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Zusammenfassung 

Einleitung 

Das Innenohr enthält verschiedene Immunzellen, die sowohl zur Immunabwehr und 

der Entwicklung als auch zur Vermittlung einer pathologischen Degeneration beitragen 

können. Die Lokalisation und Bedeutung von Leukozyten in der Cochlea während der 

Entwicklung sind bisher noch nicht genau bekannt. Das Ziel der vorliegenden Arbeit 

war es, Leukozyten während der postnatalen Reifung der Cochlea im Rattenmodell zu 

untersuchen und einen möglichen Zusammenhang mit Cisplatin-induzierter 

Ototoxizität herzustellen.  

Methodik 

Cochleae von Wistar-Ratten des 1., 3., 5., 7. und 9. postnatalen Tages wurden zur 

Herstellung organotypischer Explantatkulturen isoliert. Relevante Immunzellen wurden 

an Kryoschnitten mittels Antikörpernachweis der CD45-, CD11b-, CD68- und CD117/c-

Kit-Expression und Avidin-Färbung von intrazellulärer Heparingranula in den 

Mastzellen nachgewiesen und ausgezählt. Die Cochlea-Kulturen wurden mit 20 µM 

Cisplatin inkubiert, um den Effekt auf die Immunzellpopulationen zu untersuchen. 

Ergebnisse 

CD45-positive, CD11b-positive, CD68-positive und CD117/c-Kit-positive Zellen 

wurden in der Cochlea nachgewiesen. Die Leukozyten waren in unterschiedlichen 

Abschnitten der Cochlea lokalisiert: CD68+- und CD11b+-Zellen befanden sich 

überwiegend im Limbus spirale und im Modiolus, CD117/c-Kit+- und CD45+-Zellen 

überwiegend im Modiolus. Die Anzahl der Leukozyten veränderte sich während der 

postnatalen Entwicklung. CD45+-Zellen nahmen im apikalen Teil bis Tag 5 zu und 

blieben danach konstant, während sie im medialen Teil ab Tag 5 abnahmen. CD11b+-

Zellen nahmen beginnend mit pT1 stetig ab und waren nach neun Tagen nur noch im 

Modiolus und im Ligamentum spirale nachweisbar. CD68+-Zellen nahmen während 

der ersten drei Tage zu, danach stetig ab. Die Inkubation der Cochlea-Explantate mit 

20 µM Cisplatin resultierte in einer Schädigung der Mastzellen, der CD45+-, CD11b+- 

und CD68+-Zellen und der Haarzellen.  

Schlussfolgerung 

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit demonstrieren die Existenz residenter 

Leukozyten in der Cochlea und eine Veränderung der Zellzahlen während der 

postnatalen Entwicklung. Die Schädigung dieser Zellen durch Cisplatin könnte auf 

einen Zusammenhang mit Cisplatin-induzierter Ototoxizität hindeuten. 
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Abstract 

Introduction 

The inner ear contains various immune cells that may contribute to immune defense 

and development but also mediate pathological degeneration. The localization and 

importance of leukocytes in the cochlea during development have not been well 

understood. The aim of the present work was to investigate leukocytes during postnatal 

maturation of the cochlea in a rat model and to establish a possible link with cisplatin-

induced ototoxicity. 

Methodology 

Cochleae from Wistar rats of postnatal days 1, 3, 5, 7, and 9 were isolated to generate 

organotypic explant cultures. Relevant immune cells were detected using antibodies 

against CD45, CD11b, CD68, or CD117/c kit, as well as avidin staining. The positive 

cells were scored in cochlear cryosections. Cochlear cultures were exposed to 20 µM 

cisplatin to examine the effect on immune cell populations. 

Results 

The resident CD45-positive, CD11b-positive, CD68-positive, and CD117/c-Kit positive 

cells were identified in different cochlear sections. CD68+ and CD11b+ cells were 

found predominantly in the spiral limbus and modiolus, while CD117/c-Kit+ and CD45+ 

cells were primarily located in the modiolus. The number of leukocytes changed during 

postnatal development. In detail, the number of CD45+ cells in the apical part 

increased until postnatal day five and remained constant after that. In contrast, the 

number of CD45+ cells in the medial part of the cochlea decreased after the fifth 

postnatal day. The number of CD11b+ cells steadily decreased from the first day after 

birth, and in p9 animals, the CD11b+ cells were detectable only in the modiolus and 

spiral ligament. The number of CD68+ cells increased during the first three days and 

steadily decreased after that. Incubation of cochlear explants with 20 µM cisplatin 

resulted in damage to mast cells, CD45+ cells, CD11b+ cells, CD68+ cells, and hair 

cells.  

Conclusion 

The present work results demonstrate the existence of resident leukocytes in the 

cochlea and a change in cell numbers during postnatal development. Damage to these 

cells induced by cisplatin may indicate an association with cisplatin-induced ototoxicity. 
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1. Einleitung 

1.1. Anatomie und Physiologie des Innenohres 

1.1.1. Anatomie des Innenohrs 

Das Ohr der Säugetiere besteht aus drei voneinander anatomisch getrennten Teilen, 

dem äußeren Ohr (Auris externa), dem Mittelohr (Auris media) und dem Innenohr 

(Auris interna). Das Innenohr entwickelt sich aus einer als Ohrplakode bezeichneten 

Einstülpung des Ektoderms, welches sich zum Ohrbläschen weiterentwickelt und aus 

dem sich schließlich alle Bestandteile des Innenohrs (Schneckengang, Corti-Organ, 

Sacculus, Utriculus, Bogengänge und Ductus endolymphaticus) bilden (Aumüller et 

al., 2017). Im Mittelohr sitzen drei knöcherne Strukturen, Malleus (Hammer), Incus 

(Amboss) und Stapes (Steigbügel), die die Schalldruckwellen vom Trommelfell zum 

Innenohr weiterleiten (Pfaff et al., 2019). Das Innenohr ist mit Lymphflüssigkeit gefüllt, 

sodass die Schwingungen vom Außenohr zum Innenohr einem Übergang zwischen 

zwei unterschiedlichen akustischen Impedanzen entsprechen. Die Schallwelle wird in 

eine mechanische Schwingung der Gehörknöchelchen umgewandelt. Der Druck am 

ovalen Fenster des Innenohres weist durch den Mechanismus der 

Impedanzanpassung einen etwa 22-mal höheren Wert auf als der Druck am 

Trommelfell (Aumüller et al., 2017). 

Das Innenohr besteht aus zwei funktionell unterschiedlichen Teilen, dem 

Vestibularapparat und der Cochlea. Es ist mit Membranen ausgekleidet, die die mit 

Endolymphe gefüllten Räume von denen sie umschließenden Räumen trennt, welche 

mit perilymphatischer Flüssigkeit gefüllt sind.  

Das Gleichgewichtsorgan besteht aus Sacculus, Utriculus und drei senkrecht 

zueinander ausgerichteten, knöchernen, flüssigkeitsgefüllten Bogengängen (Pfaff et 

al., 2019). Es existiert eine neuroanatomische Verbindung des Innenohrs mit dem 

Gehirn. Am Ende des Sacculus befindet sich ein als Ductus endolymphaticus 

bezeichneter, mit Perilymphe gefüllter Gang. Er endet blind im Saccus 

endolymphaticus. Der Saccus endolymphaticus steht hierbei mit der Dura mater der 

Meningen im Felsenbein in direkter Verbindung. Die Funktion dieser Verbindung ist 

bis heute nicht vollständig geklärt, jedoch sind sekretorische Funktionen 

wahrscheinlich (Lo et al., 1997). Die Anwesenheit von phagozytischen und anderen 

immunologischen Zellen wie Lymphozyten spricht auch für seine Funktion in der 

Immunüberwachung (Kämpfe Nordström et al., 2018; W. Liu et al., 2019). 
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Abb. 1: Schematische Darstellung eines menschlichen Ohres, Querschnitt: Felsenbein, Quelle: 

eigene Darstellung. 

1.1.2. Cochlea und Corti-Organ 

Die Cochlea der Säugetiere ist eine schneckenförmige Struktur, die die Schallwelle in 

ein neuronales Signal transformiert. In der Cochlea breitet sich eine, durch die 

Schwingungen des Stapes am ovalen Fenster ausgelöste, wellenförmige Schwingung 

in der Basilarmembran aus. Diese ist am fensternahen Ende steif und wird zum Apex 

hin weicher und biegsamer. Dadurch kann sie am fensternahen Ende mit hohen 

Frequenzen der Wanderwelle, die hohen Schallfrequenzen entsprechen, in Resonanz 

schwingen, während niedrige Frequenzen weiter in die Cochlea hineinwandern 

können (Pfaff et al., 2019). Von der Cochlea wird das Schallsignal als neuronales 

Signal an das Gehirn weitergeleitet. Die Haarzellen in der Cochlea stellen hierbei die 

Sensoren dar. Die Neuronen des Spiralganglions stellen mit ihren Axonen eine 

synaptische Verbindung mit dem Zellkörper der Haarzellen her. Die Gesamtheit der 

Axone dieser Neuronen bildet den Hörnerv. 

Die Cochlea beherbergt das Corti-Organ (Gilroy et al., 2008), den sensorischen 

Rezeptor des Hörorgans. Die knöcherne, kegelförmige Achse der Cochlea (Modiolus 

cochleae) formt die Innenwand des Schneckenkanals (Canalis spiralis cochleae), 

welche das cochleäre Spiralganglion enthält. Vom Modiolus ausgehend entspringt 

eine dünne Knochenleiste (Lamina sprialis ossea), welche die zusammen mit den an 

ihr ansetzenden Membranen drei flüssigkeitsgefüllte Kammern bildet.  
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Die obere, mit Perilymphe gefüllte Scala vestibuli beginnt am ovalen Fenster, dem der 

Stapes auf der Mittelohrseite beweglich aufliegt. Die mittlere Kammer ist die mit 

Endolymphe gefüllte Scala media. Die untere Kammer wird als Scala tympani 

bezeichnet und beginnt am runden Fenster. Die Scala vestibuli ist von der Scala media 

durch die Reissner-Membran getrennt. Die beiden äußeren Scalae vestibuli und 

tympani sind im Apex der Cochlea durch das Helicotrema miteinander verbunden, was 

dem Druckausgleich zwischen diesen beiden Kammern dient (Pfaff et al., 2019).  

Die die Scala tympani und vestibularis füllende Perilymphe ist in ihrer 

Zusammensetzung dem Liquor des zentralen Nervensystems (ZNS) sehr ähnlich (145 

mmol Natrium, 3 mmol Kalium). Das Blutgefäßsystem ist eine weitere Quelle der 

Perilymphe, die durch Ultrafiltration aus den Blutgefäßen exsudieren kann (Kellerhals, 

1979; Sterkers et al., 1988). Allerdings ist der Übergang von Blut zu Perilymphe strikt 

reguliert und wird als Blut-Perilymph Schranke bezeichnet (Juhn et al., 1982). Der 

Austausch von Soluten zwischen diesen beiden Kompartimenten wird primär durch 

den Spiral limbus vermittelt (Firbas et al., 1981). 

Endolymphe, die kaliumreiche (150 mmol) und natriumarme (1 mmol) Flüssigkeit in 

der Scala media, entsteht durch Ultrafiltration und selektive Permeabilität der die Scala 

media auskleidenden Reissner’sche Membran und der Stria vascularis für bestimmte 

Ionen aus der Perilymphe (Sterkers et al., 1988; Casale et al., 2019). Diese 

Zusammensetzung ist essentiell für die Reizweiterleitung und somit um das Hören 

möglich zu machen. Die Stria vascularis ist eine komplexe epitheliale Struktur, die 

Kaliumionen sezerniert und damit einen wichtigen Beitrag zur Endolymphe liefert. 

Dabei werden Kaliumionen über mehrere Zellschichten hinweg aus der kaliumreichen 

Perilymphe transportiert (Fibrozyten  Basalzelle  Intermediärzelle  Marginalzelle 

 Endolymphe). Die Reissner´sche Membran transportiert selektiv über Natrium-  und 

Chlorid-Kanäle entsprechende Ionen aus der Endolymphe (S. H. Kim et al., 2011; K. 

X. Kim et al., 2014) und sorgt somit ebenfalls für die Homöostase der Endolymphe. 

Die äußeren und inneren Haarzellen sind durch spezialisierte Epithelzellen 

voneinander getrennt und dienen der Stabilisierung der Struktur des Corti-Organs. 

Deiterszellen bilden auch ein isolierendes und stützendes Grundgerüst innerhalb der 

Haarzellreihen (Malgrange et al., 2002). Hensenzellen haben ebenfalls stützende 

Funktion im Corti-Organ und befinden sich zwischen den äußeren Haarzellen und 

Claudiuszellen (Merchan et al., 1980; Defourny et al., 2015). Die Hensenzellen liegen 

wiederum auf einer Schicht von Zellen, die am Rand des Corti-Organs direkten Kontakt 
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mit der Endolymphe haben und mittels Tight Junctions zwischen ihnen die Scala media 

auf der Seite der Basilarmembran flüssigkeitsdicht versiegen. Diese Zellen werden 

Claudiuszellen genannt (Kanazawa et al., 2004). Eine weitere Zellart, die 

Boettcherzellen, findet sich unter der Schicht der Claudiuszellen im oberen 

fensternahen Bereich der Basilarmembran. Diese hexaedrischen Epithelzellen dienen 

wahrscheinlich der Versteifung der Basilarmembran und damit der Spezifität für hohe 

Schallfrequenzen im oberen Bereich der Cochlea (Kanazawa et al., 2004).  

1.1.3. Innervation und Vaskularisation des Innenohres 

1.1.3.1. Innervation 

Das Innenohr wird vom Hirnnerven, dem N. vestibulocochlearis (VIII. Hirnnerv), der 

sich aus dem phylogenetisch älteren N. vestibularis und dem N. cochlearis 

zusammensetzt, innerviert. Etwa 30.000 bipolare Typ-I-Neuronen und 

pseudounipolare Typ-II-Neuronen, deren Perikarya sich im Ganglion spirale 

konzentrieren, bilden mit ihren Afferenzen und Efferenzen den N. cochlearis. Sowohl 

Ganglion als auch Nervus befinden sich im Rosenthal‘schen Kanal innerhalb des 

Modiolus.  

Die äußeren und inneren Haarzellen in der Cochlea stehen über Synapsen mit 

Neuronen des N. cochlearis in Verbindung, wobei ca. 90% des Inputs dieser Neuronen 

von den inneren Haarzellen stammt. Diese Axone bilden den Hörnerv (Peterson et al., 

2019). Die äußeren Haarzellen erhalten dagegen Input aus dem Cortex, der die 

Sensitivität der Cochlea beeinflussen und so dieses Organ vor Schäden durch laute 

Geräusche schützen kann (Brownell et al., 1985; Mulders et al., 2000). Verschiedene 

Aspekte des Signals wie Lautstärke, Lokalisation, Frequenz, Modulation und Ähnliches 

werden dabei jeweils in verschiedenen, spezialisierten Regionen des Gehirns 

analysiert und im auditorischen Cortex zu einem akustischen Gesamtbild verarbeitet 

(Felix et al., 2018; Peterson et al., 2019). 

1.1.3.2. Vaskularisation 

Die Vaskularisation der Cochlea wurde bereits seit ihrer Entdeckung im 16. 

Jahrhundert erforscht, wobei zuerst die makroskopische Anatomie der Blutversorgung 

beschrieben wurde. Darauf folgte im 19. Jahrhundert eine mikroskopische 

Beschreibung. Im 20. Jahrhundert wurden viele Experimente durchgeführt, bei denen 

mittels Injektion von Farbstoffen in das Gefäßsystem an frischen 
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Schläfenbeinpräparaten dessen Verbindungen aufgeklärt wurden (Mudry et al., 2009). 

Erst in neuer Zeit wurden nicht-invasive, bildgebenden Verfahren wie Mikro-

Computertomografie (mikro-CT) und Synchrotronstrahlung-Phasenkontrast-Imaging 

(SSPKI) verwendet, um die Vaskularisation der Cochlea dreidimensional darzustellen 

(Mei et al., 2018). 

Die arterielle Versorgung der Cochlea geschieht meist (85-100%) über die Arteria 

cerebelli anterioris inferioris (ACAI), von der die A. labyrinthi als langer, graziler Ast 

und Hauptversorgungsader des Innenohrs abzweigt. Es existieren jedoch große 

interindividuelle Unterschiede in der Vaskularisation der Cochlea. So ist es möglich, 

dass die A. labyrinthi in zirka 15% der Fälle bei gesunden Individuen direkt aus der A. 

basilaris entspringt (Carlo, 2018). Die A. labyrinthi wiederum verzweigt sich in die A. 

cochlearis communis, die die Cochlea versorgt, und die A. vestibularis anterior, die 

den unteren Teil des Vestibularapparates versorgt. Die A. cochlearis communis spaltet 

sich in zwei Teile, die A. propria cochlearis, die entlang der gesamten Cochlea verläuft, 

und die A vestibulocochlearis, die ihrerseits zum einen Teil der Cochlea versorgt, aber 

auch einen Zweig zum Vestibularapparat mit den drei Bogengängen sendet (Axelsson 

et al., 1974; Hansen, 1971; Mei et al., 2018). Farbstoffinjektions-experimente konnten 

in der Vergangenheit nachweisen, dass zwischen diesen Hauptversorgungsgefäßen 

zahlreiche Anastomosen bestehen (Axelsson et al., 1974; Hansen, 1971). Die Vv. 

spiralis anterioris und posterioris leiten venöses Blut aus der Cochlea und münden in 

den Ramus cochlearis (Mei et al., 2018).  

Beim Menschen verringert sich in den knöchernen Teilen der Cochlea der 

Knochenmarksraum und damit seine Vaskularisation durch chondrale Ablagerung von 

Knochenmaterial um Knorpelinseln herum, beginnend in der Embryonalentwicklung 

und für die ersten beiden Lebensjahre. Danach findet mehr Remodellierung der 

Knochenstruktur und Vaskularisation statt (Hansen, 1971).  

1.1.4. Postnatale Entwicklungsprozesse in der Cochlea von Wistar-Ratten 

Die embryonale Entwicklung des Gehörs und des gesamten Ohres ist ein komplizierter 

Prozess. Die knöchernen Anteile des Mittel- und des Innenohres werden im Embryo 

zunächst als Knorpel angelegt und in einem Prozess, der chondrale Ossifikation 

genannt wird, in Knochen umgebaut. Eine Fähigkeit des Hörens ist vor dieser Anlage 

der anatomischen Strukturen nicht möglich, sie bildet sich aber parallel mit der 

Entwicklung dieser Strukturen aus (Basch et al., 2016; Whyte Orozco et al., 2003).  
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Bei Ratten des Stammes Wistar sind spätestens am 18. Tag nach der Geburt die 

wichtigsten anatomischen Strukturen im Wesentlichen fertig ausgebildet. Bis zum 16. 

postnatalen Tag ist das Außenohr mit Periderm überzogen, dasselbe gilt auch für die 

Augenlider (Witschi, 1962). Die Fähigkeit des Hörens von durch Luft übertragenen 

Schallwellen beginnt am 12. Entwicklungstag postnatal. Davor treten bereits 

Aktionspotentiale innerer Haarzellen nach beginnender Freisetzung von Transmittern 

auf, die zum Hirnstamm fortgeleitet werden. Am postnatalen Tag 22 hat diese 

neuronale Aktivität den Level von erwachsenen Ratten erreicht. Knochengeleitete 

Schallsignale können ebenfalls bereits ab dem postnatalen Tag 7 oder 8 zu 

Aktionspotentialen im Innenohr führen (Geal-Dor et al., 1993). Dies spricht dafür, dass 

das Innenohr bei Ratten früher funktionsfähig ist, als das Außen- und Mittelohr. 

1.2. Immunsystem 

Das Immunsystem dient der Abwehr von Pathogenen aller Art. Das Immunsystem der 

Vertebraten ist hochspezialisiert und besteht aus einer Vielzahl von unterschiedlichen, 

miteinander kommunizierenden Zelltypen, die allesamt hämatopoetischen Ursprungs 

sind. Es wird in zwei Untersysteme eingeteilt, das angeborene und das adaptive 

Immunsystem. Beide Bereiche wiederum haben zelluläre und humorale Anteile, in 

denen jeweils Zellen und spezialisierte Proteine die Abwehrfunktion durchführen. Das 

Immunsystem der Säugetiere unterscheidet sich dabei leicht von einer Säugetierart zu 

anderen, weswegen Nagetiere häufig als Modell für den Menschen verwendet werden 

(Murphy et al., 2018). 

1.2.1. Angeborenes und erworbenes Immunsystem 

Das angeborene Immunsystem ist die erste Verteidigungslinie des Körpers gegen 

eindringende Pathogene. Es besteht auf der zellulären Seite aus phagozytisch aktiven 

Zellen wie Makrophagen, die Bakterien und andere Pathogene neutralisieren. Andere 

Zellen, wie die verschiedenen Arten von Granulozyten (azidophile, basophile und 

neutrophile) und Mastzellen, enthalten Granula, aus denen aktive Mediatoren wie 

beispielsweise Granzyme ausgeschüttet werden können und die Pathogene 

extrazellulär angreifen können.  

Das erworbene Immunsystem muss zuerst durch Signale des angeborenen 

Immunsystems aktiviert werden, sodass die Reaktion erst einige Tage später erfolgt. 

Allerdings ist diese dann spezifisch und wesentlich effizienter auf den Erregertyp 
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abgestimmt. Zudem bildet sich ein immunologisches Gedächtnis, das es befähigt, bei 

der nächsten Begegnung mit diesem Pathogen früher und stärker zu reagieren 

(Murphy et al., 2018). 

Die T-Lymphozyten lassen sich grundsätzlich in zwei weitere Hauptgruppen einteilen. 

Die einen T-Zellen exprimieren das Protein CD4 und bilden die Gruppe der T-

Helferzellen. Sie spielen eine zentrale Rolle in der Etablierung einer adaptiven 

Immunantwort, da sie nach ihrer Aktivierung andere Zellen des angeborenen und des 

adaptiven Immunsystem aktivieren können. Sie können anhand weiterer 

Oberflächenmarker in weitere Subklassen mit unterschiedlichen Funktionen unterteilt 

werden (Th1, Th2, Th17 u.a.). Eine weitere wichtige Art von CD4+ Zellen zeichnet sich 

durch eine starke Expression von CD25 und dem intrazellulären, nukleären Protein 

FOXp3 aus. Diese T-Zellen erfüllen hemmende, regulatorische Funktionen und 

werden deshalb als Treg-Zellen bezeichnet (Murphy et al., 2018). 

Die anderen T-Zellen exprimieren CD8 und bilden die Gruppe der zytotoxischen T-

Zellen. CD8+ T-Zellen werden durch Bindung an ihr spezifisches Antigen (Signal 1) 

aktiviert, insofern es über MHC I Antigen-präsentierender Zellen vermittelt wird (Signal 

2). Eine vollständige Aktivierung erfolgt aber erst durch Zytokine (Signal 3) anderer 

Zellen des Immunsystems, wie z.B. T-Helferzellen von THZ und ein zweites Signal 

ihrer APZ erhalten. Diese strikte Regulation über drei sukzessive Signale ist nötig, 

denn anschließend werden Zellen, auf denen dieses Antigen exprimiert wird, durch die 

zytotoxischen T-Zellen abgetötet. Ein Mechanismus der unter anderem bei viralen 

Infektionen aber auch bei der Bekämpfung von Tumorzellen relevant ist (Murphy et al., 

2018). 

Die Hämatopoese der bisher beschriebenen Zelltypen findet im frühen Stadium der 

Entwicklung bei Säugetieren noch nicht im Knochenmark, sondern im Dottersack des 

Embryos statt. Diese, während der „primitiven“ und „definitiven“ Hämatopoese 

erzeugten Zellen, wandern nach Einsetzen des Blutflusses in alle Regionen des 

Embryos, unter anderem auch in das Gehirn, und bilden die ersten 

gewebespezifischen Makrophagen. Dabei leisten sie bereits während der Entwicklung 

der ersten neuronalen Strukturen wichtige Aufgaben. Nach dem Einwandern 

hämatopoetischer Stammzellen in das Knochenmark werden dort alle weiteren 

hämatopoetischen Zellen erzeugt (Hoeffel et al., 2015; Perdiguero et al., 2016), welche 

sich aber von den embryonal im Dottersack erzeugten Zellen unterscheiden. 

Zirkulierende Makrophagen und gewebespezifische Makrophagen (z.B. Osteoklasten, 
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Kupffer´sche Zellen, Microglia) unterscheiden sich phänotypisch ebenfalls 

voneinander, wobei sie jedoch immer noch gemeinsame typische 

Makrophagenmarker exprimieren. Dazu gehören die Zellmembranproteine CD11b, 

CD45 und CD68 (Davies et al., 2013). Eine Übersicht über verschiedene Arten von 

Gewebsmakrophagen, ihrer Funktion und wichtigste Zelloberflächenmarker sind in 

Tabelle 1 dargestellt. Es konnte nachgewiesen werden, dass die Mehrheit der 

gewebespezifischen Makrophagen von den im Dottersack erzeugten Zellen 

abstammen (Kierdorf et al., 2013) und deshalb möglicherweise auch unterschiedliche 

Funktionen erfüllen. Die Zusammensetzung von Dottersack- und Knochenmark-

abgeleiteten gewebespezifischen Makrophagen ist darüber hinaus alters- und 

organspezifisch und wird durch lokale Entzündungsreaktionen ebenfalls beeinflusst 

(Molawi et al., 2014). Einige Dottersack-abgeleitete Populationen verschwinden mit 

dem Alter komplett, aber viele bleiben dauerhaft erhalten, da sie permanent zur 

Proliferation fähig sind (Langerhans-Zellen, Kupffer´sche Zellen, Mikroglia, alveoläre 

und peritoneale Makrophagen).  

Tabelle 1: Gewebsmakrophagen – Vorkommen und Funktion. 

Gewebe Zelltyp Funktion 
Phänotypische 
Marker 

 

Nervensystem 
 

 

Microglia 
 
 

 
Makrophagen 
  - perivaskulär 
  - Meningen 

 

Überleben der Neuronen 
Immunüberwachung 
Synaptisches Remodelling 

Phagozytose 
 
Immunüberwachung 
Immunüberwachung 

 

CD11b+, CD45+ 
 
 

 
 
CD11b+, CD45+ 
CD11b+, CD45+ 

 

Leber 

 

Kupffer-Zellen 

 

Phagozytose 

 

CD11b+, CD68+ 
 
Lunge 

 
Alveolarmakrophagen 

 
Immunüberwachung 
Homöostase Gewebefunktionen 
(Surfactantreabsorption) 

 
CD11b+, CD68+ 

 
Milz  

 
Makrophagen 
  - Marginalzone 
  - metallophil 
  - rote Pulpa 

 
  - weiße Pulpa 

 
 
Immunüberwachung Zirkulation 
Immunüberwachung 
Phagozytose von Erythrozyten, 

Eisen-Metabolismus 
Phagozytose von apoptotischen 
Zellen der Keimzentren 

 
 
CD68+ 
CD68+ 
 

 
CD68+ 

    

Quelle: Mod.Version Immunity in the tissues. 2013. Tissue-resident macrophages, Luke C. Davies. 
Nature Immunology. 
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Sollten aber äußere Einflüsse wie Gammastrahlung oder eine Listerieninfektion die 

gewebespezifische Population zerstören, dann wäre anschließend eine Population 

ausschließlich durch Knochenmark-abgeleitete Makrophagen die Folge. 

1.2.2. Phänotypische Charakterisierung der Immunzellen 

Zellen, insbesondere Immunzellen, exprimieren im Laufe ihrer Entwicklung 

verschiedene Oberflächenproteine. Im Zuge der Erforschung der Funktion dieser 

Proteine wurden diesen von verschiedenen Forschungsgruppen weltweit 

unterschiedliche Namen gegeben und meist anhand dieser auch ersten 

Klassifizierungen durchgeführt. Mit Hilfe monoklonaler Antikörper ist mittlerweile eine 

eindeutige Detektion einer Vielzahl von Oberflächenproteinen möglich. Um eine 

einheitliche Struktur bei der Charakterisierung von Zellen zu erhalten, wurde die 

Nomenklatur der „Cluster of differentiation“ (CD) eingeführt, anhand derer man 

Immunzellen eindeutig typisieren kann.  

Im Folgenden werden die für die vorliegende Arbeit relevanten Oberflächenmarker zur 

Charakterisierung von Leukozyten näher beschrieben. 

1.2.2.1. Die Protein-Tyrosin-Phosphatase CD45 

Das Protein CD45, das ursprünglich leukocyte common antigen (LCA) genannt wurde, 

ist ein Mitglied der Protein-Tyrosin-Phosphatasen-Familie und auch unter dem Namen 

Protein-Tyrosin-Phosphatase-Rezeptor vom Typ C (PTPRC) bekannt (Clark et al., 

1989; Kaplan et al., 1990). Wie sein alter Name LCA schon andeutet, wird CD45 von 

allen Leukozyten, also sowohl Zellen des angeborenen Immunsystems wie 

Makrophagen als auch von Lymphozyten wie T- und B-Zellen exprimiert (Clark et al., 

1989). Das Gen PTPRC, das für das CD45-Protein codiert, enthält 34 Exone und durch 

unterschiedliches Splicing entstehen unterschiedliche Isoformen, die 

zelltypspezifische Expressionen zeigen und deshalb häufig für Subtypisierungen 

verwendet werden (Hermiston et al., 2003). 

Protein-Tyrosin-Phosphatasen fungieren als Signalmoleküle, die in der Lage sind, 

zelluläre Prozesse wie Mitose und Differenzierung zu steuern und die Zellwachstum 

und auch pathologische Prozesse wie maligne Transformationen regulieren. CD45 ist 

unter anderem in der Lage Zytokin-Signale zu hemmen, da es z.B. die JAK/ STAT-

Kaskade inhibieren kann. Dadurch erfüllt es wichtige Funktionen in der Initiierung, der 

Regulation und dem Abschalten einer Immunantwort (Altin et al., 1997; Babon et al., 

2014; Hermiston et al., 2003; Rheinländer et al., 2018). 
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In der Cochlea existieren CD45-positive Immunzellen, deren Anzahl nach einem 

akustischen Trauma oder Gabe eines ototoxischen Medikaments zunimmt. Die größte 

Anzahl dieser nach Hörverlust einwandernden CD45-positiven Immunzellen kann 

dabei im Ligamentum spirale und den Wänden des Perilymphraumes nachgewiesen 

werden (Tan et al., 2008). Ihre Rolle bei der Schädigung der Haarzellen durch solche 

Traumata ist bisher unzureichend geklärt, aber es existieren Hinweise, dass zumindest 

die residente CD45-positive Makrophagen-Population, die den Chemokin-Rezeptor 

CX3CR1+ exprimiert, protektive Funktion hat (Wood et al., 2017). Eine grundlegende 

Interaktion von CD45-positiven Makrophagen mit Mastzellen im Kontext der Einleitung 

von inflammatorischen Reaktionen wurde bereits mehrfach nachgewiesen, sowohl für 

gewebespezifische Reaktionen (Filippo et al., 2013) als auch schwerwiegende 

Erkrankungen (Wan et al., 2018). Entsprechende Belege für Interaktionen innerhalb 

der Cochlea liegen bisher nicht vor. 

1.2.2.2. Das Adhäsionsmolekül CD11b 

CD11b ist die alpha-Kette eines Adhäsionsmolekül der Integrin-Familie und auch unter 

dem Namen Integrin-alpha M (ITGAM) bekannt. CD11b bildet mit CD18, einer auch 

als β2 bekannten Integrin-beta-Kette, das vollständige Integrin-Molekül αMβ2 (Larson 

et al., 1990). Es wird vor allem von dendritischen Zellen, Monozyten, Makrophagen 

und Granulozyten exprimiert (Iwasaki, 2003). Während alle dendritischen Zellen die 

verwandte Integrin-alpha-Kette CD11c exprimieren, findet sich CD11b allerdings nur 

auf verschiedenen Subpopulationen (Merad et al., 2013). CD11b kann neben 

Monozyten und Makrophagen und ihren Abkömmlingen wie Mikroglia und von 

Kupffer’schen Sternzellen auch auf vielen anderen Zellen des angeborenen 

Immunsystems wie Granulozyten und natürlichen Killerzellen nachgewiesen werden 

(Solovjov et al., 2005). 

Neben seiner Funktion als Adhäsionsmolekül dient CD11b auch als Rezeptor für 

verschiedene, im angeborenen Immunsystem wichtige Signalmoleküle, wie 

Komplementfaktoren oder Plättchenfaktor 4 (PF 4). Es hat dementsprechend auch 

eine Funktion in der Signaltransduktion und Aktivierung der Zellen, auf dessen 

Oberfläche es exprimiert wird (Klein et al., 1990; Larson et al., 1990; Lishko et al., 

2018; G. D. Ross et al., 1993; Gordon D. Ross, 2002; Solovjov et al., 2005; Wang et 

al., 2002; Xiong et al., 2003). 
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In der Cochlea von adulten Säugetieren existieren CD45-positive, residente 

Makrophagen, die auch CD11b exprimieren und nach einer Schädigung des Gehörs 

durch ein akustisches Trauma oder ototoxische Substanzen wie Cisplatin, bei der 

Heilung eine positive Rolle zu spielen scheinen (Wood et al., 2017). Sie scheinen auch 

für die korrekte Entwicklung des Hörnervs wichtig zu sein. So konnte bei transgenen 

Mäusen, bei denen Makrophagen transient entfernt wurden, ein Gliazellenüberschuss 

im Hörnerv und funktionelle Defizite bei der Ausbildung der Schwann‘schen Scheiden 

um die Axone in dem Nerv nachgewiesen werden. Die betroffenen Mäuse zeigten 

auch einen Hörverlust (Brown et al., 2017). 

1.2.2.3. Der Scavenger Rezeptor CD68 

CD68 ist ein Transmembranprotein mit einem Molekulargewicht von ca. 110 kDa und 

wird primär von Monozyten, zirkulierenden und gewebespezifischen Makrophagen 

exprimiert, aber auch von nicht-myeloiden Zelltypen, wenn auch in geringen Mengen 

(Betjes et al., 1991). CD68 gehört zur Familie der „lysosomal/ endosomal-associated 

membrane proteins“, kurz LAMP. Die Funktion von CD68 ist nur sehr wenig 

untersucht. Die Lokalisation in endosmalen Kompartimenten spricht allerdings für eine 

Funktion bei der Bindung von Fremdpartikeln, Peptidfragmenten und als Hilfsrezeptor 

zur Einleitung der Phagozytose (Dhaliwal et al., 1999; Gordon, 1999; da Silva et al., 

1996). Inflammatorische Signale können die Expression von CD68 in Makrophagen 

verstärken, was ebenfalls darauf hinweist, dass es für die Immunantwort, respektive 

die Phagozytose, wichtig ist (Rabinowitz et al., 1991). Weitere Funktionen werden 

aktuell untersucht. So wurde gezeigt, dass CD68 oxLDL binden und internalisieren 

kann und es somit bei Arteriosklerose relevant sein könnte (Ottnad et al., 1995) und 

CD68-positive Tumor-associated-macrophages (TAM) sorgen für eine 

immunsuppressive Umgebung, in der der Tumor wachsen kann (Chistiakov et al., 

2017). Darüber hinaus bauen die knochenspezifischen Makrophagen, Osteoklasten, 

Knochen ab und spielen daher eine wichtige Rolle bei der Homöostase von 

Knochenbildung und -abbau (Teitelbaum, 2000). In Mäusen konnte bestätigt werden, 

dass sich auch in der Cochlea perivaskuläre CD68- und CD11b-positive Makrophagen 

befinden und diese, nach Eliminierung der residenten Population durch Bestrahlung, 

durch infiltrierende Makrophagen ersetzt werden können (Shi, 2010). 
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1.2.2.4. Die Rezeptortyrosinkinase CD117/ c-Kit 

CD117/ c-Kit ist eine Rezeptortyrosinkinase mit einem Molekulargewicht von 145 kDa, 

die zuerst beim Menschen als das zelluläre Homolog des in einem für Katzen 

pathologischen Virus vorkommenden Onkogens v-Kit (Yarden et al., 1987) entdeckt 

wurde. Unter physiologischen Bedingungen wird c-Kit stark von hämatopoetischen 

Stammzellen, multipotenten und gemeinsamen Vorläuferzellen exprimiert. 

Lymphozytenvorläuferzellen exprimieren dagegen nur geringe Mengen von c-Kit. In 

der Peripherie ist c-Kit unter den Leukozyten nur auf Mastzellen nachzuweisen 

(Miettinen et al., 2005). Im Zuge der Zelldifferenzierung geht die Expression von c-Kit 

verloren, mit Ausnahme von Mastzellen, Melanozyten der Haut und Cajalzellen des 

Darms. Einige Tumore exprimieren ebenfalls c-Kit (Miettinen et al., 2005), was das 

Wachstum und Überleben von Tumoren begünstigt, weshalb es auch als Tumormarker 

Verwendung findet (Dirnhofer et al., 2006). 

Für die Bezeichnung des Liganden von c-Kit existieren verschiedene Synonyme: SCF 

(stem cell factor), MGF (mast cell growth factor), steel factor oder KIT-Ligand. Die 

Bindung des Liganden an c-Kit fördert das Wachstum von hämatopoetischen 

Stammzellen (Ashman, 1999; Lennartsson et al., 2012) und regt Wachstum und 

Differenzierung von Mastzellvorläuferzellen an (Ribatti et al., 2014). Als Mitglied der 

Familie der Rezeptortyrosinkinasen (RTK) führt die Bindung seines Liganden auf der 

Membranaußenseite der Zelle zu einer Homodimerisierung, die auf der Innenseite der 

Zellmembran eine Autophosphorylierung und damit Aktivierung der 

Tyrosinkinasefunktion zur Folge hat. c-Kit aktiviert anschließend eine Signalkaskade, 

die Überlebenssignale aussendet und Zellteilung anregen kann (Blume-Jensen et al., 

1991). 

1.2.3. Mastzellen 

Mastzellen sind runde bis ovale, mononukleäre Zellen mit auffälligen intrazellulären 

Granula. Sie ähneln optisch und funktionell basophilen Granulozyten und wurden 

deshalb als Gewebegranulozyten bezeichnet (Franco et al., 2010), da sie sich auch 

mit damals gängigen Färbetechniken nicht unterscheiden ließen. Allerdings konnte 

mittlerweile nachgewiesen werden, dass Mastzellen von separaten, CD34-positiven 

Stammzellen im Knochenmark gebildet werden und man anhand des 

Oberflächenmarkers CD117 gut zwischen CD117-positiven Mastzellen und CD117-

negativen Granulozyten unterscheiden kann. Während der Embryonalentwicklung 
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verlassen unreife Mastzellen das Knochenmark in das vaskuläre System. Die Reifung, 

Differenzierung und anschließende Proliferation erfolgt gewebespezifisch und hängt 

stark von den dort gebildeten Wachstumsfaktoren, Zytokinen und Oberflächen-

rezeptoren des Gewebes ab (Hallgren et al., 2011). Reife Mastzellen finden sich vor 

allem in Geweben mit Verbindung zur Umwelt, wie der Haut, den Atemwegen oder 

dem Darm, wurden aber auch in stark abgegrenzten Bereichen des Körpers entdeckt, 

wie z.B. dem Gehirn, wenn auch in wesentlich geringeren Mengen. In einer Publikation 

von 1976 wurden Mastzellen auch im Innenohr nachgewiesen (Sleeckx et al., 1976). 

Da mechanische Reizung bereits die Degranulierung der Mastzellen auslösen kann, 

die Cochlea für ihre Analyse allerdings aufwendig präpariert werden muss, ist solch 

ein Nachweis allerdings sehr schwierig, vor allem, da vor über 40 Jahren noch keine 

spezifischen monoklonalen Antikörper zur Verfügung standen. Ausgereifte Mastzellen 

können nach einem spezifischen Reiz die in ihren intrazellulär gebildeten Granula 

gelagerten Mediatoren durch Fusion mit der Zellmembran in den extrazellulären Raum 

abgeben. Der wohl am besten erforschte Reiz hierfür ist die Aktivierung über den 

hochaffinen Fc-Rezeptor (FcRI), aber diverse weitere Reize wurden ebenfalls 

charakterisiert (Zytokine, Neuropeptide, physikalischer Stimulus) (Church, El-Lati, et 

al., 1991; Beaven et al., 1993; Church, Okayama, et al., 1991). Die ausgeschütteten 

Mediatoren erfüllen physiologische und pathophysiologische Effekte, d.h. sie 

unterstützen zum einen die entzündliche Reaktion, durch z.B. Ausschüttung von 

Prostaglandin D2 und Leukotrien C4 (Metz et al., 2008), und zum anderen 

Blutgerinnung, Homöostase oder Gewebeabbau und -umbau. Dieser Gewebeumbau 

kann sowohl destruktiv sein und z.B. zusammen mit Fibroblasten die Entwicklung von 

Fibrose fördern (Levi-Schaffer et al., 1995) oder aber eine essentielle Funktion für die 

neuronale Entwicklung darstellen. Bei Mäusen konnte gezeigt werden, dass während 

der Entwicklung des Hippocampus, dass von Mastzellen erzeugte Serotonin essentiell 

für eine funktionelle Entwicklung des Gehirns ist (Nautiyal et al., 2012). Die genaue 

Anzahl der Mastzellen im Gehirn ist sehr schwer nachweisbar und abhängig von Alter, 

Geschlecht und äußeren Einflüssen (Trauma, Stress) (Silver et al., 2013). Klar ist aber, 

dass Mastzellen, zusammen mit Gliazellen, die Homöostase der Neurone regulieren 

und eine basale Immunaktivität der Mastzellen positiv dazu beiträgt (Avital et al., 

2003). Gerät diese allerdings außer Kontrolle, können Mastzellen auch Ursache für 

(Auto-) Immunerkrankungen sein (Skaper et al., 2014). Eine Ursache für solche 

Autoimmunerkrankungen ist der Mediator Histamin, der ebenfalls von Mastzellen 
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ausgeschüttet wird. Ein weiterer in den Granula der Mastzellen gelagerter Botenstoff 

ist Heparin, welches hemmend auf die Gerinnungskaskade wirkt. Es bindet unter 

anderem an Avidin, was für die vorliegende Arbeit ausgenutzt wurde, um spezifisch 

Heparin-beladene Granula anzufärben und somit indirekt Mastzellen zu identifizieren. 

1.2.4. Immunologische Prozesse im Innenohr 

Der erste Beleg für eine immunologisch relevante Reaktion im Innenohr wurde 1979 

von McCabe beschrieben, da sich ein idiopathischer, sensineuronaler Hörverlust durch 

die Behandlung mit Corticosteroiden und anderen immunsuppressiven Therapeutika 

behandeln ließ (McCabe, 2004). Konkrete Belege dafür wurden von Rask-Andersen 

und Stahle geliefert, da nachgewiesen werden konnte, dass es engen Kontakt von 

Makrophagen und Lymphozyten in der Endolymphe und dem Sacculus gibt und 

dadurch Antigen-spezifische Prozesse angeregt werden können (Rask-Andersen et 

al., 1979; Harris et al., 1997). Mittlerweile konnten immunreaktive Zellen in vielen 

weiteren Bereichen des Innenohrs nachgewiesen werden (Lang et al., 2006; Okano et 

al., 2008). Die Rolle dieser Immunzellen ist allerdings noch immer unklar. Schäden an 

der Cochlea, ausgelöst durch laute Geräusche oder chemische Stoffe, sorgen für die 

Anreicherung von CD45-positiven Zellen in der Cochlea, was darauf schließen lässt, 

dass sie an der darauffolgenden Entzündungsreaktion beteiligt sind (Hirose et al., 

2005; Tornabene et al., 2006; Sato et al., 2010). In einem Mausmodell zur Simulation 

des Pendred Syndroms (genetisch bedingter beidseitiger Hörverlust) konnte zudem 

gezeigt werden, dass CD68-positive Makrophagen die Stria vascularis und das Corti 

Organ infiltrieren und zu deren Degeneration führen (Jabba et al., 2006). Umgekehrt 

wurde in einem Mausmodell zur Untersuchung von durch Diphtherie-Toxin zerstörten 

Haarzellen gezeigt, dass die infiltrierenden Makrophagen die Zellbestandteile toter 

Zellen phagozytieren und damit aktiv zum Schutz des umliegenden Gewebes und zur 

Regeneration des Gewebes beitragen (Kaur et al., 2015). Die neuen Modelle zur 

Einteilung der Makrophagen in inflammatorischen M1 und anti-inflammatorischen M2 

Makrophagen spielen vermutlich auch im Innenohr eine wichtige Rolle. Sollte z.B. die 

natürliche Deaktivierung der M1 Makrophagen nach einiger Zeit nicht stattfinden, so 

wäre eine ungehemmte und schädliche (Auto-) Immunreaktion die Folge (Wynn et al., 

2013). 
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1.3. Cisplatin-induzierte Ototoxizität 

Ein spezieller temporärer oder reversibler Hörverlust, ausgelöst durch die Behandlung 

mit Substanzen während z.B. einer Krebsbehandlung, wird als Ototoxizität bezeichnet. 

Zu diesen ototoxischen Substanzen gehören Aminoglycoside, Chinin, nicht-steroide 

anti-inflammatorische Medikamente und platinhaltige Krebsmedikamente wie 

Carboplatin und Cisplatin (L. P. Rybak, 2007; Schellack et al., 2013). 

Cisplatin besteht aus einem zentralen, divalenten Platinatom und vier daran 

gebundenen Liganden (2 Chlor- und 2 Aminogruppen) (L. P. Rybak, 2007). Seit der 

Entdeckung von Cisplatin wurde es erfolgreich bei der Behandlung vieler 

unterschiedlicher Tumorerkrankungen eingesetzt und wird auch heute noch häufig 

verwendet, obwohl die Liste der Nebenwirkungen sehr lang ist. So führt es neben dem 

Abtöten des Tumors auch zu nephrotoxischen, neurotoxischen und besagten 

ototoxischen Schäden. Während sich nephrotoxische Schäden durch eine begleitende 

Therapie mit Kochsalz- und Mannitol-Infusionen vorbeugen lässt, verbleiben neuro- 

und ototoxische Schäden weiterhin noch untherapierbar (Drögemöller et al., 2019), 

trotz diverser Ansätze mit Antioxidantien und Schwermetallchelatoren, deren 

Effektivität niemals mit Sicherheit nachgewiesen werden konnte (Leonard P. Rybak et 

al., 2005; Reiter et al., 2011; Kalkanis et al., 2004). 

Die Mechanismen, welche die ototoxischen Schäden verursachen, wurden bereits 

sehr gut untersucht und identifiziert. Zum einen wird das Enzym NOX3 aktiviert (L. P. 

Rybak, 2007), welche essentiell bei der Produktion von ROS beteiligt ist und sich 

folglich die ROS Konzentration in der Cochlea erhöht. Zum anderen wird der Rezeptor 

TRPV1, eigentlich Rezeptor für Capsaicin, überstimuliert und sorgt dafür durch 

Aktivierung von nachgeschalteten Signalkaskaden für lokale Entzündungsreaktionen 

und Apoptose (Bhatta et al., 2019). Diese Entzündungsreaktion mündet in eine 

Autoimmunreaktion, die zusammen mit der erhöhten ROS Produktion den Hörverlust 

vorantreiben kann. Beiden Mechanismen gemein ist entsprechend ein sukzessiver 

Schaden an den äußeren Haarzellen, Endothelzellen, den Marginalzellen der Stria 

vascularis, des Spiralligaments und des Spiralganglions (Chirtes et al., 2014). Am 

stärksten betroffen sind die basalen, äußeren Haarzellen des Corti-Organs, sodass 

sich zu Beginn der Erkrankung ein progressiver Verlust feststellen lässt (L. P. Rybak 

et al., 2007; Schacht et al., 2012). 

Die klinischen Symptome einer Cisplatin-induzierten Ototoxizität sind sehr einheitlich, 

unterscheiden sich aber in ihrer Ausprägung. In der Regel manifestiert sich der 
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Hörverlust als irreversibler, progressiver, beidseitiger Verlust der hohen Frequenzen 

(Sakamoto et al., 2000), mit gleichzeitigem permanenten oder temporären Tinnitus. Es  

liegen aber auch Berichte vor, in denen nur ein Ohr betroffen wurde oder der Hörverlust 

teilweise reversibel war (Paken et al., 2019). Der Grad des verursachten Schadens 

wiederum wird durch die Cisplatin Dosis, die Häufigkeit, Methode und Dauer der Gabe 

beeinflusst (Waters et al., 1991; Allen et al., 1998). Die Verwendung von Cisplatin bei 

der Behandlung von Tumoren bei Kindern ist entsprechend besonders kritisch, um so 

wenig Schaden wie möglich anzurichten. Ob ototoxische Schäden durch Cisplatin bei 

Kindern häufiger auftreten als bei Erwachsenen, wird allerdings kontrovers diskutiert. 

So berichten manche Studien von einer Hörschäden-Häufigkeit von 23 - 50 % bei 

Erwachsen und > 50% bei Kindern (Wensing et al., 2013), aber eine 2016 

veröffentlichte Literaturstudie zu durchgeführten Cisplatin-Behandlungen weltweit, 

konnte keinen stichhaltigen Beleg dafür finden, dass besonders Kinder betroffen sind 

(Paken et al., 2016). In jedem Fall empfiehlt es sich, in Ermangelung einer 

entsprechenden Therapie einmal entstandenen Schadens, so früh wie möglich nach 

der ersten Cisplatingabe Hörtests durchzuführen und die Therapie anzupassen, falls 

nötig. 

1.4. Fragestellung und Hypothesen 

Das Hauptziel dieser Forschung war die Identifizierung und immunphänotypische 

Charakterisierung von residenten Immunzellen in der intakten Cochlea gesunder 

Wistar-Ratten während der ersten neun Tage ihrer postnatalen Entwicklung unter 

normalen Bedingungen und unter Anwesenheit des Chemotherapeutikums Cisplatin. 

Folgende Forschungsfragen sollten dabei beantwortet werden: 

1.  Gibt es residente Leukozyten in der intakten Cochlea von Wistar-Ratten? 

2. Kann man die Cochlea-Leukozyten anhand eines Satzes von Marker-

Expressionspanels (CD45, CD11b, CD68, CD117/c-Kit, Heparingranula) 

charakterisieren? 

3. Wie viele Leukozyten befinden sich in der Cochlea und in welchen bestimmten 

Abschnitten der Cochlea befinden sie sich? 

4.  Verändern sich Anzahl der Leukozyten und ihre Position in der Cochlea 

während der postnatalen Reifung der Cochlea? 

5.  Beeinflusst die Exposition gegenüber Cisplatin die Anzahl und Lage der 

residenten Leukozyten in der Cochlea? 
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Folgende Hypothesen wurden hierbei getestet: 

Hypothese 1: Verschiedene Arten von residenten Leukozyten sind physiologischer 

Bestandteil der intakten Cochlea. 

Hypothese 2: Das Stadium der postnatalen Entwicklung der Wistar-Ratte beeinflusst 

die Anzahl, Verteilung und Lokalisation der Cochlea-Leukozyten. 

Hypothese 3: Cisplatin beeinflusst die Anzahl, Verteilung und Lokalisation von 

Cochlea-Leukozyten. 

2. Methoden 

2.1. Versuchstiere für die Untersuchungen 

Die durchgeführten Laborexperimente richteten sich nach dem gegenwärtig geltenden 

europäischen Tierschutzgesetz vom 22. September 2010 (10/63/EU) und sind vom 

Landesamt für Gesundheit und Soziales Berlin (T 0234/00) legitimiert worden. Für 

diese experimentelle Promotionsarbeit wurden männliche und weibliche Wistar-Ratten 

vom 1. bis 9. und des 30. postnatalen Entwicklungstages verwendet. 

2.2. Laborgeräte 

Tabelle 2: Geräte. 

Bezeichnung Hersteller/ Ort 

Stereomikroskop SteREO Discovery.V8 Carl Zeiss, Oberkochen, DE 
 
Steril-Werkbank   Typ C424 H 

 
Ceag Schirp, Burladingen, DE 

 
Steril-Werkbank LaminAir HBB 2442 

 
Heraeus, Holding GmbH, Hanau, DE 

 
CO2-Inkubator MCO-16AIC 

 
SANYO, Moriguchi, J 

 
Wasseraufbereitungssystem Direct-Q 

 
MERCK Millipore, Darmstadt, DE 

 
Mikrowelle R-208 

 
SHARP, Wentorf, DE 

 
Membran-Vakuumpumpe Typ N711 KN18 

 
KNF Neuberger GmbH, Freiburg, DE 

 
Ultratiefkühlschrank -86°C HERA freeze  

 
Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA 

 
Tiefkühlschrank -20°C Liebherr comfort 

 
Liebherr, Biberach an der Riß, DE 

 
Kühlschrank 4°C Liebherr Profiline 

 
Liebherr, Biberach an der Riß, DE 

 
Refrigerated Aspirator UNIJET II 

 
UniEquip, Planegg, DE 

 
Rotations-Vakuumkonzentrator UNIVAPO 100H 

 
UniEquip, Planegg, DE 

 
Laborabzug 

 
MLW, Leipzig, DE 
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Pipettierhilfe Pipetboy 2 

 
Integra, Fernwald, DE 

 
C-Digit LI-COR Blotscanner 3600 

 
LI-COR Inc., Lincoln, NE, USA  

 
Scanner Cannon Scan Lide 200 

 
Cannon, Krefeld, DE 

 
Spektra Max M2 Mikroplate Reader 

 
Molekular Devices, USA 

 
Elektrophorese Set 

 
VWR International, Radnor, PE, USA 

 
Feinwaage: 1-1000 mg 

 
Sartorius AG, Göttingen, DE 

 
Minizentrifuge 

 
NeoLab, Migge GmbH, Heidelberg, DE 

 
Pipetten Physio Care variable 

 
Eppendorf Research, Hamburg, DE 

 
Shaker DTS-2  

 
NeoLab, Migge GmbH, Heidelberg, DE 

 
Thermomixer Comfort 

 
Eppendorf Research, Hamburg, DE 

 
Variomag Electronicrührer, Monotherm 

 
H+P Medizintechnik AG, Oberschleißheim, DE 

 
Plattenschüttler Typ RO 10 

 
Gerhardt GmbH & Ko KG, Königswinter, DE 

 
Magnetrührer mit Heizplatte RH basic 

 
IKA Labortechnik, Staufen, DE 

 
XCell II Blot Module 

 
Invitrogen, Darmstadt, DE 

 
XCell Sure Lock Electrophoresis Cell 

 
Invitrogen, Darmstadt, DE 

 
Kryostat-Mikrotom 

 
Leica CM 3050S, Leica, Wetzlar, DE 

 
12-Kanal Pipette, Eppendorf Xplorer 

 
Eppendorf AG, Hamburg, DE 

 
Tischzentrifuge 

 
Eppendorf AG, Hamburg, DE 

 
EVOS FL Cell Imaging System 

 
Thermo Scientific, Rockford, USA 

 
Konfokal Mikroskopie Leica TCS SP5 

 
Leica DM 6000, Wetzler, DE 

2.3. Verbrauchsmaterialien 

Tabelle 3: Verbrauchsmaterialien. 

Bezeichnung Größe/ Hersteller/ Ort 

 
Novex WedgeWell  4-20%,Tris-Glycine Mini Gels  

 
15,12,10 well, Thermo Scientific, DK 

 
Falcon Transferpipetten sterile 

 
5, 10, 25 ml, Corning, Riverfront Plaza, USA 

 
Chromatography Paper 17 CHR 

 
A4, Whatman/ GE Healthcare, München, DE  

 
Immobilon-P Transfer Membrane 

 
0,45 µm, Merck/ Millipore, Darmstadt, DE 

 
Lumi-Film Chemiluminescent Detection Film 

 
18x24cm, Roche, Mannheim, DE 

Reagiergefäße 1,5ml mit Deckel, Safe Seal, Sarstedt, DE 
 
VWR Tissue Culture Dishes, sterile 

 
35mm, VWR North American, USA 
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Mullkompressen-Set 

 
10x10 RK/X-Ray, Fuhrmann, DE 

 
Softtubes  

 
0,2 ml, Bioemzym Scientific GmbH, Wien, A 

 
Kapillarspitzen 200 µl Rundkopf   

 
0,5 mm, Biozym Scientific GmbH, DE 

 
Pinzette Dumont Medical Biology Forceps 

 
Fine Science Tools, Heidelberg, DE 

 
Nunc IVF 4-Well Dish 

 
4/Bag, Thermo Scientific, DK 

 
Millicell EZ Pore 4-well-slide 

 
6/Bag, Millipore Corporation, USA 

 
Falcon Tube 

 
15, 50 ml, B. Dickinson, Franklin Lakes, USA 

 
Objektträger SuperFrost/Plus 

 
25 x 75 mm, Langenbrinck, Emmendingen, DE 

 
Deckgläser, Glassdicke 0,13-0,16 mm 

 
24 x 50 mm, Langenbrinck, Emmendingen, DE 

 
Chirurgische Schere gerade 

 
14,5 cm, Aesculap, B. Braun, Melsungen, DE 

 
Pinzette FST 

 
Fine Science Tool, Heidelberg, DE 

 
Spritze  

 
10, 20ml, Carl Roth GmbH, Karlsruhe, DE 

 
Filter CA-S 7 bar max, Whatman 

 
0,2 μm, , GE Healthcare, München, DE 

 
X-Strahl Film-Kassette 

 
15 x 30 cm, Advansta Inc, San Jose, CA, USA 

  

2.4. Chemikalien, Reagenzien und Enzyme 

Tabelle 4: Chemikalien, Puffer und Lösungen. 

Bezeichnung Hersteller/ Ort 

 
Micro BCA Protein Assay Kit 

 
Thermo Scientific,Waltham, MA, USA 

 
NuPage® MES SDS Buffer Kit 

 
Thermo Scientific, Waltham, MA, USA 

 
Tris-Glycine SDS Buffer 

 
Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, USA 

 
NuPAGE MES SDS Running Buffer 

 
Novex by Life technologies, Carlsbad, CA, USA 

 
Ampuwa Wasser 

 
Fresenius Kabi, Bad Homburg, DE 

 
Entwickler 

 
AGFA, Mortsel, B 

 
Fixierer 

 
AGFA, Mortsel, B 

 
Ethanol abs.96 Vol.% 

 
Merck, Darmstadt, DE 

 
Milchpulver, Blotting Grade 

 
Carl Roth GmbH, Karlsruhe, DE 

 
Pierce ECL Western Blotting Substrate 

 
Thermo Scientific,Waltham, MA, USA 

 
Super Signal West Femto  

 
Thermo Scientific,Waltham, MA, USA 

 
Re-blot Plus Strong Solution 

 
Merck/ Millipore, Darmstadt, DE  
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RIPA Buffer Cell Signaling Technology, Cambridge, UK 
 
PBS-TWEEN Tablets 

 
Calbiochem, Merck/ Millipore, Darmstadt, DE 

 
Beta-Mercaptoethanol 

 
Stratagene, San Diego, CA, USA 

 
Western Sure ECL Substrate 

 
Thermo Scientific, Waltham, MA, USA 

 
Roti-Load 1 (4fach-Konz.) 

 
Carl Roth GmbH, Karlsruhe, DE 

 
Page Ruler Plus Prestained Protein Ladder 

 
Thermo Scientific, Schwerte, DE 

 
Normal Goat Serum 

 
Jackson Immuno Research Lab., USA 

 
Fetales Bovines Serum (FKS) 

 
Merck Biochrom, Darmstadt, DE 

 
Insulin-Transferrin-Sodium Selenite Supplement 

 
Roche Diagnostics GmbH, Rotkreuz, CH 

 
Insulin-like growth factor I 

 
R&D Systems, Minneapolis, MN, USA 

 
Penicillin G Sodium Salt 

 
Merck Biochrom, Darmstadt, DE 

 
D-(+)-Glucose solution 

 
Sigma Aldrich, Taufkirchen, DE 

 
Elektrolyt-Infusionslösung mit Glukose  

 
Serumwerk Bernburg AG, Bernburg, DE 

 
Dulbecco´s Phosphate Buffered Saline 

 
Thermo Scientific, Schwerte, DE 

 
Dulbecco's Modified Eagle Medium(DMEM/F12) 

 
Gibco® by Life technologies™, UK 

 
PBS Tabletten (0,01 M) 

 
Gibco® by Life technologies™, UK 

 
Natriumchlorid Pulver 

 
Carl Roth GmbH, Karlsruhe, DE 

 
Clear Mount Mounting Solution 

 
Novex by Life technologies,USA 

 
Tissue Freezing Medium, Einbettmedium 

 
Leica Biosystems GmbH, Nussloch, DE 

 
Formalin 10% 

 
Sigma Aldrich, Taufkirchen, DE 

 
Triton X 100 

 
Fluka, Biochemika Sigma-Alchrich, DE 

  
Saccharose Merck, Darmstadt, DE 
 
EDTA 20% 

 
Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe, DE 

 
Cisplatin-CAS 15663-27-1 

 
Calbiochem, Merck, Darmstadt, DE 

 
ProLong Gold antifade reagent 

 
Invitrogen/ Thermo Fisher Scientific, USA 

 
DAPI-Farbstoff 

 
Sigma-Aldrich, Taufkirchen, DE 

 
Alexa Fluor 594 Phalloidin, Farbstoff 

 
Molecular Probes by Life Technologies,USA 

 
Alexa Fluor 488 Phalloidin, Farbstoff 

 
Molecular Probes by Life Technologies,USA 

 
Toluidinblau  

 
Carl Roth GmbH, Karlsruhe, DE 

 
Avidin Conjugat, Alexa Fluor 488, Farbstoff 

 
Invitrogen by Life technologies™, USA 
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2.5. Antikörper 

2.5.1. Primär- und Sekundärantikörper 

Die verwendeten Primär- und Sekundärantikörper sind in den unten stehenden 

Tabellen aufgeführt. Die Antikörperkonzentrationen wurden vor den Experimenten 

optimiert. Das Minuszeichen bedeutet, dass Primär- oder Sekundärantikörper für den 

Western Blot oder die Immunfluoreszenzfärbung nicht geeignet sind. 

Tabelle 5: Auflistung der verwendeten Primärantikörper. 

Bezeichnung 
 

Beschreibung/ 
Isotyp 

Herkunft Katalog-Nr. VF im WB 
[µl] 

VF in IF 
[µl] 

Anti-CD45 
[MRC OX-1] 

Mouse 
monoclonal/IgG1 

Abcam ab33923 
 

   − 1:100 

 

Anti-CD11b  
(OX-42)/ ITGAM 

 

Mouse 
monoclonal/IgG2a 

 

Thermo 
Scientific 

 

MA1-81606 
 

   − 
 

1:100 

 
Anti-CD68 [KP1] 

 
Mouse 
monoclonal/ IgG1 

 
Abcam 

 
ab955 
 

 
1:500 

 
1:100 

 

Anti-CD117/c-Kit  
 

Rabbit  
polyclonal/IgG 

 

Thermo 
Scientific 
 

 

PA5-16770 
 

 

1:500 
 

1:100 

 

Anti-ß-Actin 
 

 

Mouse 
monoclonal/ IgG 

 

Sigma-Aldrich 
 

A5441 
 

 

1:10.000 
 

   − 

      

Tabelle 6: Auflistung der verwendeten Sekundärantikörper. 

Bezeichnung Konjugate 
 

Herkunft Katalog-Nr. VF im WB 
[µl] 

VF in IF 
[µl] 

Goat anti-Mouse Alexa Fluor®488 Thermo 
Scientific 

A 11001 
 

   − 1:400 

 

Goat anti-Mouse 
 

Alexa Fluor®594 
 

Thermo 
Scientific 

 

A11005 
 

 

   − 
 

1:600 

 
Goat anti-Rabbit 

 
Alexa Fluor 488™ 

 
Thermo 
Scientific 

 
A11034 
 

 
   − 

 
1:400 

 

Goat anti-Rabbit 
 

 

Alexa Fluor 594™ 
 

 

Thermo 
Scientific 

 

R37117 
 

 

   − 
 

1:300 

 

Goat anti-Rabbit 
 

DyLight®594 
 

 

Thermo 
Scientific 

 

A11037 
 

   − 
 

 

1:500 

 

Goat anti-Mouse 
 

HRP 
 

Promega 
 

W4021 
 

1:5.000 
 

   − 
 

Goat anti-Rabbit 
 

HRP 
 

Promega 
 

W4011 
 

1:5.000 
 

   − 
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2.6. Software und Internet 

Tabelle 7: Software. 

Anwendung Bezeichnung Hersteller 

 
Photometer/BCA Messungen 
 

 
Soft Max Pro v5 

 
Molecular Devices, USA 

Scannen der Röntgen-Filme 
 

MP Navigator-CanoScan LiDE200 Canon, Ota, J 

Bildbearbeitung 
 

Adobe Photoshop Elm.14, ImageJ Adobe Inc., Wayne Rasband, 
USA 
 

Literaturverwaltung 
 

Mendeley RELX Group, London, UK 
 

Proteindichtemessung 
 

Gel Scan Pro V.6.0  BioSciTec GmbH, Frankfurt 
am Main, DE 
 

Daten-Analyse Office 2013/2016 Professional Plus Microsoft Inc., USA 
 
Epifluoreszenzmikroskopie 

 
EVOS FL Cell Imaging System 
 

 
Thermo Scientific GmbH, DE 

Konfokalmikroskopie 
 

Leica 2017 Leica Microsystems, Wetzlar, 
DE 
 

Statistik 
 

Sigma Plot 13.0 Systat Software GmbH, 
Erkrath, DE 

2.7. Präparation der Cochleae der Wistar-Ratten 

2.7.1. Organotypische Kultur des Corti-Organs  

Die membranösen Cochleae der Wistar-Ratten im Alter vom 1. bis 9. postnatalen 

Entwicklungstag wurden mit der Präparationsmethode nach Sobkowicz durchgeführt 

(Sobkowicz et al., 1993). An jedem Versuchstag wurden Cochleae von vier bis acht 

Versuchstieren präpariert. Um einer Exikose vorzubeugen injizierte man 150 µl 

Elektrolyt-Glucose-Lösung (ionosteril) in die Nackenfalte der Ratten. Anschließend 

wurden die Versuchstiere in einer Styroporbox mit einer Vorwärmtemperatur von zirka 

37 °C gelagert. Lieferscheine und Geburtsdaten wurden dokumentiert.  

Mit Hilfe einer chirurgischen Schere sind die Versuchstiere dekapitiert worden. Die 

Schädelhaut wurde mit 70%-iger Ethanol-Lösung desinifiziert. Und die Haut und 

Kopfschwarte vom Schädelknochen gelöst und mit einem sagittalen Schnitt getrennt. 

Der Schädel wird als dann, ausgehend von der Crista occipitalis externa, entlang der 

Sutura sagittalis, aufgeschnitten. Das Gehirn wurde aus der Schädelhöhle entfernt, um 
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Abb. 2: Cochlea der Wistar-Ratte, postnataler Entwicklungstag 5 (pT5); a: nach der Präparation 
aus der knöchernen Kapsel, ohne Stria vascularis, Maßstab: 500 µm, b: Millicell EZ Pore 4-Well-Slide 
auf einem Objektträger (25 x 75 mm), Cochlea nach Auftrennung in ein apikales, mediales und basales 
Explantat; Quelle: eigene Darstellung. 

die Pars petrosa ossis temporalis freizulegen. Der Komplex aus Meatus acusticus 

externus, Recessus parafloccularis und Meatus acusticus internus wird entnommen. 

Beide Felsenbeine wurden in eine 30 mm-Petrischale auf 4°C abgekühlte DMEM-

Lösung überführt. Die vollständige Präparation der Cochleae wurde unter dem 

Stereomikroskop in achtfacher Vergrößerung unter der Sterilbank durchgeführt. Alle 

angewendeten Instrumente zur Grob- und Feinpräparation wurden vor der Präpation 

mit einer 70%igen Ethanollösung desinfiziert. Das Vestibularorgan, Membrana 

tympani, Anulus fibrosus, die Gehörknöchelchen Stapes, Incus und Malleus wurden 

entfernt. Sodann wurde die knorpelige Kapsel der Wistar-Ratten entfernt, nachdem die 

freigelegten Cochleae zunächst in eine weitere Petrischale, gefüllt mit DMEM/F-12 

(1:1) (1X)-Lösung (Dulbecco’s Modified Eagle Medium F-12 Nutrient Mixture (Ham), 

überführt wurden. In einem weiteren Schritt wurden Stria vascularis und Teile des 

Modiolus entfernt. Die noch vollständig aufgerollte membranöse Cochlea (Abb. 2a) 

wurde entrollt und in ihr apikales, mediales und basales Explantat geteilt. Jedes 

Explantat ist praktisch eine Einzelwindung der Cochlea mit Anteilen des Modiolus, 

Limbus spirale und dem Corti-Organ mit Sinnes- und Stützzellen. 

Die Cochlea-Explantate sind dann in eine sterile 4-Well-Kulturplatte oder in ein Millicell 

EZ Slide 4 Well Glas mit einem Zellkulturmedium übertragen worden (Abb. 2b). Eine 

24-stündige Inkubationszeit in einem Inkubator (Sanyo CO2-Inkubator, MCO-16AIC, 

Moriguchi, Japan) unter Standardbedingungen (5% CO2, 37°C) wurde durchgeführt, 

um dem Gewebe Zeit zur Regeneration zu geben. 
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2.7.2. Zellkulturmedium 

Das eingesetzte Cochlea-Zellkulturmedium entspricht im Grundsatz dem von 

Löwenheim (1999) verwendeten Kulturmedium, welches vor jedem neuen Experiment 

frisch angesetzt wurde. Das Kulturmedium beinhaltete ein fetales Kälberserum, 

Glukose (45%), ein Insulin-Transferrin-Sodium Selenite Supplement, Penicillin G und 

IGF-1. 

2.7.3. Herstellung von Gefrierschnitten/ Kryoschnitten 

Kryoschnittfärbung erlaubt die Lokalisation der Immunzellen in der gesamten Cochlea. 

Die Felsenbeine (Partes petrosae) der Wistar-Ratten von pT 1, 3, 5, 7, 9 und 30 

wurden untersucht. Als Positivkontrolle sind Thymus und Milz denselben 

Versuchstieren entnommen worden, um zu überprüfen welche Antikörper in welcher 

Verdünnung am besten verwendet werden können. 

Nach der Dekapitation wurde zunächst die Kopfschwarte, die funktionelle Einheit von 

Haut, Unterhaut und Galea aponeurotica, Schädelkalotte und Gehirnteile entfernt. 

Nach einer 45-minütigen Fixierung in 4% Formaldehyd wurden die Gewebe zuerst in 

einem 15%-igen und danach in einem 30%-igen Saccharose-Medium zur 

Entwässerung des knöchernen Gewebes inkubiert. Lediglich die Schädel der Wistar-

Ratten des 7., 9. und 30. Entwicklungstages postnatal, sind nach der Fixierung noch 

in eine 20%ige EDTA-Lösung für 48 Stunden zur Entkalkung gegeben worden.  

Der präparierte Schädel wurde mit der Schädelbasis jeweils auf dem Boden einer 

selbstangefertigten Aluminiumfolienschachtel (3 x 2 x 1,5 cm) positioniert. Zuvor wurde 

der Boden bereits mit einem Tissue Tek O.C.T.-Medium bedeckt. Der untere Teil der 

Aluminiumform wurde vorsichtig in flüssigen Stickstoff eingetaucht, um das Präparat 

in der Form zu stabilisieren. Mit demselben Medium wurde nunmehr im Wechsel mit 

dem Stickstoff-Gefrierprozess nachtitriert, bis das Gewebe ohne Lufteinschluss völlig 

bedeckt war. Bis zum Schneiden der Kryoschnitte wurden die eingebetteten Schädel 

auf Trockeneis zwischengelagert und bei -80°C gelagert.  

Vor dem Vorgang des Schneidens wurden die im Tissue Tek O.C.T.-Medium 

eingebetteten Schädel, Thymi und Milzen der Wistar-Ratten für ein bis zwei Stunden 

im Kryotom (Cryostat) gelagert, damit sie sich an die Kammertemperatur anpassen 

konnten. Die 7-10 µm dicken Kryoschnitte wurden falten- und blasenfrei bei einer 

Gewebeprobentemperatur von -15°C bis -19°C hergestellt. Direkt nach dem 

Schneidevorgang wurden die Gefrierschnitte auf beschichteten Superfrost-Plus-
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Objektträger aufgezogen und bis zur Immunfluoreszenz- oder histologischen Färbung 

bei -20°C aufbewahrt.  

2.8. Cisplatin-Behandlung der Cochlea-Explantate 

Das Cisplatin (Cis-Diammineplatinum(II)-dichlorid) wurde in Dimethylsulfoxid (DMSO) 

gelöst, um eine Konzentration von 100 mg/ml zu erreichen. Danach wurde eine 

Cisplatin-haltige Stammlösung mit einer Konzentration von 3,33 mM (1 mg/ml) 

hergestellt. Zur Herstellung der Cisplatin-Lösungen zu den entsprechenden 

Endkonzentrationen wurde Stammlösung mit Cochlea-Zellkulturmedium vermischt. 

Für Ermittlung der LD50-Konzentration von Cisplatin wurden die Cochlea-Explantate 

postnataler Wistar-Ratten des 5. Entwicklungstages (pT5) in den 4-Well-Platten für 24 

Stunden mit Cisplatin in Konzentrationen von 10 µM, 20 µM und 40 µM behandelt. 

Anschließend wurden die Ansätze erneut für 24 Stunden in den Inkubator gestellt und 

hiernach miteinander verglichen. Als Negativ-Kontrollen dienten Explantate, die ohne 

Cisplatin kultiviert wurden.    

Als LD50-Konzentration ist letzlich die Cisplatin-Konzentration von 20 µM ausgewählt 

worden, weil die IHZ und ÄHZ in den basalen Explantaten zur Hälfte beschädigt waren. 

„Optimal“ war in diesem Kontext ein sichtbarer, aber nicht vollständiger Schaden an 

IHZ und ÄHZ. Als Negativ-Kontrolle dienten wiederum Explantate in einem 

Zellkulturmedium ohne Cisplatin-Zusatz. 

2.9. Immunfluoreszenz und Zellzahlbestimmung 

2.9.1. Immunfluoreszenzfärbung 

Für die indirekte Markierung wird ein unkonjugierter Primärantikörper benötigt, der an 

das Antigen bindet. Mit dem Fluorochrom konjugierte Sekundärantikörper werden 

hinzugefügt. Die Bindung mehrerer markierter Sekundärantikörper an die Antigen 

Primärantikörper-Einheit führt zu einer verbesserten Visualisierung durch 

Signalverstärkung.  

Tabelle 8: Exzitations- und Emissionsmaxima der benutzen Alexa-Fluorochrome. 

Fluorochrom Exzitationsmaximum Emissionsmaximum Emissionsfarbe 

Alexa Fluor® 488 495 nm 519 nm grün 

Alexa Fluor® 594 590 nm 617 nm rot 

DAPI 405 nm 420 nm blau 
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Mit dem Epifluoreszenz- und Konfokalmikroskop können die Fluorochrome durch 

Anregung mit definierter Wellenlänge (Tabelle 8) detektiert werden.  

In dieser Arbeit wurde mithilfe eines Epifluoreszenzmikroskops EVOS mit den 

Objektiven 10x, 20x, 40x eine Vielfalt von digitalen Bildern von Explantaten und 

Kryoschnitten der Cochleae betrachtet, analysiert, ausgewertet und digital 

gespeichert. Eine Zellzählung von inneren und äußeren Haarzellen sowie Immunzellen 

wurde mit dem Objektiv unter 400-facher Vergrößerung durchgeführt.  

Außerdem sind mit dem Konfokalmikroskop Leica TCS SPT5 (Leica DM 6000) digitale, 

konfokale Bilder der immunfluoreszent-gefärbten Proben erzeugt worden. Dabei 

wurden die angefertigten Objektträger invers mikroskopiert und Öl-Objektive mit 400- 

und 630-facher Vergrößerung für eine noch bessere Auflösung und Darstellung von 

Gewebe und Zellen im 3D-Format eingesetzt. Die Darstellung und Auswertung der 

Signale des Konfokalmikroskops ist mithilfe der Leica Software (Version 2017) 

ermöglicht worden. 

Mit dem Bildbearbeitungsprogramm ImageJ sind die erzeugten Bilder beider 

Mikroskope rekonstruiert, mit RGB pseudocoloriert und bearbeitet (Zuschnitt, 

Kontraständerung etc.) worden. 

Zum Nachweis und zur Analyse der Immunzellen des Innenohres wurde eine 

Immunfluoreszenzfärbung mit verschiedenen Antikörpern durchgeführt. Dabei 

handelte es sich um die primären Antikörper CD45, CD11b, CD68 und CD117/c-Kit. 

Bevor mit den Hauptexperimenten begonnen werden konnte, wurden die 

Primärantikörper-Konzentrationen in Vorversuchen optimiert um optimale Verdünnung 

zu erreichen. Bei jedem Experiment wurde auch eine ungefärbte Kontrolle 

(Reaktionspufferlösungen ohne Primärantikörper) mitgeführt, um die unspezifische 

Fluoreszenz des Gewebes ermitteln zu können.  

Zunächst wurden die Explantate für 24 Stunden im cochleären Zellkulturmedium 

kultiviert und danach mit 10% Formaldehyd-Lösung bei RT für 40 Minuten fixiert. 

Hiernach wurden die Explantate einmal kurz mit 0,01 M PBS-Lösung und drei Mal für 

10 Minuten in 0,01 M PBS-Bädern gewaschen. Um die Explantate zu permeabilisieren, 

sind diese in einer PBS-Spülpuffer-Lösung (200 ml PBS mit 0,5 ml 0,25%-Triton X-

100) inkubiert worden. Nach einem erneuten PBS-Waschschritt wurden unspezifische 

Epitope mit Präinkubationslösung aus 4 % normal goat-Serum in 0,01 M PBS-Lösung 

60 Minuten lang bei RT blockiert. Das verwendete Serum musste hierbei mit der 

Spezies des Sekundärantikörpers übereinstimmen. Die primären Antikörper wurden in 
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einem Reaktionspuffer (250 ml 0,01 M-PBS-Lösung mit 250 µl 0,1%-Triton X-100, 2% 

NaCl (0,34 M),1% NGS) verdünnt, wobei 30 µl dieser Lösung, mit je einem OC-

Explantat, einpipettiert und anschließend entweder für 30 Minuten bei 37°C oder über 

Nacht bei 4°C inkubiert wurden.  

Dann wurden Sekundärantikörper (anti-Mouse oder anti-Rabbit) passend zum 

Primärantikörper in demselben Reaktionspuffer wie oben beschrieben verdünnt. Nach 

5 Minuten Zentrifugation bei 14.000 rpm, wurden von dem Überstand je 30 µl 

Antikörper-Lösung auf jedes Explantat gegeben, bei RT für 60 Minuten im Dunkeln 

inkubiert, in einer PBS-Lösung gewaschen und anschließend drei Mal für 10 Minuten 

in einem 0,01 M-PBS-Bad belassen. Zur Färbung der Kerne nutzte man DAPI 

(1:10.000). Zur Färbung von Mastozyten wurde Avidin Alexa Fluor 488 (1:400) für das 

Anfärben von Heparin-Granula der Mastzellen verwendet. Beides wurde in einer 0,01 

M PBS-Lösung, die vorher den Explantaten zugeführt worden ist, bei RT für 15 Minuten 

inkubiert. Nach der Färbung wurden direkt 20 µl des Prolong Gold Antifade Mountant, 

ein flüssiges Eindeckmittel, auf einen Objektträger pipettiert und das Explantat 

appliziert. Mit einem Deckgläschen wurde der Objektträger abgedeckt und eine Zeit 

lang ausgehärtet, um die Explantate schlussendlich zur längerfristigen Lagerung bei 

4°C in den Kühlschrank zu geben.  

Nach demselben Prinzip wurden die Gefrierschnitte der transversal geschnittenen 

Cochleae immunfluoreszent gefärbt. 

2.9.2. Darstellung der Haarzellen mittels Phalloidin-Färbung 

Die Färbung von IHZ und ÄHZ wurde mittels Phalloidin durchgeführt. Die 

Stammlösung Alexa Fluor 594 Phalloidin [6,6 µM] wurde in einer 0,01 M PBS-Lösung 

(1:40) verdünnt. 30 µl Phalloidin-Lösung wurden in jedes Präparat pipettiert. Nach 

40 min Inkubation wurden die Explantate mit 0,01 M PBS-Lösung gewaschen.  

2.9.3. Zellzahlbestimmung in organotypischen Kulturen  

2.9.3.1. Bestimmung der Zellzahl der Haarzellen nach Phalloidin-Färbung 

Stereozilien und Kutikularplatten innerer und äußerer Haarzellen sind durch einen 

hohen F-Aktingehalt gekennzeichnet. Mit dem Farbstoff Phalloidin lassen sich die 

filamentären F-Aktin-Stränge anfärben, so dass die Stereozilien als ein geordnetes 

Muster in jeder Haarzelle zu erkennen sind. Auffälligkeiten oder Unordnung im 

charakteristischen F-Aktinmuster deuten auf Schädigung der Haarzellen. Die Zählung 
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der Haarzellen in den Corti-Organen der Wistar-Ratten erfolgte nach einem etablierten 

Vorgehen (standardisiertes Zählprotokoll). Drei repräsentative Abschnitte mit jeweils 

einer Länge von 100 µm wurden gezählt, um dann mittels einer Maßstabsskala die 

drei ÄHZ-Reihen und eine IHZ-Reihe systematisch auszuzählen. Bereiche mit 

Haarzellen, die durch die Präparation selbst geschädigt wurden, blieben 

unberücksichtigt. Innere und äußere Haarzellen sind nach intakt, beschädigt oder 

fehlend kategorisiert worden. Für die statistische Auswertung wurden nur intakte 

Haarzellen als relevant betrachtet. Beim Cisplatin-Ansatz diente die Cochlea einer 

Seite als Kontrollprobe, die andere Cochlea wurde zur Untersuchung der 

Haarzellschädigung nach dem Einfluss von ototoxischen Cisplatin benutzt.  

2.9.3.2. Bestimmung der Zellzahl intakter und degranulierter Mastzellen 

Um die Anzahl der im Gewebe enthaltenen Mastzellen bestimmen zu können wurden 

mittels Avidin-Alexa Fluor 488 intrazelluläre Heparingranula sichtbar gemacht. Man 

kann grob drei verschiedene Stadien unterscheiden, wie die Granula in Mastzellen 

vorliegen (Abb. 3). Für die Zählung wurden ausschließlich intakte und degranulierte 

Mastzellen ausgewertet, nicht aber vollständig desintegrierte Mastzellen, deren 

Granula diffus vorlagen, da es in diesem Fall nicht möglich war anhand der 

Zellmembrankontur eine Zelle klar zu erkennen. 

 
Abb. 3: Schematische Darstellung der Mastzellen, Degranulationsstadien der organotypischen 
Cochlea-Kulturen (Limbus, Modiolus); grün: Heparingranula; blau: Zellkern; a: intakt: ganze Zelle, mit 
sichtbarer Zellmembran; b: degranuliert: leichte Degranulation der Heparin-Granula aus der Mastzelle; 
c: diffus: Granula verstreut, ohne Zellmembrankontur; Quelle: eigene Darstellung. 

2.9.3.3. Quantitative Ermittlung der Immunzellzahl in der Cochlea 

Nach der Immunfluoreszenzfärbung organotypischer Corti-Organ-Kulturen von Wistar-

Ratten des Entwicklungstages 1, 3, 5, 7 und 9 postnatal unter physiologischen 

Bedingungen wurden alle spezifisch (CD45+, CD11b+, CD68+, Avidin+) gefärbten 

Immunzellen in den apikalen, medialen und basalen Cochlea-Explantaten, die in 

Größe und Ausdehnung nahezu identisch präpariert wurden (Länge: 2.000 µm, Breite: 
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1000 µm), gezählt. Am 30. Entwicklungstag wurden die Kulturen nur mit dem CD45-

AK gefärbt.  

Jedes zu untersuchte apikale, mediale und basale Cochlea-Explantat wurde in fünf 

übereinander liegenden, horizontalen Ebenen innerhalb der Scala media hinsichtlich 

des Vorkommens von Immunzellen ausgezählt. Die erste ausgewählte Ebene liegt im 

oberen Bereich, an der Oberfläche des Cochlea-Explantats in Richtung Scala vestibuli 

(Stratum superficiale 1), aber noch in der Scala media. Die zweite, dritte und vierte 

Ebene (Stratum profundum 1, 2, 3) liegen im zentralen Bereich des Cochlea-

Explantats (Limbus spiralis, Modiolus) und die fünfte Ebene darunter, auf Höhe der 

Basilarmembran des Cochlea-Explantats, in Richtung Scala tympani (Stratum 

superficiale 2). 

Jede Horizontalschnitt-Darstellung des Cochlea-Explantates wurde von außen nach 

innen in vier Zonen gegliedert. Zone I umfasst die innerhalb von 24 Stunden 

herausgewachsenen Stützzellen (Deiters-, Hensen-, Claudius-Zellen). Zone II enthält 

innere und äußere Haarzellen. In Zone III befindet sich der Limbus spiralis mit 

Neurofilamenten. Folglich ist im vierten Zonenbereich (Zone IV) der Modiolus mit 

Spiralganglienzellen und Neurofilamenten gelegen. Die Stria vascularis wird nicht 

berücksichtigt, da sie bereits im Zuge der Präparation entfernt worden ist. 

In Abb. 4 sind die fünf beschriebenen Ebenen und vier Zonen zum besseren 

Verständnis schematisch dargestellt. Detektierte Immunzellen sind in den 

vorhandenen Zonen auf allen fünf untersuchten Gewebe-Ebenen vollständig 

ausgezählt worden (Four-Zones-Five-Levels-Zählmethode). 

Infolge der Präparation und Schnittführungen entstanden traumatisierte, belastete 

Gewebebereiche, die ein neues Ziel für die sich in der Nähe befundenen Immunzellen 

darstellten und diese hier einwanderten. Diese Immunzell-Anhäufungen werden 

grundsätzlich nicht gezählt, da sie als Artefakte bewertet werden. 

2.10. Histologischer Nachweis von Mastzellen 

Die vorbereiteten Cochlea-Explantate und Kryoschnitte der Cochlea wurden für den 

Nachweis von Mastzellen in 0,1 M PBS-Puffer gewaschen. Für drei Minuten wurde 1% 

Toluidin Blau-Lösung hinzugegeben. Danach wurden die Proben drei Mal für jeweils 

10 Minuten in 0,1 M PBS-Bädern erneut ausgiebig gewaschen. Zur Fixierung auf dem 

Objektträger wurden 20 µl des Prolong Gold Antifade Mountant aufgetragen und die 
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gefärbten Explantate mit einem Deckgläschen versiegelt. Schlussendlich erschienen 

im Präparat die Heparin-Granula der Mastzellen in einer violetten Färbung. 

 

Abb. 4: Schematische Darstellung des Corti-Organs in organotypischer Cochlea-Kultur einer 
Wistar-Ratte – pT 5, mediales Explantat, nach Immunfluoreszenzfärbung und 24 Stunden Ruhezeit 
postpräparativ. a: Darstellung der Zonen I-IV. Zone I: marginal mit herausgewachsenen Claudius und 

Hensen`s Zellen (blau: ZK); Zone II: drei Reihen von ÄHZ, eine Reihe von IHZ (rot markiert); Zone III: 

Limbus spiralis mit Neurofilamenten (grün markiert); Zone IV: Modiolus mit Spiralganglionzellen, 
Neurofilamenten, b: Darstellung der Ebenen 1-5. 1. Stratum superficiale 1 (Seite Scala vestibuli), 2.-4. 

Stratum profundum 1-3, 5. Stratum superficiale 2 mit Vas spirale (Seite Scala tympani); Quelle: eigene 
Darstellung. 

2.11. Western Blot 

2.11.1.  Proteinisolierung 

Für proteinanalytische Bestimmungen wurden frische Proben aus membranösen 

Cochleae pT1, pT3, pT5, pT7 und pT9 alter Wistar-Ratten extrahiert. Die Stria 

vascularis wurde entfernt. Als Positivkontrolle dienten Thymus-, und Milzgewebe 

derselben Versuchstiere gleichen Alters. Danach wurden die Proben in einer 

Eppendorf-Zentrifuge bei 4 °C für 10 Minuten und bei 14.000 rpm zentrifugiert. Die 
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Überstände wurden vom Pellet getrennt und anschließend in 1,5 ml Eppendorf-

Gefäßen gesammelt und bei -80°C gelagert.  

2.11.2.  Proteinbestimmung  

Der Proteingehalt wurde mittels Micro BCA Protein Assay Kits bestimmt. Für die 

Bestimmung der Proteinkonzentrationen wurden die Proben 1:20 in steriler 

isotonischer 0,9%-NaCl-Lösung verdünnt und auf die 96-Well Mikrotiterplatte 

Doppelbestimmung gegeben. Die Platte wurde bei 37°C im Shaker (300 rpm) für zwei 

Stunden inkubiert. Je nach Proteinkonzentration im Well, fällt ein violetter Kupferionen-

Komplex mit unterschiedlicher Intensität aus. Nach zehnminütigem Abkühlen wurde 

zunächst die Extinktion mit Hilfe des Spectra Max M2 Photometers bei einer 

Wellenlänge von 562nm gemessen, um anschließend mit der Software SoftMax Pro 

die Proteinkonzentrationen gegen Standard zu ermitteln. 

2.11.3.  SDS-Page, Blotting und Immundetektion 

Nach Herstellung von Arbeitslösungen mit 6-12 µg Proteingehalt (Mixen), die aus den 

Lysaten, Wasser und 4x Roti-Load Auftragspuffer (2-Mercaptoethanol, 25%) 

bestanden, wurden die Proteine bei 90°C im Thermomixer 5 min lang denaturiert, die 

nach Abkühlung, circa 2 min, letztendlich der Elektrophorese zugeführt werden 

konnten. 

Zur Durchführung der Polyacrylamid Gelelektrophorese (PAGE) wurde ein Tris-Glyzin 

SDS Puffer und ein Tris-Glyzin Mini Gel mit 15 wells in die Elektrophoresekammer 

gegeben (Abb. 5). In das erste Well wurde der Marker PageRuler Plus Prestained 

Protein Ladder (250 - 10 kDa) einpipettiert, in die anderen Wells jeweils 24 µl der frisch 

angesetzten Arbeitslösung mit 6 µg Proteinanteil. Nachdem die Kammer verschlossen 

wurde, erfolgte die elektrophoretische Auftrennung der Proteine bei einer Spannung 

von 150 V für circa 90 min lang, anhand ihres Molekulargewichts, bis zur vollständigen 

Auftrennung des Proteinmarkers.  

Im weiteren Verlauf wurden die Proteine in einer Blotting-Kammer, die mit Tris-Glyzin-

Blotting-Puffer (10% Ethanol) gefüllt war, bei 300 mA vom SDS-Gel auf eine Transfer-

Membran (Blot-Membran: Polyvinylidendifluorid (PVDF), positiv geladen, mit einer 

Porengröße von 0,45 µm), in 44 min elektrophoretisch übertragen.  

Bei allen Arbeitsschritten, die dem Blotting folgten, wurden die Blot-Membranen bei 

Raumtemperatur auf dem Schüttler in entsprechenden Plastikboxen mit 30 ml 

Reagenz gehalten. 
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Abb. 5: Western Blot-Verfahren, Elektrophoresekammer: elektrophoretische Auftrennung der 

Proteine der membranösen Cochlea; Quelle: eigene Darstellung. 

Zunächst wurden die Membranen mit entfetteten 5 % Milchpulver in PBS mit 0,1% 

Tween (Blocking-Puffer) für eine Stunde bei Raumtemperatur geblockt. Nach dem  

Blocking-Schritt wurde die Blot-Membran mit den Primärantikörpern anti-CD68 

(1:500), anti-CD117/c-Kit (1:500) oder anti-β-Actin (Housekeeping-Protein, 1:10.000), 

die vorher auch mit 5% Milchpulver in PBS mit 0,1% Tween verdünnt wurden, für zwei 

Stunden bei Raumtemperatur oder über Nacht bei 4°C unter kontinuierlichem 

Schwenken inkubiert. Danach wurde die Blot-Membran nochmals drei Mal für 10 

Minuten mit PBS, 0,1% Tween gewaschen. Als nächstes wurde eine verdünnten 

Lösung (5% Milchpulver, in PBS mit 0,1% Tween) mit sekundärem anti-mouse IgG 

Antikörper (1:5.000) oder anti-rabbit Antikörper (1:3.000) für eine Stunde angewendet 

mit drei sich anschließenden Waschschritten für jeweils 10 Minuten in PBS mit 0,1% 

Tween. Anhand der Markerproteine wurde das Molekulargewicht der Proteinbanden 

bestimmt. Die Proteine wurden mit dem Chemilumineszenz-Verfahren oder dem Li-

COR Scanverfahren visualisiert.  

Im Rahmen des Reblottings wurden die Blot-Membranen für 30 min mit Re-Blot Plus 

Strong Solution auf einem Rüttler inkubiert und anschließend 5 min in PBS mit 0,1% 

Tween gewaschen. Primäre und sekundäre Antikörper wurden auf diese Weise von 

den Membranen entfernt, so dass die Membranen erneut einer Immunodetektion 

unterzogen werden konnten. Das Reblotting wurde für die gleiche Membran insgesamt 

zwei Mal durchgeführt. 

2.11.3.1. Visualisierung und Einschätzung des Proteingehalts 

Im Chemilumineszenz-Verfahren lässt man die Blot-Membran in einem ECL-Reagenz 

oder Femto-Reagenz 5 min einwirken und legt sie im Anschluss in eine Röntgen-

Kassette, damit darauf folgend in einer Dunkelkammer die Exposition der Proteine von 

der Blot-Membran auf einen Chemilumineszenzfilm erfolgen kann und belichtete 
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Areale durch die Entwicklung des Films sichtbar gemacht werden können. Die 

Zeitdauer der Exposition wird hierbei den Signalstärken der Proteinbanden 

entsprechend angepasst. Die entwickelten Filme wurden mit Hilfe des CanonScan 

LIDE 200 Scanners eingescannt und mit der Analysesoftware GelScan V 5.0 

(BIOSCITEC) densitometrisch erfasst. Das heißt, dass die Farbdichte quantitativ 

gemessen wurde (Farbmenge pro Flächeneinheit). Die erhobenen Daten wurden mit 

Microsoft Excel 2013 aufbereitet und mit dem Programm SigmaPlot 13.0 statistisch 

ausgewertet.  

Im Li-COR Verfahren scannte man die Blot-Membran mit dem Li-COR C-DiGit Blot 

Scanner mit Femto/WS-Lösung (Scan-Zeit: 6 min oder 12 min) ein und wertete die 

Visualisierungen dann aus.  

Zur Auswertung wurden die Intensitätswerte der gesuchten Proteinfraktionen durch die 

Intensitätswerte des anti-β-Aktins geteilt. Das Housekeeping-Protein anti-β-Aktin dient 

als Ladekontrolle.   

2.12. Statistische Auswertung der erhobenen Daten 

Die statistische Auswertung der erhobenen Daten und Erstellung von Box-Whisker-

Plots erfolgte mit Hilfe des Statistikprogramms Sigma Plot (Systat Software Inc Sigma 

Plot - Version 13.0). Mindestens sechs Cochleae aus jeder Altersgruppe wurden in die 

statistische Berechnung aufgenommen. 

Der Shapiro-Wilk-Test fand zuerst Anwendung, um sämtliche Daten auf 

Normalverteilung und Gleichheit der Varianzen hin zu analysieren. Falls mehr als zwei 

Gruppen zu vergleichen waren und Normalverteilung, sowie Gleichheit der Varianzen 

vorlag, untersuchte man sie mit einer einfachen ANOVA (Equal Variance Test) auf 

signifikante Unterschiede. Waren die Datensätze nicht normalverteilt oder lag eine 

Normalverteilung ohne Gleichheit der Varianzen vor, setzte man eine einfache ANOVA 

für Rangsummen ein (Kruskal-Wallis One Way Analysis of Variance on Ranks, Mann-

Whitney-Test), um statistisch signifikante Unterschiede zu finden.  

Zur Darstellung der Testergebnisse wurden Box-Whisker-Plots ausgewählt. Die 

Streuung der Daten wird als Interquartilsabstand (IQR = Q3 – Q1) gegeben. Die obere 

Quartilsgrenze Q3 liegt bei 75% der mittleren Daten. Die untere Quartilsgrenze Q1 

repräsentiert 25% der mittleren Verteilung der Daten. Als signifikant galten p-Werte < 

0,05 (*), p < 0,01 (**), p < 0,001 (***) und wurden im Diagramm gekennzeichnet.  



 Ergebnisse 
 

52 

3. Ergebnisse 

Das Ziel dieser Arbeit war es, einigen grundlegenden Fragen bezüglich der 

Anwesenheit und Verteilung von immunologisch relevanten Zelltypen in der gesunden 

und intakten Cochlea nachzugehen. Insbesondere für die Mastzellen konnte bisher 

noch nicht nachgewiesen werden, dass sie sich überhaupt im Innenohr der Wistar-

Ratte befinden. Zu diesem Zweck wurden mit Hilfe von Cochlea-Explantaten von 

Wistar-Ratten, die Zellzahl für CD45-, CD11b-, CD68-, CD117/c-Kit- und Avidin-

positive Zellen bestimmt. Die Analyse wurde auf apikale, mediale und basale 

Abschnitte der Cochlea aufgeteilt aber auch in ihrer Gesamtheit ausgewertet. Um 

Redundanz zu vermeiden, werden hier lediglich Abbildungen basaler Explantate 

dargestellt. Die statistische Auswertung bezieht sich zum einen auf die Cochlea im 

Ganzen und zum anderen die drei Cochleaabschnitte apikal, medial und basal. 

Zusätzlich wurde mittels Kryoschnitttechnik die Lokalisation entsprechender Zelltypen 

untersucht und mit Western Blot der Proteingehalt der genannten CD-Marker in der 

Cochlea in Abhängigkeit der postnatalen Entwicklungsstufe der Ratten nachgewiesen. 

Der Einfluss der ototoxischen Substanz Cisplatin auf die genannten Zellpopulationen, 

als auch auf die Anzahl der inneren und äußeren Haarzellen, untersucht. Zum 

besseren Verständnis dienen eine Reihe von der Autorin selbst angefertigte 

schematische Darstellungen. 

Im Folgenden werden die erhaltenen Ergebnisse, aufgeteilt nach untersuchtem 

Oberflächenmarker, einzeln zusammengefasst. 

3.1. Nachweis der CD45-positiven Immunzellen in der Cochlea 

3.1.1. Charakterisierung der CD45+ Zellen unter physiologischen Bedingungen 

Die Anwesenheit und Verteilung von CD45-positiven Zellen (Leukozyten) innerhalb der 

vier Zonen des Corti Organs (Abb. 6) wurde für Versuchstiere, die 1, 3, 5, 7, 9 und 30 

Tage alt waren, untersucht. Abb. 6 zeigt Übersichten über die vier verschiedenen 

Zonen des Corti-Organs. Die Verteilung der CD45+ Zellen innerhalb der Zonen in 

Abhängigkeit des Alters der Ratten wurde untersucht. 
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Abb. 6: Schematische Darstellung der Verteilung CD45-positiver Zellen in den Zonen I 
(herausgewachsene Stützzellen), II (innere und äußere Haarzellen), III (Limbus spirale) und IV 
(Modiolus) in der OC von Wistar-Ratten – pT5, basales Explantat (organotypische Kultur). Quelle: 

eigene Darstellung. 

Es wurden für jeden untersuchten Tag der Entwicklung der Wistar-Ratten jeweils 6 

Explantate vollständig ausgewertet bezüglich der Anwesenheit von CD45-positiven 

Zellen. Mittelwert (MW) ± Standardabweichung (SD): In ein Tag alten Tieren befanden 

sich die CD45+ Zellen vor allem in Zone IV (136 ± 81), gefolgt von III (90 ± 56), II (22 

± 8) und I (9 ± 4). In drei Tage alten Tieren befanden sich die CD45+ Zellen vor allem 

in Zone IV (149 ± 57), gefolgt von III (75 ± 17), II (23 ± 10) und I (17 ± 8). In fünf Tage 

alten Tieren befanden sich die CD45+ Zellen vor allem in Zone IV (196 ± 58), gefolgt 

von III (82 ± 26), II (28 ± 14) und I (18 ± 11). In sieben Tage alten Tieren befanden sich 

die CD45+ Zellen vor allem in Zone IV (99 ± 47), gefolgt von III (78 ± 61), II (25 ± 16) 

und I (12 ± 9). In neun Tage alten Tieren befanden sich die CD45+ Zellen vor allem in 

Zone IV (110 ± 31), gefolgt von III (92 ± 33), II (22 ± 11) und I (11 ± 6).  

Morphologisch unterscheiden sich die Zellen der Stratum superficiale (Abb. 7g - l) und 

Stratum profundum 1 - 3 (Abb. 7m - r) kaum an den Tagen 1 bis 9. Im Stratum 

superficiale sind die Zellen amöboid mit rundlichem Zellkern und länglichen 

verzweigten Zellkörpern (7 – 13 µm). Pseudopodien kann man hier in Typ 1 (15 - 

60 µm) und Typ 2 (25 – 90 µm) unterscheiden. In der Stratum profundum. dagegen 

sind die Zellen mehrheitlich rund bis oval, unverzweigt oder mit kurzen 2 - 4 µm langen 

Pseudopodien und Zellkörpergrößen von 5 - 12 µm (Typ 3). Die wenigen detektierten 

Zellen an pT30 sind für beide Ebenen morphologisch identisch und ähneln Zelltyp 1 

und 2. 
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Die Häufigkeit der drei morphologisch unterscheidbaren CD45-positiven Zelltypen 

variiert in Abhängigkeit des Alters der Ratte und auch der Lokalisation innerhalb der 

Cochlea (apikal, medial, basal). Tabelle 9 fasst alle diesbezüglich ausgewerteten 

Parameter zusammen und Abb. 8 zeigt die statistische Auswertung der ermittelten 

absoluten Zellzahlen.  

Während Zell-Typ 1 und Zell-Typ 2 sich eher an der Oberfläche der Explantate 

befanden (Stratum superficiale 1), sind in den tieferen Schichten (Stratum profundum 

1 - 3), die in der Region des Limbus spiralis und Modiolus liegen, CD45-positive Zellen 

vom Typ 3 entdeckt worden. 

Wie bereits in Abb. 7 zu erkennen, nimmt die Anwesenheit der CD45-positiven Zell-

Typen gegen pT30 hin stark ab, Typ 3- und Typ 1-Zellen sind anwesend. Zwischen 

den apikalen, medialen und basalen Explantaten sind relativ wenige Unterschiede zu 

erkennen. Dagegen fällt auf, dass sich im Limbus spiralis ausschließlich Zellen des 

Typ 3 befinden und im Vas spriale cochleae nur Typ 1. In den anderen untersuchten 

Abschnitten finden sich alle drei Zelltypen (OC, Spiralganglien-Zellen, Modiolus) oder 

nur Typ 1 und 2 (Hensen- und Claudius-Zellen). 

Bei Betrachtung der Verteilung von CD45+ Zellen in der gesamten Cochlea konnten 

folgende Ergebnisse ermittelt werden: pT1 (Median = 650,00; IQR = 581), pT3 (Median 

= 759,50; IQR = 421,50), pT5 (Median = 984,50; IQR = 296), pT7 (Median = 522,50; 

IQR = 682,50) und pT9 (Median = 671,00; IQR = 271,25). Es liegt keine 

Normalverteilung vor, *p < 0,026, Mann-Whitney Rank Sum Test). (Abb. 8a). Ein 

identisches Bild ergibt sich für die anteilig im basalen Teil der Cochlea enthaltenen 

Zellen pT1 (Median = 249,00; IQR = 263), pT3 (Median = 292,00; IQR = 105,25), pT5 

(Median = 342,5; IQR = 137,75), pT7 (Median = 160,00; IQR = 290,50), pT9 (Median  

= 213,5; IQR = 112,75) mit einem signifikanten Abfall der Zellzahl von Tag 5 zu Tag 9. 

(keine Normalverteilung, p < 0,026, Mann-Whitney Rank Sum Test) (Abb. 8d). Die 

Anzahl der CD45-positiven Zellen verhält sich im apikalen und medialen Teil invers zu 

einander. Während sich die Zellzahl im apikalen Teil der Cochlea von Tag 1 - 5 erhöht 

und dann konstant hoch bleibt pT1 (Median = 191,0; IQR = 63,25); pT3 (Median = 

243,5; IQR = 104,25); pT5 (Median = 289,5; IQR = 179,75); pT7 (Median = 213,5; IQR 

= 296), pT9 (Median = 262,0; IQR = 154,5), fällt sie im medialen Explantat nach Tag 5 

um fast die Hälfte und bleibt dann stabil bis Tag 9. pT1 (Median = 229,5; IQR = 265,5), 
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Abb. 7: CD45-positive Zellen, OC der Wistar-Ratten – pT1, pT3, pT5, pT7, pT9, pT30, Aufnahmen 
von basalen Explantaten, Epifluoreszenzmikroskop EVOS, IF-Färbungen – rot: CD45-positive 

Zellen (Alexa Fluor 594), a-f: Übersicht über Zone I-IV, Maßstab:400 µm, g-l: Stratum superficiale I, 

Maßstab:100 µm; m-r: Stratum profundum 1-3, Maßstab: 100 µm; Anzahl je Altersgruppe: pT1 n=6, 

Kontrolle n=2; pT3 n=6, Kontrolle n=2; pT5 n=6, Kontrolle n=2; pT7 n=6, Kontrolle n=2; pT9 n=6, 
Kontrolle n=2; pT30 n=4, Kontrolle n=2.  
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pT3 (Median = 203,5; IQR = 211,75), pT5 (Median = 333,5; IQR = 123), pT7 (Median 

= 157,5; IQR = 84.75), pT9 (Median = 199,5; IQR = 60,5). Der beschriebene Anstieg 

ist statistisch signifikant zwischen pT1 und pT5 (*p < 0,015) und pT1 und pT9 (**p < 

0,009). 

Tabelle 9: CD45-positive Zellen, morphologische Unterschiede, Verteilung und Lokalisation in 
der Cochlea, Wistar-Ratten – pT 1, pT 3, pT 5, pT 7, pT 9, pT 30 (+++ permanent vorhanden, ++ 

meistens präsent, + wenig präsent, - nicht vorhanden). 

Alter/ Zell-Typ Typ 1 Typ 2 Typ 3 

Maßstab: 

Typ 1 – bis 70 µm 

Typ 2 – bis 90 µm 

Typ 3 – bis 15 µm 
  

 

pT 1  ++  ++  +++ 
pT 3  ++  ++  +++ 
pT 5  ++            ++   +++ 
pT 7  ++  +  ++ 
pT 9  ++  +  ++ 

  pT 30  +  -  ++ 

Morphologie 

Zellkörpergrösse  7 - 13 µm 9 - 13 µm 5 - 12 µm 
Pseudopodien (Länge) ca. 15 - 60 µm ca. 25 - 90 µm selten bis 2 - 4 µm 
Zellform  Amöboid amöboid rund bis leicht oval 
Kernform Rundlich rundlich rund bis oval 

Lokalisation in der Cochlea (organotypische Kultur) 

 Explantate  apikal   medial   basal  apikal   medial   basal  apikal   medial   basal 

Corti-Organ (IHZ, ÄHZ) 

Vas spirale cochleae 
+           +           + 
+           +           + 

+           +           + 
     -            -            - 

+           +           + 
-            -            - 

Hensen-Zellen +           +           + +           +           + -            -            - 
Claudius-Zellen +           +           + +           +           + -            -            - 
Limbus spiralis -            -            - -            -            - ++         ++         ++ 
Spiralganglien-Zellen +           +           + +           +           +  +           +          ++ 
Modiolus ++         ++         ++ +           +           + +           +           + 

Der Abfall ist statistisch signifikant zwischen pT1 und pT7 (*p < 0,041), pT5 und pT7 

(**p < 0,009) und pT5 und pT9 (**p < 0,002). In beiden Fällen, apikal und medial, liegt 

keine Normalverteilung vor und der Mann-Whitney Rank Sum Test wurde zur 

Auswertung verwendet. 
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Abb. 8: Anzahl der CD45-positiven Zellen membranöser Cochleae von Wistar-Ratten im 
Altersvergleich, Box-Whisker-Plots – a: Cochlea gesamt, b: apikales Explantat, c: mediales Explantat, 
d: basales Explantat; Anzahl der Explantate je Altersgruppe: pT1 n=6, pT3 n=6, pT5 n=6, pT7 n=6, pT9 

n=6. 1. Quartil, untere Grenze der Box: 3. Quartil, schwarze Linie: Mittellinie, gepunktete Linie: Median, 
schwarze Punkte: Ausreißer, Whiskers: Minimum und Maximum  (*p<0,05,**p<0,01 statistisch 

signifikanter Unterschied). 

Betrachtet man die Anwesenheit der Zellen im Verlauf der Entwicklung der Ratte noch 

detaillierter und bezieht anatomisch unterschiedliche Regionen mit ein, wird erneut der 

Abfall der CD45-positiven Zellen in allen untersuchten Bereichen erkennbar. 

Zusätzlich wird aber auch sichtbar, dass in der Reissner Membran, innerhalb der Scala 

media und dem Corti-Organ, zu keinem Zeitpunkt CD45-positive Zellen vorzukommen 

scheinen (Tabelle 10). Zur besseren Visualisierung dieser lokalen Unterschiede ist in 

Abb. 9 ein selbsterstellter Querschnitt durch die Cochlea dargestellt, beispielhaft für 

pT1. 
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Tabelle 10: CD45-positive Zellen, Lokalisation in der Cochlea (Kryoschnitte), Wistar-Ratten – n = 
Zahl: pT1=6, pT3=6, pT5=6, pT7=6, pT9=6, pT30=6 (+++ permanent vorhanden, ++ meistens präsent, 

+ wenig präsent, - nicht vorhanden).  

Altersgruppe pT1 pT3 pT5 pT7 pT9 pT30 

entlang Scala vestibule + + - - - - 

Reissner-Membran - - - - - - 

innerhalb Scala media - - - - - - 

   Corti-Organ (IHZ/ÄHZ) 

   Vas spirale cochleae 

- 
+ 

- 
+ 

- 
+ 

- 
+ 

- 
- 

- 
- 

   Basilarmembran + + + - - - 
   Cochlea-Gefäße + + + - - - 
   Stria vascularis 
   Ligamentum spirale 

++ 
++ 

++ 
++ 

++ 
++ 

+ 
+ 

+ 
+ 

+ 
- 

   Limbus spiralis 
   Ganglion spirale 

+++ 
++ 

++ 
++ 

++ 
++ 

++ 
++ 

+ 
+ 

+ 
+ 

   Lamina spiralis ossea ++ + + - - - 
   Modiolus 
   N. cochlearis  

+++ 
+ 

++ 
+ 

++ 
+ 

+ 
+ 

+ 
- 

+ 
- 

entlang Scala tympani + + - - - - 

 

 

Abb. 9: Schematischer Querschnitt durch Anteile der Cochlea. Verteilung CD45-positiver Zellen, 
Wistar-Ratten (pT1); a: Querschnitt durch gesamte Cochlea (Vergrößerung x25), b: Querschnitt durch 

Einzelwindung der Cochlea, Hörgan (Vergrößerung x150); SV: Scala vestibuli, SM: Scala media 
(Ductus cochlearis), ST: Scala tympani, LI: Ligamentum spirale, MOD: Modiolus, LO: Lamina spiralis 
ossea, LS: Limbus spiralis, OC: Organ Corti, TM: Tektorialmembran, BM: Basilarmembran mit Vas 
spirale, RM: Reissner’sche Membran, StV: Stria vascularis, GS: Ganglion spirale; Quellen: eigene 
Darstellung. 

Abb. 10 zeigt die Färbung von CD45-positiven Zellen im Vas spirale der Cochlea drei 

Tage alter Ratten (Abb. 10a), sowie die Anfärbung von F-Aktin in IHZ/ ÄHZ (Abb. 10b). 
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Abb. 10: CD45-positive Zellen im Vas spirale (weiße Pfeile), OC der Wistar-Ratte – pT3, basales 
Explantat, Färbungen – a: rot: CD45-positive Zellen (Alexa Fluor 594), grün: Hintergrund durch Avidin-
Färbung, b: rot: F-Aktin Phalloidin-Färbung von IHZ/ ÄHZ (Alexa Fluor 594) grün: CD45-positive Zellen 
(Alex Fluor 488); Maßstäbe: a: 200 µm, b: 100 µm. 

3.2. Nachweis der CD11b-positiven Immunzellen in der Cochlea 

3.2.1.  Charakterisierung der CD11b+ Zellen unter physiologischen Bedingungen 

Die Verteilung von CD11b+ Zellen innerhalb der vier Zonen des Corti-Organs wurde 

für Tag 1, 3, 5, 7 und 9 postnatal untersucht. CD11b+ Zellen befinden sich vornehmlich 

im Bereich der herausgewachsenen Stützzellen, dem Limbus spirale und Modiolus 

(Zone I, III und IV) und nur vereinzelt zwischen den inneren und äußeren Haarzellen 

(Zone II) (Abb. 11). 

 

Abb. 11: Schematische Darstellung der Verteilung CD11b-positiver Zellen in den Zonen I 
(herausgewachsene Stützzellen), II (innere und äußere Haarzellen), III (Limbus spirale) und IV 
(Modiolus) in der OC von Wistar-Ratten – pT5, basales Explantat (organotypische Kultur); Quelle: 

eigene Darstellung. 
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Abb. 12: CD11b-positive Zellen, OC der Wistar-Ratten – pT 1, pT 3, pT 5, pT 7, pT 9, Aufnahmen 
von basalen Explantaten, Epifluoreszenzmikroskop EVOS, IF-Färbung – rot: CD11b-positive Zellen 
(Alexa Fluor 594), a-e: Übersicht über Zone I-IV, Maßstab:400 µm, f-j: Stratum superficiale I, 

Maßstab:100 µm, k-o: Stratum profundum 1-3, Maßstab:100 µm; Anzahl je Altersgruppe: pT1 n=6, 

Kontrolle n=2; pT3 n=6, Kontrolle n=2; pT5 n=6, Kontrolle n=2; pT7 n=6, Kontrolle n=2; pT9 n=6, 
Kontrolle n=2. 

Abb. 12 zeigt eine Übersicht über die vier verschiedenen Zonen des Schnitts durch 

das Corti Organ. Die Verteilung der CD11b-positiven Zellen innerhalb der Zonen wurde 

mittels 6 Explantaten untersucht und vollständig ausgewertet bezüglich der 

Anwesenheit von CD11b-positiven Zellen. Mittelwert (MW) ± Standardabweichung 

(SD): In ein Tag alten Tieren befanden sich die CD11b+ Zellen vor allem in Zone IV 

(85 ± 23), gefolgt von III (67 ± 20), I (9 ± 7) und II (14 ± 4). In drei Tage alten Tieren 

befanden sich die CD11b+ Zellen vor allem in Zone IV (48 ± 14), gefolgt von III (35 ± 

15), II (7 ± 2) und I (3 ± 3). In fünf Tage alten Tieren befanden sich die CD11b+ Zellen 
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vor allem in Zone IV (47 ± 21), gefolgt von III (30 ± 16), II (11 ± 2) und I (5 ± 4). In 

sieben Tage alten Tieren befanden sich die CD11b+ Zellen vor allem in Zone IV (43 ± 

26), gefolgt von III (29 ± 23), II (6 ± 2) und I (3 ± 2). In neun Tage alten Tieren befanden 

sich die CD11b+ Zellen vor allem in Zone IV (44 ± 16), gefolgt von III (23 ± 9), II (8 ± 

2) und I (4 ± 4). 

Morphologisch unterscheiden sich die Zellen der Stratum superficiale (Abb. 12f - j) und 

Stratum profundum 1 - 3 (Abb. 12k - o) kaum an den Tagen 1 bis 9. Im Stratum 

superficiale befinden sich Zellen mit länglichen verzweigten Zellkörpern (10 - 15 µm). 

Anhand der Länge der Pseudopodien kann man Typ 1 (15 - 100 µm) und Typ 2 (10 - 

45 µm) unterscheiden. Im Stratum profundum dagegen sind die Zellen mehrheitlich 

rund bis leicht oval und unverzweigt mit 5 - 10 µm großen Zellkörpern.  

Tabelle 11: CD11b-positive Zellen, morphologische Unterschiede, Verteilung und Lokalisation in 
der Cochlea von Wistar-Ratten – pT 1, pT 3, pT 5, pT 7, pT 9 (+++ permanent vorhanden, ++ meistens 

präsent, + wenig präsent, - nicht vorhanden). 

Alter/ Zell-Typ Typ 1 Typ 2 Typ 3 

Maßstab: 

Typ 1 – bis 70 µm 

Typ 2 – bis 50 µm 

Typ 3 – bis 15 µm 
   

pT 1  ++  ++  +++ 
pT 3  ++  ++  +++ 
pT 5  ++  ++  +++ 
pT 7  ++  ++  +++ 
pT 9  ++  ++  +++ 

Morphologie 

Zellkörpergrösse 10 - 15 µm 10 - 15 µm 5 - 10 µm 
Pseudopodien (Länge) ca. 15 - 100 µm ca. 10 - 45 µm keine 
Zellform  Polyaxial polyaxial rund bis leicht oval 
Kernform rund bis oval rund bis oval rund, bohnenförmig 

Lokalisation in der Cochlea (organotypische Kultur) 

Explantate  apikal   medial   basal  apikal   medial   basal  apikal   medial   basal 

Corti-Organ (IHZ, ÄHZ) 

Vas spirale cochleae 
-            -            - 

++         ++         ++ 
-            -            - 
-            -            - 

-            -            - 
-            -            - 

Hensen-Zellen ++         ++         ++ ++         ++         ++ -            -            - 
Claudius-Zellen ++         ++         ++ ++         ++         ++ -            -            - 
Limbus spiralis -            -            - +           +           + ++         ++         ++ 
Spiralganglien-Zellen +           +           + +           +           + +           +           + 
Modiolus ++         ++         ++ ++         ++         ++ +++       +++       +++ 

Die Anzahl der drei morphologisch unterscheidbaren CD11b-positiven Zelltypen ist, 

basierend auf den erhobenen Daten, unabhängig vom Alter der Ratte und auch der 

Lokalisation innerhalb der Cochlea (apikal, medial, basal). Tabelle 11 fasst alle 



 Ergebnisse 
 

62 

diesbezüglich ausgewerteten Parameter zusammen und Abb. 13 zeigt die statistische 

Auswertung der ermittelten absoluten Zellzahlen.  

Während Zell-Typ 1 und Zell-Typ 2 sich eher an der Oberfläche der Explantate 

befanden (Stratum superficiale 1), sind in den tieferen Schichten (Stratum profundum 

1 - 3), die in der Region des Limbus spiralis und Modiolus liegen, CD11b-positive 

Immunzellen vom Typ 3 gefunden worden. Zwischen den Regionen selbst (apikal, 

medial, basal) sind keine Unterschiede zu erkennen. Dagegen fällt auf, dass sich im 

Corti-Organ zu keinem Zeitpunkt CD11b-positive Zellen befinden und im Vas spirale 

cochleae ausschließlich Zellen des Typs 1. In den anderen untersuchten Abschnitten 

finden sich alle drei Zelltypen (Spiralganglien-Zellen, Modiolus), nur Typ 1 und 2 

(Hensen- und Claudius-Zellen) oder nur Typ 2 und 3 (Limbus spiralis). 

Betrachtet man die absoluten Zahlenwerte der in der gesamten Cochleae detektierten 

CD11b-positiven Zellen, ohne Berücksichtigung der Morphologie, dann ergibt sich ein 

signifikanter Abfall der CD11b-positiven Zellen nach pT1, der anschließend bis pT9 

gleich niedrig bleibt pT1 (Median = 533,50; IQR = 112,50), pT3 (Median = 280,00; IQR 

= 59,00), pT5 (Median = 271,50; IQR = 108,50), pT7 (Median = 232,50; IQR = 120,75), 

pT9 (Median = 220,00; IQR = 86,75). Ein signifikanter Abfall an CD11b-positiven Zellen 

besteht somit zwischen pT1 und pT3/ 5/ 7/ 9. (keine Normalverteilung, p < 0,002, 

Mann-Whitney Rank Sum Test) (Abb. 13a).  

Ein identisches Bild ergibt sich für die anteilig im apikalen Teil für pT1 (Median = 

162,50; IQR = 36,70); pT3 (Median = 67,00; IQR = 18,00); pT5 (Median = 75,50; IQR 

= 27,00); pT7 (Median = 44,00; IQR = 13,2), pT9 Median = 54,50; IQR = 27,00); 

signifikante Unterschiede zwischen pT1 und pT3, pT5, pT7, pT9 mit p=0,002, sowie 

dem medialen Teil der Cochlea enthaltenen Zellen pT1 (Median = 170,00; IQR = 

47,75), pT3 (Median = 82,50; IQR = 23,00), pT5 (Median = 83,50; IQR = 41,5), pT7 

(Median = 56,50; IQR = 34.00), pT9 (Median = 86,50; IQR = 43,50); signifikante 

Unterschiede zwischen pT1 und pT3, pT5, pT7, pT9 mit p = 0,002 (Abb. 13b + c).  

Lediglich für das basale Explantat der Cochlea unterschied sich dieses Muster, 

Altersgruppe pT1 (Median = 146,00; IQR = 118,00), pT3 (Median = 122,00; IQR = 

49,25), pT5 (Median = 126,00; IQR = 102,25), pT7 (Median = 130,00; IQR = 106,00), 

pT9 (Median = 100,00; IQR = 49,25), da hier die Anzahl der CD11b-positiven Zellen 

nur langsam von pT1 nach pT9 fällt und zu einem signifikanten Abfall zwischen Tag 1 
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und Tag 9 führt (keine Normalverteilung, *p < 0,009, Mann-Whitney Rank Sum Test) 

(Abb. 13d). 

 

Abb. 13: Anzahl CD11b-positiver Zellen des apikalen, medialen, basalen Explantats 
membranöser Cochleae von Wistar-Ratten im Altersvergleich; Box-Whisker-Plots – a: Cochlea 
gesamt, b: apikales Explantat, c: mediales Explantat, d: basales Explantat, Anzahl der Explantate je 

Altersgruppe: pT1 n=6, pT3 n=6, pT5 n=6, pT7 n=6, pT9 n=6. 1. Quartil, untere Grenze der Box: 3. 
Quartil, schwarze Linie: Mittellinie, gepunktete Linie: Median, schwarze Punkte: Ausreißer, Whiskers: 
Minimum und Maximum  (**p<0,01, statistisch signifikanter Unterschied). 

Betrachtet man die Anwesenheit der Zellen im Verlauf der Entwicklung der Ratte noch 

detaillierter und bezieht anatomisch unterschiedliche Regionen mit ein, wird erneut der 

Abfall der CD11b-positiven Zellen erkennbar. Zusätzlich wird aber auch sichtbar, dass 

in der Reissner’schen Membran, innerhalb der Scala media und dem Corti-Organ, zu 

keinem Zeitpunkt CD11b-positive Zellen vorzukommen scheinen und sie sich an pT30  
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Tabelle 12: CD11b-positive Zellen, Lokalisation in der Cochlea (Kryoschnitte), Wistar-Ratten –  n 
= Zahl: pT1=6, pT3=6, pT5=6, pT7=6, pT9=6, pT30=6 (+++ permanent vorhanden, ++ meistens 

präsent, + wenig präsent, - nicht vorhanden). 

Altersgruppe pT1 pT3 pT5 pT7 pT9 pT30 

entlang Scala vestibuli ++ + + - - - 

Reissner-Membran - - - - - - 

innerhalb Scala media - - - - - - 

   Corti-Organ (IHZ/ÄHZ) 

   Vas spirale cochleae 
- 

++ 
- 
+ 

- 
+ 

- 
- 

- 
- 

- 
- 

   Basilarmembran + + - - - - 
   Cochlea-Gefäße ++ ++ + + - - 
   Stria vascularis 
   Ligamentum spirale 

++ 
+ 

++ 
+ 

+ 
+ 

+ 
+ 

+ 
- 

+ 
- 

   Limbus spiralis 
   Ganglion spirale 

++ 
+ 

++ 
+ 

++ 
+ 

+ 
+ 

- 
+ 

- 
- 

   Lamina spiralis ossea ++ ++ + - - - 
   Modiolus 
   N. cochlearis  

+++ 
+ 

++ 
+ 

++ 
+ 

+ 
+ 

+ 
- 

+ 
- 

entlang Scala tympani ++ ++ + - - - 

 

Abb. 14: Schematischer Querschnitt durch Anteile der Cochlea, Verteilung CD11b-positiver 
Zellen, Wistar-Ratten – pT1, a: Querschnitt durch gesamte Cochlea (Vergrößerung x25), b: 

Querschnitt durch Einzelwindung der Cochlea, Hörgan (Vergrößerung x150); SV: Scala vestibuli, SM: 
Scala media (Ductus cochlearis), ST: Scala tympani, LI: Ligamentum spirale, MOD: Modiolus, LO: 
Lamina spiralis ossea, LS: Limbus spiralis, OC: Organ Corti, TM: Tektorialmembran, BM: 
Basilarmembran mit Vas spirale, RM: Reissner’sche Membran, StV: Stria vascularis, GS: Ganglion 
spirale; Quellen: eigene Darstellung. 

nur noch in der Stria vascularis und dem Modiolus befinden (Tabelle 12). Zur besseren 

Visualisierung dieser lokalen Unterschiede für CD11b-positive Zellen ist in Abb. 14 ein 

selbsterstellter Querschnitt durch die Cochlea dargestellt, beispielhaft für pT1. 

Abb. 15 zeigt die Färbung von CD11b+ Zellen von Typ 1 im Vas spirale cochleae der 

Cochlea fünf Tage alter Ratten. Abb. 16 ist ein Beleg für die durch mechanischen Reiz 



 Ergebnisse 
 

65 

ausgelöste Taxis von CD11b+ Zellen nach 24 Stunden. Die weiße Markierung in Form 

eines Sterns im Bild zeigt den Ort der Reizung. 

 
Abb. 15: CD11b-positive Zellen im Vas spirale (weiße Pfeile), OC der Wistar-Ratte – pT5, basales 
Explantat, Färbungen – a-b: rot: CD11b-positive Zellen (Alexa Fluor 594), grün: Hintergrund durch 

Avidin-Färbung; Maßstäbe: a: 200 µm, b: 100 µm. 

 
Abb. 16: Präsenz der CD11b-positiven Zellen in der Region mit der experimentell 
hervorgerufenen mechanischen Schädigung des Limbusgewebe (*) innerhalb des OC-
Explantats, Wistar-Ratte – pT3, mediales Explantat, Färbungen – a: rot: CD11b-positive Zellen 
(Alexa Fluor 594), grün: Hintergrund durch Avidin-Färbung, b: DIC und rot: CD11b-positive Zellen (Alexa 

Fluor 594), Maßstab: 100 µm. 

3.3. Nachweis der CD68-positiven Immunzellen in der Cochlea 

3.3.1. Charakterisierung der CD68-positiven Zellen unter physiologischen 

Bedingungen 

Die Verteilung von CD68-positiven Zellen innerhalb der vier Zonen des Corti-Organs 

wurde für Tag 1, 3, 5, 7 und 9 postnatal untersucht. Wie in Abb. 17 zu erkennen, 

befinden sich CD68-positive Zellen vornehmlich im Limbus spirale und Modiolus (Zone 

III und IV). Von dort transmigrieren sie durch die inneren und äußeren Haarzellen in 

die Region der herausgewachsenen Stützzellen (Zone II und I). 
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Abb. 17: Schematische Darstellung der Verteilung CD68-positiver Immunzellen in den Zonen I 
(herausgewachsene Stützzellen), II (innere und äußere Haarzellen), III (Limbus spirale) und IV 
(Modiolus) in der OC von Wistar-Ratten – pT5, basales Explantat (organotypische Kultur). Quelle: 

eigene Darstellung.  

Abb. 17 zeigt eine Übersicht über die vier verschiedenen Zonen des Schnitts durch 

das Corti Organ. Die Verteilung der CD68-positiven Zellen innerhalb der Zonen in 

Abhängigkeit des Alters der Ratten wurde untersucht. Die Verteilung der CD68-

positiven Zellen innerhalb der Zonen wurde mittels sechs Explantaten untersucht und 

vollständig ausgewertet hinsichtlich der Anwesenheit von CD68-positiven Zellen, 

Mittelwert (MW) ± Standardabweichung (SD): In ein Tag alten Tieren befanden sich 

die CD68+ Zellen vor allem in Zone IV (55 ± 9), gefolgt von III (27 ± 8), II (6 ± 8) und I 

(4 ± 2). In drei Tage alten Tieren befanden sich die CD68+ Zellen vor allem in Zone IV 

(117 ± 38), gefolgt von III (67 ± 20), I (9 ± 4) und II (8 ± 4). In fünf Tage alten Tieren 

befanden sich die CD68+ Zellen vor allem in Zone IV (63 ± 20), gefolgt von III (37 ± 

13), II (5 ± 2) und I (5 ± 3). In sieben Tage alten Tieren befanden sich die CD68+ Zellen 

vor allem in Zone IV (78 ± 7), gefolgt von III (43 ± 8), II (7 ± 3) und I (6 ± 3). In neun 

Tage alten Tieren befanden sich die CD68+ Zellen vor allem in Zone IV (103 ± 22), 

gefolgt von III (62 ± 13), II (7 ± 3) und I (6 ± 3). 

Morphologisch unterscheiden sich die Zellen des Stratum superficiale (Abb. 18f - j) 

kaum an den Tagen 1 - 9 und wachsen amöboid, mit länglichen verzweigten 

Zellkörpern (7 - 13 µm). Anhand der Länge der Pseudpodien lassen sich Typ 1 (10 - 

50 µm) und Typ 2 (25 - 90 µm) unterscheiden. Die Zellen im Stratum profundum 1 - 3 

ähneln an pT1 - 5 ebenfalls noch Typ 1- und Typ 2-Zellen (Abb. 18k - m), während die 

CD68-positiven Zellen an pT7 und pT9 mehrheitlich rund bis leicht oval und 
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unverzweigt oder mit kurzen Pseudopodien wachsen und eine Größe von 5 - 12 µm 

erreichen (Typ 3). 

 
Abb. 18: CD68-positive Zellen, OC der Wistar-Ratten – pT1, pT3, pT5, pT7, pT9, Aufnahmen von 
basalen Explantaten, Epifluoreszenzmikroskop EVOS, IF-Färbung, rot: CD68-positive Zellen (Alexa 
Fluor 594), a-e:  Übersicht über Zone I-IV, Maßstab:400 µm, f-j: Stratum superficiale I, Maßstab: 100 
µm, k-o: Stratum profundum 1-3, 100 µm; Anzahl je Altersgruppe: pT1 n=6, Kontrolle n=2; pT3 n=6, 

Kontrolle n=2; pT5 n=6, Kontrolle n=2; pT7 n=6, Kontrolle n=2; pT9 n=6, Kontrolle n=2. 

Die Verteilung der drei morphologisch unterscheidbaren CD68-positiven Zelltypen ist, 

basierend auf den erhobenen Daten, unabhängig von der Lokalisation innerhalb der 

Cochlea (apikal, medial, basal). Die Anwesenheit aller drei Zell-Typen nimmt allerdings 

ab Tag 7 ab. Tabelle 13 fasst alle diesbezüglich ausgewerteten Parameter zusammen 

und Abb. 19 zeigt die statistische Auswertung der ermittelten absoluten Zellzahlen.  
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Tabelle 13: CD68-positive Zellen, morphologische Unterschiede, Verteilung und Lokalisation in 
der Cochlea, Wistar-Ratten – pT 1, pT 3, pT 5, pT 7, pT 9 (+++ permanent vorhanden, ++ meistens 

präsent, + wenig präsent, - nicht vorhanden). 

 Alter/ Zell-Typ Typ 1 Typ 2 Typ 3 

Maßstab: 

Typ 1 – bis 40 µm 

Typ 2 – bis 20 µm 

Typ 3 – bis 20 µm 
   

pT 1  ++  +++  +++ 
pT 3  ++  +++  +++ 
pT 5  ++  +++  +++ 
pT 7  ++  ++  ++ 
pT 9  +  ++  ++ 

Morphologie 

Zellkörpergrösse 7 - 13 µm 9 - 13 µm 5 - 12 µm 
Pseudopodien (Länge) ca.10 - 50 µm ca. 25 - 90 µm selten 2 - 4 µm 
Zellform  Amöboid amöboid rund bis leicht oval 
Kernform Rundlich rundlich rund bis oval 

Lokalisation in der Cochlea (organotypische Kultur) 

 Explantate   apikal   medial   basal  apikal   medial   basal  apikal   medial   basal 

Corti-Organ (IHZ, ÄHZ) 

Vas spirale cochleae    
Hensen-Zellen 
Claudius-Zellen 
Limbus spiralis 
Spiralganglien-Zellen   
Modiolus 

-            -            - 
-            -            - 
+           +           + 
+           +           + 
-            -            - 

++         ++         ++ 
+           +           + 

-            -            - 
-            -            - 
+           +           + 
+           +           + 

++         ++         ++ 
+           +           + 

+++       +++       +++ 

+           +           + 
+           +           + 
-            -            - 
+           +           + 

+++       +++       +++ 
++         ++         ++ 

+++       +++       +++ 

Drei verschiedene Zelltypen von CD68-positiven Zellen mit deutlichen Unterschieden 

in der Morphologie und Lokalisation konnten nachgewiesen werden. Während Zell-

Typ 1 sich eher an der Oberfläche der Explantate befand (Stratum superficiale 1), sind 

in den tieferen Schichten (Stratum profundum 1 - 3), die in der Region des Limbus 

spiralis und Modiolus liegen, CD68-positive Zellen sowohl vom Typ 2 als auch vom 

Typ 3 entdeckt worden. Im Corti-Organ und dem Vas spirale cochleae konnte nur Zell-

Typ 3 nachgewiesen werden. In den anderen untersuchten Abschnitten finden sich 

alle drei Zelltypen (Spiralganglien-Zellen, Modiolus, Claudius-Zellen), nur Typ 1 und 2 

(Hensen-Zellen) oder nur Typ 2 und 3 (Limbus spiralis).  

Betrachtet man die absoluten Zahlenwerte der in der gesamten Cochleae detektierten  

CD68-positiven Zellen, ohne Berücksichtigung der Morphologie, dann ergibt sich ein 

biphasischer Verlauf der Zellzahl über die Zeit. An pT1 finden sich die wenigsten 

CD68-positiven Zellen in der Cochlea, gefolgt von einem signifikanten Anstieg um das 

2-fache an pT3, einem signifikanten Abfall an pT5 und einem erneuten stetigen Anstieg 
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Abb. 19: Anzahl CD68-positiver Zellen membranöser Cochleae von Wistar-Ratten im 
Altersvergleich, Box-Whisker-Plots – a: Cochlea gesamt, b: apikales Explantat, c: mediales Explantat, 
d: basales Explantat, Anzahl der Explantate je Altersgruppe: pT1 n=6, pT3 n=6, pT5 n=6, pT7 n=6, pT9 

n=6. 1. Quartil, untere Grenze der Box: 3. Quartil, schwarze Linie: Mittellinie, gepunktete Linie: Median, 

schwarze Punkte: Ausreißer, Whiskers: Minimum und Maximum  (*p<0,05,**p<0,01 statistisch 
signifikanter Unterschied). 

der Zellzahl bis pT9 (pT1 Median = 270,50; IQR = 21,75), pT3 (Median = 608,00; IQR 

= 59,50), pT5 (Median = 333,50; IQR = 13,00), pT7 (Median = 402,00; IQR = 7,25), 

pT9 (Median = 540,50; IQR = 43,00).  

Ein signifikanter Anstieg an CD68-positiven Zellen besteht zwischen pT1 und pT3/ 7/ 

9 (**p < 0,002) und in geringerem Maße für pT5 (**p < 0,004) (keine Normalverteilung, 

Mann-Whitney Rank Sum Test) (Abb. 19a). 

Ein tendenziell ähnliches Bild (biphasisch) ergibt sich für die anteilig im apikalen (pT1 

Median = 94,00; IQR = 10,50, pT3 (Median = 245,00; IQR = 25,00); pT5 (Median = 
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85,00; IQR = 17,25); pT7 (Median = 124,50; IQR = 12,5), pT9 Median = 167,00; IQR 

= 24,00), medialen (pT1 Median = 79,00; IQR = 8,25), pT3 (Median = 131,00; IQR = 

18,50), pT5 (Median = 93,00; IQR = 9,5), pT7 (Median = 135,00; IQR = 14.00), pT9 

(Median = 154,00; IQR = 30,75), sowie basalen Teil der Cochlea enthaltenen Zellen 

(pT1 Median = 109,00; IQR = 16,25), pT3 (Median = 226,00; IQR = 37,50), pT5 

(Median = 160,5; IQR = 16,75), pT7 (Median = 141,50; IQR = 12,25), pT9 (Median = 

212,50; IQR = 13,75). (Abb. 19b - d). Das Muster der Zellzahl über die Zeit ist im 

apikalen Explantat different (zur Cochlea gesamt) an pT5, an der die Zellzahl sogar 

niedriger liegt, als an pT1 (*p < 0,026) (Abb. 19b). Des Weiteren wird an pT9 im 

medialen Explantat eine höhere Zellzahl erreicht als an pT3 (Abb. 19c). 

Tabelle 14: CD68-positive Zellen, Lokalisation in der Cochlea (Kryoschnitte), Wistar-Ratten – n = 
Zahl: pT1=6, pT3=6, pT5=6, pT7=6, pT9=6, pT30=6 (+++ permanent vorhanden, ++ meistens präsent, 

+ wenig präsent, - nicht vorhanden). 

Altersgruppe pT1 pT3 pT5 pT7 pT9 pT30 

entlang Scala vestibuli ++ ++ + - - - 

Reissner-Membran ++ + + - - - 

innerhalb Scala media + + - - - - 

   Corti-Organ (IHZ/ÄHZ) 

   Vas spirale cochleae 
+ 
+ 

       + 
+ 

+ 
+ 

+ 
+ 

- 
+ 

- 
- 

   Basilarmembran + + + - - - 
   Cochlea-Gefäße ++ ++ ++ - - + 
   Stria vascularis 
   Ligamentum spirale 

+++ 
- 

++ 
+ 

++ 
+ 

+ 
+ 

+ 
- 

+ 
- 

   Limbus spiralis 
   Ganglion spirale 

++ 
+ 

++ 
+ 

++ 
+ 

+ 
+ 

+ 
+ 

+ 
- 

   Lamina spiralis ossea + + + + + - 
   Modiolus 
   N. cochlearis  

+++ 
+ 

++ 
+ 

++ 
+ 

+ 
+ 

+ 
+ 

+ 
- 

entlang Scala tympani ++ ++ + - - - 

 

Betrachtet man die Anwesenheit der Zellen im Verlauf der Entwicklung der Ratte noch 

detaillierter und bezieht anatomisch unterschiedliche Regionen mit ein, wird erneut der 

Abfall der CD68-positiven Zellen während der postnatalen Entwicklung erkennbar. 

Während an pT3 in allen getesteten Explantaten CD68-positiver Zellen gefunden 

wurden befinden sich ab pT7 entlang der Scala vestibuli, der Reissner’schen 

Membran, innerhalb der Scala media, der Basilarmembran, den Cochlea-Gefäßen und 

entlang der Scala tympani keine CD68-positiven Zellen mehr. Lediglich in den 

Cochlea-Gefäßen kehren an pT30 einige zurück (Tabelle 14). Zur besseren 

Visualisierung dieser lokalen Unterschiede für CD68-positive Zellen ist in Abb. 20 ein 

selbst erstellter Querschnitt durch die Cochlea dargestellt, beispielhaft für pT1. 
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Abb. 21 zeigt die Immunfluoreszenz-Färbung von CD68-positiven Zellen im Stratum 

superficiale einen Tag alter Wistar-Ratten (Abb. 21a + b). Die Pfeile weisen auf CD68-

positive Zellen hin, die durch Haarzellreihen des Stratum superficiale migrieren und 

mit IHZ/ ÄHZ in direkten Kontakt treten. Abb. 22 ist ein Beleg für die durch 

mechanischen Reiz ausgelöste Infiltration von CD68-positiven Zellen nach 24 

Stunden. Die weiße Markierung in Form eines Sterns im Bild zeigt wiederum den Ort 

der Gewebeverletzung. 

 

Abb. 20: Schematischer Querschnitt durch Anteile der Cochlea. Verteilung der CD68-positiven 
Zellen, Wistar-Ratten – pT1; a: Querschnitt durch gesamte Cochlea (Vergrößerung x25), b: 
Querschnitt durch Einzelwindung der Cochlea, Hörgan (Vergrößerung x150); SM: Scala media (Ductus 
cochlearis), ST: Scala tympani, SV: Scala vestibuli, LI: Ligamentum spirale, MOD: Modiolus, LO: Lamina 
spiralis ossea, LS: Limbus spiralis, OC: Organ Corti, TM: Tektorialmembran, BM: Basilarmembran mit 

Vas spirale, RM: Reissner’sche Membran, StV: Stria vascularis, GS: Ganglion spirale; Quellen: eigene 
Darstellung. 

 

Abb. 21: CD68-positive Zellen im Vas spirale (b: weiße Pfeil), OC der Wistar-Ratte – pT1, basales 
Explantat, IF-Färbung – grün: Hintergrund durch Avidin-Färbung (Alexa Fluor 488), rot: CD68-positive 

Zellen (Alexa Fluor 594); Maßstäbe: a: 200 µm, b: 100 µm. 
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Abb. 22: Präsenz der CD68-positiven Zellen innerhalb des OC-Explantats in der Region mit einer 
experimentell hervorgerufene mechanische Schädigung des Limbusgewebe (*), OC der Wistar-
Ratte – pT5, basales Explantat, a: IF-Färbungen – grün: Hintergrund durch Avidin-Färbung (Alexa 
Fluor 488), rot: CD68-positive Immunzellen (Alexa 594), b: DIC und rot: CD68-positive Zellen (Alexa 

594); Maßstab a+b: 400 µm.  

3.3.2. Proteinexpression von CD68+ Zellen unter physiologischen Bedingungen  

Zum Nachweis von CD68-Proteinen wurden Zelllysate von Milz und Cochlea von 1, 3, 

5, 7 und 9 Tage alten Wistar-Ratten hergestellt und per Western Blot analysiert. Der 

Nachweis erfolgte mittels CD68-Antikörpern und als interne Ladekontrolle wurde ß-

Aktin (Housekeeping mit 42 kDa Molekülmasse) verwendet, mit dessen Hilfe alle 

Werte normalisiert wurden. Die densitometrische Analyse von 16 unabhängigen 

Versuchen ergab, dass die Menge an CD68 mit 95 kDa im Cochlea-Gewebe der 

Wistar-Ratten stark vom postnatalen Alter abhängt. Während an pT1 praktisch kleinere 

CD68 nachzuweisen war (Median = 0,012, IQR = 0,029), wurde an pT3 der höchste 

DID-Wert für alle Messpunkte erreicht (Median = 0,672, IQR = 1,156) (***p < 0,001). 

An pT5-7 bleibt die CD68-Proteinmenge signifikant erhöht (*p < 0,043 bzw. ***p < 

0,001) und erreicht an pT9 wieder ein niedriges Niveau ohne signifikanten Anstieg mit 

p < 0,220 gegenüber pT1 (Median: pT5 = 0,093, pT7 = 0,167, pT9 = 0,052; IQR: pT5= 

0,210, pT7 = 0,318, pT9 = 0,13) (Kruskal-Wallis One-Way Analysis of Variance on 

Ranks/ Tukey Test). 
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Abb. 23: Nachweis der CD68 Proteinmenge mit CD68 Antikörper in OC und Milz der Wistar-Ratten 
– pT3, pT5, pT7, pT9 im Vergleich zu pT1 (alle n=16); a: Exemplarischer Western-Blot mit OC-

Zelllysat von pT1, 3, 5, 7 und 9; Detektion mittels CD68 mit 95 kDa (oben), ß-Aktin mit 42 kDa (unten). 
Die 1 und 2 stehen für das linke und rechte Ohr einer Wistar Ratte b: Exemplarischer Western Blot mit 

Milz-Zelllysat von pT1, 3, 5, 7 und 9; Detektion mittels CD68 mit 95 kDa (oben), ß-Aktin mit 42 kDa 
(unten). Es wurden zwei Proben der gleichen Milz separat aufgearbeitet. c: Box-Whisker-Plots, DID 

CD68 zu DID ß-Aktin, OC; Box: IQR, obere Grenze der Box: 1. Quartil, untere Grenze der Box: 3. 
Quartil, schwarze Linie: Mittellinie, gepunktete Linie: Median, schwarze Punkte: Ausreißer, Whiskers: 
Minimum und Maximum (*p<0,05, ,**p<0,01,***p<0,001 statistisch signifikanter Unterschied). 

3.4. Nachweis Avidin+ CD117/c-Kit+ Immunzellen in der Cochlea 

3.4.1. Charakterisierung der Avidin+ CD117/c-Kit+ unter physiologischen 

Bedingungen 

In diesem Abschnitt soll geprüft werden, ob sich Avidin-positive CD117/c-Kit+ Zellen 

in der Cochlea befinden und wenn ja, inwiefern sich die Population der CD117-

positiven Zellen in der Cochlea von Wistar-Ratten in Abhängigkeit des Alters 

verändert. Zudem sollte untersucht werden, ob CD117/c-Kit+ Zellen auch CD45, CD68 

oder CD11b exprimieren bzw. mit Zellen, die diese Marker exprimieren kolokalisieren.  
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Abb. 24: Avidin-positive Zellen in der OC der Wistar-Ratte – pT1, pT3, pT5, pT7, pT9, Aufnahmen 
von basalen Explantaten, Epifluoreszenzmikroskop EVOS, Färbung – grün: Avidin-positive Zellen 
(Alexa Fluor 488), a-e: Außenansicht, Maßstab: 400 µm, f-j: Stratum superficiale 1 und Stratum 

profundum 1, Anzahl je Altersgruppe: pT1 n=32, pT3 n=32, pT5 n=32, pT7 n=32, pT9 n=32; Maßstab: 
100 µm. 

Zellen mit Avidin-positiver Granula befinden sich in ein Tag alten Versuchstieren 

zunächst nur im Limbus spirale und Modiolus (Zone III und IV) und treten im Verlauf 

der Zeit auch mehr in Zone IV auf (Abb. 24a - c). Ab pT7 finden sich kaum noch Avidin-

positive Zellen innerhalb der OC, sodass über deren Verteilung bzw. vornehmliche 

Lokalisation keine Rückschlüsse gezogen werden kann (Abb. 24d - e). Zellen mit 

Avidin-positiver Granula liegen in Stratum superficiale und profundum 1 vor allem als 
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kleine runde, als 7 - 10 µm große ovale und bis 25 µm mononukleäre Zellen vor (Abb. 

24f - i). Lediglich an pT9 finden sich einige ovale Zellen mit Avidin-positiver Granula 

(Abb. 24j).  

 

Abb. 25: Gesamtanzahl der Avidin-positiven Zellen in membranösen Cochleae von Wistar-
Ratten, abhängig vom postnatalen Alter, Cochlea gesamt, Anzahl der Explantate je Altersgruppe: 

pT1 n=32; pT3 n=32; pT5 n=32; pT7 n=32; pT9 n=32. Box-Whisker-Plots – Box: IQR, obere Grenze der 

Box: 1. Quartil, untere Grenze der Box: 3. Quartil, schwarze Linie: Mittellinie, gepunktete Linie: Median, 
schwarze Punkte: Ausreißer, Whiskers: Minimum und Maximum. (*p<0,05, ***p<0,001 statistisch 
signifikanter Unterschied). 

Mit ansteigendem Alter der Ratte fällt die Anzahl der Avidin-positiven Zellen in der 

Cochlea der Ratte ab pT5 (pT1 (Median = 14,00; IQR = 16,00), pT3 (Median = 14,00; 

IQR = 13,5), pT5 (Median = 9,00; IQR = 9,75), pT7 (Median = 4,00; IQR = 4,75), pT9 

(Median = 3,00; IQR = 2,75) auf etwa ein Fünftel an pT9 (pT1 vs. pT5 *p < 0,011, pT1 

vs. pT7/9 ***p < 0,001; Nicht-Normalverteilung, ANOVA, Kruskal-Wallis One Way 

Analysis of Variance on Ranks/ Tukey Test) (Abb. 25). 

Abb. 26 zeigt einen repräsentativen Kryoschnitt durch die Cochlea einer drei Tage alten 

Wistar-Ratte, um die Verteilung Avidin-positiver Zellen in den verschiedenen Regionen 

der Cochlea analysieren zu können. Abgesehen von einigen vereinzelten Avidin- 

positiven Zellen im Bereich des Modiolus (vergrößert in Abb. 26b - d) finden sich die 

Zellen vor allem im Limbus spirale und in den knöchernen Bereichen, die die Cochlea 

umgeben. 
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Abb. 26: Konfokalmikroskopische Darstellung Avidin-positiver Zellen im Modiolus, Kryoschnitt 
der Cochlea von Wistar-Ratten – pT3, IF-Färbungen – rot:  Phalloidinfärbung von F-Aktin (Alexa Fluor 
594), grün: Avidin-positive Zellen (Avidin Alexa Fluor 488), blau: Zellkerne (DAPI); Maßstäbe: a: 400 
µm, b-d: 20 µm; SM: Scala media, SV: Scala vestibuli, ST: Scala tympani. 

 

 

Abb. 27: Histologischer Nachweis der Mastzellen in der gesamten Cochlea, Kryoschnitt, Wistar-
Ratte – pT3, Färbung: Toluidin blue, a: Vergrößerung x10, b-c: Vergrößerung x100.  

Abb. 27 zeigt eine lichtmikroskopische Ansicht der gesamten Cochlea und zwei 

Vergrößerungen im Bereich von Stria vascularis und Modiolus. Das Gewebe wurde 

mit Toluidin blue gefärbt, um Heparingranula sichtbar zu machen. Die Verteilung der 

Toluidin blue-positiven Zellen ähnelt der, der in Abb. 26 dargestellten Avidin-positiven 

Zellen. 



 Ergebnisse 
 

77 

 

Abb. 28: Konfokalmikroskopie, repräsentative Darstellung der Kolokalisation Avidin-positiver 
Mastzellen und CD45+, CD117/c-Kit+ Zellen aus Wistar-Ratten, a: pT1, mediales Explantat, rot: 
CD45-positive Zellen (Alexa Fluor 594), grün: Heparingranula (Avidin Alexa Fluor 488), b: pT3, basales 

Explantat, violett: CD117/c-Kit+ (Alexa Fluor 594), grün: Heparingranula (Avidin Alexa Fluor 488); 
Maßstab: a: 10 µm, b: 20 µm. 

Abb. 28 zeigt repräsentative Zellen aus einem medialen (pT1) und basalen (pT3) Teil 

des Cochlea-Explantats, deren Heparingranula angefärbt wurden und doppelte IF 

dazu mit CD45 (a) oder CD117/c-Kit (b) Antikörpern. Avidin-positive Zellen erscheinen 

sowohl CD45- als auch CD117/c-Kit-positiv. 

Dem gegenüber konnte keine Präsenz von CD11b (Abb. 29c) oder CD68 (Abb. 30c) 

an Avidin-positiven Zellen nachgewiesen werden. Allerdings liegen Zellen mit CD11b- 

oder CD68-Expression in räumlicher Nähe zu Avidin-positiven Zellen. 

 
Abb. 29: Detektion von CD11b-positiven und Avidin-positiven Zellen in der OC der Wistar-Ratten 
– pT1, basales Explantat, IF-Färbungen – a: rot: CD11b-positive Immunzellen (Alexa Fluor 594), b: 

grün: Avidin-positive Mastzellen (Avidin Alexa Fluor 488), c: Overlay von a und b; Maßstab: 100 µm. 

 
Abb. 30: Detektion von CD68-positiven und Avidin-positiven Zellen in der OC der Wistar-Ratten 
– pT3, mediales Explantat, IF-Färbungen – a: rot: CD68-positive Immunzellen (Alexa Fluor 594), b: 

grün: Avidin-positive Mastzellen (Avidin Alexa Fluor 488), c: Overlay von a und b; Maßstab: 100 µm. 
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3.4.2. Nachweis der CD117/c-Kit+ Proteinmenge mittels Western Blot 

Zum Nachweis von CD117/c-Kit Proteinen wurden Zelllysate von der Cochlea von 1, 

3, 5, 7 und 9 Tage und Thymus von drei Tage alten Wistar-Ratten hergestellt und per 

Western Blot analysiert. Der Nachweis erfolgte mittels CD117/c-Kit Antikörper und als 

interne Ladekontrolle wurde ß-Aktin (Housekeeping mit 42 kDa Molekülmasse) 

verwendet, mit dessen Hilfe alle Werte normalisiert wurden. Die densitometrische 

Analyse von 16 unabhängigen Versuchen ergab, dass die Menge an CD117/c-Kit 

Proteinen im Cochlea-Gewebe der Wistar-Ratten vom postnatalen Alter abhängt, aber 

nicht entscheidend schwankt, wie beim Nachweis von CD68 Proteinen (Vergleiche 

Abb. 23 und Abb. 31). An pT1 findet man die geringste CD117/c-Kit Proteinmenge aller 

getesteten Zeitpunkte (Median = 0,053; IQR = 0,127); Ab pT3 steigt die nachweisbare 

Menge signifikant an (Median = 0,110; IQR = 0,241; *p < 0,048) und erreicht an pT5 

und pT7 einen 4- bis 5-fach höheren Wert als an pT1 (pT5 Median = 0,226; IQR = 

0,243); pT7 = Median = 0,261; IQR = 0,215); beides ***p < 0,001). An pT9 fällt die 

Zellzahl wieder auf Werte wie bei pT3 ab (Median = 0,124; IQR = 0,192; p < 0,162) 

(Alle statistischen Auswertungen per Mann-Whitney Rank Sum Test). 

 

Abb. 31: Nachweis der CD117/c-Kit-Proteinmenge mit CD117/c-Kit Antikörper in OC der Wistar-
Ratten – pT3, pT5, pT7, pT9 im Vergleich zu pT1 (alle n=16) und Thymus der Wistar-Ratte – pT3; 
a: Exemplarischer Western Blot mit OC-Zelllysat von pT1, 3, 5, 7 und 9; Detektion mittels CD117/c-Kit 

mit 145 kDa (oben), ß-Aktin-Antikörper mit 42 kDa (unten). Die 1 und 2 stehen für das linke und rechte 
Ohr einer Wistar Ratte, b: Box-Whisker-Plots, DID CD117/c-Kit zu DID ß-Aktin, OC; Box: IQR, obere 

Grenze der Box: 1. Quartil, untere Grenze der Box: 3. Quartil, schwarze Linie: Mittellinie, gepunktete 
Linie: Median, schwarze Punkte: Ausreißer, Whiskers: Minimum und Maximum (*p<0,05,***p<0,001 

statistisch signifikanter Unterschied).  
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3.5. Wirkung des Cisplatin auf Immunzellen in der Cochlea 

3.5.1. Wirkungen verschiedener Konzentrationen von Cisplatin auf Mastzellen 

Um zu ermitteln, welche Cisplatinkonzentration geeignet ist, um einen Effekt auf CD45- 

CD11b-, CD68- und Avidin-positive Zellen über die Zeit zu erhalten, wurden in einem 

ersten Schritt Corti-Organe von Wistar Ratten pT5 mit drei verschiedenen 

Konzentrationen inkubiert (10 µM, 20 µM und 40 µM). Der direkte Vergleich erfolgte 

gegenüber unbehandelten OC (Mediumkontrolle). In diesem Vorversuch wurden  

 

Abb. 32: Avidin-positive Mastzellen nach Cisplatin-Behandlung, OC der Wistar-Ratten – pT5, 
basales Explantat, IF-Färbungen – rot: F-Aktin-Farbstoff – Phalloidin, Alexa Fluor 594 (IHZ, ÄHZ), 
grün: Avidin-positive Mastzellen, Heparin-Granula, blau: Zellkerne (DAPI), a/ e/ i: Kontrolle nach 24 h 
Inkubation im Kulturmedium; e-h: Mastzellen-Granula, i-l: IHZ, ÄHZ; b-d / f-h/ j-l: Cisplatin-Behandlung 

[10 µM], [20 µM], [40 µM], nach 24 h Inkubation; Die weißen Quadrate markieren die jeweilige Stelle an 
der in das Gewebe hineingezoomt wurde für die Darstellungen in den Spalten e-h bzw. i-l. Maßstab: a-
d: 400 µm, e-h: 20 µm, i-l: 100 µm. 
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zeitgleich zwei verschiedene Aspekte untersucht. Erstens der Einfluss von Cisplatin 

auf die Mastzellen der OC (Anzahl und Degranulierung) und zweitens der entstehende 

Schaden auf die IHZ und ÄHZ, welcher in Abschnitt 3.5.5 beschrieben wird. 

In Abb. 32a - d ist eine Übersicht über die mit Phalloidin und Avidin gefärbten OC der 

Wistar-Ratten dargestellt. Die weißen Quadrate markieren die Stellen innerhalb der 

OC, die näher betrachtet wurden (Abb. 32e - h und i - l).  

Nach 24 Stunden Inkubation ohne Cisplatin ist die Granula der Mastzellen gleichmäßig 

über den Zellkörper verteilt und die Haarzellen unbeschädigt (Abb. 32e + i). Bereits mit 

10 µM Cisplatin sind die Mastzellen nicht mehr so lang gestreckt, sodass auch die 

Granula dichter zusammen liegt (Abb. 32f + j). Bei 20 µM hingegen kann die 

Degranulierung von Mastzellen nachgewiesen werden (Abb. 32g + k). Bei der 

höchsten Konzentration von 40 µM schließlich, liegt die Granula der Mastzellen diffus 

innerhalb des Gewebes vor, was durch vollständige Degranulierung und Auflösung der 

Membran der Mastzellen entstanden sein dürfte (Abb. 32h + l). Trotz dem hohen Grad 

der Degranulierung finden sich weiterhin auch Mastzellen, die noch nicht degranuliert 

sind oder sich möglicherweise bereits wieder regeneriert haben.  

 

Abb. 33: Verteilung der Mastzellen nach Behandlung mit Cisplatin in der gesamten Cochlea, 

Wistar-Ratten – pT 5, Box-Whisker-Plots. 24 h Kontrolle n=6, [10 µM] Cisplatin n=6, [20 µM] Cisplatin 

n=6, [40 µM] Cisplatin n=6; 1. Quartil, untere Grenze der Box: 3. Quartil, schwarze Linie: Mittellinie, 
gepunktete Linie: Median, schwarze Punkte: Ausreißer, Whiskers: Minimum und Maximum  (*p<0,05, 
statistisch signifikanter Unterschied). 

Die Gesamtanzahl der Mastzellen in der Cochlea, nachgewiesen durch Avidin-

Färbung der Heparingranula, wurde durch die Cisplatinbehandlung ebenfalls 

verändert. Die 10 µM Cisplatin-Behandlung beeinflusste die Anzahl der Zellen nicht 

signifikant p = 0,37 (Mittelwert ± SD: Kontrolle = 8 ± 2,61, 10 µM Cisplatin = 6,5 ± 2,9), 
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während 20 µM die Avidin-positive Zellzahl signifikant ansteigen und die 40 µM 

signifikant sinken ließ im Vergleich zur Kontrolle (Mittelwert ± SD: 20 µM = 12,17 ± 

3,54, *p < 0,043; 40 µM Cisplatin = 4,66 ± 1,21, *p < 0,018) (t-Test). 

3.5.2. Wirkungen des Cisplatins auf CD45-positive Zellen 

Um zu untersuchen, welche Auswirkungen das ototoxische Medikament Cisplatin auf 

Anzahl und Morphologie der CD45-positiven Zellen hat, wurden die Cochleae der 

Wistar-Ratten mit 20 µM Cisplatin für 3, 24 und 48 Stunden im Zellkulturmedium 

inkubiert. 

 
Abb. 34: CD45-positive Zellen nach Cisplatin-Behandlung, OC der Wistar-Ratte – pT5, basales 
Explantat; Färbung – grün: Alexa Fluor 488, a-c: Kontrolle nach 3, 24 und 48 h Inkubation im 
Kulturmedium, d-f: Cisplatin-Behandlung [20 µM], nach 3, 24 und 48 h Inkubation, Maßstab: 100 µm. 

Eine dreistündige Inkubation des basalen Explantats von pT5 zeigte keine Effekte auf 

die Morphologie der Zellen (Abb. 34a + d). Nach 24 und 48 Stunden bildeten sich die 

Pseudopodien bei den mit Cisplatin behandelten Zellen zurück, bei gleichbleibender 

Zellkörpergröße (Abb. 34b + e und c + f).  

Für die in Abb. 35 zusammengefassten Zellzählungen wurden die durch mechanische 

Reizung eingewanderten CD45-positiven Zellen, wie zuvor unter physiologischen 

Bedingungen, nicht mit einbezogen.  

Die Anzahl CD45-positiver Zellen nimmt alleine durch die Inkubation über 48 Stunden 

nach und nach ab (Abb. 35a). Der Effekt des Cisplatin ist aber in allen Fällen 

nachweisbar und zeigt sich durch hochsignifikante (***p < 0,001) niedrigere Zellzahlen 
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Abb. 35: Bestimmung der Zellzahl der CD45-positive Zellen nach Behandlung mit Cisplatin [20 

µM], OC der Wistar-Ratten – pT5, Cochlea gesamt, Box-Whisker-Plots – a: 3 h Kontrolle n=6, 3 h 

Cisplatin n=6, 24 h Kontrolle n=6, 24 h Cisplatin n=6, 48 h Kontrolle n=6, 48 h Cisplatin n=6, b: nach 3 

h Inkubation, c: nach 24 h Inkubation, d: nach 48 h Inkubation. 1. Quartil, untere Grenze der Box: 3. 

Quartil, schwarze Linie: Mittellinie, gepunktete Linie: Median, schwarze Punkte: Ausreißer, Whiskers: 
Minimum und Maximum  (***p<0,001 statistisch signifikanter Unterschied). 

an allen drei getesteten Zeitpunkten (Kontrolle [Mittelwert ± SD]: 3 h = 665,33 ± 31,84, 

24 h = 398,00 ± 10,75, 48 h = 306,50 ± 14,8; Cisplatin [Mittelwert ± SD]: 3 h = 489,66 

± 39,04, 24 h = 282,33 ± 5,57, 48 h = 180,33 ± 19,82). 

Dieser Cisplatin-Effekt bestätigt sich auch für alle drei unterschiedlich betrachteten 

Explantate der Cochlea, ist aber erst nach 24 Stunden [Mittelwert ± SD]: apikal: 24 h 

K = 144,67 ± 5,28, 24 h Cis = 107,00 ± 6,26; medial: 24 h K = 105,33 ± 6,44, 24 h Cis 

= 73,16 ± 5,20; basal: 24 h K = 148,00 ± 7,15, 24h Cis = 102,16 ± 6,67) und 48 h  

apikal: 48 h K = 124,67 ± 4,38, 48 h Cis = 70,33 ± 13,10; medial: 48 h K = 89,83 ± 9,57, 
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48 h Cis = 54,17 ± 9,32; basal: 48 h K = 92,00 ± 11,04, 48 h Cis = 55,83 ± 12,15) 

signifikant verringert (***p < 0,001).  

Nach 3 Stunden sind die Unterschiede dagegen alle nicht signifikant; apikal: 3 h K = 

192,66 ± 15,58, 3 h Cis = 135,33 ± 9,64; medial: 3 h K = 215,83 ± 11,65, 3 h Cis = 

157,00 ± 21,09; basal: 3 h K= 256,83 ± 14,64, 3 h Cis = 197,33 ± 16,45). ANOVA One 

Way Analysis of Variance/Tukey Test (Abb. 35b - d).  

3.5.3. Wirkungen des Cisplatins auf CD11b-positiven Zellen 

Um zu untersuchen, welche Auswirkungen die ototoxische, chemotherapeutische 

Substanz Cisplatin auf Anzahl und Morphologie der CD11b-positiven Zellen hat, 

wurden die Cochleae der Wistar-Ratten mit 20 µM Cisplatin für 3 , 24  und 48 Stunden 

im Zellkulturmedium inkubiert.  

Eine dreistündige Inkubation des basalen Explantats von pT5 zeigte keine Effekte auf 

die Morphologie der Zellen (Abb. 36a + d). Nach 24 und 48 Stunden bildeten sich die 

Pseudopodien bei den mit Cisplatin behandelten Zellen zurück, bei gleichbleibender 

Zellkörpergröße (Abb. 36b + e und c + f).  

Für die in Abb. 37 zusammengefassten Zellzählungen wurden die durch mechanische 

Reizung eingewanderten CD11b-positiven Zellen, wie zuvor unter physiologischen  

Bedingungen, nicht mit einbezogen. 

 

Abb. 36: CD11b-positive Zellen nach Cisplatin-Behandlung, OC der Wistar-Ratte – pT5, basales 
Explantat, Färbung – grün: CD11b-positive Zellen (Alexa Fluor 488), a-c: Kontrolle nach 3, 24 und 48 
h Inkubation im Kulturmedium, d-f: Cisplatin-Behandlung [20 µM], nach 3, 24 und 48 h Inkubation. 

Maßstab: 100 µm. 
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Die Anzahl CD11b-positiver Zellen nimmt alleine durch die Inkubation über 48 Stunden 

nach und nach ab (Abb. 37a). Der Effekt des Cisplatins ist aber in allen Fällen 

 

Abb. 37: CD11b-positive Zellen, Bestimmung der Zellzahl nach Behandlung mit Cisplatin [20 µM], 
OC der Wistar-Ratte – pT5, Cochlea gesamt, Box-Whisker-Plots – a: nach 3 h Inkubation; 3h Kontrolle 

n=6, 3 h Cisplatin n=6, 24 h Kontrolle n=6, 24 h Cisplatin n=6, 48 h Kontrolle n=6, 48 h Cisplatin n=6, 

b: nach 3 h Inkubation c: nach 24 h Inkubation d: nach 48 h Inkubation. 1. Quartil, untere Grenze der 

Box: 3. Quartil, schwarze Linie: Mittellinie, gepunktete Linie: Median, schwarze Punkte: Ausreißer, 
Whiskers: Minimum und Maximum  (***p<0,001 statistisch signifikanter Unterschied). 

nachweisbar und zeigt sich durch hochsignifikante (*p = 0,037 für 3 h K vs. 3 h Cis und 

***p < 0,001) niedrigere Zellzahlen an allen drei getesten Zeitpunkten 

(Kontrolle [Mittelwert ± SD]: 3 h = 332,00 ± 9,12; 24 h = 291,33 ± 10,67; 48 h = 

264,00 ± 13,65; und Cisplatin [Mittelwert ± SD]: 3 h = 313,66 ± 7,2; 24 h = 

181,83 ± 10,87; 48 h = 118,33 ± 6,83).  
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Dieser Cisplatin-Effekt bestätigt sich auch für alle drei unterschiedlich betrachteten 

Explantate der Cochlea, ist aber erst nach 24 Stunden (Mittelwert ± SD; apikal: 24 h K 

= 76 ± 50, 24 h Cis = 46,50 ± 6,47; medial: 24 h K = 84,00 ± 7,82, 24 h Cis = 

51,16 ± 5,23; basal: 24 h K = 130,83 ± 4,44, 24 h Cis = 84,16 ± 4,26) und 48 h 

(Mittelwert ± SD; apikal: 48 h K=74,33 ± 8,93, 48 h Cis = 33,33 ± 3,61; medial: 48 h K 

= 75,00 ± 5,13, 48 h Cis = 34,33 ± 3,2; basal: 48 h K = 114,66 ± 6,68, 48 h Cis = 50,66 

± 5,08) signifikant verringert (***p < 0,001) (Abb. 37b - d). Nach 3 Stunden sind die 

Unterschiede dagegen alle nicht signifikant (Mittelwert ± SD; apikal: 3 h K = 

87,66 ± 4,36, 3 h Cis = 80,83 ± 6,67; medial: 3 h K = 98,5 ± 8,4, 3 h Cis = 90,67 ± 4,36; 

basal: 3 h K = 145,83 ± 12,64, 3 h Cis = 142,17 ± 5,88). ANOVA- One-Way Analysis 

of Variance/ Tukey Test. 

3.5.4. Wirkungen des Cisplatins auf CD68-positiven Zellen 

Genau wie bei CD45- bzw. CD11b-positiven Zellen zuvor, sollte auch untersucht 

werden, inwiefern das ototoxische Medikament Cisplatin Auswirkungen auf Anzahl und 

Morphologie der CD68-positiven Zellen hat. Hierzu wurden die Cochleae der Wistar-

 

Abb. 38: CD68-positive Zellen nach Cisplatin-Behandlung, OC der Wistar-Ratten – pT5, basales 
Explantat, Färbung, grün: CD68-positive Immunzellen (Alexa Fluor 488), a: Kontrolle nach 3, 24 und 
48 h Inkubation im Kulturmedium, b: Cisplatin-Behandlung [20 µM], nach 3, 24 und 48 h Inkubation; 

Maßstab: 100 µm. 

Ratten mit 20 µM Cisplatin für 3, 24 und 48 Stunden im Zellkulturmedium inkubiert. 

Eine dreistündige Inkubation des basalen Explantats von pT5 zeigte keine Effekte auf  

die Morphologie der Zellen (Abb. 38a + d). Nach 24 und 48 Stunden bildeten sich die 

Pseudopodien bei den mit Cisplatin behandelten Zellen zurück, bei gleichbleibender 
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Zellkörpergröße (Abb. 38b + e und c + f). Darüber hinaus schienen einige mit Cisplatin-

behandelten Zellen nach 24 und 48 Stunden miteinander zu fusionieren. 

Für die in Abb. 39 zusammengefassten Zellzählungen wurden die durch mechanische 

Reizung eingewanderten CD68-positiven Zellen, wie zuvor unter physiologischen 

Bedingungen, nicht mit einbezogen. 

 

Abb. 39: CD68-positive Zellen, Bestimmung der Zellzahl nach Behandlung mit Cisplatin [20 µM], 
OC der Wistar-Ratten – pT5, Box-Whisker-Plots – a: nach 3 h Inkubation, 3 h Kontrolle n=6, 3 h 
Cisplatin n=6, 24 h Kontrolle n=6, 24 h Cisplatin n=6, 48 h Kontrolle n=6, 48 h Cisplatin n=6, b: nach 3 
h Inkubation, c: nach 24 h Inkubation d: nach 48 h Inkubation  1. Quartil, untere Grenze der Box: 3. 

Quartil, schwarze Linie: Mittellinie, gepunktete Linie: Median, schwarze Punkte: Ausreißer, Whiskers: 
Minimum und Maximum  (**p<0,01,***p<0,001 statistisch signifikanter Unterschied). 
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Die Anzahl CD68-positiver Zellen nimmt alleine durch die Inkubation über 48 Stunden 

nach und nach ab (Abb. 39a). Der Effekt des Cisplatin ist aber in allen Fällen 

nachweisbar und zeigt sich durch hochsignifikante (***p < 0,001) niedrigere Zellzahlen 

an allen drei getesten Zeitpunkten, insbesondere nach 48 Stunden 

(Kontrolle [Mittelwert ± SD]: 3 h = 323,50 ± 12,39; 24 h = 257,33 ± 11,87; 48 h = 

206,16 ± 6,27; und Cisplatin [Mittelwert ± SD]: 3 h = 283,16 ± 12,89, 24 h = 

212,83 ± 7,75, 48 h = 130,00 ± 6,35). ANOVA One-Way Analysis of Variance/ Tukey 

Test. 

Dieser Cisplatin-Effekt bestätigt sich auch für alle drei unterschiedlich betrachteten 

Explantate der Cochlea nach 3 Stunden (Mittelwert ± SD; apikal: 3 h K = 

84,67 ± 11,81, 3 h Cis = 70,67 ± 3,77; medial: 3 h K = 99,00 ± 6, 3 h Cis = 84,00 ± 5,65; 

basal: 3 h K = 139,83 ± 4,21, 3 h Cis = 129,50 ± 6,38) und 48 h (Mittelwert ± SD; 

apikal: 48 h K = 57,50 ± 2,81, 48 h Cis = 31,00 ± 2,75; medial: 48 h K = 65,50 ± 4,48, 

48 h Cis = 42,67 ± 6,34; basal: 48 h K = 83,17 ± 5,11, 48 h Cis = 56,33 ± 6,5) mit 

Ausnahme des medialen Explantats nach 24 Stunden (Mittelwert ± SD; apikal: 24 h K 

= 68,83 ± 4,75, 24 h Cis = 50,33 ± 4,67; medial: 24 h K = 71,5 ± 4,37, 24 h Cis = 

64,50 ± 6,38; basal: 24 h K = 117,00 ± 7,80, 24 h Cis = 98,00 ± 6).  Alle Effekte sind 

hoch signifikant (***p < 0,001), mit Ausnahme der 3 Stunden-Werte für apikal (*p < 

0,05) und basal (**p < 0,01) und des bereits erwähnten medialen Explantats nach 24 

Stunden (p < 0,051). 

3.5.5. Wirkungen des Cisplatins auf die Haarzellen der Cochlea 

Das Auszählen der inneren und äußeren Haarzellen der mit Cisplatin behandelten OC 

der Wistar Ratte ergab, dass 10 µM die IHZ/ ÄHZ nicht signifikant schädigen. Erst ab 

einer Behandlung mit 20 µM Cisplatin zeigen sich signifikante Schädigungen in allen 

drei Explantaten und für IHZ/ ÄHZ gleichermaßen. Bei der höchsten Konzentration von 

40 µM schließlich, liegen ausgiebige Schäden an den Haarzellen vor (> 50%, Abb. 32 

und Tabelle 15).  

Insbesondere die Haarzellen des basalen Teils der Cochlea zeigen bei 20 µM eine 

starke Schädigung im Verhältnis zu medial/ apikal. 40 µM Cisplatin erzeugt immensen 

Schaden an den Haarzellen aller Regionen und reduziert die Anzahl intakter IHZ/ ÄHZ  

um etwa 60%.  

Parallel zur Auszählung von CD45-, CD11b- und CD68-positiven Zellen in den mit 

Cisplatin behandelten organotypischen Explantaten, wurde der Effekt von 20 µM 
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Cisplatin auf IHZ/ ÄHZ in Abhängigkeit der Inkubationszeit untersucht. Die Analyse 

dazu wurde zu drei unterschiedlichen Zeitpunkten mit jeweils sechs verschiedenen 

Explantaten durchgeführt und entsprechend separat statistisch ausgewertet (Tabelle 

16, Tabelle 17 und Tabelle 18). Aufgrund der unabhängig voneinander durchgeführten 

Experimente unterscheiden sich die absoluten Zahlenwerte leicht voneinander, zeigen 

aber tendenziell das gleiche Ergebnis. Im Gegensatz zur Zellzahl, die über den Verlauf 

der 48 Stunden auch in unbehandelten Explantaten abfällt, bleibt die Anzahl der 

intakten inneren und äußeren Haarzellen in der Kontrollgruppe gleich und 

unterscheidet sich auch nicht von apikal bis basal. Nach dreistündiger Cisplatin-

Inkubation zeigt sich noch kein Effekt auf IHZ/ ÄHZ. Dagegen wird nach 24 Stunden 

ein signifikanter Schaden sichtbar, der sich nach 48 Stunden weiter verstärkt. Nach 

24- und 48-stündiger Cisplatin-Inkubation kann man außerdem erkennen, dass der 

Schaden an den basalen IHZ/ ÄHZ stärker ausgeprägt ist, als medial und apikal. 

Tabelle 15: Bestimmung der intakten IHZ und ÄHZ pro 100 µm einer Haarzellreihe im apikalen, 

medialen und basalen Explantat des Corti-Organs nach Behandlung mit unterschiedlichen 

Cisplatin-Konzentrationen, Inkubationszeit: 24 h, Wistar-Ratten – pT5, doppelte IF-Färbung der mit 

Cisplatin geschädigten Avidin+ Immunzellen.  

Mittelwert ± SD (*p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001 statistisch signifikanter Unterschied). 

Zeitintervall/  Innere Haarzellen Äußere Haarzellen 

Bedingungen 
 

 
apikal 

 
medial 

 
basal 

 
apikal 

 
medial 

 
basal 

 
Kontrolle 
(n = 6) 

9,56 ± 0,58 10,28 ± 1,02 10,00 ± 0,69 12,33 ± 0,54 11,72 ± 0,54 11,37 ± 1,33 

 
10 µM 

Cisplatin 
(n = 6) 

 

 
8,78 ± 1,10 
(p = 0,310) 

 

 
9,11 ± 1.04 
(p = 0,093) 

 

 
9,83 ± 0,81 
(p = 0,589) 

 

 
12,20 ± 0,93 
(p = 0,937) 

 

 
11,56 ± 0,58 
(p = 0,485) 

 

 
11,02 ± 0,46 
(p = 0,180) 

 

 
20 µM 

Cisplatin 
(n = 6) 

 

 
6,17 ± 0,35 

(**p = 0,002) 
 

 
7,61 ± 0,92 

(**p = 0,004) 
 

 
4,94 ± 1,71 

(**p = 0,002) 
 

 
8,54 ± 1,32 

(**p = 0,002) 
 

 
9,31 ± 1,32 

(**p = 0,002) 
 

 
5,74 ± 0,31 

(**p = 0,002) 
 

 
40 µM 

Cisplatin 
(n = 6) 

 
4,78 ± 0,40 

(**p = 0,002) 

 
4,89 ± 2,74 

(**p = 0,002) 

 
3,83 ± 0,86 

(**p = 0,002) 

 
3,69 ± 1,84 

(**p = 0,002) 

 
4,87 ± 2,99 

(**p = 0,002) 

 
3,35 ± 1,02 

(**p = 0,002) 
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Tabelle 16: Anzahl der intakten IHZ und ÄHZ pro 100 µm einer Haarzellreihe im apikalen, medialen 
und basalen Explantat nach Cisplatin-Behandlung, OC der Wistar-Ratten – pT5, doppelte IF-

Färbung der mit Cisplatin geschädigten CD45+ Immunzellen (Cisplatin-Konzentration: 20 µM). 

Mittelwert ± SD (**p<0,01, statistisch signifikanter Unterschied). 

Zeitintervall/  Innere Haarzellen Äußere Haarzellen 
Bedingungen 
 

 
apikal 

 
medial 

 
basal 

 
apikal 

 
medial 

 
basal 

 
3h Kontrolle 

(n = 6) 
 

3h Cisplatin 
(n = 6) 

 

 
9,72 ± 0,49 
 
  
9,28 ± 0,97 
(p = 0,310) 

 
10,22 ± 1,04 
 
 
9,11 ± 0,86 
(p = 0,093) 

 
9,89 ± 0,68 
 
 
9,11 ± 0,68 
(p = 0,132) 

 
12,06 ± 0,39 
 
 
12,07 ± 0,88 
(p = 0,699) 

 
11,69 ± 0,55 
 
 
12,09 ± 0,55 
(p = 0,310) 

 
11,57 ± 0,79 
 
 
11,89 ± 0,59 
(p = 0,589) 

 
24h Kontrolle 

(n = 6) 
 

24h Cisplatin 
(n = 6) 

 
9,44 ± 0,27 
 
 
7,11 ± 1,47 
(**p = 0,002) 

 
9,78 ± 0,77 
 
 
6,83 ± 2,26 
(**p = 0,009) 

 
10,17 ± 0,96 
 
 
5,11 ± 0,77 
(**p = 0,002) 

 
11,98 ± 0,90 
 

 
9,69 ± 0,77 
(**p = 0,004) 
 

 
12,37 ± 0,74 
 
 
9,57 ± 0,54 
(**p = 0,002) 
 

 
12,69 ± 0,87 
 
 
8,41 ± 1,13 
(**p = 0,002) 
 

 
48h Kontrolle 

(n = 6) 
 

48h Cisplatin 
(n = 6) 

 

 
8,67 ± 0,84 
 
 
5,89 ± 0,27 
(**p = 0,002) 
 

 
8,50 ± 0,75 
 
 
6,00 ± 0,76 
(**p = 0,002) 
 

 
8,22 ± 0,34 
 
 
5,06 ± 0,71 
(**p = 0,002) 
 

 
11,59 ± 0,63 
 
 
8,72 ± 0,46 
(**p = 0,002) 
 

 
10,98 ± 1,09 
 
 
8,19 ± 0,37 
(**p = 0,002) 
 

 
11,41 ± 0,73 
 
 
6,04 ± 0,43 
(**p = 0,002) 
 

Tabelle 17: Anzahl der intakten IHZ und ÄHZ pro 100 µm einer Haarzellreihe im apikalen, medialen 
und basalen Explantat nach Cisplatin-Behandlung, OC der Wistar-Ratten – pT5. Die Werte wurden 

nach doppelter IF-Färbung der mit Cisplatin geschädigten CD11b+ Zellen erhoben (Cisplatin-

Konzentration: 20 µM). 

Mittelwert ± SD (*p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001 statistisch signifikanter Unterschied). 

Zeitintervall/  Innere Haarzellen Äußere Haarzellen 
Bedingungen 
 

 
apikal 

 
medial 

 
basal 

 
apikal 

 
medial 

 
basal 

 
3h Kontrolle 

(n = 6) 
 

3h Cisplatin 
(n = 6) 

 
 

 
9,44 ± 1,42 
 
 
8,11 ± 1,18 
(**p = 0,005) 
 

 
10,50 ± 1,34 
 
 
9,17 ± 1,38 
(**p = 0,007) 
 

 
10,50 ± 1,15 
 
 
9,35 ± 1,22 
(*p = 0,012) 
 

 
12,02 ± 0,45 
 
 
11,24 ± 1,21 
(*p = 0,030) 
 

 
12,50 ± 0,89 
 
 
11,65 ± 0,84 
(**p = 0,012) 
 

 
12,05 ± 0,49 
 
 
11,57 ± 0,78 
(*p = 0,027) 
 

 
24h Kontrolle 

(n = 6) 
 

24h Cisplatin 
(n = 6) 

 

 
10,00 ± 1,28 
 
 
7,78 ± 1,43 
(***p < 0,001) 
 
 

 
9,72 ± 0,67 
 
 
7,83 ± 1,38 
(***p < 0,001) 
 
 

 
10,11 ± 0,83 
 
 
5,22 ± 1,31 
(***p<0,001) 
 
 

 
12,31 ± 0,80 
 
 
10,31 ± 1,77 
(*p = 0,015) 
 
 

 
12,46 ± 0,72 
 
 
9,06 ± 2,22 
(***p < 0,001) 
 
 

 
12,33 ± 0,74 
 
 
8,06 ± 1,97 
(***p < 0,001) 
 

 
48h Kontrolle 

(n = 6) 
 

48h Cisplatin 
(n = 6) 

 

 
8,77 ± 1,35 
 
 
6,55 ± 1,95 
(***p < 0,001) 
 

 
8,72 ± 1,77 
 
 
6,22 ± 1,59 
(***p < 0,001) 

 
9,05 ± 1,21 
 
 
4,44 ± 1,54 
(***p<0,001) 
 

 
11,66 ± 1,44 
 
 
9,18 ± 0,73 
(***p < 0,001) 
 

 
11,15 ± 1,66 
 
 
7,91 ± 0,92 
(***p < 0,001) 
 

 
11,20 ± 1,18 
 
 
6,22 ± 0,90 
(***p < 0,001) 
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Tabelle 18: Anzahl der IHZ und ÄHZ pro 100 µm einer Haarzellreihe im apikalen, medialen und 
basalen Explantat nach Cisplatin-Behandlung, OC der Wistar-Ratten – pT5. Die Werte wurden 

nach doppelter IF-Färbung der mit Cisplatin geschädigten CD68+ Zellen erhoben (Cisplatin-
Konzentration: 20 µM). 

Mittelwert ± SD (*p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001 statistisch signifikanter Unterschied). 

Zeitintervall/  Innere Haarzellen Äußere Haarzellen 
Bedingungen 
 

 
Apikal 

 
medial 

 
basal 

 
apikal 

 
medial 

 
basal 

 
3h Kontrolle 

(n = 6) 
 

3h Cisplatin 
(n = 6) 

 
 

 
9,66 ± 1,03 
 
 
8,39 ± 1,09 
(***p = 0,001) 
 

 
10,28 ± 1,22 
 
 
9,41 ± 1,06 
(*p = 0,035) 

 
10,11 ± 0,83 
 
 
9,23 ± 1,35 
(p = 0,069) 

 
12,22 ± 0,70 
 
 
11,81 ± 1,25 
(p = 0,425) 

 
12,00 ± 0,89 
 
 
11,42 ± 0,67 
(*p = 0,031) 
 

 
11,87 ± 0,68 
 
 
10,68 ± 0,46 
(***p < 0,001) 

 
24h Kontrolle 

(n = 6) 
 

24h Cisplatin 
(n = 6) 

 

 
9,94 ± 1,11 
 
 
7,11 ± 1,90 
(***p < 0,001) 
 
 

 
9,66 ± 0,59 
 
 
7,16 ± 1,69 
(***p < 0,001) 
 
 

 
9,89 ± 0,83 
 
 
5,55 ± 1,69 
(***p<0,001) 
 
 

 
11,55 ± 1,15 
 
 
10,53 ± 1,06 
(*p = 0,015) 
 
 

 
11,79 ± 1,41 
 
 
9,66 ± 1,40 
(***p < 0,001) 
 
 

 
12,74 ± 0,92 
 
 
8,28 ± 1,28 
(***p < 0,001) 
 

 
48h Kontrolle 

(n = 6) 
 

48h Cisplatin 
(n = 6) 

 

 
7,89 ± 2,14 
 
 
6,22 ± 0,97 
(*p = 0,014) 

 
8,89 ± 1,41 
 
 
5,29 ± 1,12 
(***p < 0,001) 
  

 
8.89 ± 1,93 
 
 
4,00 ± 1,49 
(***p<0,001) 
 

 
11,50 ± 0,88 
 
 
9,09 ± 0,92 
(***p < 0,001) 
 

 
 10,61 ± 0,61 
 
 
8,85 ± 0,82 
(***p < 0,001) 
 

 
11,44 ± 0,77 
 
 
6,05 ± 0,97 
(***p < 0,001) 
 

4. Diskussion 

4.1. Beantwortung der Forschungsfragen 

Das Hauptziel der Arbeit war es, die Art und Lage der residenten Leukozyten in der 

gesunden Cochlea der Wistar-Ratte zu charakterisieren. Außerdem zielte diese Studie 

auf die Charakterisierung der Leukozyten-Verteilung im Innenohr während der 

postnatalen Entwicklung von Wistar-Ratten (postnatale Entwicklungstage 1 bis 9 und 

30) ab. Weiterhin sollte in dieser Arbeit bestimmt werden, ob die Exposition gegenüber 

Cisplatin die Anzahl und Verteilung der residenten Cochlea-Leukozyten beeinflussen 

würde. Im Folgenden werden die eingangs gestellten Forschungsfragen beantwortet 

und die Hypothesen geprüft. 

Die erste Forschungsfrage lautete: Gibt es residente Leukozyten in der intakten 

Cochlea von Wistar-Ratten? Die Ergebnisse zeigten, dass es verschiedene 

Populationen residenter Leukozyten in der intakten Cochlea von Wistar-Ratten gibt. 

Hierzu zählen CD45-positive, CD11b-positive, CD68-positive und Avidin-positive 

Zellen.  
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Die zweite Forschungsfrage lautete: Kann man die Cochlea-Leukozyten anhand eines 

Satzes von Marker-Expressionspanels (CD45, CD11b, CD68, CD117/c-Kit, 

Heparingranula) charakterisieren? Auch diese Frage konnte basierend auf den 

vorliegenden Ergebnissen bejaht werden. Alle getesteten Leukozyten-Marker des 

Expressionspanels konnten in den untersuchten Geweben detektiert werden. 

Die dritte Forschungsfrage lautete: Wie viele Leukozyten befinden sich in der Cochlea 

und in welchen bestimmten Abschnitten der Cochlea befinden sie sich? Der Median 

der absoluten Leukozytenzahlen pro Explantat lag bei 522 − 984,5 CD45+ Zellen (Abb. 

8), 220 − 533,5 CD11b+ Zellen (Abb. 13), 270,5 − 608 CD68+ Zellen (Abb. 19) und 2 

− 14 Avidin+ Zellen (Abb. 25). Die Leukozyten waren in unterschiedlichen Abschnitten 

der Cochlea lokalisiert. CD68+- und CD11b+-Zellen befanden sich überwiegend im 

Limbus spirale und im Modiolus (Abb. 17 und Abb. 11), CD45+-Zellen und Mastzellen 

überwiegend im Modiolus (Abb. 6 und Abb. 24). 

Die vierte Forschungsfrage lautete: Verändern sich Anzahl der Leukozyten und ihre 

Position in der Cochlea während der postnatalen Reifung der Cochlea? Es konnte in 

der vorliegenden Arbeit demonstriert werden, dass die Anzahl der Leukozyten sich in 

den ersten postnatalen Tagen ändert. CD45+-Zellen nahmen im apikalen Teil bis Tag 

5 zu und blieben danach konstant, während sie im medialen Teil ab Tag 5 abnahmen 

(Abb. 8, Tabelle 10). CD11b+-Zellen nahmen beginnend mit pT1 stetig ab und waren 

nach neun Tagen nur noch im Modiolus und im Ligamentum spirale nachweisbar (Abb. 

11, Tabelle 11). CD68+-Zellen nahmen während der ersten drei Tage zu, danach stetig 

ab (Abb. 23). Die Anzahl der Mastzellen ist im Laufe der Entwicklung eindeutig von 

pT1 bis pT9 zurückgegangen (Abb. 25). 

Die fünfte Forschungsfrage lautete: Beeinflusst die Exposition gegenüber Cisplatin die 

Anzahl und Lage der residenten Leukozyten in der Cochlea? Die Inkubation der 

Cochlea-Explantate mit 10 µM Cisplatin resultierte in einer Schädigung der Mastzellen. 

Die Anzahl der Mastzellen nahm bis zu einer Konzentration von 20 µM zu, danach 

nahm sie wieder ab. CD45+-Zellen zeigten unter Cisplatin-Behandlung ab einer 

Inkubationszeit von 24 Stunden einen Rückgang der Immunzellen (Abb. 35) und der 

Pseudopodien (Abb. 34). Die Zellzahl der CD11b+- und CD68+-Zellen nahm ebenfalls 

nach einer Inkubation über 24 und 48 Stunden ab, und es wurde auch bei diesen Zellen 

apikal, medial und basal ein Rückgang der Immunzellen (Abb. 37 und Abb. 39) und 

der Pseudopodien (Abb. 36 und Abb. 38) beobachtet. Haarzellen zeigten ab einer 

Konzentration von 20 µM eine Schädigung. 
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Zu Beginn der Arbeit wurden die folgenden drei Hypothesen formuliert.  

Hypothese 1: Verschiedene Arten von residenten Leukozyten sind physiologischer 

Bestandteil der gesunden, nativen Cochlea. 

Hypothese 2: Das Stadium der postnatalen Entwicklung der Wistar-Ratte beeinflusst 

die Anzahl, Verteilung und Lokalisation der Cochlea-Leukozyten. 

Hypothese 3: Cisplatin beeinflusst die Anzahl, Verteilung und Lokalisation von in der 

Cochlea befindlichen Leukozyten. 

Basierend auf den vorliegenden Ergebnissen konnten alle drei Hypothesen 

angenommen werden. Im Folgenden werden diese Ergebnisse im Detail beschrieben 

und mit vorherigen Studien verglichen. 

4.2. Interpretation der Ergebnisse und Literaturvergleich 

Die Analyse der organotypischen Cochlea-Kulturen bestätigte das Vorhandensein von 

CD45-positiven Zellen in der Cochlea von Wistar-Ratten. Diese Zellen wurden 

während der ersten neun Tage nach der Geburt der Ratte vornehmlich in der Zone IV 

(Modiolus) detektiert (Abb. 6). Bei genauerer Betrachtung einzelner Strukturen 

innerhalb der Cochlea (Abb. 8, Tabelle 10) zeigte sich, dass im Zuge der Entwicklung 

der Ratten die Anzahl der CD45-positiven Zellen abnahm, diese Zellen aber in einigen 

Bereichen wie der Stria vascularis und Modiolus auch an pT30 noch nachweisbar 

waren. Die Analyse der Anzahl CD45-positiver Zellen ergab, dass sie über den Verlauf 

der Entwicklung der Wistar Ratten relativ stabil blieben, mit einem leichten Anstieg an 

pT5. Betrachtete man die einzelnen Abschnitte der Cochlea, nahm die Zellzahl im 

apikalen Explantat von pT1-pT9 signifikant zu und zur gleichen Zeit im medialen 

Explantat signifikant ab (Abb. 8, Tabelle 10). Dies erlaubte die Schlussfolgerung, dass 

es hier zur Ansammlung CD45-positiver Zellen im apikalen Explantat kam. Für CD45-

positive Zellen fanden sich vornehmlich Typ 3 Zellen, während Typ 1 und 2 Zellen im 

Laufe der Entwicklung an Häufigkeit abnahmen (Tabelle 9). Im Limbus spirale fanden 

sich ausschließlich Zellen des Typs 3 und im Vas spirale cochleae nur Zellen des Typs 

1. Die Morphologie der CD45-positiven Zellen unterschied sich zwischen den drei 

Zelltypen. Die Zellkörpergröße der Zellen des Typs 3 war kleiner als die der Typen 1 

und 2 und wies nur kurze Pseudopodien auf. Im Gegensatz zu den Zellen der Typen 

1 und 2 war die Zellform der Zellen des Typs 3 nicht amöboid, sondern rund bis leicht 

oval, und auch die Kernform dieser Zellen war teilweise oval und nicht rundlich wie in 

den anderen beiden Zelltypen. 
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Dong et al. untersuchten die postnatale Entwicklung von Makrophagen in der Cochlea 

im Corti-Organ und der Basilarmembran von C57BL/6J-Mäusen. Die Entwicklung 

wurde beginnend vom postnatalen Tag 1 anhand der Expression der Makrophagen-

Marker F4/80 und Iba1 sowie der Zellmorphologie untersucht. Es wurden zwei 

unterschiedliche Makrophagenpopulationen im Corti-Organ und der Basilarmembran 

identifiziert, eine in der Scala tympani der Basilarmembran, die anderen oberhalb der 

Basilarmembran, entweder unter den Zellen des Corti-Organs oder entlang des 

Spiralgefäßes der Basilarmembran. Die Anzahl der Makrophagen nahm während der 

postnatalen Entwicklung ab (Dong et al., 2018). Seigel et al. untersuchten die Biologie 

der Mikrogliazellen in der Cochlea der Ratte. Es wurden TMEM119+-, CD11b+-, 

CD45+- und Iba1+-Zellpopulationen immunhistochemisch in der Cochlea 

nachgewiesen, insbesondere im Rosenthal-Kanal, im inneren Sulcus und in der Stria 

vascularis (Seigel et al., 2017). Eine Isolierung von CD11b+-Zellen aus der Cochlea 

und anschließende Immortalisierung mit einem Adenovirus resultierte in der 

Generierung einer neuen Zelllinie, die als Mocha (Mikroglia der Cochlea) bezeichnet 

wurde. Diese Zellen exprimierten Mikroglia-typische Markerproteine und konnten mit 

Lipopolysacchariden stimuliert werden. Ebenso waren diese Zellen in der Lage, 

fluoreszierende Beads zu phagozytieren. Bhave et al. analysierten die Anzahl der 

Leukozyten nach Haarzellverlust des Innenohrs von Vögeln (Bhave et al., 1998). 

Bromodeoxyuridin (BrdU)-Immunhistochemie wurde zur Identifizierung 

proliferierender Zellen in auditorischen und vestibulär-sensorischen Epithelien 

verwendet. LT40, ein Antikörper gegen das Vogelhomolog von CD45, wurde zur 

Markierung von Leukozyten innerhalb der Rezeptorepithelien verwendet. Es konnten 

in physiologischen vestibulären Epithelien Makrophagen und Mikroglia-ähnliche Zellen 

identifiziert werden. Nach dem Haarzellverlust nahm die Zahl der Makrophagen- und 

Mikroglia-ähnlichen Zellen im Sinnesepithel zu. Die Autoren schlussfolgerten, dass 

Makrophagen- und Mikroglia-ähnliche Zellen bei der Freisetzung früher Signale für die 

Zellzyklusprogression im geschädigten sensorischen Innenohrepithel eine Rolle 

spielen könnten. Diese früheren Studien stimmen mit den vorliegenden Ergebnissen 

überein, dass es in der Cochlea auch unter physiologischen Bedingungen eine 

Makrophagenpopulation gibt. Auch die Lokalisation im Stria vascularis in der Studie 

von Seigel et al. ist in Übereinstimmung mit der hier identifizierten Lokalisation. 

Die Analyse der organotypischen Kulturen der OC belegten das Vorhandensein von 

CD11b- und CD68-positiven Zellen an allen untersuchten Entwicklungstagen der 
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Wistar-Ratten im Vas spirale, zwischen inneren und äußeren Haarzellen (Abb. 11 und 

Abb. 17). Die Anzahl der CD11b-positiven Zellen in der Cochlea war an pT1 am 

höchsten und fiel signifikant um fast die Hälfte an pT3 ab, blieb dann aber stabil über 

die gesamte ausgewertete Zeit bis pT9. Dem gegenüber stieg die Anzahl der CD68-

positiven Zellen zur gleichen Zeit (pT3) um mehr als das doppelte an. Auch wenn an 

pT5 die Zellzahl zurückging, so war bis pT9 wieder ein Anstieg der Zellzahl zu 

beobachten. Dieser Verlauf wurde durch Quantifizierung der Gesamtmenge an CD68-

Protein im Western Blot bestätigt. Nach einem Anstieg der CD68-Proteinmenge an 

pT3 folgte ein Rückgang an pT5 und eine gleichbleibend niedrige Menge bis pT9.  

Dieser scheinbare Gegensatz zwischen zwei Oberflächenmarkern, die theoretisch auf 

den gleichen Zellen exprimiert sein sollten, lässt sich auf verschiedene Arten 

diskutieren. Die einfachste Erklärung ist die, dass es eine CD11b-positive und CD68-

negative Population gibt. Ein Beispiel dafür wären z.B. Monozyten-abgeleitete 

dendritische Zellen (DC), die ebenfalls CD11b exprimieren können, auch wenn 

konventionelle DCs in der Regel über Expression von CD11c identifiziert werden 

(Plantinga et al., 2013; Krishnaswamy et al., 2017). Die Nomenklatur der 

Oberflächenmarker basiert auf den Ergebnissen verschiedener Labore, die 

unterschiedlichste Methoden und Antikörper verwendet haben. Das bedeutet, dass die 

Liste der Zellen, die CD11b oder CD68 exprimieren sollen, und die Übergänge von 

Zelle zu Zelle fließend sein können. Im Zuge der Entwicklung der Zellen, aber auch 

durch Aktivierungssignale, können die Zellen darüber hinaus die Expression einiger 

Oberflächenmarker anpassen. So kommt es z.B. bei T-Zellen nach deren Aktivierung 

zu einer massiven Expression von CD69 innerhalb einiger Stunden aber bereits 24 

Stunden später ist CD69 per FACS kaum noch nachzuweisen bzw. wieder auf den 

geringen Ausgangswert einer unstimulierten T-Zelle gesunken (Cibrián et al., 2017). 

Abgesehen davon, dass man also möglicherweise eine CD11b+-/ CD68+-Population 

identifiziert hat, die nach pT1 langsam verschwindet, wäre es auch möglich, dass die 

Expression von CD11b auf den Zellen so stark sinkt, dass sie bei der Auszählung nicht 

mehr als CD11b-positive Zellen erkannt werden konnten, während sie aber immer 

noch CD68 in ausreichender Menge exprimieren, um als solche identifiziert zu werden.   

Betrachtet man zusätzlich noch die Ergebnisse der Kryoschnitte für CD11b und CD68, 

dann ergibt sich noch eine dritte Möglichkeit: die Existenz einer CD11b+-/ CD68+-

Population. Während nämlich zu keinem Zeitpunkt der Entwicklung der Wistar-Ratte 

CD11b-positive Zellen in der Reissner’schen Membran, der Scala media und dem 
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Corti-Organ nachgewiesen wurden, befanden sich an pT1, und pT3 in allen genannten 

Bereichen CD68-positive Zellen und in der Reissner’schen Membran noch bis pT5 und 

dem Corti-Organ sogar bis pT7. In jedem Fall befinden sich somit CD68-positive Zellen 

in der Cochlea der Wistar-Ratten, deren Anzahl im Verlauf der Entwicklung der Ratte 

zunimmt, insbesondere an pT3. Dieser Befund deckt sich mit den Ergebnissen von 

Wei Liu et al., die mittels hochauflösender immunhistochemischer Analysen 

Makrophagen in der menschlichen Cochlea nachweisen konnten, ähnlich wie O’Malley 

et al. bereits zwei Jahre zuvor. 

Für Makrophagen ist diese Variabilität in Bezug auf die Expression von 

Oberflächenmarkern bereits in mehreren Studien nachgewiesen worden und 

bestätigte sich somit auch hier (Hu et al., 2018). Darüber hinaus ist es auch bekannt, 

dass die Immunzellen, insbesondere Makrophagen, auch die Form ihres Zellkörpers 

in Abhängigkeit der Umgebung anpassen können. In einer Studie von Hu et al. wird 

anschaulich gezeigt, dass die Makrophagen im apikalen Explantat der Cochlea 

dendritischen Zellen ähneln, mit langen verzweigten Pseudopodien. Im medialen 

Explantat sind die Pseudopodien weniger häufig ausgebildet und basal nahezu 

vollständig zurückgezogen. Auch in der vorliegenden Arbeit konnte beobachtet 

werden, dass diese drei verschiedenen Stufen existieren, allerdings wurde keine 

statistische Erhebung darüber durchgeführt, zu welcher Zeit welche Zelltypen in 

welchem Explantat der Cochlea auftreten, sondern deren Häufigkeit erfasst, 

zusammen mit einer phänotypischen Beschreibung in Abhängigkeit der Entwicklung 

der Wistar-Ratte und in Bezug auf apikale, mediale oder basale Lokalisation. Eine 

spezifische Ansammlung der verschiedenen Zelltypen in apikalen, medialen oder 

basalen Explantaten konnte für keinen der drei untersuchten Oberflächenmarker 

festgestellt werden. Dagegen konnten manche Typen in spezifischen Bereichen 

innerhalb der Cochlea hier nicht nachgewiesen werden. CD11b-positive Zellen jedes 

Typs kamen während der gesamten untersuchten neun Tage der Entwicklung der 

Wistar-Ratte in gleichem Maße vor, wohingegen CD68-positive Zellen des Typs 2 und 

3 etwas häufiger vorzukommen schienen als Typ 1. Auch hier fanden sich Bereiche 

innerhalb der Cochlea, in dem nur ein Typ Zelle vorkam. So fanden sich im Corti-Organ 

und dem Vas spirale cochleae nur CD68-positive Zellen des Typs 3. 

Es ist sehr wahrscheinlich, dass es sich bei allen drei Zelltypen im Grunde um die 

gleiche Zellart (Makrophagen) handelte, da Makrophagen, wie beschrieben, die Länge 

ihrer Pseudopodien anpassen können. Zudem besteht die Möglichkeit, dass sich 
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CD45-, CD11b- oder CD68-positive Typ 3-Zellen in Typ 1- oder Typ 2-Zellen 

umwandeln können. So führen Aktivierungssignale z.B. zu einem Wachsen des 

Zellkörpers und der Ausbildung vieler Pseudopodien in die Richtung der detektierten 

Inflammation (Frye et al., 2017). Da die Erfassung des Phänotyps und der Häufigkeit 

der Zellen in organotypischen Explantaten durchgeführt wurde und durch die 

Behandlung während der Präparation durchaus eine solche Entzündungsreaktion 

ausgelöst worden sein könnte, sollten die vorliegenden Daten entsprechend mit 

Vorsicht interpretiert werden. Es besteht z.B. die Möglichkeit, dass sich die Zellen vor 

der Präparation im Limbus und Modiolus befanden und später, nach 24 Stunden 

Ruhezeit, zu dem entfernten Teil der Stria vascularis wanderten, um zur Heilung des 

geschädigten Gewebes beizutragen. Möglicherweise diente dies zur 

Immunüberwachung des betroffenen Bereiches, damit die Heilung des Gewebes 

erfolgen konnte. In jedem Fall zeigte sich aber das komplexe Zusammenspiel von 

Immunzellen mit dem sie umgebenden Gewebe und wie wichtig es ist dieses zu 

verstehen, um es in Zukunft für eine mögliche Behandlung auszunutzen zu können. 

Wie in der Einleitung erwähnt, ist die Ossifikation der Cochlea bei der Ratte erst ab 

dem fünften Entwicklungstag postnatal abgeschlossen. Die Knochenbildung selbst ist 

eher ein Knochenumbauprozess, bei dem Gewebe auf und wieder abgebaut wird 

(Berendsen et al., 2015). Hierbei entsteht sehr viel abzubauendes Gewebe, in Form 

von Zelltrümmern apoptotischen Zellen zum Beispiel. Die Beteiligung von 

Makrophagen bei diesen Ossifikationsprozessen ist bekannt und wurde bereits 

mehrfach nachgewiesen (Levesque et al., 2018; Schlundt et al., 2018), allerdings noch 

nicht im Kontext der Ossifikation der Cochlea. Die vorliegenden Daten belegen somit 

zum ersten Mal einen zeitlichen und lokalen Zusammenhang zwischen Makrophagen 

und der Verknöcherung der Cochlea bei Wistar-Ratten. In Folgestudien müsste 

allerdings durch spezifischere Analysen nachgewiesen werden, ob eine direkte 

Beteiligung dieser Zellen bei der Ossifikation besteht oder ob es eine Ansammlung im 

Gewebe ist, die zur gleichen Zeit stattfindet. 

Eine weitere Zellpopulation, die bei der Ossifikation eine entscheidende Rolle spielt, 

sind Mastzellen. Während die Anzahl der Avidin-positiven Zellen im Laufe der 

Entwicklung eindeutig von pT1 bis pT9 zurückgegangen ist (Abb. 25) und sich somit 

keine besondere Anreicherung der Zellen gen pT5 nachweisen ließ, so fanden sich bei 

genauerer Betrachtung doch auch hier Hinweise darauf, dass die Mastzellen bei der 

Ossifikation der Cochlea eine Rolle spielen könnten. In einer repräsentativen, 
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konfokal-mikroskopischen Darstellung eines Querschnitts durch die Cochlea war gut 

erkennbar, dass Avidin-positive Zellen, neben Modiolus und Limbus spirale, vor allem 

in den die Cochlea umgebenden Bereichen zu finden waren, die zum Zeitpunkt der 

Aufnahme an pT3 noch nicht verknöchert waren. Es besteht somit die Möglichkeit, 

dass die Avidin-positiven Mastzellen, ähnlich wie die CD68-positiven Makrophagen an 

der Ossifikation der Cochlea beteiligt sind. Bestärkt wird dieser Befund dadurch, dass 

die Proteinmenge an CD117/c-Kit, als ein spezifischer Marker für Mastzellen, ab pT1 

bis pT5 anstieg und dann ab pT7 wieder abfiel. Dies spricht dafür, dass vermehrt 

Mastzellen in die Cochlea migrierten oder vor Ort gebildet wurden. 

Ein möglicherweise ähnlicher Zusammenhang könnte zwischen der Entwicklung des 

Gehörs der Wistar-Ratte und der Anwesenheit der untersuchten Immunzellen 

bestehen. Es ist bekannt, dass sich das Gehör der Ratte in den ersten Wochen nach 

der Geburt erst noch entwickeln muss und erst ab pT12 erste luftübertragene 

Schallwellen detektiert werden können, mit voller Funktionsfähigkeit ab pT22 (Geal-

Dor et al., 1993). 

Die Anzahl der Zellen, die die getesteten Oberflächenmarker exprimierten, variierte 

wie beschrieben innerhalb der untersuchten neun Tage postnatal. Betrachtete man die 

Zellverteilung innerhalb der organotypischen Explantate, war in allen Fällen 

nachweisbar, dass sich CD45-, CD11b und CD68-positive Zellen in der Nähe der 

inneren und äußeren Haarzellen aufhielten (Zone II), wenn auch in unterschiedlicher 

Anzahl. So befanden sich im Mittel 24 CD45-positive Zellen in der OC aber nur 9 

CD11b-positive- und 5 CD68-positive Zellen.  

Allerdings befanden sich in den Kryoschnitten der OC, die der realen Verteilung der 

Immunzellen innerhalb der Cochlea näher kommen, als die artifizielle,  organotypische 

Kultur, zu keinem Zeitpunkt CD11b-positive Zellen innerhalb des Corti-Organs. Es 

besteht deshalb durchaus die Möglichkeit, dass sich CD11b-positive Zellen innerhalb 

der organotypischen Kultur fundamental anders verhalten als in vivo. Gleiches gilt für 

die CD45-positiven Zellen, die in Kryoschnitten des Corti-Organs zu keinem Zeitpunkt 

nachgewiesen werden konnten. Entsprechend ist hier eine Beteiligung ebenfalls 

fraglich, kann aber auch nicht gänzlich ausgeschlossen werden. 

Für CD68-positive Zellen hingegen konnte eine Korrelation zwischen der Anwesenheit 

innerhalb IHZ/ ÄHZ der organotypischen Kultur und den Kryoschnitten durch das Corti-

Organ nachgewiesen werden. So befanden sich in der organotypischen Kultur an pT1-

9 CD68-positive Zellen vor allem im Limbus spirale und Modiolus aber auch neben den 
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Stützzellen und IHZ/ ÄHZ. In den Kryoschnitten waren sie ebenfalls nachweisbar, 

wenn auch nur innerhalb der ersten sieben Tage postnatal und nicht an pT9. Diese 

geringfügige Divergenz kann ebenfalls durch organotypische Kultivierung verursacht 

worden sein, z.B. durch die Präparation selbst, bei der nachgewiesen wurde, dass 

CD68-positive Makrophagen zum Ort des Gewebeschadens migrieren. 

Möglicherweise wurden dadurch am Ort des Gewebeschadens Zytokine 

ausgeschüttet, die die Migration der Immunzellen fundamental veränderten, wie im 

Falle der CD45- und CD11b-positiven Zellen, oder den normalen Verlauf der 

Entwicklung zeitlich verzögerten. Chemokine wie z.B. CXCL3, die über die Bindung an 

ihre Rezeptoren auf Seiten der migrierenden Zellen ein Signal zur Infiltration 

übermitteln, spielten in diesem Kontext eine wichtige Rolle. Insbesondere 

Makrophagen, Monozyten, Dendritsche Zellen und T-Zellen reagieren auf durch 

Chemokine ausgelöste Signale (Palomino et al., 2015). 

Aufgrund der direkten Interaktion von Makrophagen mit den IHZ/ ÄHZ des Corti-

Organs und der Tatsache, dass vor allem residente, während der 

Embryonalentwicklung eingewanderte Makrophagen besondere Funktionen bei 

Gewebshomöostase, Remodelling und Phagozytose erfüllen, besteht durchaus die 

Möglichkeit, dass sie auch bei der Reifung der IHZ/ ÄHZ eine ähnliche Funktion 

erfüllen; sei sie direkt (Phagozytose/ Remodelling) oder indirekt (Homöostase) (Frossi 

et al., 2017). 

Gleiches könnte auch für die anwesende Population der Mastzellen zutreffen. Wie zu 

erwarten, waren lediglich CD117/c-Kit+ Zellen ebenfalls Avidin-positiv, sowie eine 

Subpopulation der CD45-Positiven. Für diese CD45+/ CD117/c-Kit+ /Avidin+ Mastzell-

Population konnte innerhalb der organotypischen Kultur ein direkter Kontakt mit 

CD11b- und CD68-positiven Zellen nachgewiesen werden. Entsprechend wäre es 

möglich, dass Mastzellen zusammen mit anderen Leukozyten vor Ort an der Reifung 

der IHZ/ ÄHZ beteiligt waren. Unterstützt wird diese Hypothese dadurch, dass 

nachgewiesen werden konnte, das Serotonin, ausgeschüttet durch Mastzellen, im 

zentralen Nervensystem die Reifung von Neuronen des Hippocampus unterstützen 

kann (Nautiyal et al., 2012). Dass die CD117/c-Kit-positiven Mastzellen eine Rolle bei 

der Homöostase des peripheren auditorischen Systems spielen könnten, wurde 

zudem in einigen klinischen Studien der letzten Jahrzehnte nachgewiesen. Manche 

Patienten, die mit dem Tyrosinkinase-Inhibitor Imatinib (Gleevec) behandelt wurden, 

entwickelten im Laufe der Behandlung einen irreversiblen, sensineuronalen Hörverlust 
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(Attili et al., 2008; Janssen et al., 2009; Lin et al., 2012; Wasif et al., 2016). CD117/c-

Kit ist eine Rezeptor-Tyrosin-Kinase und könnte in diesen Fällen durch die Behandlung 

betroffen worden sein, obwohl die eigentliche Indikation des Inhibitors die Behandlung 

von chronisch myeloischer Leukämie und gastrointestinaler Stromatumore darstellt. 

Tatsächlich konnte sowohl an Studien mit Mäusen aber auch mit Imatinib behandelten 

Langzeitpatienten eine Mastzellen-Defizienz nachgewiesen werden (Cerny-Reiterer et 

al., 2015). Tyrosin-Kinase-Inhibtitoren wie Imatinib, Nilotinib und Masitinib sind deshalb 

seit kurzem in den Fokus gerückt bei der Behandlung der fortgeschrittenen, 

systemischen Mastozytose, bei der es zu einer ausgeprägten Überproduktion von 

Mastzellen im gesamten Körper kommt. Erste Studien weisen darauf hin, dass diese 

Inhibitoren die Zahl der Mastzellen signifikant reduzieren und die Krankheit damit 

kontrollieren können. Da CD117 spezifisch auf Mastzellen zu finden ist, liegt folglich 

die Schlussfolgerung nahe, dass durch Inhibition, des für die Entwicklung der 

Mastzellen so wichtigen c-Kit, deren Funktion beeinträchtigt wurde. Alternativ könnte 

die Inhibition aber auch Apoptose in den Mastzellen ausgelöst haben und dadurch eine 

Entzündungsreaktion verursacht worden sein, durch die die IHZ/ ÄHZ irreversibel 

durch infiltrierende Immunzellen geschädigt wurden (Gilreath et al., 2019). 

Unabhängig davon, ob Mastzellen an der Ossifikation der Cochlea oder der Reifung 

von IHZ/ ÄHZ beteiligt sind oder nicht, zeigen die für diese Doktorarbeit 

zusammengestellten Daten zum ersten Mal, dass sich grundsätzlich Mastzellen 

innerhalb der Cochlea (Modiolus, Spiral-Limbus und Spiral-Ligament) von Wistar-

Ratten befinden, was bis dato nicht bekannt war. Ob sich diese Befunde auf den 

Menschen übertragen lassen und sich auch dort Mastzellen befinden, die ähnliche 

Funktionen übernehmen, müsste allerdings in entsprechenden Folgestudien 

untersucht werden. Es finden sich allerdings bereits einige Indizien dafür, dass an 

Erkrankungen bei Menschen, die zum Hörverlust führen, immunologische Prozesse 

beteiligt sind und in diesem Kontext auch Mastzellen eine Rolle spielen könnten. 

Morbus Meniére z.B. wird anteilig durch die Entstehung eines sogenannten Hydrops 

verursacht, einem endolymphatischen Überdruck innerhalb des Sacculus utriculus. 

Die Ursache dafür wird noch diskutiert und untersucht, aber erste Befunde in 

Meerschweinchen bestätigen, dass man durch Injektion von Antigenen oder 

Antikörpern einen solchen Hydrops auslösen kann (Yoo et al., 1983). Eine diskutierte 

Funktion der Mastzellen in dem Kontext ist die, dass durch Aufnahme solcher 

Antigene/ Bindung der Antikörper die Ausschüttung von Histamin ausgelöst wird. 
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Durch Bindung des Histamins an den Histaminrezeptor, deren Existenz im Innenohr 

von Mäusen nachgewiesen wurde (Dagli et al., 2008; Derebery et al., 2010), könnte 

eine Dysregulation des endolymphatischen Flüssigkeitshaushalts und damit der 

Hydrops ausgelöst werden.   

Der Nachweis von Mastzellen im Innenohr der Ratte stellt somit einen triftigen Grund 

dar, entsprechende Studien auch im Innenohr des Menschen durchzuführen. Dies 

könnte zum besseren Verständnis von Morbus Meniére führen und schließlich auch 

eine potenzielle Therapie ermöglichen. 

Die Substanz Cisplatin wird erfolgreich gegen Tumorerkrankungen eingesetzt, trotz 

der bekannten zahlreichen nephrotoxischen, neurotoxischen und ototoxischen 

Nebenwirkungen. Die klinischen Symptome einer Cisplatin-induzierten Ototoxizität 

sind sehr einheitlich, unterscheiden sich aber in ihrer Ausprägung und sind von Dosis, 

Häufigkeit, Methode und Dauer der Gabe abhängig (Drögemöller et al., 2019).  

Eine Inkubation der organotypischen Kultur mit Cisplatin unterschiedlicher 

Konzentrationen ergab für die Anzahl der Mastzellen ein interessantes Ergebnis (siehe 

Abb. 32 und Abb. 33). Während eine Inkubation mit 10 µM weder Einfluss auf 

Morphologie noch Zellzahl zeigte, wurde durch 20 µM nicht nur die Degranulierung 

ausgelöst, sondern auch eine Zunahme der Anzahl von Mastzellen. 

Degranulierung von Mastzellen wird durch die unterschiedlichsten Stimuli ausgelöst 

und inkludiert neben SCF vor allem PAMP-, TLR-Signale und Zytokine. Der durch 

Cisplatin ausgelöste Schaden an den Zellen führt zur Freisetzung von PAMPs und 

möglicherweise auch zur Freisetzung von relevanten Zytokinen. Die Zytokine 

Interleukin 4 und 10 sind bekannt dafür in diesem Kontext Proliferation, Funktion und 

Überleben von Mastzellen zu stimulieren (Mosmann et al., 1986; Polukort et al., 2016). 

Entsprechend wäre es denkbar, dass durch die Cisplatin-Inkubation SCF und Zytokine 

freigesetzt werden, die die Apoptose der Mastzellen blockiert und die Proliferation der 

Mastzellen anregt (Iemura et al., 1994). Neben diesen potentiellen indirekten Effekten 

auf die Biologie der Mastzellen kann Cisplatin allerdings auch direkte Effekte in 

Mastzellen auslösen. In einer Studie von 1996 wurde in Mausstudien gezeigt, dass die 

Degranulierung von Mastzellen direkt durch Inkubation mit Cisplatin ausgelöst werden 

kann (Brzezinska-Blaszczyk et al., 1996). Inkubation mit 40 µM Cisplatin führte 

dagegen zu einem starken Rückgang der Anzahl der Mastzellen innerhalb der OC. 

Möglicherweise ist bei dieser Konzentration ein Punkt erreicht worden, ab dem der 

Schaden an IHZ/ ÄHZ so groß war, dass das ausgelöste PAMP-Signal ebenfalls zu 
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einer Überstimulation der Mastzellen führte und diese in die Apoptose trieb (Tabelle 

15). Alternativ könnten aber auch Monozyten und Makrophagen geschädigt worden 

sein, die die zuvor beschriebenen Zytokine ausgeschüttet und die Proliferation der 

Mastzellen gefördert haben. Eine dritte, nicht auszuschließende Option, ist 

experimenteller Natur. Für die Zählung der Mastzellen wurde die Heparin-Granula 

mittels Avidin-Alexa 488 angefärbt. Bei vollständiger Degranulierung lag die 

Fluoreszenz diffus vor und die Zellmembran der Mastzellen war sehr schwer zu 

erkennen. Entsprechend bestand die Möglichkeit, dass manche Mastzellen nicht als 

solche mitgezählt wurden und deren Anzahl unterschätzt wurde. 

In den Folgeversuchen wurde neben den Effekten auf IHZ/ ÄHZ auch der Einfluss auf 

CD45-, CD11b- und CD68-positive Zellen in Abhängigkeit der Zeit untersucht. In allen 

drei Fällen hatte eine dreistündige Inkubation mit 20 µM Cisplatin keinen Effekt auf die 

Morphologie der Zellen. Nach 24 und 48 Stunden veränderte sich die Morphologie der 

Zellen, die diese Oberflächenmarker exprimieren, dahingehend, dass die 

Pseudopodien nahezu vollständig zurückgebildet wurden, was dafürspricht, dass die 

Zelle gestresst oder stimuliert wurde.  

Die Anzahl der Zellen, die die drei untersuchten Oberflächenmarker exprimierten, 

nahm im Laufe der Inkubationszeit von 48 Stunden auch in der Kontrollgruppe ohne 

20 µM Cisplatin ab. Dies galt sowohl für CD45-, als auch CD11b- und CD68-positive 

Zellen. In jedem Fall ließ sich auch trotz dieses Rückgangs der Zellzahl ein deutlicher 

Einfluss des Cisplatins auf die Anzahl der Zellen, die CD11b, CD45 oder CD68 

exprimieren, erkennen. Nach drei Stunden konnte zwar noch kein Unterschied zur 

Kontrolle in der Zellzahl beobachtet werden, aber nach 24 und noch stärker nach 48 

Stunden.  

Die gesammelten Daten zu mit Cisplatin-behandelten organotypischen Kulturen 

belegen somit, dass sowohl die Anzahl als auch vermutlich die Funktionalität der 

untersuchten Immunzellpopulation stark beeinflusst werden.  

Wie in der Einleitung beschrieben, sind die Mechanismen, die den ototoxischen 

Schaden durch Cisplatin-Gabe verursachen, ziemlich gut untersucht und identifiziert. 

Sowohl die Produktion von ROS, als auch die durch den Rezeptor TRPV1 ausgelöste 

Signalkaskade, die zu lokalen Entzündungsreaktionen und Apoptose führt, sind hierfür 

ausschlaggebend (L. P. Rybak, 2007; Bhatta et al., 2019). Ausgehend von diesen 

Schäden wird angenommen, dass ein sukzessiver Schaden entsteht, der zusätzlich 

durch Immunreaktionen verstärkt wird. Die nun vorliegenden Daten belegen potentiell 
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eine weitere Dimension des ausgelösten Cisplatin-Schadens: eine direkte Schädigung 

der bei diesen Immunreaktionen beteiligten Makrophagen und Mastzellen. 

Möglicherweise entwickeln sich dadurch bereits geringfügige Schäden an den IHZ/ 

ÄHZ zu ausgewachsenen Immunreaktionen, weil die Makrophagen, die eigentlich die 

Zelltrümmer (DAMP) aus dem Gewebe entfernen sollen, selbst geschädigt werden und 

nicht mehr zum Ort des Schadens wandern können oder in die Apoptose getrieben 

werden. Gleiches könnte für die Mastzellen gelten, allerdings müsste deren Existenz 

innerhalb des Innenohrs des Menschen zuerst belegt werden, bevor solch eine 

Schlussfolgerung sinnvoll gezogen werden kann. 

4.3. Limitationen der vorliegenden Arbeit 

Die für diese Arbeit verwendeten Techniken an Explantaten der Wistar-Ratte sind 

bereits seit Jahren etabliert. Allerdings ist die Präparation der Cochlea aus dem 

Schädel der Wistar-Ratte ab dem 5. Entwicklungstag postnatal durch die einsetzende 

Verknöcherung erschwert. Da sich eine Präparation von Rattengeweben für eine 

organotypische Kultur ab Tag 30 schwierig darstellt, werden Organe von 

Versuchstieren diesen Alters üblicherweise anhand von Kryoschnitten dargestellt und 

interpretiert (Sobkowicz et al., 1993). 

Mastzellen, als eine der zu untersuchenden Population innerhalb der Cochlea, sind 

sehr empfindliche Zellen, die sowohl auf mechanische Reizung, als auch 

Temperaturschwankungen reagieren können. Darüber hinaus sind Mastzellen dazu in 

der Lage zu regranulieren, was bei der Beurteilung des ausgelösten Schadens durch 

Cisplatin erschwerend hinzukam, da der Status der Degranulation ein 

Bewertungskriterium darstellte und es nicht möglich war, zwischen Zellen zu 

unterscheiden, die „nicht degranuliert“ oder bereits wieder „regranuliert“ sind. Diese 

Problematik ist leider nicht mit alternativen Techniken zu umgehen und ist vermutlich 

ein Grund dafür, warum so wenige Daten bezüglich Mastzellen im Innenohr existieren.  

Ein weiterer unvermeidbarer Effekt, ist die Migration von Immunzellen in das Gebiet 

des durch die Präparation mechanisch gereizten Gewebes. Um solche Einflüsse auf 

die statistische Auswertung der Anzahl der untersuchten Immunzellen zu minimieren, 

wurden die Zellen im Bereich des Schnittes der organotypischen Kulturen nicht mit 

einbezogen.  

Darüber hinaus wurden die aus der Cochlea präparierten Explantate vor der 

eigentlichen Färbung für 24 Stunden in einem Medium inkubiert, so dass die 
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organotypische OC-Kultur vollständig an der Kulturplatte haften würde. Es ist nicht 

auszuschließen, dass in diesen 24 Stunden einige der zu untersuchenden Zelltypen 

apoptotisch abgebaut wurden oder sich anders als in vivo verhielten.   

Die angewandte 4 Zonen/ 5 Ebenen-Methode wurde anhand sichtbarer Übergänge 

innerhalb der Präparate festgelegt. Dies ermöglichte zum einen eine einfacher 

durchzuführende Zählung in kleineren Abschnitten, als auch eine genauere 

Betrachtung der Verteilung der Immunzellen innerhalb spezifischer Bereiche der OC 

zusätzlich zur Aufteilung nach apikalen, medialen und basalen Explantaten. Dies 

minimierte, schloss jedoch die Fehler des Bewertens während der Zellenbeurteilung 

nicht aus. Das Fehlen von FACS-Analysen, die die mikroskopische, quantitative 

Auswertung bestätigen könnten und der damit verbundene Mangel an durchgeführten 

Doppelfärbungen, um spezifische Zelltypen konkret zu identifizieren, erschwerte die 

Interpretation der Daten. 

5. Schlussfolgerung 

Das Ziel der vorliegenden Arbeit war es, in der unbehandelten, gesunden und intakten 

Cochlea von Wistar-Ratten Leukozyten zu identifizieren und zu charakterisieren.  

Alle initial aufgestellten Forschungsfragen konnten ausreichend beantwortet werden. 

So konnte anhand organotypischer Kulturen und Kryoschnitten durch die Cochlea 

gezeigt werden, dass CD45-, CD11b-, CD68-, CD117/c-Kit- und Avidin-positive Zellen 

im Innenohr der Wistar-Ratte existieren und sich diese in Abhängigkeit des Alters der 

Ratte postnatal in verschiedenen Bereichen der Cochlea befinden. Insbesondere für 

die Avidin-positive Mastzellpopulation ist dies der erste Beleg für deren Existenz 

innerhalb des Innenohrs von Wistar-Ratten.  

Abgesehen von diesen belegbaren Beobachtungen zu Anzahl und Verteilung der 

Immunzellen innerhalb der Cochlea erlauben die Daten die Schlussfolgerung, dass 

CD68-positive Makrophagen und Avidin-positive Mastzellen potentiell bei der 

Ossifikation der Cochlea mitwirken könnten, da sie sich zur entsprechenden Zeit im 

sich verknöchernden Bereich befinden und darüber hinaus nachgewiesenermaßen bei 

der Ossifikation von Knochen in anderen Bereichen des Körpers eine Rolle spielen. 

Ein weiterer Zusammenhang besteht möglicherweise für CD68-positive Makrophagen 

und die Entwicklung des Gehörs der Ratte, da sich diese Zellen während der 

Entwicklung von IHZ/ ÄHZ in direkter Nähe befinden. Sowohl für die Ossifikation als 

auch die neuronale Reifung besteht die Möglichkeit, dass die Immunzellen eine Art 
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Immunüberwachung im Bereich des umzustrukturierenden Gewebes übernehmen, um 

eine Überreaktion des Immunsystems und eine damit verbundene Schädigung des 

umgebenden Gewebes zu vermeiden. 

Die fünfte Forschungsfrage befasste sich mit der Wirkung von Cisplatin auf eben diese 

Immunzellpopulationen. Die Daten belegen eindeutig, dass Cisplatin in Abhängigkeit 

der Inkubationsdauer und der Cisplatinkonzentration alle untersuchten Zellen 

schädigt. Entsprechend liegt es nahe zu schlussfolgern, dass diese Schädigung der 

Immunzellen ein Teil des ototoxischen Effekts von Cisplatin während der 

Krebstherapie darstellen könnte.  

Es bleibt zu beweisen, ob der Zusammenhang zur Ossifikation und Gehörentwicklung 

tatsächlich besteht und ob sich auch Mastzellen im Innenohr des Menschen befinden.  

Der vorgestellte Befund eröffnet wahrscheinlich neue Möglichkeiten für die Diagnose 

und Behandlung von Innenohrerkrankungen. 
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und 9; b. Box-Whisker-Plots, DID CD117/c-Kit zu DID ß-Aktin. 

 Abb. 5a + b, Gesamtanzahl der Avidin-positiven Zellen in membranösen 
Cochleae von Wistar-Ratten abhängig vom postnatalen Alter, Cochlea gesamt; 
Box-Whisker-Plots. 
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24 h, Wistar-Ratten - pT5. 

 Abb. 6: Verteilung der Mastzellen nach Behandlung mit Cisplatin in der 
gesamten Cochlea, Wistar-Ratten - pT5; Box-Whisker-Plots. 
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 Abb. 7: CD45-positive Zellen in der Cochlea der Wistar-Ratten - pT5, 
Aufnahmen von basalen Explantaten. 

 Tabelle 9. CD45-positive Zellen, morphologische Unterschiede, Verteilung und 
Lokalisation in der Cochlea, Wistar-Ratten - pT5. 

 Abb. 8d: Statistische Darstellung der Anzahl der CD45-positiven Zellen 
membranöser Cochleae von Wistar-Ratten im Altersvergleich; Box-Whisker-
Plots. 

 Abb.12: CD11b-positive Zellen in der Cochlea der Wistar-Ratten - pT5, 
Aufnahmen von basalen Explantaten. 

 Tabelle 11. CD11b-positive Zellen, morphologische Unterschiede, Verteilung 
und Lokalisation in der Cochlea von Wistar-Ratten - pT5. 

 Abb.13: Statistische Darstellung der Anzahl CD11b-positiver Zellen des 
basalen Explantats membranöser Cochleae von Wistar-Ratten im 
Altersvergleich; Box-Whisker-Plots. 

 Abb.18: CD68-positive Zellen in der Cochlea der Wistar-Ratten - pT5, 
Aufnahmen von basalen Explantaten. 

 Tabelle 13. CD68-positive Zellen, morphologische Unterschiede, Verteilung und 
Lokalisation in der Cochlea, Wistar-Ratten - pT5. 

 Abb.19: Statistische Darstellung der Anzahl CD68-positiver Zellen 
membranöser Cochleae von Wistar-Ratten im Altersvergleich; Box-Whisker-
Plots. 
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