill markiert und der nicht
gefarbte Hintergrund schwarz. Anschlieend konnte der Flachenanteil der SGN in jedem ROI

durch ImageJ berechnet werden.

3.5. Molekularbiologische Methoden

3.5.1. RNA-Isolation aus Gewebekulturen

Zur RNA-Isolierung wurden neben OCs und LWs auch Modioli genutzt, die jeweils fiir 2, 4, 6 und
24 Stunden mit 15 pM Cisplatin behandelt wurden. Nach Ablauf der Inkubationszeit wurden die
Explantate mit PBS gewachsen und in getrennte Eppendorf Behilter gegeben. In das jeweilige
Behiéltnis wurde 350 ul RLT-Puffer, welches zuvor mit B-Mercaptoethanol versetzt wurde,
beigefiigt und fiir 3 Minuten mit der Pipette homogenisiert. Proben, die nicht anschlieend fiir die
weitere RNA-Isolation genutzt wurden, wurden bei -80 °C eingefroren. Fiir die Extraktion zu
einem anderen Zeitpunkt wurde das zuvor homogenisierte Gewebe auf einem Eisblock unter der
Atmosphire einer Sterilwerkbank aufgetaut. AnschlieBend wurde die Probe bei 14000 rpm fiir
3 Minuten zentrifugiert. Das Filtrat wurde fiir 10 Minuten bei Raumtemperatur stehengelassen.
Darauthin wurde das Lysat mit 350 ul 70%igem Ethanol versetzt. Die Suspension wurde durch
mehrmaliges Pipettieren vermischt. Infolgedessen wurden 600 pl auf eine RNeasy Spin Sdule
gegeben, die wiederum in einem 2 ml Auffangbehéltnis tiberfiihrt wurde. AnschlieBend erfolgte
die Zentrifugation der Sédule bei 80000 rpm fiir 20 Sekunden. Der Durchfluss wurde verworfen
und es folgte der erste Waschschritt. Zuerst wurde 350 ul RW1-Puffer auf die RNeasy Spin Siule
gegeben und bei 10000 rpm fiir 20 Sekunden zentrifugiert. AnschlieBend wurde 350 ul RW1-
Buffer in die RNeasy Sdulen zugesetzt und fiir 20 Sekunden bei 10000 rpm zentrifugiert.
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Der Uberstand und das Auffangbehiltnis wurden verworfen. Die RNeasy Siule wurde in ein neues
2 ml Auffangbehéltnis iiberfiihrt. 500 ul RPE-Buffer wurde in die RNeasy Sdule pipettiert und flir
20 Sekunden bei 10000 rpm zentrifugiert. Der Uberstand wurde erneut verworfen und der vorige
Waschschritt mit 500 pl RPE-Buffer wiederholt. Der Uberstand mit dem Auffangbehiltnis wurde
nochmalig verworfen, sodass die RNeasy Sdulen in eine neue 2 ml Auffangbehiltnis iiberfiihrt
wurde. Die Sdule wurde daraufhin bei 14000 rpm fiir 1 Minute getrocknet und dann auf ein
frisches 1,5 ml Eppendorf Behiltnis gesetzt. Auf die Membran der Sdule wurde 30 pl RNase-freies
Wasser pipettiert und bei 10000 rpm fiir 1 Minute zentrifugiert. Der aufgefangene Durchfluss
enthielt die extrahierte RNA, deren Gehalt mithilfe des NanoDrop® ermittelt wurde.

3.5.2. Reinheit-und Konzentrationsbestimmung der RNA

Zur Konzentrationsbestimmung der gewonnen RNA-Proben aus OCs, LWs und Modioli erfolgte
am NanoDrop®. Die Extinktion der Proben wurde bei einer Wellenldnge von 260 nm fotometrisch
bestimmt. Fiir die Messungen wurden 1 pl RNA auf das Gerét pipettiert und die RNA

Konzentration mithilfe der folgenden Formel berechnet:
RNA [pg/ml] = A260 nm x K x Verdiinnungsfaktor
(K = optische Dichte; RNA 40 pg/ml)

Die Reinheit der RNA-Proben wurde durch die Bildung des Quotienten aus den Extinktionswerten
bei 260 nm und 280 nm bestimmt (A260/A280), wobei Werte zwischen 1,80 und 2,20 auf eine

reine RNA-Isolierung hinwiesen.

3.5.3. Real-Time Reverse-Transkriptase-Polymerase-Kettenreaktion

Bei der Variante des one-step RT-qPCRs, findet die cDNA-Synthese und PCR nicht getrennt
voneinander statt, sondern in ein und demselben Behéltnis, was die Anzahl an Pipettiereinheiten
minimierte und somit die Quantitdt der moglichen Fehler. Mit dem Qiagen QuantiFast SYBR®
Green one-step RT-qPCR Kit wurde die RNA ohne eine weitere Reaktion in cDNA umgewandelt
und anschlieBend mit spezifischen Primern amplifiziert. Die RT-qPCR erfolgte in einer 96-Well-
Platte mit einer Gesamtmenge von 25 ul QuantiFast SYBR® Green RT-qPCR Master Mix. Hierzu
wurde fiir jede untersuchte Probe (OC, LW und Modiolus) ein 12,8-facher MasterMix-Ldsung,
die 195,2 ul umfasste, vorbereitet und auf 36 Reaktionsgefde 4 15,25 ul verteil (Tabelle 2).
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Tabelle 2 Reaktionsansitze.

Volumen 1 x [ul]

2x QuantiFast SYBR® Green RT- 12,5
gPCR MasterMix

Primer A, B, C 2,5
QuantiFast RT Mix 0,25
RNA 60 ng
RNase-freies Wasser 9,75
Gesamtvolumen 25

AnschlieBend wurden die 96-Well-Platten mit einem Abdichtungsfilm abgedeckt, fiir 1 Minute bet

1000 g zentrifugiert und in den LightCycler96 platziert. Die Denaturierung der c-DNA wurde nach

45 Zyklen und durch die in der Tabelle 3 aufgezeigtem Zeit- und Temperaturschema erreicht.

Tabelle 3 Zeit-und Temperaturschema.

Zeit (in Sekunden) Temperatur (in °C)

Reverse Transkription

Initiale Denaturierung

Denaturierung

Kombinierte Annealing/Extension

Schmelzen

Kiihlung

600 s

300 s

10s

30s

ls

30s

50 °C

95 °C

95 °C

60 °C

97 °C

37°C
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3.5.4. Primer

Die im Rahmen dieser one-step RT-qPCR verwendeten Primer wurden von der Firma Qiagen

bezogen und sind in Tabelle 4 gelistet.

Tabelle 4 Verwendete Primer.

Name Spezies Transkript bp
Hrh1 Maus NM 001252643 3868 bp
Hrh3 Maus NM 133849 2641 bp
Ywhaz Maus NM_001253805 3604 bp

3.5.5. Relative Quantifizierung

Die Auswertung der one-step RT-qPCR erfolgte iiber eine relative Quantifizierung, die gegen
Ywhaz als Hauskeeping-Gen berechnet wurde. Die Berechnung fand mithilfe der AACt-Methode
statt, wobei folgende Formeln fiir die Bestimmung des Verhéltnisses zwischen Kontroll- und

Behandlungsgruppen (relative Transkripthdufigkeit) verwendet wurde:

ACt = Cyjg1gen — Clywhaz

AACt = ACt ACt

Behandlung ~ Kontrolle

relative Transkripthdufigkeit = 244,

Alle Proben wurden als Duplikate analysiert.

3.6. Statistische Analyse

Die statistische Auswertung erfolgte mit der Beratung durch das Institut fiir Biometrie und
klinische Epidemiologie der Charité — Universititsmedizin Berlin. Zur statistischen Analyse
wurde die Software GraphPad Prism 8 verwendet. Die Ergebnisse wurden in Microsoft Excel®
gesammelt und anschlieBend in GraphPad iibertragen. Die statistische Signifikanz wurde durch
eine one-way ANOVA-Varianzanalyse und two-way ANOVA-Varianzanalyse mit multiplen

post-hoc Vergleiche durch den Dunnett Test oder Turkey Test berechnet.
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Konnten die Bedingungen fiir eine Normalverteilung nicht erfiillt werden, so wurde ein Kruskal-
Wallis Test mit multiplen post-hoc Vergleiche durch den Dunn’s Test durchgefiihrt. Ein
Signifikanzwert (p-Wert) unter p <0,05 (*) wurde als signifikant, p <0,01 (**) als sehr
signifikant, p <0,001 (***) als hoch signifikant, p <0,0001 (****) als hochst signifikant und
p > 0,05 (ns) als nicht signifikant betrachtet. Die Ergebnisse der deskriptiven Statistik wurden als
Mittelwert £ SEM angegeben.
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4. Ergebnisse

4.1. Priifung von Cromoglicinsiure im peritonealen Mastzellmodell —

Vorversuche

Das erste Ziel dieser Arbeit war es, den mastzellstabilisierenden Einfluss von CS an PCMCs zu
prifen. Diese Versuche dienten als Basis dafiir, um die hier gewonnen Erkenntnisse auf das
Innenohr-Modell zu iibertragen und einen Erkldrungsansatz fiir mogliche Interaktion zwischen
dem mastzellstabilisierenden Effekt von CS und der ototoxischen Wirkung von Cisplatin zu

bieten.

4.1.1. Cromoglicinsdure hemmt in vitro die Degranulation von peritonealen

Mastzellen

Um die mastzellstabilisierende Eigenschaft von CS an PCMCs zu priifen, wurden diese zunéchst
mit dem MZ-Aktivator CP48/80 in 10 uM, 20 uM und 50 uM fiir 15 Minuten behandelt. In einem
weiteren Versuchsdesign wurden die PCMCs mit 1 uM, 10 uM und 50 uM CS fiir 15 Minuten
vorbehandelt und anschlieBend mit 10 uM CP48/80 fiir weitere 15 Minuten. Die Analyse erfolgte
durch die semi-quantitative Bestimmung der Fluoreszenzintensitdt, wobei kompakte nicht-
degranulierte PCMCs eine hohere Fluoreszenzintensitit aufwiesen als degranulierte PCMCs.

In Abbildung 2 ist schematisch die Fluoreszenzintensitit der PCMCs nach der Behandlung mit
CP48/80 und CS abgebildet. Es ist zu erkennen, dass eine Stimulation der PCMCs mit 10 uM,
20 uM und 50 uM CP48/80 zu einer hochst signifikanten Reduktion der IntDen fiihrte (von links
nach rechts: p <0,0001; p <0,0001; p = 0,0004; Kruskal-Wallis Test). Des Weiteren ist eindeutig
zu erkennen, dass nach der Vorbehandlung mit 1 uM und 10 uM CS (+ +) kein signifikanter
Unterschied mehr zur Kontrollgruppe (- -) ermittelt werden konnte. Die Vorbehandlung mit 50 uM
CS wies hingegen eine signifikante Abweichung zur Kontrollgruppe auf (p < 0,0001; Kruskal-
Wallis Test).

In Abbildung 3 sind reprisentative Aufnahmen dargestellt, die die PCMCs nach alleiniger
Behandlung mit CP48/80 (Abbildung 3c¢/d) und nach der Vorbehandlung mit CS (Abbildung
3e/f) zeigen. Es ist visuell zu erkennen, dass die Anzahl nicht-degranulierter PCMCs in der
Kontrollgruppe sowie in der CS + CP48/80 Gruppe erhoht sind, was anhand vieler runder und
intakter Zellen erkennbar wird. In der CP48/80 Gruppe ist eine deutliche Reduktion nicht-
degranulierter PCMCs aufzufinden, was durch die vermehrte Streuung an Granula im

extrazellularen Raum verdeutlicht wird.
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Abbildung 2 Die Behandlung mit CP48/80 bewirkt eine Senkung der Fluoreszenzintensitit von PCMCs, wihrend
Cromoglicinsiure die Fluoreszenzintensitit wieder ansteigen lisst.

Die Fluoreszenzintensitdt wird als IntDen angegeben, was eine Zusammenfassung der Pixel in einem ausgesuchten Areal darstellt.
Hierfiir wurde die Fluoreszenzintensitét jeder einzelnen PCMC in fiinf Sichtfelder durch ImagelJ berechnet. Die Behandlung der
PCMCs mit CP48/80 (10, 20 und 50 uM) erfolgte fiir 15 min ((+ -) hellgrau). In einem anderen Versuch wurden die PCMCs mit
CS (1, 10 und 50 uM) fiir 15 min vorbehandelt und anschlieBend mit 10 uM CP48/80 fiir weitere 15 min kultiviert ((+ +)
dunkelgrau). Die Ergebnisse wurden mit der Kontrollgruppe verglichen, welche nur mit dem Kulturmedium ohne den Zusatz von
C48/80 oder CS kultiviert wurde (- -). Die Daten wurden aus zwei Experimenten zusammengefasst und sind als Mittelwert + SEM

angegeben. ns > 0,05; ***p < 0,001; ****p <0,0001 (Kruskal-Wallis Test, multiple post-hoc Vergleiche mit Dunn’s).
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Fluoreszenzfirbung Threshold-Bild

Kontrolle

CP48/80 - 10pM

CS + CP48/80 je 10pM

Abbildung 3 Repriisentative Aufnahmen der PCMCs nach 15-miniitiger Behandlung mit CP48/80 und Cromoglicinsiure.
Die PCMCs wurden mit fluoreszenzmarkiertem Avidin (Alexa Fluor™ 488 conjugate) und DAPI (Zellkerne) geférbt. Die
Fluoreszenzintensitit der einzelnen griin markierten PCMCs wurde mithilfe des dazugehorigen Threshold-Bildes in Imagel
berechnet (Abbildung 3b, 3d, 3f). Abbildung 3a/b PCMCs Behandlung mit Kulturmedium ohne Zusitze (Kontrolle). Abbildung
3c¢/d PCMCs Behandlung mit 10 uM CP48/80. Abbildung 3e/f Vorbehandlung der PCMCs mit 10 uM CS und anschlieBende
Behandlung mit 10 pM CP48/80. Der Mafistab entspricht 200 pm.
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4.2. Der Einfluss von Cisplatin auf die Cochlea-Mastzellen

Die Tierversuche im ndchsten Schritt verfolgten das Ziel, die Verteilung der Cochlea-MZ zu
bestimmen, da zu diesem Zeitpunkt keine Daten diesbeziiglich existieren. Dariiber hinaus zeigte
Brzezinska-Blaszczyk et al. (1996), dass die Behandlung mit Cisplatin die Histaminsekretion aus
PCMCs induzierte (58), weshalb die Vermutung aufgestellt wurde, dass die Cochlea-MZ auch in
Anwesenheit von Cisplatin degranulieren wiirden und diese Degranulation vermutlich eine Rolle

in der Cisplatin-induzierten Ototoxizitdt spielen konnte.

4.2.1. Distribution der Mastzellen in Cochlea-Explantaten

Um den Einfluss von Cisplatin auf die Cochlea-MZ zu untersuchen, wurde zunéchst einmal die
Verteilung der MZ unter normalen Konditionen analysiert. Hierzu wurden die MZ in den
verschiedenen Strukturen der Cochlea quantifiziert.

In Abbildung 4 ist die durchschnittliche Anzahl der MZ in verschiedenen Bereichen der Cochlea
grafisch dargestellt. Es ist zu erkennen, dass die Cochlea-MZ sowohl im SGN- und SG-Areal als
auch im SV- und SL-Areal der LW aufzufinden waren, wahrend keine MZ im Haarzellbereich
beobachtet werden konnte (Abbildung 4a). Zwischen dem Haarzellbereich und den weiteren
untersuchten Arealen des OCs und der LW konnten Unterschiede mit den Signifikanzwerten von
p <0,0001; p=0,0017; p=0,0009; p <0,0001 (Abbildung 4a: von links nach rechts; Kruskal-
Wallis Test) festgestellt werden. In der LW der Cochlea wurden durchschnittlich mehr MZ als im
OC beobachtet, die jedoch keinen signifikanten Unterschied aufwiesen (Abbildung 4a). Generell
zeigte sich eine durchschnittliche Anzahl von 0,37 = 0,06 SEM MZ im OC und 1,85 + 0,53 SEM
MZ in der LW (Abbildung 4b) und konnte mit einem Signifikanzwert von p = 0,0001 belegt
werden (Mann-Whitney Test; Abbildung 4b).

52



Ergebnisse

a) b)
10 10
dkkk o .
E 87 | *kskk ‘ = 87 *kk
[} «
S N
2 :
s 67 sokokk ‘ = 6
[ N .
3 ok : g
gl) 4 - —| - . oo 2 4 - L] (11]
= 2
> =
5, e o I
_L 1 N
= ] =
0 ] ] ; 1 T 0 ; 1
HC SGN SG SV SL oC LW
I I I I
ns
oC LW

Abbildung 4 Distribution der Mastzellen in unterschiedlichen Arealen der Cochlea.

Die OC und LW Explantate wurden mit fluoreszenzmarkiertem Avidin (Alexa Fluor™ 488 conjugate) und DAPI gefirbt. Zur
Datengewinnung wurde die Anzahl der MZ, unabhéngig vom Degranulationsstatus, in jedem Explantat ausgezéhlt und hier als
Gesamtanzahl je Areal (n = 9) angegeben. Die Quantifizierung erfolgte bei einer 40x Vergroflerung. Abbildung 4a Distribution
der MZ im HZ, SGN, SG, SV und SL Areal. Abbildung 4b Gesamtmastzellanzahl im OC und LW. Die Daten wurden aus zwei
unabhéngigen Experimenten zusammengefasst. HZ = Haarzellen, SGN = Spiral Ganglion Neurone, SG = Spiral Ganglion,
SV = Stria vascularis, SL = Spiral Ligament. ns > 0,05; **p < 0,01; ***p < 0,001; ****p < 0,0001 (Abbildung 4a: Kruskal-Wallis
Test, multiple post-hoc Vergleiche mit Dunn’s; Abbildung 4b: Mann-Whitney Test).

4.2.2. Cisplatin fiihrt zur Abnahme der nicht-degranulierten Cochlea-

Mastzellen

Um den Effekt von Cisplatin auch auf Cochlea-MZ beweisen zu kénnen, wurden OC und LW
Explantate aus C57BL/6-Mausen mit 10 uM, 15 uM, 20 uM und 30 uM Cisplatin fiir 24 Stunden
behandelt und anschliefend mit Avidin geféarbt. Die einzelnen Avidin-positiven MZ wurden in
jedem Explantat analysiert und zusammenfassend dargestellt.

In Abbildung 5a-5e sind repriasentative Aufnahmen der MZ in der LW der jeweiligen Gruppen
dargestellt. Die Kontrollgruppe (Abbildung 5a) wies vermehrt intakte, runde und mit Granula
gepackte MZ auf. In den Behandlungsgruppen (Abbildung Sb, Sc, 5d, 5e) konnte eine deutliche
Verstreuung der Granula in den extrazelluldren Raum identifiziert werden.

In Abbildung 6 ist die Anzahl der nicht-degranulierten und degranulierten Avidin-positiven MZ
in den OC und LW Explantaten dargestellt. Es ist zu erkennen, dass die Anzahl nicht-
degranulierter MZ (Abbildung 6a) nach der Behandlung mit Cisplatin abnahm.
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Durchschnittlich befanden sich in einem unbehandeltem OC und LW Explantat 2,00 = 0,78 SEM
nicht-degranulierte MZ und 0,09 + 0,26 SEM degranulierte MZ. Nach der Behandlung mit 15 uM,
20 uM und 30 uM Cisplatin nahm die durchschnittliche Anzahl der nicht-degranulierten MZ mit
einem Signifikanzwert von p = 0,0045, p = 0,0334 und p = 0,0039 ab (Abbildung 6a: von links
nach rechts; Kruskal-Wallis Test), was in Zahlen ausgedriickt 0,25 + 0,09 SEM, 0,70 + 0,24 SEM
und 0,06 + 0,06 SEM MZ entsprach. Die Behandlung mit 10 uM Cisplatin wies zwar grafisch eine
Reduktion der nicht-degranulierten MZ auf, jedoch konnte kein signifikanter Unterschied zur
Kontrollgruppe errechnet werden. Ein signifikanter Unterschied in der durchschnittlichen Anzahl
der degranulierten MZ konnte in keiner der Behandlungsgruppen errechnet werden. Lediglich
konnte eine Zunahme der degranulierten MZ nach einer Behandlung mit 10 uM Cisplatin
graphisch beobachtet werden.

Somit konnte mit dieser Erkenntnis gezeigt werden, dass Cisplatin eine signifikante Abnahme von
nicht-degranulierten Cochlea-MZ initiiert. Anzumerken ist hier jedoch, dass wenn MZ komplett
degranulieren, diese auch nicht mit Avidin zu farben sind. Daher kann es sein, dass mehr
degranulierte MZ vorhanden waren als ermittelt werden konnte.

Dartiber hinaus ist in Abbildung 7 zu erkennen, dass mit steigender Cisplatin-Konzentration die
MZ-Anzahl in den Explantaten (OC und LW zusammengefasst) abnahm. Durchschnittlich
befanden sich in einem unbehandelten Explantat, unabhingig vom MZ-Degranulationsstadium,
1,58 £ 0,42 SEM MZ. Nach der Behandlung mit 15 pM Cisplatin nahm die durchschnittliche MZ-
Anzahl zwar ab, erwies sich jedoch nur bei der 20 uM und 30 uM Gruppe als signifikant
(p=10,0398 und p=0,0360 Kruskal-Wallis Test). In der Gruppe, die mit 10 uM Cisplatin
behandelt wurde, konnte ein Anstieg der MZ auf 2,31 + 0,75 SEM verzeichnet werden, was jedoch

keinen signifikanten Unterschied zur Kontrollgruppe aufwies.
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20 uM 30 uM

Abbildung 5 Reprisentative Aufnahmen der Cochlea-Mastzellen nach der Behandlung mit Cisplatin.

Hier sind MZ der LW abgebildet. Die MZ wurden mit fluoreszenzmarkiertem Avidin (Alexa Fluor™ 488 conjugate) geférbt und
bei einer 40-fachen VergroBerung fotografiert. AnschlieBend wurden die Bilder zugeschnitten, sodass eine Nahaufnahme der MZ
erwirkt wurde. Abbildung 5a Cochlea-MZ, die nur mit Kulturmedium ohne Zusétze behandelt wurde (Kontrolle). Abbildung 5b
Cochlea-MZ, die eine Behandlung mit 10 uM Cisplatin erfuhr. Abbildung Sc¢ Cochlea-MZ, die mit 15 uM Cisplatin behandelt
wurde. Abbildung 5d Cochlea-MZ, die mit 20 uM Cisplatin behandelt wurde. Abbildung Se Cochlea-MZ, die mit 30 uM
Cisplatin kultiviert wurde. Der Maf3stab entspricht 10 um.
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Abbildung 6 Cisplatin bewirkt eine Abnahme von nicht-degranulierten Avidin-positiven Cochlea-Mastzellen und in
niedrigen Konzentrationen eine Zunahme von degranulierten Cochlea-Mastzellen.

Die nicht-degranulierten (a) und degranulierten (b) MZ wurden entlang der gesamten OC und LW Explantate ausgezéhlt und
zusammengefasst. Die Kontrollgruppe (n=9) wurde mit Kulturmedium ohne jegliche Zusétze fiir 24 h kultiviert. Die
Behandlungsgruppen wurden jeweils mit 10 uM (n=10), 15 uM (n=4), 20 uM (n = 12) und 30 uM (n =4) Cisplatin fiir 24 h
behandelt. Die Daten wurden aus vier unabhdngigen Experimenten zusammengefasst und sind als Mittelwert + SEM angegeben.

*p <0,05; **p <0,01; (Kruskal-Wallis Test, multiple post-hoc Vergleiche mit Dunn’s).
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Abbildung 7 Cisplatin bewirkt eine Reduktion der Cochlea-Mastzellen bei hoheren Konzentrationen.
Die nicht-degranulierten und degranulierten MZ wurden entlang der gesamten OC und LW Explantaten ausgezdhlt und hier
zusammenfassend dargestellt. Die Kontrollgruppe (n=9) wurde mit Kulturmedium ohne Zusétze fiir 24 h kultiviert. Die
Behandlungsgruppen wurden mit 10 pM (n = 10), 15 uM (n = 4), 20 uM (n = 12) und 30 uM (n = 4) Cisplatin fiir 24 h behandelt.
Die Daten wurden aus vier unabhdngigen Experimenten zusammengefasst und sind als Mittelwert + SEM angegeben. *p < 0,05;

(Kruskal-Wallis Test, multiple post-hoc Vergleiche mit Dunn’s).
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4.3. Cromoglicinsdure wirkt protektiv gegen Cisplatin-induzierter

Ototoxizitit

Da gezeigt werden konnte, dass Cisplatin zur Abnahme von nicht-degranulierten Cochlea-MZ
fiihrt, wurde im néchsten Versuchsdesign untersucht, ob CS, dessen mastzellstabilisierende
Wirkung am PCMC-Modell bereits bestitigt wurde, einen protektiven Einfluss auf die Cisplatin-

induzierte Ototoxizitit haben konnte.

4.3.1. Cromoglicinsdure in hoheren Konzentrationen sorgt fiir eine Abnahme

intakter Haarzellen

Zunichst einmal wurden die Explantate mit 5 uM, 10 uM, 25 uM, 50 uM, 100 uM und 200 uM
CS fiir 24 Stunden behandelt, um einen mdglich bestehenden ototoxischen Effekt von CS
aufzuzeigen und somit ein falsch-negatives Ergebnis ausschlieBen zu konnen. Als Kontrollgruppe
galten Explantate, die alleinig mit Kulturmedium ohne den Zusatz von CS behandelt wurden.

In Abbildung 8 ist die Auswirkung von CS auf die Anzahl der intakten IHZ und AHZ aufgezeigt.
Die Quantifizierung defekter und fehlender Haarzellen wurde nicht grafisch dargestellt. Es ist zu
erkennen, dass eine Behandlung mit 100 uM CS (p = 0,0324; two-way ANOVA) und 200 uM CS
(p = 0,0064; two-way ANOVA) zu einer signifikanten Reduktion der intakten IHZ im Vergleich
zur Kontrollgruppe fiihrte. Zusitzlich konnte beobachtet werden, dass mit der Abnahme von
intakten IHZ der prozentuelle Anteil defekter IHZ anstieg (Daten nicht gezeigt). Die AHZ wiesen
eine dhnliche Reaktion auf die Behandlung mit CS auf. Auch hier fiihrte die Behandlung mit
100 pM CS zu einer signifikanten Abnahme der intakten AHZ (p = 0,0252; two-way ANOVA),
wéhrend 200 uM CS keinen Effekt aufwies. Diese Ergebnisse waren von wichtiger Bedeutung, da
gezeigt werden konnte, dass hohe CS-Konzentrationen eine haarzelldegenerierende Wirkung
(100 uM und 200 uM) besaBBen und dadurch diese Konzentrationen auf darauffolgenden
Experimenten ausgeschlossen werden konnten. Somit kann eine eventuelle Protektion von
Cisplatin-induzierten Haarzellverlust als Folge der CS-Behandlung mit Konzentrationen, die

keinen Effekt auf die Haarzellen hatten, verstanden werden.
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Abbildung 8 Cromoglicinsiure bewirkt in hohen Konzentrationen eine Reduktion der intakten Haarzellen.

Die Haarzellen wurden entlang des gesamten OC Explantats quantifiziert. Hierzu erfolgte die Einteilung der OC Explantate in 10
Abschnitte, in denen jeweils drei reprasentative Bereiche (je 100 um) ausgezdhlt wurden. Der prozentuelle Anteil intakter [HZ
(rot) und AHZ (griin) wurde iiber die gesamte Linge des OC Explantats dargestellt. Die Kontrollgruppe (n = 4) wurde fiir 24 h mit
Kulturmedium ohne den Zusatz von CS kultiviert. Die Behandlungsgruppen (je n = 4) wurden mit 5 uM, 10 pM, 25 uM, 50 uM,
100 uM und 200 uM CS fiir 24 h behandelt. Die Daten stammen aus vier unabhéngigen Experimenten und sind als Mittelwert +
SEM angegeben. *p < 0,05; **p < 0,01 (two-way ANOVA, multiple post-hoc Vergleiche mit Dunnett).

4.3.2. Bestimmung der LDso Konzentration von Cisplatin

Um eine einheitliche Konzentration fiir die Behandlung mit Cisplatin gewéhrleisten zu konnen,
wurde die LDso von Cisplatin bestimmt. Hierzu wurden die Explantate mit 5 uM, 10 uM, 15 uM
und 20 uM Cisplatin fiir 24 Stunden behandelt. Die Konzentrationen (Abszisse) wurde im
logarithmischen Maf3stab angegeben, sodass man in einem linearen Koordinatensystem eine
sigmoide Dosis-Wirkungs-Kurve erhielt (Abbildung 9). Es ist zu beobachten, dass mit steigender
Cisplatin-Konzentration die intakten Haarzellen abnahmen. Um anschlieBend die LDso
Konzentration zu bestimmen, wurde der Wert auf der Abszisse abgelesen, der den Prozentwert 50
der intakten IHZ (Abbildung 9a) und AHZ (Abbildung 9b) reprisentierte. Da sowohl die IHZ
(LDso: 13,54 uM) als auch die AHZ (LDso: 12,43 uM) unterschiedliche LDso Konzentrationen

aufwiesen, haben wir uns fiir 15 uM Cisplatin als einheitliche Konzentration festgelegt.
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Abbildung 9 Dosis-Wirkungs-Kurve von Cisplatin in Abhiingigkeit zum prozentuellen Anteil intakter Haarzellen.

Die Zelliiberlebensrate wurde anhand des prozentuellen Anteiles intakter IHZ und AHZ festgestellt. Hierzu wurden die intakten
Haarzellen entlang des gesamten OC Explantats (je 100 pm) ausgezahlt. Die Kontrollgruppe (n = 3) wurde mit Kulturmedium
ohne jegliche Zusitze fiir 24 h kultiviert. Die Behandlungsgruppen (je n=4) wurden mit 5 uM, 10 uM, 15 pM und 20 uM
Cisplatin behandelt. Die Werte wurden normalisiert und die Konzentrationen (Abszisse) in einem logarithmischen Mafistab
angegeben. Abbildung 9a Dosis-Wirkungs-Kurve fiir intakte IHZ. Abbildung 9b Dosis-Wirkungs-Kurve fiir intakte AHZ. Die

Daten wurden aus vier unabhingigen Experimenten zusammengefasst und sind als Mittelwert £ SEM angegeben.

4.3.3. Cromoglicinsdure inhibiert die Cisplatin-induzierte Degranulation von

Cochlea-Mastzellen

Nach der Bestimmung der jeweiligen Behandlungskonzentrationen von Cisplatin und CS, wurde
anschlieend die Wechselwirkung dieser Substanzen auf die Cochlea- MZ und -Integritét
untersucht. Hierzu wurden die Explantate mit 15 uM Cisplatin und verschiedenen CS-
Konzentrationen (5, 10, 25, 50 uM) behandelt.

In Abbildung 10 ist die Anzahl der Cochlea-MZ nach der Behandlung mit CS und Cisplatin
aufgezeigt. Es ist eindeutig zu erkennen, dass im Vergleich zu den Cis-CS+ (- +) Gruppen die
Anzahl der MZ in der Cisplatin-Gruppe (+ -) signifikant reduziert war (Abbildung 10: von links
nach rechts; p = 0,0328, p=0,0002, p =0,0003, p = 0,0001; Kruskal-Wallis Test). Im weiteren
Verlauf konnte gezeigt werden, dass CS in den Konzentrationen 5 uM, 10 uM und 25 pM die
Degranulation von Cochlea-MZ in der Anwesenheit von Cisplatin signifikant inhibierte
(Vergleich zwischen (+ -) Gruppe und (+ +) Gruppen). In Zahlen ausgedriickt bedeutet dies einen
Signifikanzwert von p = 0,0037; p = 0,0415; p =0,0008 (Abbildung 10: von links nach rechts,
Kruskal-Wallis Test).
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Des Weiteren ist zu erkennen, dass 50 uM CS keine Inhibierung der Cisplatin-induzierten MZ-
Degranulation bewirkte (+ +). Auch die alleinige Zugabe von 50 uM CS (- +) verringerte die

Anzahl intakter MZ und wies somit keinen Unterschied zur Cisplatin Gruppe auf (+ -).

MZ / Cochlea-Explantat

Cis - - - - - + + + + +
cs - + o+ o+ o+ - + o+ + o+
=_,\sh \Q\&B f}\ﬁ[‘ 63\&‘ 5\&‘ \Q\&‘ q“)\)&\ 6%\&‘

Abbildung 10 Cromoglicinsiiure verhindert die Cisplatin-induzierte Degranulation von Cochlea-Mastzellen.

Die Kontrollgruppen (jeweils n = 4) wurden entweder nicht behandelt (- -) oder 24 h mit CS (- +; 5, 10, 25 50 puM) inkubiert. Die
Behandlungsgruppen (jeweils n = 4) wurden 2 h mit 5, 10, 25 und 50 uM CS vorbehandelt und anschlieend 24 h mit 15 uM
Cisplatin kultiviert (+ +). Sowohl die Kontroll- als auch die Behandlungsgruppen wurden mit der Cisplatin-Gruppe (+ -)
verglichen. Die MZ wurden in OC und LW Explantaten ausgezéhlt. Die Daten stammen aus vier unabhéngigen Experimenten und
sind als Mittelwert + SEM angegeben. ns > 0,05; *p <0,05; **p <0,01; *** p <0,001 (Kruskal-Wallis Test, multiple post-hoc

Vergleiche mit Dunn'’s).

4.3.4. Cromoglicinsdure inhibiert den Cisplatin-induzierten Haarzellverlust in

Cochlea-Explantaten

Um der Frage nachzugehen, inwiefern CS vor dem Cisplatin-induzierten Haarzellverlust schiitzt,
wurden die Explantate 2 Stunden mit CS (5 uM, 10 uM, 25 uM und 50 uM) vorbehandelt.
AnschlieBend wurden diese Explantate mit 15 uM Cisplatin fiir weitere 24 Stunden behandelt, um
den durch Cisplatin verursachten Haarzellverlust zu induzieren (siche Abbildung 1:
Versuchsaufbau). Die intakten, defekten und fehlenden Haarzellen wurden entlang der gesamten

OC Explantate quantifiziert und als prozentueller Anteil angegeben.
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In Abbildung 11a-d wurde jedoch nur der Anteil intakter IHZ und AHZ dargestellt. Es ist deutlich
zu erkennen, dass die Behandlung mit 15 uM Cisplatin im Vergleich zur Kontrollgruppe (- -) zu
einer signifikanten Reduktion intakter IHZ und AHZ fiihrte (Abbildung 11a/b IHZ: p < 0,0001;
AHZ: p =0,0009; two-way ANOVA), withrend die Vorbehandlung mit CS die Anzahl intakter
Haarzellen wieder ansteigen lieB (+ +). So verursachte die Vorbehandlung mit 5 uM CS im
direkten Vergleich zur alleinigen Behandlung mit 15 uM Cisplatin einen signifikanten Anstieg
intakter IHZ (p = 0,0427; two-way ANOVA). Auch die Vorbehandlung mit 25 uM CS fiihrte zu
einem Anstieg der intakten IHZ mit einem Signifikanzwert von p = 0,0050 (two-way ANOVA).
Zusétzlich lasst sich in allen Gruppen, die eine Vorbehandlung mit CS erfuhren und anschlieBend
eine Behandlung mit Cisplatin erhielten (+ +), weder einen signifikanten Unterschied zur
Kontrollgruppe (- -) noch zur alleinig mit CS behandelten Gruppe (- +) feststellen (Abbildung
11a). Dariiber hinaus konnte beobachtet werden, dass mit der Zunahme von intakten IHZ der
prozentuelle Anteil defekter IHZ sank (Daten nicht gezeigt). In Abbildung 11b ist verdeutlicht,
dass auch die Vorbehandlung mit CS den Anstieg intakter AHZ initiierte (+ +). So zeigte die
Vorbehandlung mit 5 uM CS im direkten Vergleich zur alleinig mit 15 uM Cisplatin behandelten
Gruppe einen signifikanten Anstieg intakter AHZ (p = 0,0237; two-way ANOVA). Anders als bei
den IHZ wirkte 25 uM CS nicht protektiv auf die AHZ. Auch hier lieBen sich in allen Gruppen,
die mit CS vorbehandelt und anschlieBend mit 15 uM Cisplatin kultiviert wurden, keinen
signifikanten Unterschied mehr zur alleinig mit CS behandelten Gruppe und Kontrollgruppe
feststellen (Abbildung 11b). In Abbildung 11¢ und 11d ist die Wirkung von 10 uM und 50 uM
CS dargestellt. Es ist zu erkennen, dass diese Konzentrationen keinen protektiven Einfluss auf den
Cisplatin-induzierten Haarzellverlust hatten. In Abbildung 12 sind die Haarzellen aus den
Kontroll- und Behandlungsgruppen im visuellen Vergleich dargestellt. Die Haarzellen der
Kontrollgruppe (Abbildung 12a) wiesen im direkten Vergleich zur Behandlungsgruppe
(Abbildung 12b und Abbildung 12c¢) eine typische Haarzellmorphologie auf. In Abbildung 12d
ist gezeigt, dass die IHZ und AHZ nach der Behandlung mit 15 uM Cisplatin Haarzellldsionen in
Form von Stereozilienverlust bzw. Verklebung aufwiesen, wihrend die Haarzellen, die zuvor mit
5 uM CS (Abbildung 12¢) und 25 uM CS (Abbildung 12f) vorbehandelt wurden, eine visuelle
Reduktion dieser Lidsionen aufzeigten. Es lieB sich somit ein morphologischer Unterschied
zwischen der Cisplatin-Gruppe und der Cisplatin + CS-Gruppe ermitteln, wéhrend es keinen
ersichtlichen Unterschied zwischen der Kontrollgruppe, der CS-Gruppe und der Cisplatin + CS-
Gruppe gab. Zusammenfassend ldsst sich festhalten, dass eine Vorbehandlung der Cochlea-
Explantate mit 5 uM und 25 uM CS den Cisplatin-induzierten Haarzellverlust signifikant

reduzierte.
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Abbildung 11 Cromoglicinsiiure wirkt protektiv gegen den Cisplatin-induzierten Haarzellverlust.

Der prozentuelle Anteil intakter Haarzellen wurde iiber die gesamte Cochlea ausgezihlt. Die Kontrollgruppen (jeweils n = 4)
wurden entweder nicht behandelt (- -) oder 24 h mit CS (- +; 5, 10, 25 50 uM) inkubiert. Die Behandlungsgruppen (jeweils n = 4)
wurden 2 h mit 5, 10, 25 und 50 pM CS vorbehandelt und anschlieSend 24 h mit 15 uM Cisplatin kultiviert (+ +). Sowohl die
Kontroll- als auch die Behandlungsgruppen wurden mit der Cisplatin-Gruppe (+ -) verglichen. Abbildung 11a/b Der prozentuelle
Anteil intakter IHZ und AHZ in Kontroll- und Behandlungsgruppen, die mit 5 puM und 25 uM CS behandelt wurden. Abbildung
11¢/d Der prozentuelle Anteil intakter ITHZ und AHZ in Kontroll- und Behandlungsgruppen, die mit 10 pM und 50 pM CS
behandelt wurden. Die Daten wurden aus vier unabhéngigen Experimenten zusammengefasst und sind als Mittelwert + SEM
angegeben. ns > 0,05; *p < 0,05; **p <0,01; ***p < 0,001; ****p <0,0001 (two-way ANOVA, multiple post-hoc Vergleiche mit
Dunnett).
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Abbildung 12 Reprisentative Aufnahmen der Haarzellen mit den unterschiedlichen Behandlungskonzepten.

Die Haarzellen wurden mit iFluor® 594-konjugiertem Phalloidin gefdrbt und mit dem 40x Objektiv fotografiert. Anschlieend
wurden die Bilder zugeschnitten, sodass eine Nahaufnahme der Haarzellen erwirkt wurde. Abbildung 12a Kontrollgruppe.
Abbildung 12b/c Haarzellen, die fiir 24 h mit 5 uM (b) und 25 uM (c) CS behandelt wurden. Abbildung 12d Haarzellen, die fiir
24 h mit 15 pM Cisplatin behandelt wurden. Abbildung 12e/f Haarzellen, die mit 5 uM (e) und 25 pM (f) CS fiir 2 h vorbehandelt
wurden und anschliefend fiir weitere 24 h mit 15 uM Cisplatin. Der Mafistab entspricht 10 um.

4.3.5. Cromoglicinsdure inhibiert die Cisplatin-induzierte Neurotoxizitit in

Cochlea-Explantaten

Da gezeigt werden konnte, dass der Cisplatin-induzierte Haarzellverlust durch CS signifikant
verhindert werden konnte, galt im néchsten Schritt zu klaren, ob CS auch einen protektiven Effekt
auf die neurotoxische Wirkung von Cisplatin hat. Um dieser Frage nachzugehen, wurden die
Explantate im ersten Versuchsdesign alleinig mit CS ((- +) 5 uM, 10 uM, 25 uM und 50 uM)
behandelt. Im zweiten Versuchsdesign erfolgte eine Vorbehandlung der Explantate mit CS (5 uM,
10 uM, 25 uM und 50 uM) fiir 2 Stunden und anschlieBend eine Behandlung mit 15 uM Cisplatin
fiir weitere 24 Stunden (+ +). Der Flachenanteil der SGN zwischen der Habenula perforata und
IHZ-Reihe (ROI) wurden in einem bindren Bild berechnet und mit der Kontrollgruppe verglichen.
In Abbildung 13 ist zu erkennen, dass Cisplatin im Vergleich zur Kontrolle eine signifikante

Reduktion der SGN initiierte (p = 0,0193; two-way ANOVA).
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Zuséatzlich zeigt die Behandlung mit 10 uM CS eine Abnahme von SGN mit einem
Signifikanzwert von p = 0,0034 (two-way ANOVA). Bei den anderen CS-Konzentrationen (- +)
lieB3 sich kein Unterschied zur Kontrollgruppe (- -) feststellen. Dariiber hinaus konnte gezeigt
werden, dass die Vorbehandlung der Explantate mit 5 uM, 10 uM und 50 uM CS (+ +) keinen
signifikanten Unterschied zur alleinig mit Cisplatin behandelten Gruppe (+ -) aufwiesen. Eine
hochst signifikante Zunahme der SGN lieB sich nur bei der Vorbehandlung mit 25 uM CS erzielen
(p <0,0001; two-way ANOVA).
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Abbildung 13 Die Vorbehandlung der Cochlea-Explantate mit 25 pM Cromoglicinséure fiihrt zu einer Zunahme der SGN
Dichte.

Der Flacheninhalt der SGN wurden entlang der gesamten OC Explantate je 100 um bestimmt. Hierzu wurde der Flacheninhalt
zwischen der Habenula perforata und der IHZ-Reihe (ROI) gemessen und als prozentueller Anteil angegeben. Die Kontrollgruppen
(jeweils n = 4) wurden entweder nicht behandelt (- -) oder 24 h mit CS (- +; 5, 10, 25 50 uM) inkubiert. Die Behandlungsgruppen
(jeweils n =4) wurden 2 h mit 5, 10, 25 und 50 uM CS vorbehandelt und anschlieBend 24 h mit 15 uM Cisplatin kultiviert (+ +).
Sowohl die Kontroll- als auch die Behandlungsgruppen wurden mit der Cisplatin-Gruppe (+ -) verglichen. Die Daten stammen aus
vier unabhdngigen Experimenten und sind als Mittelwert £ SEM angegeben. *p < 0,05; **p <0,01; ****p <0,0001 (two-way
ANOVA, multiple post-hoc Vergleiche mit Dunnett).
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4.4. Die Rolle des Histamin-Rezeptors in Cisplatin-induzierter Ototoxizitit

Da bereits gezeigt wurde, dass CS die ototoxische Wirkung von Cisplatin signifikant verhindern
konnte, galt als Néchstes zu kldren, inwiefern Histamin eine Rolle in diesem Prozess spielt. Es ist
bekannt, dass Histamin einer der Hauptmediatoren in den Granula der MZ darstellt und diese
wiéhrend des Degranulationsprozesses ausgeschiittet wird (15, 175). Aufgrund der zuvor
beschriebenen Erkenntnisse, dass Cisplatin zur Degranulation von MZ fiihrt, galt darauthin zu
untersuchen, ob Cisplatin auch die Genexpression des Hrh1 und Hrh3 veréndert. Dariiber hinaus
sollte geklart werden, inwiefern Histamin bei diesen pathologischen Prozessen beteiligt ist. Hierzu

wurden die Explantate mit Agonisten und Antagonisten des Hrh1 und Hrh3 behandelt.

4.4.1. Die Expression des Hrhl und Hrh3 Gens wird in der Cochlea durch
Cisplatin moduliert

In Abbildung 14 ist die zeitabhéngige Expression der untersuchten Hrh1 und Hrh3 Gene nach der
Behandlung mit Cisplatin aufgezeigt. Es wurden OC, LW und Modiolus Explantate aus C57BL/6-
Maiusen genutzt. Die Gewebe wurden nach der Préparation fiir 24 Stunden in Kulturmedium
inkubiert und anschliefend mit 15 uM Cisplatin behandelt. Die Expression der Gene wurde nach
2,4, 6 und 24 Stunden gemessen. In Abbildung 14a ist die Expression des Hrh1 und Hrh3 Gens
in den OC Explantaten im Vergleich zur Kontrollgruppe (1,00-fach + 0,01 SEM) verdeutlicht. Es
ist zu erkennen, dass die Expression des Hrh3 Gens nach 4 (0,47-fach £ 0,04 SEM), 6 (0,54-
fach = 0,01 SEM) und 24 Stunden (0,32-fach £+ 0,18 SEM) signifikant runterreguliert wurde (von
links nach rechts: p =0,0190; p = 0,0320; p = 0,0064; one-way ANOVA). Die Hrh1 Expression
hingegen wies iiber alle Inkubationszeiten keinen messbaren Unterschied zur Kontrollgruppe auf.
In den LW Explantaten konnte eine signifikante Herunterregulierung des Hrh1 Gens (von links
nach rechts: p=0,0016; p=0,0012; p=0,0006; p=0,0006; one-way ANOVA) und des Hrh3
(von links nach rechts: p=0,0113; p=0,0113; p=0,0075; p=0,0058; one-way ANOVA)
beobachtet werden (Abbildung 14b). In der Kontrollgruppe wurde das Hrhl Gen 1,00-
fach = 0,14 SEM exprimiert und in den Behandlungsgruppen jeweils 0,24-fach + 0,05 SEM nach
2 Stunden, 0,19-fach + 0,04 SEM nach 4 Stunden, 0,07-fach + 0,04 SEM nach 6 Stunden und
0,05-fach = 0,00 SEM nach 24 Stunden. Die Expression des Hrh3 Gens in der LW wies ein
dhnliches Muster auf. So konnte in der Kontrollgruppe eine 1,03-fach + 0,23 SEM Expression
gemessen werden und in den Behandlungsgruppen jeweils 0,19-fach £ 0,00 SEM nach 2 Stunden,
0,19-fach £ 0.11 SEM nach 4 Stunden, 0,10-fach+0,01 SEM nach 6 Stunden und 0,04-
fach + 0,00 SEM nach 24 Stunden.
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In Abbildung 14c¢ kann festgestellt werden, dass die Expression des Hrh1 in den Modioli nach 2
(p=0,0047; one-way ANOVA) und 6 Stunden (p=0,0105; one-way ANOVA) signifikant
hochreguliert wurde, wihrend nach 4 bzw. 24 Stunden eine unverdnderte oder eine leicht nach
unten regulierte Expression nachgewiesen werden konnte. In der Kontrollgruppe wurde das Hrh1
Gen 1,04-fach + 0,27 SEM exprimiert in den Behandlungsgruppen jeweils 4,57-fach + 0,81 SEM
nach 2 Stunden, 1,38-fach +£0,13 SEM nach 4 Stunden, 3,98-fach = 0,18 SEM nach 6 Stunden
und 1,31-fach + 0,15 SEM nach 24 Stunden. Auch in den Modioli wies die Hrh3 Expression iiber

alle Inkubationszeiten keinen messbaren Unterschied zur Kontrollgruppe auf.
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Abbildung 14 Relative Expression des Hrh1 und Hrh3 Gens nach der Behandlung mit 15 pM Cisplatin.

Die RNA-Proben aus OC (Abbildung 14a), LW (Abbildung 14b) und Modioli (Abbildung 14¢) Explantate stammen aus C57BL/6-

Mausen, die mit 15 uM Cisplatin fiir 2, 4, 6 und 24 h behandelt wurden. Die Kontrollen wurden jeweils mit Kulturmedium ohne Zusétze

behandelt. Die n-fache mRNA-Expression nach der jeweiligen Inkubationszeit wurde mit der n-fachen mRNA-Expression in den

Kontrollgruppen verglichen. Die n-fache mRNA-Expression (Ordinate) wurden in einem logarithmischen Maf3stab vorgegeben. Die Daten

sind als Mittelwert + SEM angegeben. ns > 0,05; *p < 0,05; **p < 0,01; ***p < 0,001 (one-way ANOVA, multiple post-hoc Vergleiche

mit Dunnett).

4.4.2. Der Histamin-Rezeptor 1/3 Agonisten und Antagonisten weist einen

Effekt auf die Anzahl intakter Haarzellen auf

Um den Effekt von Histamin auf die Haarzellen dazustellen, wurden die OC Explantate mit dem
Hrhl  Agonist (2-Pyridylethylamine dihydrochloride), Hrhl  Antagonisten (S-(+)-
Chlorpheniramine maleate salt), Hrh3 Agonisten (Immethridine dihydrobromide) und Hrh3
Antagonisten (Ciproxifan maleate) in den Konzentrationen 10 uM, 50 uM und 100 uM fiir
24 Stunden behandelt. In Abbildung 15 ist die Auswirkung des Hrh1 und Hrh3 Agonisten als auch
Antagonisten auf den prozentuellen Anteil intakter IHZ und AHZ dargestellt.
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Evaluiert man die in der Abbildung 15a aufgezeigten Werte der IHZ-Gruppe im Vergleich zur
Kontrollgruppe, so ist zu beobachten, dass die Behandlung mit dem Hrh1 Agonisten (50 uM) eine
signifikante Abnahme der intakten IHZ zufolge hatte (p=0,0024; two-way ANOVA).
Dahingegen konnte kein Unterschied in der Anzahl intakter IHZ nach der Behandlung mit dem
Hrh1 Antagonist beobachtet werden. Auch wiesen die AHZ nach der Behandlung mit dem Hrh1
Agonisten und Antagonisten keinen messbaren Unterschied zur Kontrollgruppe auf.

In Abbildung 15b ist zu beobachten, dass die Behandlung der Explantate mit dem Hrh3 Agonisten
zu einer signifikanten Zunahme intakter IHZ (10 uM: p = 0,0063 und 100 uM: p = 0,0357; two-
way ANOVA) fiihrte, wihrend die Behandlung mit dem Hrh3 Antagonisten (50 uM: p = 0,0206;
two-way ANOVA) eine signifikante Reduktion der intakten IHZ erzielte. Zusétzlich leitete die
Behandlung der Explantate mit dem Hrh3 Antagonisten (10 uM: p=0,0167 und 50 puM:
p=<0,0001; two-way ANOVA) eine signifikante Reduktion der intakten AHZ ein. Die
Kultivierung der Cochlea-Explantate mit dem Hrh3 Agonisten zeigte keinen messbaren
Unterschied in der Anzahl der intakten AHZ. Sowohl in den IHZ als auch AHZ konnte die
100 uM-Gruppe des Hrh3 Antagonisten nicht ausgewertet werden, da mehr als 80 % der
Haarzellen degeneriert waren und somit keine Basis fiir eine zuversichtliche Quantifizierung

gegeben war.
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Abbildung 15 Der Einfluss des Hrh1/3 Agonisten und Antagonisten auf den prozentuellen Anteil intakter Haarzellen.

Die intakten Haarzellen wurden entlang der gesamten OC Explantate je 100 pm ausgezahlt. Die Kontrollgruppen (je n = 4) wurden
mit Kulturmedium ohne Zusitze fiir 24 h behandelt. Die Behandlungsgruppen (je n = 4) erfuhren entweder eine Behandlung mit
dem Hrh1 Agonisten/Antagonisten oder dem Hrh3 Agonisten/Antagonisten in den Konzentrationen 10 pM, 50 uM und 100 pM.
Abbildung 15a Der prozentuelle Anteil intakter Haarzellen nach der Behandlung mit dem Hrh1 Agonisten und Hrh1 Antagonisten.
Abbildung 15b Der prozentuelle Anteil intakter Haarzellen nach der Behandlung mit dem Hrh3 Agonisten und Hrh3 Antagonisten.
Die Daten wurden aus drei unabhéngigen Experimenten zusammengefasst und sind als Mittelwert + SEM angegeben. ns > 0,05;

*p <0,05; **p <0,01; ¥****p <0,0001 (two-way ANOVA, multiple post-hoc Vergleiche mit Dunnett).
p p p y
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4.5. Charakterisierung der Cochlea im C57BL/6-Cpa3-Cre; Mcl-1

Mausmodell

Neben den Einfliissen der MZ in pathologischen Prozessen der Cochlea galt als weiteres Ziel, die
physiologischen Funktionen der Cochlea-MZ zu charakterisieren. Hierzu wurde die Morphologie
der Haarzellen und SGN im C57BL/6-Cpa3-Cre; Mcl-1 Mausmodell untersucht. Demzufolge
sollten im Rahmen dieser Versuche die Rolle der MZ auf die Entwicklung der Cochlea analysiert

werden.

4.5.1. Die Haarzellen in Mcl-1 modifizierten Cochlea-Explantaten weisen

eine physiologische Form und Anzahl auf

Die OC Explantate wurden entlang der 2 2 Windung in drei Fragmente eingeteilt: apikal, medial
und basal. Diese Fragmente wurden mit dem fluoreszenzmarkierten Phalloidin geférbt und unter
dem Fluoreszenzmikroskop begutachtet. Hierzu wurden heterozygote (Mcl-1"") und homozygote
(Mcl-17%) sowie die C57BL/6 Wildtyp (Mcl-1""") Geschwister verwendet. Die Genotypisierung
der Méuse erfolgte erst nach der Praparation, somit konnte eine statistisch verblindete Praparation
stattfinden.

In Abbildung 16a, 16b und 16¢ sind die Haarzellen von Mcl-1"*, Mcl-1""und Mcl-171" Miusen
im visuellen Vergleich dargestellt. Die Haarzellen in heterozygoten Mcl-1"" und homozygoten
Mcl-1"" OC Explantaten wiesen im direkten Vergleich zu den Wildtyp- Mcl-1*"* OC Explantaten
normale und intakte IHZ und AHZ auf. Es lieB sich zwischen den Gruppen kein morphologischer
Unterschied ermitteln. Zusitzlich wurden die intakten, defekten und fehlenden Haarzellen je
100 pm ausgezéhlt (Daten fiir defekte und fehlende Haarzellen sind nicht gezeigt). In Abbildung
17a ist dargestellt, dass die Anzahl der intakten IHZ in Mcl-1"" und Mcl-1"" OC Explantaten
keinen signifikanten Unterschied zur Wildtyp-Gruppe aufzeigte. Betrachtete man jedoch den
prozentuellen Anteil der intakten AHZ in Mcl-1"*, Mcl-1""und Mcl-1"1 OC Explantaten, so lie
sich im apikalen und medialen Fragment signifikante Unterschiede kalkulieren (Abbildung 17b).
Im apikalen Fragment konnte zwischen der McI-1""und Mcl-1"" Gruppe ein Unterschied mit dem
Signifikanzwert von p=0,0010 (Kruskal-Wallis Test) errechnet werden, wéhrend ein
signifikanter Unterschied im medialen Abschnitt zwischen der Mcl-1*"* und Mcl-1"'%" Gruppe
beobachtet werden konnte (p=0,0377; Kruskal-Wallis Test). Zusammenfassend konnte
durchschnittlich je 100 um 12 intakte AHZ und 6 intakte IHZ beobachtet werden. Die Anzahl der
defekten Haarzellen erstreckte sich von durchschnittlich 4 IHZ auf 0,5 AHZ (Daten nicht gezeigt).

68



Ergebnisse

Summiert man alle defekten Haarzellen tliber alle Gruppen hinweg so wurde deutlich, dass 37,24 %
der IHZ defekt waren und 2,58 % der AHZ. Diese Beobachtung lieB sich dadurch erkléren, dass

die IHZ generell empfindlicher auf die Kultivierung reagieren und somit keine Besonderheit der

Mecl-1 modifizierten OC Explantate darstellt.

Mecl-1""* Mecl-11 Mecl-1""

Abbildung 16 Reprisentative Aufnahmen der Haarzellen in Mcl-1"*, Mcl-I"™" und Mcl-1"" modifizierten Cochlea-

Explantaten.

Dargestellt sind Draufsichtaufnahmen der Haarzellen, die mit iFluor® 594 konjugiertem Phalloidin markiert wurden. Abgebildet
sind jeweils nur mediale Abschnitte der OC Explantate. Abbildung 16a Haarzellen in einem Wildtyp Mcl-1"* Explantat.
Abbildung 16b Haarzellen in einem heterozygoten Mcl-1"'" Explantat. Abbildung 16¢ Haarzellen in einem homozygoten Mcl-
171 Explantat. MaBstab entspricht 100 um.
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Abbildung 17 Die Anzahl intakter Haarzellen je 100 pm in Mcl-I""*, Mcl-I"™ und Mcl-1"" modifizierten Cochlea-
Explantaten.

Die intakten Haarzellen wurden in fiinf représentative Abschnitte der jeweiligen Fragmente ausgezéhlt. Abbildung 17a
Darstellung der intakten IHZ in Mcl-17* (n = 9), Mcl-1"" (n = 23) und Mcl-1"" (n = 5) Explantaten. Abbildung 17b Darstellung
der intakten AHZ in Mcl-1""* (n = 9), Mcl-1"'" (n = 23) und McI-1"" (n = 5) Explantaten. Die Daten wurden aus drei unabhéngigen
Experimenten zusammengefasst und sind als Mittelwert £ SEM angegeben. ns > 0,05; *p <0,05; **p < 0,01 (Kruskal-Wallis-
Test, multiple post-hoc Vergleiche mit Dunn’s und Mann-Whitney-Test in den basalen Abschnitten zwischen Mcl-1*"*und Mcl-
),
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4.5.2. Die Anzahl und Dichte der Spiral Ganglion Neurone ist in Mcl-1

modifizierten Cochlea-Explantaten reduziert

Neben den Sinneszellen wurde auch die SGN analysiert und quantifiziert. Das Ziel hierbei war es,
die SGN der MZ-Defizienten Mause auf morphologische Unterschiede zu untersuchen. Hierzu
wurden die SGN mit dem Primérantikorper NF200 markiert und anschlieBend mit Alexa Fluor™
488 konjugiertem Sekunddrantikdrper gefarbt.

In Abbildung 18 sind repridsentative Aufnahmen der SGN in den MZ-Defizienten Méusen
dargestellt. Es ist deutlich zu erkennen, dass homozygote Mcl-1"" Explantate eine geringere
Dichte an SGN aufwiesen als die heterozygoten Mcl-1"" und Wildtyp Mcl-17* Explantate
(Abbildung 18g-i). Auch in heterozygoten Mcl-1*'" Explantaten konnte eine Reduktion der SGN
verzeichnet werden (Abbildungen 18d-f).

Neben der visuellen Prifung wurden zusdtzlich zwei quantitative Methoden zur Analyse
verwendet. Im Rahmen der ersten Methode erfolgte die Auszdhlung der SGN zwischen der
Habenula perforata und der IHZ-Reihe (Abbildung 19). In Abbildung 19a konnte im Vergleich
zu Wildtyp Mcl-1"* Explantaten eine 10-fache Reduktion der SGN in homozygoten Mcl-1""
Explantaten verzeichnet werden, was einem Signifikanzwert von p < 0,0001 entsprach (Kruskal-
Wallis Test). Auch zwischen den homozygoten Mcl-I"" und heterozygoten Mcl-1*1 OC
Explantaten konnte eine hochst signifikante Reduktion der SGN Anzahl errechnet werden
(p <0,0001; Kruskal-Wallis Test). Verglich man die einzelnen OC-Fragmente miteinander, so
konnte in den medialen als auch basalen Abschnitten der homozygoten Mcl-1"" Explantate ein
signifikanter Unterschied im Vergleich zu Wildtyp Mcl-1""" Explantaten errechnet werden
(Abbildung 19b, medial: p =0,0033; basal: p <0,0001; two-way ANOVA). Zusétzlich wurde
iiber alle Fragmente hinweg ein signifikanter Unterschied zwischen den heterozygoten Mcl-1*'1
und homozygoten-Mcl-1"" Explantaten beobachtet (Abbildung 19b, apikal: p < 0,0001; medial:
p=0,0013; basal: p<0,0001; two-way ANOVA). Auch zwischen Wildtyp Mc/-1""" und
heterozygoten Mcl-1*'" Explantaten konnte im apikalen (p = 0,0019; two-way ANOVA) als auch
basalen (p = 0,0026; two-way ANOVA) Abschnitt ein Unterschied in der SGN Anzahl errechnet
werden. Die signifikante Reduktion der SGN im apikalen Bereich der Wildtyp Mc/-1""* Explantate
kann jedoch einer priparationsbedingten Lasion zuschrieben werden, da der apikale Anteil der
membrandsen Cochlea sehr empfindlich ist.

Die zweite Methode umfasste eine semi-quantitative Auswertung der Daten. Hierzu wurde der
Flachenanteil der SGN zwischen der Habenula perforata und IHZ-Reihe (ROI) in einem bindren

Bild berechnet und verglichen.
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In Abbildung 20b-d sind repriisentativ die bindren Bilder von Wildtyp Mcl-1*"*, heterozygoten
Mcl-1""" und homozygoten Mcl-1"1 OC Explantaten dargestellt, die zur Auswertung der SGN
Dichte genutzt wurden. In Abbildung 20a ist der prozentuelle Flicheninhalt der SGN/ROI
angegeben. Mit 9,07 % / ROI = 1,20 SEM konnte die hochste Dichte an SGN in Wildtyp Mcl-1*"*
Explantaten errechnet werden, wihrend der Fliacheninhalt in homozygoten Mcl-1"1 Explantaten
eine 3-fache Reduktion aufwies, was dem Signifikanzwert von p = 0,0008 entsprach (Kruskal-
Wallis-Test).

Mcl-1"" Mcl-1""*

Mecl-1"1

Abbildung 18 Reprisentative Aufnahmen der SGN in Mcl-1""*, Mcl-I'"" und Mcl-1"" modifizierten Cochlea-Explantaten.

Die Explantate wurden mit NF200 markiert und mit dem Alexa Fluor™ 488 konjugiertem Sekundirantikérper, Phalloidin und DAPI geférbt.
Es sind nur die medialen Abschnitte der OC Explantate abgebildet. Abbildung 18a-c Darstellung der SGN in Wildtyp Mcl-1*"* Explantaten.
Abbildung 18d-f Darstellung der SGN in heterozygoten Mcl-1"'" Explantaten. Abbildung 18g-i Darstellung der SGN in homozygoten Mcl-
1" Explantaten. Die Abbildungen 18a, 18d und 18g weisen eine 100-fache VergroBerung auf, was einem Mafstab von 400 um entspricht.
Die Abbildungen 18b-c, 18e-f und 18h-i wurden bei einer 400-fachen Vergroflerung aufgenommen, was einem Mafistab von 100 um

entspricht.
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Abbildung 19 Quantifizierung der SGN in Mcl-1*"*, Mcl-1*"" und Mcl-1"" modifizierten Cochlea-Explantaten.

Die SGN wurden in fiinf reprasentativen Abschnitten der apikalen, medialen und basalen Fragmente je 100 pm ausgezéhlt (Mcl-
I (n=15), Mcl-1"™ (n = 14) und Mcl-1%% (n = 5)). Die Auszihlung der SGN erfolgte zwischen der Habenula perforata und der
IHZ-Reihe. Abbildung 19a Die Gesamtanzahl der SGN/100 um innerhalb der Mcl-1*"*, Mcl-1""" und Mcl-1"" Explantate.
Abbildung 19b Die Anzahl der SGN/100 pm je apikalen, medialen und basalen Abschnitt. Die Daten wurden aus drei
unabhingigen Experimenten zusammengefasst und sind als Mittelwert + SEM angegeben. **p < 0,01; ****p < (0,0001 (Abbildung
19a: Kruskal-Wallis Test, multiple post-hoc Vergleiche mit Dunn’s. Abbildung 19b: two-way ANOVA, multiple post-hoc
Vergleiche mit Tukey).
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Abbildung 20 Die relative Dichte der SGN in Mcl-1**, Mcl-1*"" und Mcl-1"" modifizierten Cochlea-Explantaten.

Der Flacheninhalt der SGN wurde in fiinf reprasentative Abschnitte der apikalen, medialen und basalen Fragmente je 100 pm
quantifiziert. Der Flacheninhalt wurde zwischen der Habenula perforata und der IHZ-Reihe (ROI) gemessen und als prozentueller
Anteil angegeben. Abbildung 20a Der Flicheninhalt der SGN/ROI innerhalb der Mcl-17* (n = 5), Mcl-1"" (n = 14) und Mci-1"1
(n=5) Explantate. Abbildung 20b-d Reprisentative Aufnahmen der binédren Bilder. Die rot hervorgehoben Bereiche stellen die
ROI dar. Die Daten wurden aus drei unabhidngigen Experimenten zusammengefasst und sind als Mittelwert = SEM angegeben.

***p < 0,001 (Kruskal-Wallis Test, multiple post-hoc Vergleiche mit Dunn’s). Der Mafistab entspricht 100 pm.

4.5.3. Die inneren Haarzellen werden in Mcl-1 modifizierten Cochlea-
Explantaten nicht durch Typ I Spiral Ganglion Neurone innerviert

Neben der reduzierten Dichte an SGN in homozygoten Mcl-1"" und heterozygoten Mcl-1""

Explantaten wurde zusétzlich beobachtet, dass die Typ I SGN nach dem Durchtritt durch die

Habenula perforata nicht bis zur IHZ-Reihe reichen. Somit konnte beobachtet werden, dass einige

IHZ der Mcl-1""und Mcl-1"" Explantate nicht durch Typ I SGN innerviert wurden.
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In Abbildung 21 sind reprisentative Aufnahmen der verkiirzten Typ I SGN dargestellt. Es ist zu
erkennen, dass die Typ I SGN in Wildtyp-Mcl-1*"*Explantaten eine Eins-zu-eins Innervation der
IHZ eingingen (Abbildung 21a/b), wihrend die Typ I SGN in heterozygoten Mcl-1*'"(Abbildung
21c/d) und homozygoten Mcl-I1"" Explantaten (Abbildung 21e/f) verkiirzt erschienen (weille
Pfeile). Zusitzlich wurden in Mcl-1*""und Mcl- 171 Explantaten beobachtet, dass einige Typ I SGN
einen kreuzenden Verlauf aufwiesen (rote Pfeile), die in Wildtyp Explantaten nicht identifiziert
werden konnten. Da gezeigt wurde, dass die Typ I SGN in heterozygoten Mcl-1"" und
homozygoten Mci-1"1 Explantaten nicht bis zur IHZ-Reihe reichten, galt es weiterfiihrend die
Lange der Typ I SGN zu messen. Hierzu wurden die Typ I SGN nach dem Durchtritt durch die
Habenula perforata ausgemessen.  In Abbildung 22a ist gezeigt, dass die Lange der Typ I SGN
in homozygoten Mcl-1"" Explantaten signifikant kiirzer war als in den Wildtyp Mcl-1"*
Explantaten (p =0,0244; one-way ANVOA). Die durchschnittliche Linge der Typ I SGN,
nachdem sie durch die Habenula perforata durchtraten, betrug in Mcl-1""" Explantaten 40,98 pm +
2,54 SEM, in Mcl-1"" Explantaten 37,37 um £ 1,16 SEM und in Mcl-1"" Explantaten 30,69 pm
+ 3,17 SEM. Wie Abbildung 22b verdeutlicht, nimmt die Typ I SGN Linge in allen Gruppen von
apikal nach basal ab. In den apikalen Fragmenten lieB sich ein signifikanter Unterschied zwischen
den Wildtyp McI-1""* und den heterozygoten McI-1"" Explantaten (p = 0,0095; two-way ANOVA)
sowie den homozygoten Mcl-1"1 Explantaten (p = 0,0193; two-way ANOVA) errechnen. Jedoch
konnte kein messbarer Unterschied zwischen den medialen und basalen Fragmenten beobachtet

werden.
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Mecl-1"*

Mcl-1""1

Mecl-1""1

Abbildung 21 Repriisentative Aufnahmen der verkiirzten Typ I SGN in Mcl-I'"*, Mcl-I''" und Mcl-1"" modifizierten
Cochlea-Explantaten.

Die Explantate wurden mit NF200 markiert und anschlieBend mit dem Alexa Fluor™ 488 konjugiertem Sekunddrantikdrper und
Phalloidin gefirbt. Abbildung 21a/b Darstellung der SGN in einem Wildtyp Mcl-1*"* Explantat. Abbildung 21¢/d Darstellung
der SGN in einem heterozygoten Mcl-1*"" Explantat. Abbildung 21e/f Darstellung der SGN in einem homozygoten Mcl-17"
Explantat. Die weien Pfeile weisen auf verkiirzte Typ I SGN hin, wéhrend die roten Pfeile auf sich kreuzende Typ I SGN gerichtet
sind. Der Mafistab entspricht 100 pm.
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Abbildung 22 Quantifizierung der Typ I SGN Liinge in Mcl-1"*, Mcl-1*"" und Mcl-1"" modifizierten Cochlea-Explantaten.
Die Lange der Typ I SGN wurde in fiinf reprasentative Abschnitte der apikalen, medialen und basalen Fragmente gemessen (Mcl-
I (n=15), Mcl-1"" (n = 14) und Mcl-1"" (n = 5)). Die Linge der Typ I SGN wurde zwischen der Habenula perforata und der
IHZ-Reihe ausgemessen. Abbildung 22a Die Gesamtldnge der Typ I SGN innerhalb der jeweiligen Mc/-1 modifizierten Gruppe.
Abbildung 22b Die Lénge der Typ I SGN je Cochlea-Abschnitt (apikale, medial, basal). Die Daten wurden aus drei unabhéngigen
Experimenten zusammengefasst und sind als Mittelwert £ SEM angegeben. ns > 0,05; *p < 0,05; **p < 0,01; (Abbildung 22a: one-
way ANOVA, multiple post-hoc Vergleiche mit Tukey. Abbildung 22b: two-way ANOVA, multiple post-hoc Vergleiche mit
Tukey).

4.5.4. Die Typ II Spiral Ganglion Neurone weisen in Mcl-1 modifizierten

Cochlea-Explantaten eine abnormale neuronale Fiihrung auf

Neben den Typ I SGN wurden auch die Typ II SGN auf Auffalligkeiten untersucht. So lie3 sich
eine Abnormitét im Verlauf der Typ II SGN beobachten. In den hierzu reprisentativen Bildern ist
zu erkennen, dass die Typ II SGN in den Wildtyp Mcl-1*"* Explantaten sich zum basalen Abschnitt
der Cochlea wenden (Abbildung 23a, weille Pfeile). Vergleicht man jedoch den Verlauf der Typ
I SGN in heterozygoten Mcl-1*'" (Abbildung 23b) und homozygoten Mcl-I"" Explantaten
(Abbildung 23¢) mit den Wildtyp-Mcl-1*"* Explantaten, so ist deutlich zu erkennen, dass einige
Typ IT SGN sich nicht nur zur basalen Windung wenden, sondern auch zur apikalen Windung der

Cochlea (rote Pfeile).
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Abbildung 23 Reprisentative Aufnahmen der Typ II SGN in Mcl-1"*, Mcl-1"™ und Mcl-1"" modifizierten Cochlea-

Explantaten.

Die Explantate wurden mit dem Primédrantikérper NF200 markiert und daraufhin mit dem Alexa Fluor™ 488 konjugiertem
Sekundérantikorper gefirbt. Abbildung 23a Die Darstellung der Typ I SGN in einem Wildtyp McI-1*"* Explantat. Abbildung 23b
Die Darstellung der Typ IT SGN in einem heterozygoten Mcl-1*'" Explantat. Abbildung 23¢ Die Darstellung der Typ II SGN in
einem homozygoten Mcl-1"" Explantat. Die weiBen Pfeile weisen auf normal verlaufende Typ II SGN hin, wihrend die roten Pfeile
auf abnormal verlaufende Typ IT SGN gerichtet sind. Die Késten tiber den Aufnahmen soll grafisch den Verlauf der Typ II SGN in
den jeweiligen Gruppen verdeutlichen. Der Mafistab entspricht 100 pm.

4.5.5.In der Lateralwand der Cochlea sind in homozygoten Mcl-1"™

Explantaten keine Mastzellen aufzufinden

Um beweisen zu konnen, dass die aufgezeigten Ergebnisse auch auf die Abwesenheit von MZ
zuriickzufiihren ist, wurden die LW der Explantate auf MZ untersucht. Die LW Explantate wurden
hierzu mit fluoreszenzmarkiertem Avidin geférbt.

In Abbildung 24a ist deutlich zu erkennen, dass die homozygoten Mcl-I"" Explantate im
Vergleich zu den Wildtyp Mcl-1""* Explantaten eine 100%ige Reduktion der MZ aufzeigten, was
einem Signifikanzwert von p <0,0001 (Kruskal-Wallis Test) entsprach. Auch lieB sich eine
signifikante Abnahme der MZ zwischen heterozygoten Mcl-I"" und homozygoten Mcl-111
Explantaten feststellen (p = 0,0005; Kruskal-Wallis Test). Diese Ergebnisse wurden in Abbildung

24b-d visuell mit repriasentativen Aufnahmen untermauert.
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Abbildung 24 Quantifizierung der Mastzellen in der Lateralwand von Mcl-1*"*, Mcl-I'"" und Mcl-1"" modifizierten LW
Explantaten.

Die MZ wurden mit fluoreszenzmarkiertem Avidin gefarbt und in der gesamten LW ausgezihlt. Abbildung 24a Die MZ-Anzahl je
LW innerhalb der McI-1*"* (n=5), Mcl-1*" (n=14) und Mcl-1"% (n=5) Explantate. Abbildung 24b-d Reprisentative Aufnahmen der
LW. Die griin fluoreszierenden Zellen stellen MZ dar. Die Daten wurden aus drei unabhéngigen Experimenten zusammengefasst
und sind als Mittelwert + SEM angegeben. *p < 0,05; **p < 0,01 (Kruskal-Wallis-Test, multiple post-hoc Vergleiche mit Dunn'’s).
Der Mafstab entspricht 100 um.
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5. Diskussion

Bis heute beschréinkt sich in der Literatur die Funktion der MZ auf ihre bekannteste Eigenschatft,
und zwar ihre Rolle in der Initilerung von allergischen Reaktionen. Es wurde jahrzehntelang
angenommen, dass die Funktionen der MZ nur schidlicher Natur sei. Erst durch die Einfiihrung
diverser MZ-Defizienter Mausmodellen konnte der MZ weitere niitzliche Eigenschaften
zugeschrieben werden. Somit erfolgte eine Umwélzung in der Mastzellforschung, die das Ansehen
der MZ in ein viel komplexeres Bild wandelte. Das Mysterium um die MZ wirft jedoch weiterhin
Unklarheiten und klarungsbediirftig Fragen auf. Das HNO-Forschungslabor der Charité¢ —
Universitidtsmedizin Berlin konnte erstmalig MZ in der Cochlea von Nagetieren identifiziert, was
vermutlich eine neue Ara der Innenohrimmunologie einleiten kénnte und dem alten Dogma des
immunprivilegierten Innenohrs widerspricht. Diese Arbeit soll zwei essenzielle Beitrdge zu dem
ndheren Verstidndnis dieser Cochlea-MZ bringen. Als Erstes wurde am Beispiel der Cisplatin-
induzierten Ototoxizitdt der Einfluss von MZ in pathologischen Prozessen des Innenohrs
untersucht. Hierzu wurden die Wechselwirkungen zwischen CS und Cisplatin auf die
Lebensfahigkeit von Haarzellen und SGN eingehend analysiert. Im zweiten Abschnitt dieser
Arbeit wurde die Rolle der MZ in physiologischen Prozessen der Cochlea charakterisiert. Dabei
erfolgte die Analyse der neuronalen Zellen sowie der Haarzellen in MZ-Defizienten Mausen. Im
Rahmen dieser Arbeit konnte erstmalig gezeigt werden, dass Cisplatin die Degranulation von
Cochlea-MZ induziert und dieser Prozess durch den Mastzellstabilisator CS inhibiert werden kann.
Zusitzlich konnte CS ein protektiver Einfluss auf den Cisplatin-induzierten Haarzellverlust und
seine neurotoxische Wirkung zugeschrieben werden. Weiterfiilhrend wurde der potenzielle
Einfluss von Histamin auf die untersuchten pathologischen Prozesse aufgezeigt, indem die
Explantate mit einem Antagonisten und Agonisten des Hrh1 und des Hrh3 behandelt wurden. Die
Expression des Hrh1 und Hrh3 Gens in Anlehnung auf die Cisplatin Behandlung in diversen
Strukturen der Cochlea wurde mit Hilfe von quantitativer RT-qPCR nachgegangen, wobei Hoch-
und Herunterregulierungen der Genexpression beobachtet werden konnte. Dariiber hinaus wurde
verdeutlicht, dass in heterozygoten und homozygoten MZ-Defizienten Méusen die Dichte der
SGN deutlich reduziert war, die Typ I SGN sichtlich verkiirzt und die Typ II SGN einen
abnormalen Verlauf aufwiesen, wihrend die Haarzellen normal ausdifferenziert vorlagen. Die
absolute Aussagekraft dieser Ergebnisse, bezogen auf den Nutzen in vivo, gilt es jedoch kritisch

zu betrachten.
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5.1. Limitationen der verwendeten Methoden

Aus den angewandten Methoden und den verschiedenen Versuchsdesigns ergeben sich folgende
Limitationen. Die Erstellung organotypischer Kulturen aus Jungtieren, dessen Alter zwischen dem
dritten und flinften postnatalen Tag lag, stellt ein unreifes Modell dar. Der Grund hierfiir ist, dass
die Haarzellen in vivo bereits zum 14. embryonalen Tag eine terminale Differenzierung aufweisen,
die jedoch in ihrer Funktionalitidt im friihen postnatalen Stadium eine Ruhephase eingeht (176,
177). Das Horvermogen tritt folglich erst um den 12. postnatalen Tag ein, was dazu fiihrt, dass in
Jungtieren und adulten Miusen die Proteinexpression als auch die Proliferationsrate der Cochlea
unterschiedlich ist (178). Daher stellt das Entwicklungsalter des Gewebes bei der Analyse der
Ergebnisse einen wichtigen Faktor dar, der in in vitro Explantaten beriicksichtigt werden sollte.
So =zeigen kultivierte Haarzellen eine gewisse Regenerationskapazitit auf, wihrend die
Proteinexpression zwischen dem 1. und 5. postnatalen Alter variieren kann (179, 180). Da im
Rahmen dieser Arbeit p3-p5S Maiuse genutzt wurden und das Alter nicht in der Bewertung
beriicksichtigt wurde, limitiert dieser Sachverhalt die Ubertragbarkeit unserer Ergebnisse auf
adulte Méause. Dennoch gilt als Vorteil hervorzuheben, dass aufgrund der noch knorpeligen Kapsel
in diesen Jungtieren das Zielgewebe besser zugénglich war und dadurch unweigerlich entstehende
Préparationslidsionen reduziert werden konnten.

Dartiber hinaus enthidlt die Cochlea neben den aufgezeigten MZ auch andere anséssige
Immunzellen, wie z. B. Makrophagen. Makrophagen kénnen in vitro sowohl Uberlebens- als auch
apoptotische Signale initiieren (181). So konnte gezeigt werden, dass die Kultivierung
verschiedener Zelllinien mit serumhaltigem Medium die Aktivitit von Makrophagen in vitro
steigert, sodass experimentell erzielte Ergebnisse untereinander variieren konnen (182, 183). Da
auch unser Kulturmedium aus 10 % fetalem Rinderserum bestand, kann die Interaktion der
Cochlea-Makrophagen in den Explantaten nicht ausgeschlossen werden.

Wie bereits angefiihrt, stellen MZ eine sehr empfindliche Zellpopulation dar, die sowohl auf
physikalische Reize als auch auf Umgebungseinfliisse mit einer Degranulation reagieren kdnnen
(57). Zwar stellt die Verwendung des Glykoprotein Avidin eine etablierte Farbemethode zur
Identifizierung von MZ-Granula dar (169) jedoch befinden sich die Granula nach erfolgter
Degranulation verstreut im extrazelluliren Raum, was dazu flihren kann, dass einige MZ
unentdeckt bleiben kénnen und somit wihrend der Quantifizierung vernachldssigt wurden. Dies
konnte ein Grund fiir die geringe Anzahl an MZ sowie die enorme Streuung in den Explantaten
verantworten. Die Quantifizierung der Sinneszellen und SGN erfolgte hinsichtlich ihrer

Morphologie.
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Die Analyse fand unter standardisierten Bedingungen statt, jedoch kann nicht sicher gepriift
werden, ob eine morphologisch als defekt charakterisierte Zelle auch funktionell defekt war und
vice versa mit den als intakt kategorisierten Zellen. Daher konnen im in vitro Modell keine
Riickschliisse auf die Funktionalitit der Zellen gezogen werden, es sei denn, die Zelle ist so weit
geschidigt, dass sie ihre strukturelle Integritét nicht mehr wahren konnte. So kénnen modellhafte
Schlussfolgerungen beziiglich der Funktion gezogen werden, was im Cisplatin-induzierten Modell
weitgehend etabliert ist. Dariiber hinaus wurden in den aufgezeigten Ergebnissen vorwiegend die
Analyse der intakten Haarzellen aufgezeigt und nicht der defekten sowie fehlenden Haarzellen.
Ein Grund hierzu war es, dass die Anzahl der defekten Haarzellen meist kongruent zur Anzahl der
intakten Haarzellen verlief und somit dieselbe Aussage hervorgerufen hitte (z. B. der Anstieg
intakter Haarzellen fithrte zum Abfall defekter Haarzellen). Die fehlenden Haarzellen waren in
threr Quantifizierung so minimal, dass auch diese Werte ausgelassen wurden.

Des Weiteren ist anzumerken, dass die LDso Konzentration von Cisplatin nur anhand der Anzahl
intakter Haarzellen ermittelt wurde, was bedeutet, dass fiir die Sinneszellen zwar 15 uM Cisplatin
als mittlere letale Dosis entsprach, aber ob dies auch fiir SGN galt, wurde nicht untersucht. Der
Grund hierzu war, dass SGN, SG und Haarzellen als komplette zelluldre Einheit kultiviert und
analysiert wurde und es methodisch nicht moglich war, diese Einheiten getrennt zu untersuchen.
Daher wurde in allen Versuchen eine einheitliche Cisplatin Konzentration verwendet.

Zusitzlich ist anzumerken, dass die hier durchgefiihrten Experimente nur indirekt die Funktion
der Cochlea-MZ in physiologischen und pathologischen Prozessen dargestellt werden konnten und
nicht spezifisch der MZ zugeordnet werden konnen. Grund hierzu ist die fehlende Isolation der
MZ im Zellverband als auch die noch nicht etablierten Methoden diesbeziiglich. Dadurch, dass
das gesamte OC und LW genutzt wurden, konnen Kausalititen nur erahnt werden und nicht
individuellen Zelltypen zugeordnet werden. Trotz der hier aufgefiihrten Limitationen ist
zusammenfassend festzuhalten, dass die Wechselwirkungen zwischen den verschiedenen Zellen

im Gewebeverband der Cochlea realititsgetreu in vitro dargestellt werden konnte.

5.2. Die Mastzellstabilisierende Wirkung von Cromoglicinsiure

Die mastzellaktivierende Wirkung von CP48/80 wurde schon oft in der Literatur beschrieben und
lasst sich auch in dieser Arbeit bestitigen (56, 184). So konnte gezeigt werden, dass CP48/80 die
Degranulation von PCMCs induziert und CS diese Degranulation in vitro hemmt. Hierbei wies die
Behandlung mit einer niedrigeren Dosis (10 uM) CP48/80 die signifikanteste Abnahme der

Fluoreszenzintensitdt auf und somit den grof3ten Degranulationseffekt.
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Wie bereits angefiihrt, spielt die intrazellulire Ca?*"-Konzentration bei der MZ-Degranulation eine
wichtige Rolle (59, 100). Durch die membranstabilisierende Wirkung von CS wird die MZ-
Membran undurchléssiger fiir Ca®*, was die Degranulation von MZ hindern soll (54). Um diesen
Effekt auch in PCMCs wiederzugeben, wurden die PCMCs mit CS vorbehandelt und anschlie3end
mit CP48/80 kultiviert. Hohere Konzentrationen (50 uM) von CS bewirkten nach 15 Minuten
weiterhin eine signifikante Reduktion der Fluoreszenzintensitit, wihrend die Vorbehandlung mit
1 uM und 10 uM keinen Unterschied mehr zur Kontrollgruppe aufwies. Ein Erkldrungsansatz fiir
die nicht Hemmung der Degranulation bei einer Konzentration bei 50 uM CS konnte sein, dass
die gewihlte Inkubationszeit von 15 Minuten nicht fiir die Ausfaltung der Wirkung von CS
ausgereicht hat. Die Inkubationszeit stellt eine Momentaufnahme der MZ dar, was dazu fiihrt, dass
die Aktivitdt der MZ wihrend dem Zeitraum nicht beobachtet werden kann.

Diese Vorversuche dienten dazu, um die Wirkung von CS auf die bei uns verwendete Spezies zu
testen, da in der Literatur beschrieben wurde, dass CS eine speziesabhidngige Reaktion aufweist
und in Mausen wesentlich weniger MZ-Degranulationshemmende Eigenschaften besitzt als in
Ratten (185). Jedoch kann mit diesen Ergebnissen gezeigt werden, dass CS die Degranulation von
PCMCs aus Miusen in vitro hemmt und dessen Fluoreszenzintensitit auf das Niveau der

Kontrollgruppe bringen kann.

5.3. Die Wechselwirkung zwischen Cisplatin und Cochlea-Mastzellen

Die hier beschriebenen Cochlea-MZ weisen eine starke Variabilitét in ihrer Verteilung und Anzahl
auf. Betrachtet man die Verteilung der MZ in der Cochlea so konnte festgestellt werden, dass sich
quantitativ mehr MZ in der LW authielten als im Spiral Limbus (setzt sich aus OC, SGN und SG
zusammen). Im Schnitt konnte eine Avidin-positive MZ im Spiral Limbus und 2 Avidin-positive
MZ in der LW identifiziert werden. Allerdings muss beachtet werden, dass bereits degranulierte
MZ (z. B. wihrend des Gewebegewinnung- und Préparationsprozesses) sich nicht mit Avidin
farben lassen, was sich auch in der enormen Streuung je Explantat widerspiegeln lasst
(Abbildung 4). Wie bereits geschildert, besitzen MZ neben den hochaffinen FceRI eine Vielzahl
weiterer Rezeptoren, iiber welche sie aktiviert werden konnen (44-49). So wurde beschrieben, dass
niedrige Temperaturen zur Aktivierung von MZ fiihrt (186, 187). Daher kann eine mdgliche
Ursache fiir die niedrige Anzahl der MZ die methodische Herangehensweise der Experimente sein.
Jedes Gewebe wurde in 4 °C kaltem Medium prépariert, was zur Degranulation hétte fiihren
konnen. Da jedoch jedes Explantat fiir 24 Stunden bei 37 °C inkubiert wurde, ist anzunehmen,
dass in dieser Zeit die MZ sich von den physikalischen und mechanischen Reizen erholt haben

konnte.
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Die Lokalisation der MZ in der Cochlea korreliert moglicherweise mit ihrer Funktion. Es konnte
beobachtet werden, dass die Mehrzahl der MZ sich in der LW der Cochlea befanden. Ein Teil der
LW ist die SV, welche sich aus einem Kapillarnetzwerk zusammensetzt, zu denen drei
Zellschichten gehoren: Marginal-, Intermedidr- und Basalzellen (106, 109, 110, 113, 114). Zu der
Intermedidrzellschicht werden die perivaskuldren residenten Makrophagen (PVMs) gezihlt, die
fiir die Kontrolle, Stabilitit und Integration der Blut-Lymph-Schranke verantwortlich sind (150,
151). Aus diesem Grund liegt die Vermutung nahe, dass die vermehrte Lokalisation der MZ in der
LW einen modulierenden Einfluss auf die Blut-Lymph-Schranke haben konnte. Diese Annahme
wird dadurch gestérkt, dass MZ in der Lage sind, Histamin zu produzieren und zu sezernieren,
somit kann Histamin eine vasodilatierende Wirkung auf die Blut-Lymph-Schranke haben (74). Im
Spiral Limbus hielten sich die MZ vorzugsweise im Bereich der SGN und SG auf. In keinem der
untersuchten Fille konnten MZ um die IHZ und AHZ identifiziert werden. Durch die Lokalisation
von MZ in der unmittelbaren Umgebung von Blutgefialen und Nervenfasern (81) macht diese
Beobachtung weitaus Sinn, denn im Modiolus sind die Perikaryon des 1. Neurons des
auditorischen Systems, Fasern des N. cochlearis sowie Blutgefafle und SG eingebettet (110). Somit
wiére eine neuroimmune Wechselwirkung zwischen den MZ-Mediatoren und Neuronen
annehmbar, welche durch Histamin und Serotonin vermittelt werden konnte. In der Literatur
wurde solch ein Zusammenhang innerhalb des somatosensorischen Systems bereits beschrieben
(83). Auch werden in der Cochlea sowohl Serotoninrezeptoren (5-HTR) (188) als auch Histamin-
Rezeptoren (80) exprimiert. Zusétzlich konnte beobachtet werden, dass das von MZ stammende
Serotonin zur Neurogenese im Hippocampus beitragt (82, 87), was vermutlich auch in der
Neurogenese der SGN eine Rolle spielen konnte. Ferner wurde beschrieben, dass MZ die
Eigenschaft besitzen, das Neuropeptid NGF synthetisieren zu konnen, welches fiir die
Entwicklung und Aufrechterhaltung peripherer und zentraler Neuronenzellen von besonderer
Bedeutung sind und voraussichtlich auch fiir die Entwicklung der SGN sei (88, 91). Die Rolle der
MZ in dem physiologischen Ablauf des Horens konnte bereits durch klinische Studien indirekt
beobachtet werden. So wiesen Patienten/Patientinnen, die mit dem Tyrosin-Kinase-Inihibitor
(TKI) Imatinib behandelt wurden, einen bilateralen irreversiblen sensorineuralen Horverlust auf
(189, 190). Da Imatinib an den c-kit-Rezeptor bindet, der auch auf der Zelloberfliche von MZ
exprimiert wird, liegt die Vermutung nahe, dass Imatinib auch an den Cochlea-MZ eine Wirkung
aufwies, der jedoch nicht untersucht wurde. Dariiber hinaus konnte gezeigt werden, dass die
gezielte TKI-Therapie einen vielversprechenden Behandlungsansatz fiir Mastozytose

Patienten/Patientinnen darstellt.
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So konnten in in vitro Experimenten verdeutlicht werden, dass Imatinib das Wachstum von MZ in
MZ-Linien und humanen MZ hemmt (191, 192).

Dartiber hinaus konnte im Rahmen dieser Arbeit der Einfluss von Cisplatin auf die Cochlea-MZ
aufgedeckt werden. Cisplatin ist ein weitverbreitetes Chemotherapeutikum, was zur Behandlung
verschiedener maligner Neoplasien eingesetzt wird (131). Dabei verursacht Cisplatin irreversibel
Schiaden im Innenohr, die durch die Degeneration der Haarzellen initiiert wird (135). In den
organotypischen Kulturen des Spiral Limbus und der LW konnte beobachtet werden, dass
Cisplatin zur signifikanten Reduktion der nicht-degranulierten MZ fiihrte, was darauf hinweist,
dass Cisplatin entweder die Apoptose oder die Degranulation von MZ induziert. In
Ubereinstimmung mit diesem Ergebnis stieg die Anzahl der degranulierten MZ bei der
Behandlung mit 10 uM Cisplatin, was jedoch keine Signifikanz aufwies. Die Exposition der
Explantate gegeniiber 20 uM und 30 uM Cisplatin fiihrte zu einer signifikanten Abnahme der
gesamten MZ-Anzahl, was auf eine dosisabhingige Wirkung des Cisplatins hinweist. Diese
Ergebnisse decken sich mit denen von Brzezinska-Blaszczyk et al. (1996), der zeigte, dass PCMCs
in der Anwesenheit von Cisplatin mit Histaminsekretion reagieren (58). Des Weiteren konnten
Experimente mit der humanen MZ-Linie HMC-1 verdeutlichen, dass Cisplatin in hoéheren
Konzentrationen die Apoptose von HMC-1 induzierte (193). Diese Erkenntnisse konnten erkléren,
dass die Behandlung der Explantate mit 20uM und 30 uM Cisplatin zur Apoptose oder
Degranulation der MZ gefiihrt haben konnte. Eine weitere Veroffentlichung unserer Arbeitsgruppe
zeigte, dass die Behandlung der Explantate mit 20 uM Cisplatin zu einer Zunahme von Cochlea-
MZ fiihrte (159). In den Experimenten, die im Rahmen dieser Arbeit ausgefiihrt wurden, konnte
jedoch eine signifikanter Abnahme in der MZ-Anzahl bei 20 uM beobachtet werden. Eine
mogliche Ursache fiir diese Diskrepanz konnte die Verwendung unterschiedlicher Tierarten sein.
So wurden in dieser Arbeit p3 C57BL/6 Méause verwendet, wihrend fiir die Verdffentlichung p5
Wistar Ratten genutzt wurden. Auch spielt vermutlich die Beobachtung von Takagi et al. (1990)
eine wichtige Rolle bei dieser Gegebenheit. So beschrieb Takagi et al. (1990), dass die MZ-Anzahl
nach IgE-Aktivierung anstieg, welche er auf das Vorhandensein undifferenzierter MZ
zuriickfiihrte, die sich nach der Stimulation zu differenzieren begannen (23). Die MZ-Proliferation
und -Differenzierung erfolgt in der Gegenwart von SCF (14, 15). Makrophagen sind eine bekannte
Quelle fiir SCF (194) und bei der Exposition gegeniiber Cisplatin (195) konnte es sein, dass
residente Cochlea-Makrophagen SCF freisetzen und somit zur MZ-Proliferation von

undifferenzierte MZ beitrugen. Jedoch miisste diese Vermutung genauer erforscht werden.
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5.4. Der protektive Effekt von Cromoglicinsiure auf Cisplatin-induzierte

Ototoxizitit

Es werden mehrere Ursachen zur Cisplatin-induzierten Ototoxizitit vermutet. So soll die
Behandlung mit Cisplatin die ROS-Produktion und -Akkumulation sowie das Herunterfahren des
Antioxidationssystems induzieren, was oxidativen Stress verursacht und zur Apoptose von
Haarzellen, Stiitzzellen und SV fiihrt (139, 196-198). Dariiber hinaus reichert sich Cisplatin im
Cochlea-Gewebe an und bildet Quervernetzungen innerhalb eines DNA-Stranges, was die
Replikation und Transkription von Proteinen und Enzymen beeintrichtigt (132, 133). Aufgrund
der anatomischen Position und Isolation vom peripheren Gewebe stellt die Cochlea ein praktisch
geschlossenes System dar, was dazu fiihrt, dass Toxine akkumulieren konnen. Ein weiterer
Mechanismus der Cisplatin-induzierten Toxizitdt wurde in der Niere beschrieben. Summers et al.
(2011) beobachtete, dass das Cisplatin-induzierte Nierenversagen auf die Freisetzung von TNF-a
aus den residenten MZ in der Niere zuriickzufiihren sei (199).

In dieser Arbeit konnte demonstriert werden, dass CS die Haarzellen vor Cisplatin-induziertem
Haarzellverlust schiitzt. CS unterbindet die Degranulation von MZ und wird zur Behandlung von
allergischem Asthma, Mastozytose und allergische Konjunktivitis angewendet (94, 95). Die
Behandlung mit CS stabilisiert die MZ-Membran und reduziert die Aktivierung, Degranulation
und Histaminfreisetzung aus MZ (94). In einem Meerschweinchen-Modell des akuten
Lungenschadens konnte gezeigt werden, dass CS zu einer Abnahme von ROS Bildung in
alveolaren Makrophagen fiihrte (200). Auch zeigten PCMCs von Ratten, das sie in der Lage sind,
auf verschiedene Stimuli wie NGF, Substanz P und CP48/80, die intrazellulire ROS-Synthese
hochregulieren (201). Daher liegt die Vermutung nahe, dass durch die mastzellstabilisierende
Wirkung des CS intrazellular gebildete ROS in Cochlea-MZ nicht in den extrazelluldiren Raum
freigesetzt wurden. Zukiinftige Experimente sollten den Zusammenhang zwischen der Cisplatin-
induzierten Ototoxizitdt, der ROS-Produktion und CS untersuchen. Dariiber hinaus reduziert CS
auch die Expression von proinflammatorischen Zytokinen und Chemokinen (99). MZ besitzen
zahlreiche Granula, die eine Vielzahl von synthetisierten und gespeicherten Mediatoren
beinhalten, zu denen auch TNF-a gehort (15, 26). Wie bereits angefiihrt, konnte im Mausmodell
des akuten Nierenversagens beobachtet werden, dass CS die Cisplatin-induzierte Nephrotoxizitdt
signifikant reduzierte, was darauf hindeutet, dass die Degranulation von MZ eine wesentliche
Rolle in diesem Prozess spielt (199). Auch wurde im in vitro Modell gezeigt, dass die Behandlung
von Cochlear-Préaparte mit hoher Konzentration an TNF-a die Apoptose von Haarzellen induzierte

(202).
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Dies deutet darauthin, dass CS im Cochlea-Modell die TNF-a-Freisetzung aus den Cochlea-MZ
reduzieren konnte. In diesem Zusammenhang miissen genauer Studien mit TNF-a-Defizienten
Modell erfolgen, die eine Korrelation zwischen Cochlea-MZ und TNF-a-induzierten Ototoxizitit
belegen konnte.

Des Weiteren wird angenommen, dass CS ein selektiver Agonist des GPR35 sei (101). Welche
Rolle die Expression des GPR35 im beschriebenen protektiven Effekt des CS jedoch spielt, kann
nur vermutet werden. GPR35 wird sowohl auf humanen MZ als auch ubiquitér im ZNS exprimiert
(101, 203). Jedoch wurde nicht erforscht, ob GPR35 auch im auditiven System exprimiert wird,
daher kann zum aktuellen Stand der Forschung nur davon ausgegangen werden, dass CS auf den
MZ des Innenohrs gewirkt haben konnte. Zusétzlich konnte gezeigt werden, dass in chronisch
entziindliche Darmerkrankung die Behandlung mit einem GPR35 Agonisten die Freisetzung von
proinflammatorischen Zytokinen (TNF-o, IL-1B, IL-6) inhibiert (204). Jedoch ist der zelluldre
Mechanismus, wie der GPR35 Agonist die Freisetzung von proinflammatorischen Zytokinen
inhibiert, unbekannt.

Cisplatin kann auch neurotoxisch wirken (143, 144) und zur Abnahme von SGN fiihren (145). Es
konnte gezeigt werden, dass Cisplatin bei kultivierten sensorischen Neuronen von Ratten zu einem
konzentrationsabhéingigen Anstieg des Zelltodes fiihrte (146). So konnte in dieser Arbeit
beobachtet werden, dass CS den Cisplatin-induzierten SGN-Verlust vor der neurotoxischen
Wirkung von Cisplatin schiitzt, jedoch nur bei einer Konzentration von 25 uM. Es bleibt unklar,
warum nur diese spezielle CS-Konzentration wirksam war, und sollte daher weiter untersucht
werden. Zuvor wurde CS eine neuroprotektive Fahigkeiten zugeschrieben, denn durch die
hemmende Wirkung an zerebralen MZ konnten die kognitive Funktion nach hypoxisch-
ischdmischen Hirnschdden verbessert werden (96). Kempuraj et al. (2020) konnte verdeutlichen,
dass die Behandlung von Miusen mit CS vor schwerwiegenden Hirnschidden schiitzt (97).
Infolgedessen konnte CS auch als neuroprotektive Substanz bei Neuroinflammation und
Neurotrauma angesehen werden. Auch wurde die Expression des GPR35 im Riickenmark von
Ratten sowie in den SGN beobachtet (205). Die Expression des GPR35 wurde jedoch nicht in
Nerven des sensorischen Systems beschrieben, somit nicht im auditiven System.
Zusammengefasst zeigen die vorliegenden Ergebnisse, dass durch die mastzellstabilisierende
Wirkung von CS die Cisplatin-induzierte Oto- und Neurotoxizitdt in der Cochlea signifikant
verhindert werden konnte. Weitere Untersuchungen mit CS miissen erfolgen, um Mdglichkeiten
neuer therapeutischer Ansdtze zur Ddmpfung von Cisplatin-induzierter Ototoxizitdt und zur

Behandlung von Horverlust zu bieten.
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In diesem Kontext konnte erstmals in dieser Arbeit CS eine protektive Funktion in Cisplatin-
induzierter Ototoxizitdt zugeordnet werden. Allerdings ist es unklar, ob diese protektive Wirkung
aufgrund der Stabilisierung von MZ zustande gekommen ist oder ob CS an sich diesen

Mechanismus beherbergt und somit an den Sinneszellen gewirkt hat.

5.5. Der modulierende Einfluss von Cisplatin auf die Genexpression des

Histamin-Rezeptors 1 und 3

Histamin ist ein biogenes Amin, was weitreichende Auswirkungen auf biologische als auch
pathologische Prozesse hat. Es wird priformiert in den Granula der MZ gespeichert (15, 72, 73)
und iibt seine verschiedenen Funktionen durch die Aktivierung von vier G-Protein-gekoppelten
Rezeptoren (Hrh1, Hrh2, Hrh3 und Hrh4) aus (75). Die Expression aller vier Histamin-Rezeptoren
konnte in der Cochlea von Mausen nachgewiesen werden (80). Von Relevanz fiir diese Arbeit war
der Hrh1l und Hrh3, die sich an den IHZ und AHZ des OC sowie an den SG und der LW
identifizieren lieBen (80). Es wurde untersucht, ob Cisplatin die Genexpression des Hrh1 und Hrh3
moduliert und inwiefern Histamin die Cochlea-Morphologie beeinflusst.

Die Experimente zeigten, dass die Expression des Hrh1 und Hrh3 Gens sowohl in unbehandelten
als auch mit Cisplatin behandelten OC, LW und Modiolus Explantaten nachgewiesen werden
konnten. Die Behandlung der Explantate mit Cisplatin fithrten zur signifikanten Abnahme der
Expression des Hrh1- und Hrh3-Gens, was eine Abhéingigkeit zur Inkubationszeit aufwies. Im
Modiolus konnte jedoch eine signifikante Zunahme der Expression des Hrhl Gens ermittelt
werden. Das OC und die LW sind besonders empfindlich auf die ototoxische Wirkung von
Cisplatin, was zu Zellschdden und Apoptose fiihrt, welche wahrscheinlich die signifikante
Abnahme begriindet (140-142, 196-198). Des Weiteren konnen Differenzen in der Praparation und
Kultivierung Griinde fiir das Expressionsverhalten sein. Die signifikante Zunahme der Expression
des Hrh1 Gens im Modiolus kann eventuell die ototoxische Wirkung von Cisplatin begiinstigen.
Studien konnten zeigen, dass Histamin in Mikroglia die Freisetzung von IL-1p, TNF-a, IL-6 und
Stickoxide initiiert und die Produktion von ROS moduliert (206-208). Dies beweisend wurde
beschrieben, dass Histamin iiber die Hrh1-Aktivierung die ROS-Produktion induziert (209). Der
Hrh1 aktiviert intrazelluldr die Phospholipase C (PLC) (210), welches entweder die Aktivierung
des PLC-Inositoltriphosphats, was zu einem intrazelluldren Kalziumanstieg fiihrt, oder des PLC-
Proteinkinase C, die wiederum den Transkriptionsfaktor NF-kB aktiviert und eine erhohte

Gentranskription der Stickoxidsynthase initiiert (211, 212).
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Diese Signalkaskade konnte eventuell die Produktion von Stickoxidsynthase und ROS induzieren,
die infolgedessen zur Cisplatin-induzierten Ototoxizitéit beisteuern konnte. Basierend auf dieser
Hypothese konnte spekuliert werden, dass neben Cisplatin die Aktivierung des Hrhl durch
Histamin zur ototoxischen Auswirkung beitragen kann. Diese Annahme koénnte dadurch
untermauert werden, dass die Behandlung der Cochlea-Explantate mit einem Hrh1-Agonisten zur
signifikanten Abnahme von intakten IHZ fiihrte und die Behandlung mit dem Hrh1-Antagonisten
keinen Einfluss auf die IHZ aufwies.

Die Explantate wurden mit einem Hrh3-Agoinsten als auch Antagonisten behandelt. So zeigte die
Behandlung mit einem Hrh3-Agoinsten eine signifikante Zunahme des prozentuellen Anteils
intakter IHZ, wahrend die Behandlung mit dem Hrh3-Antagonisten zur signifikanten Abnahme
fihrte. Ein Erkldrungsansatz hierzu konnte sein, dass dem Hrh3 eine protektive Wirkung
zugewiesen wird, der jedoch noch nicht ganz geklart werden konnte. So zeigt die Stimulation des
Hrh3 mit Histamin eine neuroprotektive Wirkung wéhrend epileptischer Anfille (213) sowie einen
schiitzenden Effekt auf neuronalen Schiaden, die durch Kainsdure-induziert wurden (214). Dartiber
hinaus wird angenommen, dass die Expression des Hrh3 das Zelliiberleben von malignen Zellen
aufrecht erhélt, indem es die Proliferationsaktivitit erh6ht und die Zellapoptose inhibiert (215),
wéhrend die Hrh3-Antagonisten die Proliferationsrate hemmt (216). Zusammenfassend konnte
gezeigt werden, wie sich das Expressionsverhalten des Hrh1 und Hrh3 Gens in Abhéngigkeit auf
Cisplatin verhélt und welche Auswirkungen die Behandlung mit einem Agonisten als auch
Antagonisten des Hrh1l und Hrh3 auf die Strukturen der Cochlea haben kann. Inwiefern die
Cochlea-MZ in der cochledren Histamin-Rezeptor Integritit eine Rolle spielen, miisste jedoch

weitreichendere untersucht werden.

5.6. Die Bedeutung der Cochlea-Mastzellen auf die neuronale Entwicklung

im Innenohr

Wihrend der Embryonalentwicklung folgt die Reifung der Cochlea-Innervation spezifischen und
diskreten Schritten. Unter Verwendung des C57BL/6-Cpa3-Cre; Mcl-1Mausmodells (160) konnte
der Einfluss von MZ auf die frithen Entwicklungsstadien untersucht werden. Im Rahmen dieser
Arbeit konnte erstmalig eine neuartige Rolle der MZ beobachtet werden: MZ scheinen eine
besondere Bedeutung bei der neuronalen Leitung und Entwicklung der SGN zu haben. So wiesen
MZ-Defiziente Méuse eine geringere SGN Dichte, eine Verkiirzung der Neurone sowie eine

abnormale Fiihrung der Typ II SGN auf.
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MZ und Neuronen wurde bereits in vitro und in vivo nachgewiesen (81, 83,217). So konnte gezeigt
werden, dass Neurotrophine, welche aus PCMCs freigesetzt wurden, das Uberleben von
kultivierten embryonalen Ganglion Neuronen in Hithnern und die embryonale Entwicklung von
Ganglion Neuronen in Ratten unterstiitzt (218). Dariiber hinaus sind Neurotrophine, wie BDNF
und Neurotrophin-3, fiir das Uberleben von SGN und ihre Fiihrung zu den Haarzellen im sich
entwickelnden Innenohr erforderlich (219, 220). Zusitzlich konnte gezeigt werden, dass
Mutationen im BDNF und Neurotrophin-3 Gen oder im TrkB- und TrkC-Rezeptor einen Verlust
an SGN wihrend der embryonalen Entwicklung verursachten (221). Diese Beobachtungen werden
dadurch unterstiitzt, dass MZ in der Lage sind eine Reihe neurogenwirkender Mediatoren
freizusetzen, darunter Serotonin, Histamin, TNF-a und NGF (15, 82, 87, 88). Diese Daten lassen
die Vermutung nahe, dass Cochlea-MZ durch die vermutliche Freisetzung von biologisch aktiven
NGF, die Entwicklung der SGN unterstiitzt und aufrechterhélt, wihrend im MZ-Defizienten
Modell dieser Stimulus nicht oder verringert erhielten. Die MZ konnen somit eine
Schliisselfunktion in der physiologischen Entwicklung des neuronalen Systems ilibernechmen
(222), aber auch in pathologischen Prozessen. So konnte nachgewiesen werden, dass sowohl MZ
als auch NGF an chronisch-entziindlichen oder autoimmunen Erkrankungen beteiligt sind,
darunter Asthma bronchiale (65, 66, 223) und entziindliche Darmerkrankungen (70, 71, 224).
Weiter Untersuchungen miissten erfolgen, um den Zusammenhang zwischen der biochemischen
Funktion von NGF im MZ-Defizienten Modell und ihre Folgen in der Cochlea-Entwicklung zu
erschlieBen. Im sich entwickelnden Innenohr wurden neben NGF auch die Expression
verschiedener neurotroph wirkender Substanzen nachgewiesen, was darauf hindeutet, dass eine
komplexe Reihe von Signalmechanismen die Innervation von Haarzellen steuert. Zu diesen
Substanzen zdhlen Ephrine und die Eph-Rezeptoren. So konnte gezeigt werden, dass Ephrin/Eph-
Rezeptor zu einem bestimmten Zeitpunkt wihrend der Entwicklung der Cochlea exprimiert
werden (225). Besonders interessant erscheint hierbei die Ephrin-A3-vermittelte EphA-
Rezeptoraktivierung. Ephrin-A3 binden an Heparin, was fiir die biologische Aktivitit von Ephrin-
A3 essenziell ist (226). MZ stellen exklusive Zellen dar, die Heparin synthetisieren, in den Granula
speichern und freisetzen konnen (227). Daher liegt die Vermutung nahe, dass im MZ-Defizienten
Modell fiir das Ephrin-A3 bendtigte Heparin fehlt und somit die neuronale Leitung der SGN nicht
mehr gewihrleistet werden konnte. Die SGN in der Cochlea umfassen ein hochkomplexes und
prazises Innervationsmustern, die trotz jahrelanger Erforschung nicht ginzlich geklart wurde. Die
Cochlea-Innervation soll hierbei zwischen der Embryonalwoche 15.5 und 16.5 erfolgen (176,

177).
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In Anbetracht dieser Tatsache, ist es nicht iiberraschend, dass in diesem Zeitraum sehr
dynamischen Prozesse stattfinden. Hierbei sollen Subklassen der Semaphorine bei der Leitung von
SGN und der Bildung von Synapsen behilflich sein (177, 228, 229). MZ besitzen eine Vielzahl an
Oberflachenrezeptoren, zu denen auch der CD72-Rezeptor, dessen natiirliche Liganden
Semaphorin 4D ist, gezdhlt wird (230, 231). CD72 reguliert die B-Zell-Aktivierung (232) und
reduziert in humane MZ die SCF-vermittelte Proliferation sowie die Chemotaxis (231). Welchen
Effekt jedoch Semaphorine auf Cochlea-MZ haben, ob sie von MZ synthetisiert werden und dies
ein Grund fiir die Fehlinnervation der Haarzellen in MZ-Defizienten M&usen ist, muss noch
erforscht werden.

Neben den Abnormitdten in den SGN konnten in heterozygoten und homozygoten MZ-
Defizienten Méusen auch morphologische Differenzen in den Typ II SGN beobachtet werden. In
diesem Fall wurde die Drehung der Fasern zur Basis (233) stark gestort und wiesen eine Wendung
zum apikalen Abschnitt der Cochlea auf. Ahnliche Beobachtungen wurden in der Verdffentlichung
von Fritzsch et al. (2010) beschrieben (120). So untersuchten sie die Rolle des Prox1 Gens im sich
entwickelnden Innenohr (120). Es konnte festgestellt werden, dass die Haarzellen sich in Prox1
mutierten Mausstimmen zwar differenziert hatten, jedoch die Innervation der Typ II SGN stark
gestort war, was sich durch die Wendung der Fasern entweder zur Basis oder zum Apex der
Cochlea duBerte (120). Auch konnte in dieser Arbeit eine nahezu normale Haarzellmorphologie in
MZ-Defizienten Méusen beobachtet werden, was die Vermutung nahelegt, dass in diesen Méusen
die neuronale Leitung der Typ I und Typ II SGN nicht normalgemif ablief und die MZ in diesem
noch ungeklirten Zusammenhang eine Rolle iibernehmen konnte.

Dartiber hinaus wurde erstmalig im C57BL/6-Cpa3-Cre; Mcl-1 Mausmodell (160) die MZ-Anzahl
in der LW der Cochlea gepriift. So konnte in C57BL/6-Cpa3-Cre; Mcl-1"" Miusen eine 100%ige
Reduktion der LW-MZ festgestellt werden, wihrend man in der Veroffentlichung von Lilla et al.
(2011) eine Reduktion zwischen 92%-100% in diversen Geweben beobachtete (160). Somit
suggeriert diese Beobachtung, dass die oben beschriebenen Ergebnisse darauf basieren, dass die
MZ in der Cochlea zu 100% depletiert waren. Um die prisentierten Ergebnisse zu festigen, laufen
im HNO-Forschungslabor der Charit¢ — Universitdtsmedizin weitere Experimente mit dem MZ-

Defizienten Mausmodell, die zur Untersuchung der aufgestellten Hypothesen beitragen soll.

5.7. Schlussfolgerung und Ausblick

Um die vorliegende Arbeit inhaltlich abzuschlieBen, mochte ich die aufgezeigten Ergebnisse

rekapitulieren und die eigens gesteckten Ziele als erreicht abzeichnen.
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MZ mogen scheinbar einen signifikanten Einfluss auf pathologische als auch physiologische
Prozesse in der Cochlea ausiiben. Dies konnte mit in vitro Experimenten und MZ-Defizienten
Maiusen gezeigt werden. Der Mastzellstabilisator Cromoglicinsdure wies nicht nur einen
protektiven Effekt auf den Cisplatin-induzierten Haarzellverlust auf, sondern auch auf die
neurotoxische Wirkung von Cisplatin. Noch tiefgriindiger hierbei zu erforschen gilt der
tatsdchliche Mechanismus von MZ in Cisplatin-induzierter Ototoxizitdt, indem die freigesetzten
Mediatoren und der biochemische Prozess ndher untersucht werden miissen, wobei durch diese
Arbeit eine gute Grundlage geschaffen wurde. Daraus konnten sich vielversprechende
therapeutische Ansitze fiir die Behandlung von Cisplatin-induzierten Horverlust ergeben. Auch
die Darlegung der Erkenntnis, dass MZ-Defiziente Maduse Abnormititen in der neuronalen
Innervation der Haarzellen aufwiesen, zeigt einen bis dahin noch nicht beschriebenen Einfluss von
MZ in der Neurogenese von SGN. Es konnte somit die Beteiligung der MZ in pathologischen als
auch physiologischen Prozessen aufgezeigt werden, der sowohl durch weitere in vitro als auch in
vivo Experimenten in Jungtieren, aber auch adulten Tieren untermauert werden muss. Daher laufen
im HNO-Forschungslabor der Charité — Universititsmedizin zum Zeitpunkt des Verfassens dieser
Arbeit weitere Versuche, wodurch die aufgekommenen Hypothesen im Laufe dieser Arbeit
bestdtigt oder revidiert werden konnen. Somit stellt diese Arbeit eine fundierte Basis fiir das
Erforschen weiterer Kausalitdten in diesem bis dato noch wenig erforschten Forschungsgebiet der
Hals-Nasen-Ohrenheilkunde dar. Mdgliche Ansatzpunkte wiren klinische Studien, in denen
Patienten/Patientinnen vor einer Cisplatin Behandlung Cromoglicinsdure erhalten und
anschlieend das Horvermogen im Verlauf der Therapie gepriift wird. Dariiber hinaus sollten
neurothrope Mediatoren in MZ-Defizienten Méusen gepriift werden oder die Interaktion von MZ
mit anderen Zellen in der Cochlea, um nur einige Ansatzpunkte zu nennen. Eine intensivere
Zusammenarbeit der Hals-Nasen-Ohrenheilkunde mit der Immunologie und der Dermatologie,
wie diese Arbeit als Beispiel vorangeht, konnte moglicherweise weitere ungeklédrte Fragen

beantworten und das Patientenwohl erheblich bessern.
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