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1. Einleitung

1.1 Das Innenohr — Anatomie und Physiologie

Das Hororgan der Sdugetiere befindet sich im Temporalknochen des Schéadels. Umweltge-
rausche werden (ber die Ohrmuschel gesammelt, Gber den Gehérgang weitergeleitet und verset-
zen das Trommelfell in Schwingung. Diese Bewegungen werden Uber die Gehdrknoéchelchenket-
te, die sich im luftgefullten Mittelohr befindet, weitergeleitet [1]. Das innerste Gehdrknochel-
chen, der Stapes, inseriert am ovalen Fenster und Ubertragt die Schallenergie an das Innenohr
(Abbildung 1). Das Innenohr besteht aus einem auditorischen Teil, der Cochlea, und aus einem
vestibuldren Teil, dem Labyrinth. Die menschliche Cochlea hat die Form einer Schnecke, ist
etwa 34 mm lang und mi8t im Durchmesser etwa 2 mm. Sie ist spiralig 2,5mal um den konisch
geformten Modiolus gewunden [2]. Die Cochlea ist an ihrer breiten Basis gegen das Mittelohr
abgrenzt. Hier befinden sich das ovale Fenster, direkt unter der Stapes-Platte, und das runde
Fenster. Die Wéande der Cochlea bestehen aus Knochengewebe. Der Querschnitt durch die Coch-
lea zeigt drei flissigkeitsgefiillte Hohlraume: die Scala vestibuli, die Scala media auch Ductus
cochlearis genannt und die Scala tympani. Die Scala media ist von der Scala vestibuli durch die
ReiRner-Membran getrennt und von der Scala tympani durch die Basilarmembran. Auf dieser
sitzt das Cortische Organ (OC), welches die Sinneszellen des auditorischen Organs und ver-
schiedene Stiitzzellen umfasst. Uber dem Cortischen Organ liegt die Tektorialmembran [3]. Die
Basilarmembran verbreitert sich zur Spitze hin und ist hier etwa flinfmal breiter als an der Basis,
anders als die Cochlea, die sich zur Spitze hin verschmélert. Die Steife der Basilarmembran
nimmt zur Spitze hin ab [1]. Wahrend die Scala media an der Spitze der Cochlea blind endet,
geht die Scala vestibuli tiber das Helicotrema, eine Offnung in der Basilarmembran, in die Scala
tympani Uber. An der Basis der Cochlea wird die Scala vestibuli durch das ovale Fenster, die
Scala tympani durch das runde Fenster gegen das Mittelohr begrenzt. Die Flissigkeit in der Sca-
la vestibuli und Scala tympani, die Perilymphe, ist d&hnlich wie Liquor Kalium-arm (7 mM) und
Natrium-reich (140 mM). Die Flussigkeit in der Scala media, die Endolymphe, ist dagegen ahn-
lich wie intrazellulére Flussigkeit Kalium-reich (150 mM) und Natrium-arm (1 mM). Die aktiven
Transportprozesse, die diese lonenverteilung aufrechterhalten, finden in der Stria vascularis statt.
Die Stria vascularis ist das Endothel an der dem Cortischen Organ benachbarten Wand der Scala
media. Natriumionen werden entgegen dem Konzentrationsgefalle resorbiert, Kaliumionen se-
zerniert. Die Endolymphe weist aufgrund der Permeabilitat der ReilRner Membran und der Kon-

zentrationsunterschiede der Natrium- und Kaliumionen das sogenannte endocochleére Potential
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auf, ein um etwa 80 mV positiveres elektrisches Potential als das der Perilymphe [3].
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Abbildung 1: Schematische Darstellung der Schalltibertragung im menschlichen Ohr. A: Schnitt durch das Os
temporale. B: Frequenzselektivitat. Die Schwingungen des Trommelfells (t) werden Uber die drei Mittelohrkndchel-
chen, Malleus (m), Incus (i) und Stapes (s), weitergeleitet, Giber das ovale Fenster auf das Innenohr ibertragen und
schlieBlich tber das runde Fenster (rw) wieder an das Mittelohr abgegeben. Zur besseren Ubersicht der Skalen ist
die Cochlea entrollt dargestellt. Die initiierten Druckwellen in der cochleédren Flissigkeit setzen die Basilarmemb-
ran, auf der das Cortische Organ mit den Haarzellen sitzt, in Schwingung. Die Wanderwelle bewegt sich von der
Basis der Cochlea zur Spitze und erreicht abhangig von der jeweiligen Frequenz des Schallsignals ihr Amplituden-
maximum in einem bestimmten Bereich. Die Frequenzselektivitidt der menschlichen Cochlea ist in Kilohertz, von
0,1 — 20 kHz, angegeben. Die Frequenzen sind logarithmisch verteilt, so dass jede Zehnerpotenz einen gleichgroflen
Bereich auf der Basilarmembran belegt (aus: [2]).

Die Bewegungen des Stapes bewirken Bewegungen der Perilymphe der Scala vestibuli
und, aufgrund der Flexibilitdt der ReiRner-Membran, der Endolymphe in der Scala media. Es
entsteht eine Wanderwelle auf der Basilarmembran. Wie weit die Welle wandert und wo auf der
Basilarmembran sie somit ihr Maximum erreicht, hangt von der Schallfrequenz ab. Hohe Fre-
qguenzen haben ihr Maximum Basis-nah, da die steifere basale Basilarmembran relativ stark
schwingt und somit einen grolRen Teil der Energie verbraucht. Niedrige Frequenzen haben ihr

Maximum Apex-nah. Tone einer bestimmten Frequenz bringen demnach einen eng umschriebe-
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nen Bereich der Basilarmembran zum Schwingen (Abbildung 1). Die Auslenkung der Basilar-
membran flihrt zu einer Biegung der Stereozilien auf den Haarzellen in diesem eng definierten
Bereich, die Frequenz des Tons ist in eine Ortsinformation tbersetzt (Tonotopie). Das mechani-

sche Schallsignal wird in ein neuronales Signal umgewandelt.

1.2 Die Haarzellen und Neurotransmission

Innere und auRere Haarzellen: Die Cochlea von Séugetieren enthalt zwei Typen von
Sinneszellen, die inneren und die dulReren Haarzellen. Sie sind entlang des Cortischen Organs in
Reihen angeordnet: eine Reihe innerer und drei Reihen &ullerer Haarzellen. Die inneren Haarzel-
len (IHZ, Abbildung 2A), von denen in der menschlichen Cochlea etwa 3500 vorhanden sind,
leiten die Informationen tiber den Hornerven an das ZNS. Die duReren Haarzellen (AHZ, Abbil-
dung 2B), etwa 12000 in der menschlichen Cochlea, erh6hen die Leistungsfahigkeit der Cochlea
sowohl qualitativ (Erh6hung der Selektivitat) als auch quantitativ (Erh6hung der Sensitivitat).
Auch sie erhalten Informationen vom ZNS. Am apikalen Pol der Haarzelle befinden sich die
sensorischen Strukturen, die Stereozilien, und am basalen Pol befinden sich Synapsen zu den
Neuronen. Die inneren Haarzellen werden vorwiegend afferent und die &uf3eren Haarzellen vor-

wiegend efferent innerviert [4].

'..'l"."'!..."

Abbildung 2: Schematische Darstellung der Haarzell-Typen. A: Innere Haarzelle. B: AuBere Haarzelle.
1...Nucleus; 2...Stereozilien; 3...Kutikularplatte; 4...Afferente Nervenendigung (Typ-1-Neuron); 5...Laterale
olivo-cochledre efferente Nervenendigung; 6...Mediale olivo-cochledre efferente Nervenendigung; 7...Afferente
Nervenendigung (Typ-11-Neuron); (aus: http://www.neuroreille.com/ promena-

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

Innervation der Cochlea: Die Cochlea der Ratte (Rattus norvegicus) wird von tber 19000
Fasern innerviert, wovon 79 Prozent afferente und 21 Prozent efferente Fasern sind. Die inneren

Haarzellen werden tber 14000 Afferenzen und 2000 Efferenzen innerviert. Die dulleren Haarzel-
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len werden Uber 1000 Afferenzen und 2000 Efferenzen innerviert [4]. Die Ganglienzellen der
Afferenzen (4 und 7 in Abbildung 2) der inneren und &uf3eren Haarzellen liegen gemeinsam im
Spiralganglion. VVon dort projizieren sie peripher zum Cortischen Organ und zentral zum Nu-
cleus cochlearis. Im Spiralganglion werden zwei Arten von Ganglienzellen unterschieden: die
grolRen Typ-1-Ganglienzellen, die mit 90 — 95 Prozent den gréfiten Anteil haben, und die Typ-I1I-
Ganglienzellen. Die Typ-I-Nervenfasern sind myelinisiert, die vom Typ Il nicht. Jede innere
Haarzelle wird von mehreren Typ-I-Nervenfasern innerviert, jede Typ-1I-Nervenfaser innerviert
mehrere &ullere Haarzellen. Die Ganglienzellen der Efferenzen sind im oberen Olivenkomplex
lokalisiert. Die inneren Haarzellen werden Uber das laterale olivo-cochledre System innerviert,
die &ulReren Haarzellen tiber das mediale olivo-cochledre System (5 und 6 in Abbildung 2). Die
lateralen Efferenzen kontaktieren die Dendriten der Typ-I-Nervenfasern, die medialen Effferen-
zen kontaktieren die Zellkorper der duBeren Haarzellen [5;6].

Mechanoelektrische Transduktion und Neurotransmission: Die Haarzellen haben an
der Spitze im Bereich der Kutikularplatte haarédhnliche Stereozilien, welche Uber die Lamina
reticularis bis in die Endolymphe ragen. Die Stereozilien der inneren Haarzellen enden unterhalb
der Tektorialmembran, die der duRReren sind mit der gallertigen Tektorialmembran verbunden.
Basilarmembran, Lamina reticularis, Stitzzellen und Haarzellen bewegen sich aufgrund ihrer
starren Verbindung gemeinsam auf die Tektorialmembran zu und nach innen oder von ihr fort
und nach auen. Aufgrund der Lateralbewegung der Lamina reticularis gegeniber der Tektori-
almembran kommt es zu einer Biegung der mit der Tektorialmembran verbundenen Stereozilien
der auBeren Haarzellen. Die Stereozilien der inneren Haarzellen biegen sich gleichsinnig, wahr-
scheinlich durch die Endolymphbewegung. Die mechanosensorischen Stereozilien sind Ausstiil-
pungen der Haarzelle und aus Aktinfilamenten aufgebaut, wodurch sie sehr steif sind. Die Bie-
gung erfolgt lediglich an der Basis, am Ubergang zum Haarzellkorper, und aller Stereozilien
einer Haarzelle als Einheit. Benachbarte Stereozilien sind tiber feine extrazellulare Filamente, die
Tip-Links (Quervernetzungsfilamente), miteinander verbunden. Die Auslenkung der Stereozilien
bewirkt eine Anderung der Leitfahigkeit der Zellmembran durch das Offnen von lonenkanélen.
Dadurch wird eine Potentialdnderung der Haarzelle hervorgerufen. Dieser Vorgang wird als me-
chanoelektrische Transduktion bezeichnet. Der zugrunde liegende Mechanismus der elektrome-
chanischen Transduktion ist in seinen Feinheiten bisher noch unbekannt. Derzeit wird ange-
nommen, dass die Tip-Links direkt mechanosensitive lonenkanéle, die Transduktionskanéle, in
den Spitzen der Stereozilien 6ffnen und schlieBen. Befinden sich die Stereozilien in aufrechter

Lage (Ruhelage), haben die Kanale eine Offnungswahrscheinlichkeit von etwa 10 Prozent, so
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dass ein geringer Kaliumstrom aus der Endolymphe in die Haarzelle besteht. Die Auslenkung
der Stereozilien in Richtung der langsten Reihe Stereozilien (exzitatorische Richtung) erhoht den
Zug bzw. die Spannung an den Tip-Links und dadurch den Kalium-Einstrom. Die Offnungs-
wahrscheinlichkeit der Transduktionskandle ist dann nahezu 100 Prozent. Die Auslenkung der
Stereozilien in entgegengesetzte (inhibitorische) Richtung entlastet die Tip-Links; dies bewirkt
eine Verringerung der Offnungswahrscheinlichkeit auf nahezu null Prozent. Kalium-Einstrom in
die Haarzelle depolarisiert diese, wodurch spannungsgesteuerte Calciumkanéle gedffnet werden.
Die Erhohung der intrazelluldren Calciumkonzentration bewirkt an der Basis der inneren Haar-
zelle die Freisetzung von Glutamat durch Entleerung von Transmittervesikeln in den synapti-
schen Spalt [1;2]. Jede innere Haarzelle besitzt an ihrem basalen Pol etwa 10 — 30 hochspeziali-
sierte Bandersynapsen (im englischen: ribbon synapses), die eine aquivalente Anzahl von affe-
renten Spiralganglienneurone ansteuern [7;8]. Glutamat bindet an den Glutamat-Rezeptoren,
unter physiologischen Bedingungen vorrangig an den AMPA-Rezeptoren [9], der afferenten Sy-
napse, wodurch ein postsynaptisches Generatorpotential aufgebaut wird und schliel3lich werden
in der afferenten Nervenfaser, den Spiralganglienneuronen, Aktionspotentiale generiert, die zum
auditorischen Kortex weitergeleitet werden. Die Depolarisation der dulReren Haarzelle bewirkt
eine Konformationsanderung des Membranproteins Prestin und eine L&ngen&nderung der dul3e-
ren Haarzelle, womit es zu einer aktiven Verstarkung der Wanderwelle kommt. Die Repolarisa-
tion der Haarzellen erfolgt Giber einen energieverbrauchenden Riicktransport der lonen.
Zerstorung der Tip-Links: Neuere Studien zeigen, dass eine Larm-induzierte Zerstérung
der Tip-Links der Stereozilien innerer und &uRerer Haarzellen, anders als erwartet, zum Offnen
der Tranduktionskandle fuhrt. Es resultiert der Einstrom von Kalium- und Calciumionen in die
Haarzellen. Sowohl die Dauerdepolarisation als auch die dauerhaft erhéhte intrazellulare Calci-
umkonzentration wirken exzitotoxisch. In den duBeren Haarzellen folgen eine Dauerkontraktion
mit Abnahme bzw. Ausfall der cochledren Verstarkerfunktion und eine Verformung des Corti-
schen Organs. Diese Prozesse haben negative Auswirkungen auf das Frequenzdiskriminations-
und somit das Sprachdiskriminationsvermdgen. Letztlich resultiert eine dauerhafte Horstérung.
In den innneren Haarzellen fiihrt die resultierende vermehrte Transmitterfreisetzung einerseits
zur dauerhaften Depolarisiation afferenter Neurone, klinisch méglicherweise als Tinnitus verifi-
zierbar, andererseits zu einer Degeneration der Neurone, wahrschleinlich durch die exzitotoxi-

sche Wirkung von Glutamat auf die afferenten Neurone bedingt [10].



1.3 AuRere Haarzellen und Prestin

Elektromechanische Transduktion oder Cochleéarer Verstarker: Es wird allgemein an-
genommen, dass die bemerkenswerte Sensitivitdt und Frequenzselektivitat des Gehdorsinns von
Saugetieren einem lokalen elektromechanischen Ruckkopplungsmechanismus geschuldet ist.
Dieser wird als cochledrer Verstarker bezeichnet und beschreibt die zyklische Langenanderung
der auBeren Haarzellen der Cochlea wéhrend des Transduktionsprozesses. Die elektromechani-
sche Energie wird von den duReren Haarzellen auf das Cortische Organ Ubertragen, infolge des-
sen wird die Bewegungsamplitude der Basilarmembran bei niedrigen Schalldruckpegeln ver-
starkt. Diese Verstarkung ist im tieffrequenten, d.h. apikalen Bereich der Cochlea ausgepréagter
als im hochfrequenten, d.h. basalen Bereich. Wahrscheinlich sind dartiber hinaus aktive Bewe-
gungen der Stereozilien an der cochledren Verstarkung beteiligt. Der Ausfall des cochleéren
Verstarkers hat einen Sensitivitatsverlust von 40 — 60 dB, sowie eine eingeschrankte oder sogar
fehlende Frequenzselektivitat zur Folge [11;12].

Prestin: Die molekulare Grundlage dieses Verstarkerprozesses der AHZ ist das Protein
Prestin (SLC26A5), dessen Name sich von der Fahigkeit Prestin-haltiger Zellen zu Bewegungen
im Mikrosekundenbereich ableitet. Prestin veréndert seinen Konformationszustand beeindru-
ckend schneller als konventionelle molekulare Motor-Proteine. Das Gen, welches Prestin ko-
diert, enthélt beim Menschen 20 Exons und ist auf dem Chromosom 7 an der Position q22 lokali-
siert. Das Prestin-Gen der Ratte liegt auf Chromosom 4 an der Position q11. Prestin ist das fiinfte
Mitglied in der Familie der Anionentransporter, der Familie der solute carrier proteins 26
(SCL26). Es sind vier Protein-Varianten, resultierend aus vier Transkriptions-Varianten, be-
kannt, welche mit dem Zusatz der Buchstaben a bis d gekennzeichnet werden [111]. Das Prestin-
Protein (SCL26A5a) hat eine molekulare Masse von etwa 80 kDa und ist aus 744 Aminosauren
aufgebaut. Prestin ist ein hoch konserviertes Protein. Zwischen den bisher untersuchten Sauge-
tierspezies sind mehr als 90 Prozent der Aminosauren identisch (Tabelle 1).

Tabelle 1: Ahnlichkeit von Prestin zwischen dem Menschen und ausgewiihlten Siugetierspezies.

Rattus norvegicus Mus musculus Canis familiaris Bos taurus
mRNA 87,1 87,9 91,9 92,2
Protein 94,5 95,0 96,8 96,2

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

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

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

zwei komplexe zytoplasmatisch lokalisierte Enden: N- und C-Terminus. Prestin enthalt das fir
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die Mitglieder der SCL26-Familie typische STAS-Motiv (sulphate transporters and antisig-
mafactor antagonists) in der Aminosaurensequenz. Obwohl die Grundfunktion der Mitglieder der
SCL26-Familie der Transport von Anionen ist, ist die Hauptfunktion von Prestin eine andere. Es
ist als einziger Vertreter der SCL26-Familie zur Elektromotilitat befahigt [13;12]. Die Charakte-
risierung der dreidimensionalen Protein-Struktur von Prestin, um schlief3lich die Funktionsweise
und Grundlage der Elektromotilitat besser zu verstehen, ist Bestandteil gegenwartiger Untersu-
chungen [14;15].

Prestin — Elektromotilitat: Die molekulare Basis der Elektromotilitét ist eine spannungs-
abhangige Konformationsédnderung des Prestin-Proteins mit verschiedenen Konformationen in
verschiedenen Membranbereichen. Durch die Gesamtheit der Veranderungen der dicht-
gepackten Prestin-Molekdle ist die Veranderung der Gesamtlange der duBeren Haarzelle még-
lich. Die Spannungsempfindlichkeit des Ubergangs zwischen den Konformationszustanden er-
fordert eine Bewegung von elektrisch geladenen Partikeln durch das elektrisch geladene Feld der
Membran. Derzeit behauptet sich die Hypothese, dass die Ladungsverschiebungen aus einem
inkompletten Anionen-Austausch-Zyklus resultieren, einem inkompletten Transport der Anio-
nen. Es scheint, dass intrazelludre Chloridionen eine entscheidene Rolle fiir die Funktion des
Prestins spielen, entweder als extrinsischer Spanunngssensor oder fiir die allosterische Modifika-
tion, die flr die Ladungsverschiebung erforderlich ist, oder fiir einen Anionenaustausch, bei dem
Chloridionen oder andere Ladungsteilchen als Antwort auf die Anderung der transmembranen
Spannung teilweise Uber die Membran tranzloziert werden. Es wird angenommen, dass diese
Translokation die Konformationsédnderung in dem Molekil auslést und damit die somatische
Verlédngerung und Kontraktion der duBeren Haarzellen. Es existieren zwei Modelle fir die span-
nungsabhéngige Prestin-Steuerung mittels Chloridionen (Abbildung 3).

Zum einen ist es moglich, dass intrazellulares Chlorid, gebunden an einer Bindungstelle
innerhalb der Membran, transloziert und dadurch eine Forméanderung bewirkt. Zum anderen ist
es denkbar, dass die Bindung von Chlorid eine allosterische Anderung erméglicht, wodurch eine
positive Ladung tber die Membran wandert [12]. Die Elektromotilitat der dulReren Haarzellen ist
unabhangig von ATP, Calcium und dem Mikrotubuli- oder Aktin-System [16;17].
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Abbildung 3: Schematische Darstellung der zwei Modelle der spannungsabhangigen Prestin-Steuerung.
Links: Intrazelluldare Chloridionen werden tber das Membranpotential in eine zytoplasmawarts gerichtete Pore ge-
lenkt. Die Bindung innerhalb des Molekiils fihrt zur Formanderung. Mdglicherweise existiert eine zytoplasmatische
Bindungsstelle fir Salicylate, die als kompetitiver Inhibitor der Chloridbindung fungiert. Rechts: Mit der Chlo-
ridbindung allosterisch verbundene Ladungsverschiebung. Die Kinetik der Ladungsverschiebung wére in diesen
Modellen durch die Diffusionszeit des lonentransits bzw. die Kinetik der Konformationsanderung des Proteins limi-
tiert. CI"...Chloridionen (aus: [12]).

Efferente Innervation der aul3eren Haarzellen: Die Efferenzen aus dem oberen Oliven-
komplex bilden bevorzugt Synapsen mit den &ulleren Haarzellen der Cochlea [18]. Ein bedeu-
tender efferenter Neurotransmitter der AHZ in der Cochlea ist Acetylcholin (ACh). Die Acetyl-
cholin-Rezeptoren (AChR) der Haarzellen zeigen eine ungewohnliche Pharmakologie, die weder
den nikotinergen noch den muskarinergen AChR entspricht, jedoch Eigenschaften von beiden
aufweist. Es wird angenommen, dass die efferente Modulierung der Haarzellfunktion zumindest
teilweise Uber einen heteromeren nikotinergen AChR (nAChR), bestehend aus a9 und 10 Un-
tereinheit der nAChR-Familie, erfolgt. ACh bindet an Rezeptoren am synaptischen Zellpol, es
folgt ein schneller Einstrom von Calcium (Ca*") in die Zelle tber unspezifische Liganden-
gesteuerte Kationen-Kanale und anschlieRend 6ffnen Ca®*-abhangige Kalium (K*)-Kanéle. Dies
fuhrt zu einem Anstieg der nach innen gerichteten Membranleitfahigkeit und zu einem Ausstrom
von K*, wodurch die Zelle um wenige Millivolt hyperpolarisiert. Die initiale Reaktion auf die
AChR-Aktivierung, d.h. die Folge von voriibergehendem Ca®*-Einstrom und anschlieRendem
K*-Ausstrom, ist das direkte Erscheinungsbild des ionotropen Rezeptorverhaltens des AChR.
Daneben existiert scheinbar als verzogerte Reaktion die Freisetzung von Ca?* aus intrazellularen
Ca®*-Speichern. Es ist moglich, dass die Abnahme der globalen Steifigkeit der AHZ und damit
verbunden eine verminderte elektromotile Anwort in gewisser Weise mit der Ca**-Freisetzung
aus den intrazellularen Speicher verbunden sind. Es ist moglich, dass der langsame Effekt ver-
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antwortlich fiir die Fahigkeit des efferenten Systems zum Schutz vor akustischer Uberstimulation
ist [19].

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

Das Prestin-Protein wurde bereits direkt nach der Geburt in der lateralen Wand der &ul3eren
Haarzellen der Ratten-Cochlea nachgewiesen. Die Intensitat der Farbung erreicht zwischen dem
9. und 12. postnatalen Tag den adulten Zustand. Der zeitliche Ablauf der postnatalen Entwick-
lung der Prestin-Immunoreaktivitat koinzidiert mit der postnatalen Entwicklung der Elektromoti-
litdt der &uReren Haarzellen [20]. Gross et al. [21] zeigten, dass der Prestin-mRNA-Gehalt im
Cortischen Organ der neugeborenen Ratte wahrend der In-Vitro-Entwicklung etwa um den Fak-
tor zwei ansteigt. Verbunden mit dem Anstieg ist die Ausbildung eines deutlichen Apikal-Basal-
Gradienten mit dem hdchsten Prestin-mRNA-Gehalt im apikalen und dem niedrigsten im basalen
Fragment. Dies stimmt mit Beobachtungnen von Judice et al. [22] Uberein, die eine Zunahme der
Farbeintensitdt von Prestin-Protein vom basalen zum apikalen Segment fanden.

In den vergangenen Jahren konnte gezeigt werden, dass die regelgerechte Funktion und
Expression des Prestins fur das gesunde Horen unerlasslich sind. Untersuchungen an Knock-out-
(KO) und Knock-in-Tieren (KI), zeigten, dass das Vorhandensein von funktionstiichtigem Pres-
tin in den &ulleren Haarzellen von Sdugetieren unverzichtbar fur die normale cochledre Funktion
ist. Prestin-KO-M&usen zeigen in vitro einen Verlust der Elektromotilitat der duBeren Haarzellen
und in vivo einen Horverlust von 40 bis 60 dB (ber allen Frequenzen — vergleichbar mit dem
Verlust der cochledren Amplifizierung [23], wéhrend heterozygote Méause lediglich eine gering-
fligige Reduktion der Motilitat der &uleren Haarzellen und einen leichten Horverlust von etwa 6
dB zeigen [24]. Die aufleren Haarzellen von Prestin-KO-M&usen zeigen eine verminderte Stei-
figkeit, welche ihrerseits zu einem erheblichen Horverlust fuhren konnte, selbst wenn die auf
Prestin basierende somatische Elektromotilitat nicht die Grundlage der cochledren Amplifizie-
rung darstellt. Dallos et al. [25] flihrten Untersuchungen an Prestin-KI-Mausen durch. Die Pres-
tin-KI-Maus besitzt ein morphologisch normales Cortisches Organ, eine normale Steifigkeit der
auBeren Haarzellen und eine normale mechanoelektrische Transduktion, wahrend die Elektromo-
tilitdt der &dulReren Haarzellen stark reduziert ist. Prestin-KI- und Prestin-KO-Maus zeigen eine
vergleichbare cochleére Sensitivitat und fehlende Frequenzselektivitét.

Um die Rolle, die Prestin flr die Funktion der duReren Haarzelle und letztlich fur das Ho-

ren spielt, weiter zu charakterisieren, wurde die Prestin-Expression bereits unter verschiedenen,



die &uBeren Haarzellen schadigenden Bedingungen untersucht. Schadigende Einflisse, wie Hy-
poxie und Ischdmie oder Larm, fiihren im cochledren Gewebe zu einer metabolischen Stressant-
wort. Inwieweit die Prestinexpression dadurch beeinflusst wird, ist weitgehend unklar.

Gross et al. [21] zeigten, dass Hypoxie und Ischamie parallel zum Verlust von duf3eren
Haarzellen einen Abfall des Prestin-mRNA-Gehalts induzieren. Der mRNA-Gehalt sank prozen-
tual stérker als die Anzahl der vorhandenen &uf3eren Haarzellen. Das Absinken des mRNA-
Gehalts reflektiert Schaden an bzw. Verlust von duReren Haarzellen und deutet zusatzlich auch
ein Absinken der Expression in den verbliebenen &ulReren Haarzellen an.

Mazurek et al. [27] beobachteten bei Ratten und Meerschweinchen einen Anstieg der Pres-
tin-mRNA-Expression nach larminduziertem Horverlust von 15 bis 25 dB (Messung der
DPOAES). Gleichzeitig betrug der Verlust von duBeren Haarzellen etwa 40 Prozent. Die Prestin-
MRNA-Expression scheint in den verbliebenen vorhandenen &uReren Haarzellen hochreguliert
zu werden. Interessanterweise trat bei einseitiger Beschallung in der kontralateralen Cochlea
ebenfalls ein Anstieg der Prestin-mRNA auf, verbunden mit einer Verbesserung der DPOAEs.

Zahlreiche Medikamente haben ototoxische Nebenwirkungen, darunter Salicylate, Amino-
gykoside, Schleifendiuretika, Zytostatika. Die Einnahme von Acetylsalicylsaure, kurz ASS, kann
zu einem reversiblen Horverlust fihren. Dies konnte in Tierversuchen gezeigt werden [112]. Die
Salicylate binden kompetitiv an das Prestin, wodurch spannungsabhangige Translokation der
Chloridionen im Prestinmolekil und somit somatische Elektromotilitat gehemmt wird [12]. Die
cochleédre Verstarkung des Schallsignals nimmt ab. Klinisch manifestiert sich eine beidseitige
Innenohrschwerhdrigkeit bis etwa 40 — 50 dB mit einem Abfall der otoakustischen Emissionen
[12;28].

1.5 Regulierung der Prestin-Expression

Neuere Forschungsansatze zur Behandlung von menschlichen Horstérungen konzentrieren
sich auf die Gentherapie und die Stammzelltransplantation [114;115]. Ziel ist die Reparatur bzw.
der Austausch von geschadigten cochledren Haarzellen. Das Verstandnis der Prestin-Regulation
ist dabei essentiell. Bisher sind die Mechanismen der dynamischen Prestin-Regulation auf den
verschiedenen Ebenen weitgehend ungeklért, dazu gehdren die Prestin-mRNA-Transkription und
-Translation, die Prestin-Umsatzrate (turnover rate) und Polymerisation. Eine Grundlage fiir das
Verstandnis des Prestins ist die Charakterisierung der Genstruktur, der Promotorregionen und
der spezifischen Transkriptionsfaktoren.

Transkription und Transkriptionsfaktoren: Als Transkription wird der Prozel} des
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Uberschreibens eines Gens bzw. dessen DNA-Sequenz in RNA bezeichnet. Der Transkriptions-
prozess l&Bt sich in drei Stadien unterteilen: der Start der Transkription (Initiation), die Verlange-
rung der RNA-Kette (Elongation) und das Ende der Transkription mit dem Freisetzen des RNA-
Transkripts. Zur Transkription besitzen die hoheren Eukaryonten drei RNA-Polymerasen (I — 11),
welche unterschiedliche Gene transkribieren. Die Synthese der mRNA erfolgt durch die Poly-
merase I, diese transkribiert alle proteinkodierenden Gene und synthetisiert verschiedene regula-
torische RNA-Molekiile. Fir die Regulation der Transkription besitzen alle Gene auf ihrer DNA
konservierte Signale. Fir die Initiation sind bestimmte Sequenzabschnitte auf der DNA notwen-
dig. An diese Promotoren genannten Abschnitte binden sogenannte allgemeine Transkriptions-
faktoren und zeigen der RNA-Polymerase den Startpunkt der Transkription an. H&aufig findet
sich die sogenannte TATA-Box 25 bp stromaufwirts (in 5’-Richtung) des Startpunktes. Sie dient
als Erkennungsstelle fur den Multiproteinkomplex TFIID, bestehend aus dem TATA-Box Binde-
Protein (TBP) und den TBP-assoziierten Faktoren, und somit zum Aufbau des Initiationskom-
plexes. Die H&aufigkeit der Transkription eines bestimmten Gens wird durch zuséatzliche genspe-
zifische Regulationsmechanismen gesteuert: genspezifische Promotoren in direkter stromauf-
warts gelegener Nachbarschaft, den Promotor verstarkende Enhancer-Elemente und negativ wir-
kende Silencer-Elemente. Enhancer und Silencer kénnen in weiter Entfernung stromaufwarts
oder stromabwaérts oder sogar innerhalb der zu transkribierenden Region liegen. Sie werden von
DNA-bindenden Transkriptionsfaktoren erkannt. Nahzu immer werden die entstandenen Primér-
transkripte co- oder posttranskriptionell modifiziert: Anheften der Cap-Struktur, Spleilen und
Anheften des Poly(A)-Schwanzes. Man unterscheidet im menschlichen Genom etwa 200 bis 300
allgemeine und (ber 2000 spezifische Transkriptionsfaktoren. Wahrend die allgemeinen Tran-
skriptionsfaktoren an die Promotoren der Gene binden und zusammen mit der DNA-abhangigen
Polymerase Il den allgemeinen Transkriptionskomplex bilden, aktivieren die spezifischen Tran-
skriptionsfaktoren die Polymerase durch Wechselwirkungen mit den allgemeinen Transkripti-
onskomplex. Die spezifischen Transkriptionsfaktoren haben zwei charakteristische Doméanen,
die DNA-bindende-Domane und die transkriptionsregulierende Domane, entweder eine Transak-
tivierungs- oder eine Transrepressordomane, nach deren Sequenz bzw. Struktur klassischerweise
die Einteilung erfolgt. Wahrend der Entwicklung und Zellspezialisierung wird fur die Regulation
der zellspezifischen Genexpression aus diesen mehr als 2000 Transkriptionsfaktoren selektiert.
In die Selektion involviert sind einerseits eine Kaskade von transkriptionaler Kontrolle der Tran-
skriptionsfaktorgene und andererseits von auBerhalb der Zelle zugeflhrter Signale, die posttran-

skriptional bereits gebildete Transkriptionsfaktoren aktivieren [32]. Die Aktivitat der Transkrip-

11



tionsfaktoren kann auf verschiedenen Ebenen kontrolliert werden, wozu die Steuerung der Syn-
these und des Abbau, kovalente Modifikationen, wie Phosphorylierung und Dephospholylierung,
Ligandenbindung, Interaktion mit inhibitorischen Proteinen und Wechsel der Bindungspartner
gehoéren. Die Vielfalt und die Kombination der Transkriptionsfaktoren ermdéglichen eine exakte
Kontrolle der Expression. Es scheint, dass jedes Gen ein individuelles Regulationsmuster besitzt,
somit eine bestimmte Menge von bestimmten Proteinen zu einer bestimmten Zeit einen be-
stimmten Prozel startet [33;34].

NfkB-Transkriptionsfaktoren: Die Familie der nukledaren Transkriptionsfaktoren kappaB
besteht in Sdugetieren aus funf Mitgliedern, die normalerweise in inaktiver Form im Zytoplasma
vorliegen: NFkB1, NFkB2, Rel-a, Rel-b und c-Rel. NFxB ist an zahlreichen physiologischen und
pathologischen Prozessen beteiligt, wie Zellproliferation und -differenzierung, Entziindungs- und
Immunreaktionen, Uberleben und Apoptose der Zellen, zellulare Stressreaktionen und Tumor-
wachstum [32;116;117].

NF«B ist auch in die intrazellulare Calciumregulation involviert und hat eine bedeutende
Rolle fur die neuronale Exzitotoxizitat. Lang et al. [35] zeigten, dass NF«kB eine zentrale Rolle
flr die Degeneration von cochledren Spiralganglien hat. Mause, denen die NFxB-Untereinheit
p50 fehlt, zeigten im Verlauf einen zunehmenden Horverlust assoziiert mit zunehmenden Scha-
den der Neuronen unterhalb der inneren Haarzellen und einem beschleunigten Verlust der Spi-
ralganglien. Merchant et al. [36] vermuten, dass NF«B in die pathologischen Aktivierung zellu-
larer Stresssignalwege involviert ist, die zum idiopathischen sensorineuralen Horverlust fiihren.
Des Weiteren wurde von Nagy et al. [37] gezeigt, dass in vitro die selektive Inhibierung von
NF«kB zur Apoptose von unreifen Haarzellen fiihrt.

C-fos-Transkriptionsfaktoren: Der Transkriptionsfaktor C-fos gehért zu den frih indu-
zierbaren Genen (immediate early genes), welche als Verbindung zwischen zytoplasmatischen
Ereignissen und Regulierung der Genexpression auf nukledrer Ebene innerhalb von Minuten
aktiviert werden. In der Larm-geschédigten Cochlea steigt die Expression friihinduzierter Gene
[38]. So fiihrt die akustische Uberstimulation zu einem Anstieg der C-fos-Expression im In-
nenohr [39;40].

GATA-Transkriptionsfaktoren: Die Untersuchung der GATA-Expression im Innenohr
ist von besonderem Interesse, da GATA-3-Mutationen mit Horverlust assoziiert sind [41;42].
Allerdings ist die genaue Pathogenese der Entwicklungsanomalitaten im Innenohr bedingt durch
GATA-3-Mutationen noch unbekannt. Bei Patienten mit dem HDR-Syndrom (hypoparathyroi-

dism, deafness, renal defects), die unter Schallempfindungsschwerhdrigkeit, Hypoparathyreo-
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dismus und Nierendysplasien leiden, wurde eine GATA-3-Haploinsuffizienz nachgewiesen [43].
Der Horverlust im Rahmen des HDR-Syndroms ist durch eine cochledre Stérung hervorgerufen.
Mause, die flr eine mutierte GATA-3-Form heterozygot sind, zeigen zunehmend morphologi-
sche Degenerationen, beginnend mit den apikalen duf3eren Haarzellen und schlieRlich alle Haar-
zellen sowie Stitzzellen der gesamten Cochlea betreffend [44].

Bei den Wirbeltieren sind sechs GATA-Proteine, GATA-1 bis GATA-6, bekannt. GATA-1
bis GATA-3 werden vor allem in hdmatopoetischen Zellen exprimiert, GATA-4 bis GATA-6
finden sich vorwiegend im Herzen, im Darm und in den Nebennieren [45]. Die GATA-
Transkriptionsfaktoren enthalten zwei Zinkfingerstrukturen. Der erste Zinkfinger tritt mit weite-
ren Proteinen in Wechselwirkung, uber den zweiten Zinkfinger werden die Interaktionen mit der
DNA vermittelt. Die Mitglieder der GATA-Familie sind wesentlich an zahlreichen Entwick-
lungsprozessen, wie der Determination von Keimzellen, der Zellproliferation und Zelldifferen-
zierung beteiligt [46]. Sie sind in die Entwicklung von Herz, Augen, vaskuldrem und hdmatopoe-
tischen Systemen [47], in das transkriptionelle Riickkopplungsnetzwerk wéhrend der endokrinen
sympathoadrenalen Differenzierung [48], in die Differenzierung von Adipozyten [49], in die
Regulation von allergischen oder inflammatorischen Reaktionen [50], in die Erzeugung des Zy-
tokinsystems [51], in die transkriptionelle Aktivitat der Tyrosin-Hydroxylase [52] und in die
Entwicklung des Innenohrs involviert. Bereits in friihen Phasen der Innenohrentwicklung wird
Gata-3 exprimiert [53;54]. In den ersten morphogenetischen Stadien ist GATA-3 fir die Einstil-
pung der otischen Plakode und der Bildung des otischen Vesikels erforderlich [55]. Desweiteren
ist GATA-3 in die Ausbildung des cochledren Ganglions und in die Wegfindung der efferenten
Nervenbahnen zum Ohr involviert [53].

In Hinblick auf die Rolle von Prestin flr die Funktion der &ulReren Haarzellen, ist es wich-
tig die Faktoren zu untersuchen und zu verstehen, die in die Regulierung der Prestin-Expression
involviert sind. GATA-3 wird wahrend der cochledren Haarzellentwicklung kontinuierlich ex-
primiert, dies deutet neben der Beteiligung an Prozessen der Morphogenese und der Neurogene-
se des Innenohrs auf eine wichtige Rolle fiir die Entwicklung der Haarzellen hin [56]. AuRerdem
enthdlt der Prestin-Pomoter verschiedene putative Bindungsstellen fur GATA-
Transkriptionsfaktoren [57], so dass wir zu der Annahme gelangen, dass die GATA-
Transkriptionsfaktoren an den regulatorischen Verénderungen der Prestin-Expression beteiligt
sind [58].

Liganden von nukledren Transkriptionsfaktoren: Ein gutes Beispiel fiir die Beeinflus-

sung der postnatalen Prestin-Expression ist das Schilddriisenhormon [59]. Die Schilddriisenhor-
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mone (Thyroidhormon, TH) Trijodthyronin (T3) und Thyroxin (Tetrajodthyronin, T,) regulieren
eine Reihe von Entwicklungsprozessen in verschiedensten Organsystemen. Sie regulieren die
Genexpression tber Thyroidhormonrezeptoren (TR), die ebenfalls zur nukledren Rezeptorfamilie
der Liganden-aktivierten Transkriptionsfaktoren gehoren [60] und von zwei verschiedenen Ge-
nen, TRo und TRP kodiert werden. Verschiebungen im postnatalen Anstieg des TH-Plasma-
Spiegels fiihren zu permanenten Horstorungen. So flihren Mutationen des TR beim Menschen
zur Schilddriisenhormonresistenz (resistance to thyroid hormone, RTH) mit Taubheit als eines
der bedeutensten Symptome. TH beeinflusst die postnatale Prestin-Expression. So wird unter
dem Einfluss von T3 die initiale Expression von Prestin beschleunigt und die Expression erhoht,
die Abwesenheit von TH verzogert sukzessive die Prestin-Expression, trotzdem werden normale
Proteinspiegel erreicht [59].

Ein weiteres Beispiel fiir eine die Innenohrentwicklung beeinflussende Substanz ist die Re-
tinsaure, der aktive Metabolit der Vitamin-A-Séaure. Schilddriisenhormone und Retinséure regu-
lieren die Gen-Expression Uber eine &hnliche Rezeptor-Bindung. Beide agieren als Liganden
eines nukledren Rezeptors, an dem sie mit dem entsprechenden Hormone-Response-Element im
Ziel-Gen interagieren. Retinsaure ist ein Aktivator der nukledren Rezeptoren Retinoic-acid-
Rezeptor (RAR) und Retinoid-X-Rezeptor (RXR). Es spielt eine wichtige Rolle wahrend der
zelluléren Differenzierung und des Wachstums und beeinflusst zahlreiche Entwicklungsprozesse,
darunter die Strukturierung des Rhombencephalons (lat. Rautenhirn), die Entwicklung des kardi-
ovaskularen und des respiratorischen Systems, der Nieren, der Augen und der olfaktorischen
Bahnen [61;62]. Aufgrund der aktuellen Erkenntnisse scheint die Retinséure eine wichtige Rolle
wéhrend verschiedener Phasen der Innenohrentwicklung zu spielen, darunter die Morphogenese
des Innenohrs und mdoglicherweise die postnatale Entwicklung und Erhaltung des Innenohrs
[63].

Eine die Gata-3-Expression beeinflussende Substanz ist das Fibrat Gemfibrozil, ein Akti-
vator des Peroxisom-Proliferator-aktivierenden Rezeptors alpha (PPAR-a; [64]). PPAR-a gehort
zur nukledren Rezeptorfamilie der Liganden-aktivierten Transkriptionsfaktoren und ist in die
Regulation des Lipidmetabolismus und —transport involviert [65]. Der Lipidmetabolismus im
Cortischen Organ kann die Funktion von Prestin beeinflussen, da die Fluiditat der lateralen
Plasmamembran der duBeren Haarzellen Gber den Cholesterinspiegel reguliert wird [66].

Wachstumsfaktoren und Signalmolekiile: Wachstumsfaktoren und andere Signalmole-
kille kdnnen ein breites Spektrum an Effekten auf die Entwicklung des Innenohrs haben. Als

Wachstumsfaktoren werden Botenstoffe bezeichnet, die Signale zwischen Zellen tbertragen und
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somit Information weiterleiten. Die Signallibermittlung erfolgt durch Bindung des Wachstums-
faktors an spezifische Rezeptoren in der Zellmembran, woraufhin eine Signalkaskade im Zellin-
neren ausgeldst wird, welche zur Aktivierung oder zur Abschaltung eines Gens fiihrt. Es ist eine
grolRe Anzahl von Wachstumsfaktoren bekannt. Der Insulin-artige Wachstumsfaktor, kurz IGF,
spielt bekanntermaRen eine Rolle fiir das Uberleben und Wachstum von Zellen, in der Cochlea
fur die Entwicklung von Haarzellen und den Erhalt der zellularen Intaktheit des Organismus
[67;68]. Die Proteine der Transforming-growth-factor-beta-Familie (TGF-B) sind multifunktio-
nal. Sie regulieren die Differenzierung, die Proliferation und die Mutation von Zellen und spielen
eine zentrale Rolle in der embryonalen Entwicklung von vielen Geweben, auch der des Innenoh-
res [69].
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2. Problemstellung

Prestin ist das Motorprotein der &ulleren Haarzellen. Seine Funktion gewahrleistet die hohe
Sensitivitat und Frequenzspezifitat des Horvermdgens von Menschen bzw. Sdugetieren. Um den
molekularen Mechanismus des Horens und die molekularen Zusammenhange der Schwerhorig-
keit und des Tinnitus, beides hdufige sensorische Stérungen beim Menschen, besser zu verste-
hen, werden zum einen Tiere zur Modellbildung eingesetzt (In-Vivo-Modelle) zum anderen Zell-
kulturen (In-Vitro-Modelle). Oft bieten Zellkulturen bessere Moglichkeiten, Modellvorstellungen
zu entwickeln. In der Berliner Arbeitsgruppe wurde gezeigt, dass die Prestin-Expression auf der
MRNA-Ebene durch Hypoxie und Ischdmie in der organotypischen Kultur des Cortischen Or-
gans vermindert und durch Impulslarm in adulten Meerschweinchen und Ratten erhéht wird.
Damit stellt sich die Frage nach Einflussfaktoren und Regulationsmechanismen der Prestin-
Expression.

Bei der Beurteilung von Ergebnissen, die in vitro gewonnen wurden, ist es wichtig zu pru-
fen, ob und inwieweit diese mit in vivo gewonnenen Untersuchungserbnissen Ubereinstimmen.
Diesem Zweck sollen in der vorliegenden Arbeit vergleichende Untersuchungen der Genexpres-
sion, in vitro und in vivo, dienen. In friheren Untersuchungen der Berliner Arbeitsgruppe wurde
gezeigt, dass die organotypische Kultur des Cortischen Organs der neugeborenen Ratte gut ge-
eignet ist, die Prestin-Expression zu untersuchen. Daher wird in der vorliegenden Arbeit dieses
In-Vitro-Modell verwendet, um mogliche EinfluRfaktoren auf die Prestin-Expression zu untersu-
chen.

Ein entscheidender methodischer Aspekt der Untersuchung der Genexpression ist die Wahl
eines geeigneten Bezugssystems. Es ist zu prifen, ob die in der Literatur haufig als Referenzgen
benutzte Gapdh fir die Untersuchung der Prestin-Expression in der organotypischen Kultur des
Cortischen Organs der neugeborenen Ratte geeignet ist. Weiterhin ist zu prufen, ob der Bezug
auf die Gesamt-RNA zu dhnlichen Resultaten fiihrt wie der Bezug auf das Referenzgen.

Transkriptionsfaktoren sind wesentliche Regulatoren der Genexpression. Eine weitere
Zielstellung der Arbeit ist daher zu priifen, ob es einen Transkriptionsfaktor gibt, der in vitro und
in vivo &hnlich wie Prestin reguliert wird.

Auf der Grundlage der bisherigen Kenntnisse kdnnten folgende Substanzklassen als poten-
tielle Einflussfaktoren auf die Prestin-Expression von Bedeutung sein: Liganden von nukledren
Transkriptionsfaktoren, Wachstumsfaktoren und Neurotransmitter. Zugleich stellt sich die Frage,

ob eine langanhaltende Aktivierung der &uBeren Haarzellen zu Verénderungen der Prestin-
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Expression fuhrt.

Eine klassische Substanz, die die Prestin-Expression beeinflusst, ist das Schilddrisenhor-
mon Thyroxin (T,) [59], der entsprechende Transkriptionsfaktor ist der T4-bindende Rezeptor.
Zu dieser Familie von Rezeptoren gehort auch der Rezeptor fiir Retinsaure und fur Substanzen,
die die PPARs aktivieren. Eine solche Substanz ist Gemfibrozil. Zu den Wachstumsfaktoren, die
einen grollen Effekt auf die Innenohrentwicklung haben, gehéren IGF und TGF-B. Zu den Neu-
rotransmittern, die die Funktionen der &uBeren Haarzellen beeinflussen kdnnten, gehdren Ace-
tylcholin und adrenerge Substanzen. Ein hdufig verwendetes experimentelles Modell fiir die
chronische Aktivierung von Neuronen ist die Kalium-induzierte Depolarisation.

Somit ergibt sich fur die vorliegende Arbeit die Untersuchung der Effekte folgender Sub-
stanzen bzw. Bedingungen auf die Prestin-Expression in der Kultur: T4, Retinsaure, Gemfibrozil,
IGF, TGF-B, ACh, Memantin, Phenylephrin und erhéhte K*-Konzentration.
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3. Material und Methoden

3.1 Materialien und Substanzen

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

gen. In der vorliegenden Arbeit wurden Materialien von folgenden Firmen verwendet: BD
Biosciences (Bedford, USA), Biochrom Seromed (Berlin), Bio-Rad (Munchen), BioTez (Berlin-
Buch), Biozym (Hess. Oldendorf), Braun (Melsungen), Cambrex (Rockland, USA), Eppendorf
(Hamburg), Falcon — Becton Dickenson (Le Pont De Claix, Frankreich), Feather (Distributor:

pfm, Kdéln), Fresenius (Bad Homburg), Gibco — Invitrogen (Paisley, UK), Inno-train (Kronberg),
MaiMed (Neuenkirchen), MBT Brand (GielRen/Dossenheim), Merck (Darmstadt), Millipore
(Schwalbach), MoBiTec (Gottingen), Nunc (Roskilde, Dédnemark), Pharmacia (Uppsala, Schwe-
den), Promega (Madison, USA), Qiagen (Hilden), R&D (Minneapolis, USA), Roche (Mann-
heim), Roth (Karlsruhe), Sarstedt (Numbrecht), Schleicher-Schuell (Dassel), Sigma-Aldrich

(Taufkirchen), Serva (Heidelberg).

Verbrauchsmaterialien

Einmalfilter 0,2 pm (Schleicher-Schuell)
Einmalspritze 1 ml, 10 ml, 20 ml (Becton Dickinson)
Einmalspritze 1 ml, 2 ml, 5 ml, 10 ml, 20 ml (Braun)
Einmaltransferpipette 3,5 ml (Sarstedt)
Einwegskalpell No.20 (Feather)

Kaniile 21 G (Braun)

Kulturflasche 250 ml; 750 ml (Falcon)

LightCycler® Kapillaren, 20 pul (Roche)
Membranfilter, Vacuflo 0,2 pm, 125 ml (Schleicher-Schuell)
Mullkompressen, steril 10 cm x 10 cm (MaiMed)
PCR-Reaktionsgefdle 0,2 ml, 0,5 ml (Biozym)
PCR-Reaktionsgefdfie 1,5 ml, 2 ml (Eppendorf)
Petrischalen ¢ 35 mm, 60 mm, 150 mm (Falcon)
Pipettenspitzen Tips Filter PCR-clean (Eppendorf)
Pipettenspitzen Tips Reloads (Eppendorf)
Reaktionsfgefiale 0,5 ml, 1,5 ml, 2,0 ml (Eppendorf)
Rohrchen, konisch 15 ml, 50 ml (Falcon)
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Rohrchen, konisch 50 ml (Sarstedt)
Rundbodenréhrchen 5 ml (Falcon)
Spritze mit Kaniile 1 ml, 26 G (Braun)
UVette, Kiivette (Eppendorf)
Zellkulturplatten, 4 Kavitdten (Nunc)

Grundmedium (modifiziert nach Lowenheim [70])

D(+)Glukose 0,6 % (Glukose-Endkonzentration: 0,9 %; Sigma-Aldrich)
DMEM/F12 1:1 (Gibco)

Fotales Bovines Serum 10 % (FBS; Biochrom)
Insulin-Transferrin-Natriumselenit 10 pg/ml - 10 pg/ml - 10 ng/ml (Roche)
Penicillin 100 U/ml (Biochrom)

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

Puffer, Losungen, Substanzen

(¥)-Epinephrine (Sigma-Aldrich): (HO),CcH3;CH(CH,NHCH3)OH

(x)-Propranolol hydrochloride (Sigma-Aldrich):C,cH,;NO; - HCI

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

Acetylcholine chloride (Sigma-Aldrich): (CH3);N"CH,CH,OCOCH;CI

B-Mercaptoethanol (3-ME; Merck); Lysispufter: 100 pl B-ME in 10 ml RLT-Puffer

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

Bromphenolblau (0,25 %; Merck)

BSG (Gepufferte Salz-Glukose-Losung, buffered saline glucose): 116 mM NaCl, 27,2 mM
NaH,PO4 x 2H,0; 6,1 mM KH,POy4, 11,1 mM Glukose, Braun Aqua dest., pH 7,4, 295-
310 mOsmol/l

Carbamoylcholine chloride (Sigma-Aldrich): NH,COOCH,CH,;N(CIl)(CH3)3

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

DEPC behandeltes H,O (Roth)

Dimethylsulfoxid (DMSO; Serva)

DNA Molecular Weight Marker V (Roche)

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

Ficoll 400 (30 %; Pharmacia)

GelStar Nucleic Acid Gel Stain (Cambrex)

Gemfibrozil (Sigma-Aldrich): C;sH»,03
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Genagarose Tiny III (Inno-train)

Ionosteril pad II (Fresenius)

Ladepuffer (5x) fiir Gelelektrophorese in TBE (10x), 1:1 Aqua dest.:

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

Memantine hydrochloride (Sigma-Aldrich): C,H, N - HCI

Na,EDTA x 2 H,0 0,2 M (Roth)

Paraformaldehyd (100 ml 4 %iger Fixator): 4 g Paraformaldehyd, 1 ml NaOH (1 M), in 45 ml
Aqua dest. bei max. 60 °C 16sen, pH 6,8, 50 ml Phospahtpufter (0,2 M), Aqua dest.

PB (Phosphatpuffer, phosphate buffer; fiir Fixatorherstellung): 83 mM NaH,PO4 x H,O, 104,5
mM Na,HPO, x H,0, Aqua dest., pH 6,6

PBS (Phosphat gepufferte Salz-Losung, phosphate buffered saline), Tablette in Millipore-H,O
(10mM Phosphat, 150mM NaCl, pH 7,2 -7,3; Gibco); Arbeitslsg. (3,8 uM): 20 pl Stamm-
16sung, 480 ul PBS

Phalloidin-TRITC (Sigma-Aldrich); Stammlsg. (95 uM): 0,1 mg in 100 ul DMSO l6sen, 700 pul

Retinoic acid (Sigma-Aldrich, Retinsédure)

RiboGreen” RNA Quantitation Kit (Molecular Probes, MoBiTec)

Strychnine hydrochloride (Sigma-Aldrich)

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

TGF-B (Upstate, Millipore)

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

Xylencyanol (0,25 %; Roth)

RNA-Préparation

QIAshredder Homogenizers (Qiagen)

RNase-Free DNase Set (Qiagen)

RNeasy® Mini Kit (RLT-, RW1-, RPE-Pufter, Mini-Spinsdulen) (Qiagen)
RT und RT-PCR

dNTP 2,5 mM (Invitrogen)

LightCycler® FastStart DNA Master’ > SYBR Green I (Roche)

LightCycler® Kapillaren, 20 pl (Roche)

Oligo(dT) (BioTez)

Primer (BioTez): Tabelle 2

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

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

Gen Accession (Grofie) Sequenz (5’ =>3’) Start Stop
Oligo(dT)

Forward primer TTTTTTTTTTTTTTTTTT

Reverse primer ITTTTTTTTTTTTTTTTTT

Prestin NM_ 030840 (162 bp)

Forward primer CACAGAGTCCGAGCTACACAGTC 1508 1530
Reverse primer TCAGTGCGCTGCTGTACAAG 1669 1650
Tbp NM_001004198 (201 bp)

Forward primer ACCCCCTTGTATCCTTCACC 608 627
Reverse primer CATGATGACTGCAGCAAACC 808 789
Gata-1 NM 012764 (183 bp)

Forward primer GAAGCGAATGATTGTCAGCA 851 870
Reverse primer TTCCTCGTCTGGATTCCATC 1033 1014
Gata-2 NM 033442 (170 bp)

Forward primer CCAGCAAATCCAAGAAGAGC 1645 1664
Reverse primer CGTTGGCGTAGGTAGGATGT 1814 1795
Gata-3 NM 133293 (209 bp)

Forward primer GAGAGCAGGGACTTCCTGTG 936 955
Reverse primer CATGCACCTTTTTGCAC 1141 1125
Gapdh NM 017008 (225 bp)

Forward primer AGACAGCCGCATCTTCTTGT 29 48
Reverse primer CTTGACTGTGCCGTTGAACT 253 234
c-fos X06769 (179 bp)

Forward primer AGAATCCGAAGGGAAAGGAA 555 574
Reverse primer TGGGCTGCCAAAATAAACTC 733 714
NfkB XM 342346 (204 bp)

Forward primer AGGCCATTGAAGTGATCCAG 3099 3118
Reverse primer CAGTGAGGGACTCCGAGAAG 3302 3283

Gerite

Arbeitsbank, Laminarflowbox (Gelaire)

Biophotometer Genequant II (Eppendorf)

Feinpréparationsinstrumente (Fine Science Tools)

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

Gelelektrophoresekammer und —tréger, Biometra® Standard Power Pack P25 (MBT Brand)
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Inkubator (Revco Scientific, Inc. Asheville, NC, USA)
Millipore-Anlage, 0,22 um

Perkin Elmer Cetus, GeneAmp PCR System 9600
Stereomikroskop (Zeiss, Jena, Germany)
Tischzentrifuge 5417 R (Eppendorf)

Tischzentrifuge Mini (VWR Galaxy)

Vollautomatisches Geldokumentations- und Analysesystem GeneGenius (Bio Imaging System)

3.2 Praparation des Cortischen Organs

Die Erlaubnis zur Tiertétung und Organentnahme erteilte das Landesamt flr Arbeitsschutz,
Gesundheitsschutz und technische Sicherheit (LAGetSi), Berlin (T 0234/00). Die Praparation der
Cochlea aus neonatalen Wistar-Ratten erfolgte in Anlehnung an Sobkowicz et al. (1993) [71]
und Lowenheim et al. (1999) [70]. Je Versuchstag wurden 6 bis 15 Tiere préapariert. Bis zur
Paparation befanden sich die Tiere in einer Styroporbox mit etwa 37 °C warmen Gelakkus, damit
sie nicht auskuhlten. Um einer moglichen Exsikkose der Tiere entgegenzuwirken, wurde den
Tieren etwa 150 pl einer Elektrolyt-Glukose-Losung (lonosteril pap I1) subkutan in die Nacken-
falte injiziert. Mit einer chirurgischen Schere wurden die Versuchstiere im distalen Bereich der
Halswirbelséule dekapitiert. Der Kopf wurde mit 70 %igem Alkohol oberldchendesinfiziert und
auf einer sterilen Mullkompresse mit der Schnittflache nach unten kurz ausgeblutet. Anschlie-
Rend wurde die Kopfhaut und die darunter liegenden Weichteile mit Hilfe einer anatomischen
Pinzette und einer kleineren chirurgischen Schere entfernt. Das nun freiliegende Neurocranium
wurde beginnend an der Crista occipitalis externa entlang der Sutura sagittalis aufgeschnitten,
dann der Schadel mit einem Einmalskalpell in der Median-Sagittalebene gespalten. Die Hirn-
masse wurde mit einem Rundspatel entfernt. Mit einer chirurgischen Schere wurde die Pars pet-
rosa des Os temporale separiert und in eine Petrischale (60 mm) mit gekuhlter steriler BSG-
Penicillin-Lésung tberfuhrt.

Die weitere feingewebliche Praparation wurde von Frau Dr. Amarjargal (Arztin) und Frau
Fuchs (Chemie-Ingenieurin) durchgefiihrt. Verwendet wurden ein Stereomikroskop und Fein-
praparationsinstrumente. Die folgenden Préaparationsschritte erfolgten unter aseptischen Bedin-
gungen in einer Laminarflowbox in steriler BSG-Penicillin-Lésung.

Die Cochlea hat prinzipiell zwei préparatorische Zugange, von medial nach lateral (scha-
delauswaérts) vom Felsenbein zur Basis cochleae und von lateral nach medial durch das Trom-

melfell (schadeleinwarts). Verwendet wurde der erste Zugangsweg, da so ein geringeres prapara-
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tionsbedingtes Verletzungsrisiko fiir die Zielregion bestand. Die Cochlea mit der noch knorpeli-
gen Kapsel wurde aufgesucht und aus dem umgebenden Felsenbein geldst. Anschliefend wurde
die hautige Cochlea von der Kapsel und der Lamina ospiralis ossea getrennt. Es folgte die Uber-
flhrung des Préparates in eine saubere Petrischale (35 mm). Die Préaparationsinstrumente wurden
gewechselt. Der Modiolus, die knécherne Achse der Cochlea, wurde fixiert und die Cochlea vor-
sichtig davon geldst. In der Folge lag die Cochlea linear vor und das bindegewebige Ligamentum
spirale, welches die Stria vascularis enthélt, konnte von basal nach apikal in einem Stiick abge-
zogen werden. Das vorliegende Cortische Organ wurde entsprechend den Windungen in drei
Fragmente gleicher GroRe geteilt: ein apikales, mediales und basales Fragment.

Alle Praparationsinstrumente wurden vor und zwischen den einzelnen Praparationsschrit-
ten mit 70 %igem Alkohol desinfiziert. Das mehrmalige Uberfiihren des Praparates in frisches
Préparationsmedium diente der Keimverdinnung, um eine mogliche Kontamination der Kultur

ZuU vermeiden.

3.3 Die organotypische Kultur des Cortischen Organs

Fur unsere Untersuchungen nutzten wir die organotypische Kultur des Cortischen Organs
von drei bis finf Tage alten Wistar-Ratten. Die Zusammensetzung des Mediums fir das in-vitro-
Modell orientierte sich an Arbeiten von Léwenheim et al. [70]. Als Grundmedium diente Dulbe-
cco's modified Eagle’s medium/F12 nutrient mixtures (DMEM/F12) mit 10 % fetalem Kalberse-
rum, 100 U/ml Penicillin, 10 pg/ml Insulin, 10 pg/ml Transferrin, 10 ng/ml Natriumselenit, 0,6
% D(+)-Glukose (0,9 % Endkonzentration im Medium). Fir spezifische Fragestellungen wurde
die Zusammensetzung des Mediums modifiziert. Das Medium wurde jeweils am Morgen des
Versuchtages steril hergestellt.

Die drei Fragmente wurden getrennt voneinander jeweils in einer mit 500 pl Medium ge-
flllten Kammer kultiviert. Zur Positionierung der Fragmente wurden je Kammer 350 pl Medium
entnommen und in der vierten leer verbliebenen Kammer gesammelt. Die Fragmente wurden
ausgerichtet und waren nach etwa 2 Minuten am Kammerboden angeheftet, so dass das Medium
vorsichtig wieder aufgefllt wurde. Die Inkubation der Kulturen erfolgte in einem mit 5 % CO,

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

3.4 Darstellung der Haarzellen

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

tur-Préparat zu bestimmen, wurden diese fixiert und mit fluoreszenzmarkiertem Phalloidin (Phal-
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loidin-TRITC) gefarbt. Die Auswertung erfolgte mittels Fluoreszenzmikroskopie. Fur die semi-
quantitative Darstellung und Auswertung des Prestin-Proteins der duf3eren Haarzellen wurden
diese nach der Fixierung immunhistochemisch geféarbt und in einer Geldokumentationsanlage
ausgewertet.

Fixierung: Zundchst wurde das Medium entfernt und die Préparate zweimal vorsichtig mit
etwa 500 pl BSG gewaschen. Dann wurde das Gewebe 30 Minuten in 4 %igem Paraformalde-
hyd bei Raumtemperatur fixiert und anschlieend in PBS gewaschen. Erfolgte die Farbung nicht
direkt im Anschlu, wurden die fixierten Praparate in PBS bei 4 °C aufbewahrt.

Phalloidinfarbung und Haarzellzéhlung: Phalloidin ist das Gift des Knollenblatterpilz
(Amanita phalloides). Es bindet sich hochaffin an filamentares Aktin (F-Aktin). Das Aktinfila-
ment ist aus zwei helikal angeordneten Strangen globulérer Unterheiten (G-Aktin) aufgebaut.
Gewohnlich sind die Aktinfilamente zu schlanken Bundeln zusammengefugt, die der Stabilisie-
rung der Zellen dienen. Das Monomer (globuléres oder G-Aktin) steht im Gleichgewicht mit
dem Polymer (F-Aktin). Die Depolymerisierung wird durch das Phalloidin gehemmit.

An das Phalloidin ist der Fluoreszenzfarbstoff TRITC (Tetramethylrhodaminisothiocyanat)
gekoppelt, so dass die aktinreichen Stereozilien und die Kutikularplatten der Haarzellen fluores-
zenzmikroskopisch sichtbar werden. Aufgrund der heterogenen Morphologie, der differenten
Lage im Cortischen Organ und typischen Stereozilienanordnung lassen sich IHZ und AHZ Klar
voneinander unterscheiden.

Das fixierte Gewebe wurde zundchst mit 0,2 %iger Triton-PBS-Ldsung fir 30 Minuten
permeabilisiert und erneut mit PBS gewaschen. Um Reagenzien einzusparen, wurde um jedes
Fragment ein Kkleiner Plastikring (5 mm) platziert, in den 20 pl Phalloidin (1 pM) appliziert wur-
den. Nach 30 Minuten Inkubation im Dunkeln wurde der Plastikring entfernt, das Praparat erneut
mit PBS gewaschen und ein Antifading-Mix appliziert. Die beschriebenen Farbeschritte wurden
bei Raumtemperatur durchgefiihrt. Bis zur Auswertung wurden die gefarbten OC-Fragmente
dunkel und kihl (4 °C) gelagert.

Die Zahlung der Haarzellen erfolgte am Fluoreszenzmikroskop (Filter N 2.1) mittels eines
Glasobjekttragers mit um-Skalierung. Um die Zahlung zu standardisieren und somit ihre Repro-
duzierbarkeit zu gewéhrleisten, wurden Auswertungs- bzw. Z&hlkriterien festgelegt: (1) je Frag-
ment werden 3 bis 5 verschiedene reprasentative Abschnitte ausgezahlt; (2) der auszuzahlende
Abschnitt ist 100 um lang; (3) die Haarzellreihung, d.h. eine Reihe IHZ und drei Reihen AHZ,
muss gut sichtbar sein; (4) ein Abschnitt muss aus mindestens 20 gut erkennbaren zusammen-

hangenden AHZ bzw. ihren Fehlstellen bestehen; (5) Abschnitte mit mechanischen Alterationen
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werden nicht ausgezahlt; (6) Haarzellen werden als vorhanden gezéhlt, wenn die Kutikularplatte
und die Stereozilien intakt sind, andernfalls werden sie als Fehlstellen gezahlt. Die Dokumenta-

tion der Z&hlungen erfolgte mittels eines standardisierten Zahlprotokolls.

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

Prestin- und GATA-3-Farbung: Um eine Aussage Uber die Expression des Prestinpro-
teins zu bekommen, wurde das Prestinprotein immunhistochemisch gefarbt [57]. Die fixierten
Préparate wurden 10 Minuten in 0,5 %iger Triton-PBS-LOsung permeabilisiert und danach in
PBS gewaschen. Nicht-spezifische Bindungsstellen wurden mit 4 %igem normalem Eselserum
in PBS eine Stunde blockiert. Fir die Prestinfarbung wurden die Praparate tber Nacht bei 4 °C
mit dem Primarantikdrper (1:50 Verdinnung des affinitatsgereinigten polyklonalen Prestinanti-
korper N-20, 200 pg/ml) in einer Losung inkubiert, die PBS, 2 % NaCl, 1 % normales Eselse-
rum, 0,1 % Triton X-100 enthalt [59]. Nach mehrmaligem Waschen in PBS wurden die Prépara-
te mit dem Fluorescein-(FITC-) konjugiertem affinitatsgereinigtem Sekundérantikérper (1:200
Verdinnung, Esel-anti-Ziege 1gG) 60 Minuten lang inkubiert [20]. Ein Antifading-Mix wurde
appliziert und die Praparate anschlielend mit einem Axio Mikroskop (Imager Al, Carl Zeiss
AG, Gottingen, Deutschland) untersucht. Das GATA-3-Protein wurde in Anlehnung an Steen-
bergen et al. (2002) [72] gefarbt. Der Priméarantikdrper ist GATA-3 (HG3-31) monoklonales
Maus-anti-GATA-3 (#sc-268, Santa Cruz, 200 pg/ml, 1:100). Der Immunnachweis wurde mit
dem entsprechenden sekundéren FITC-markierten Ziege-anti-Maus-Antikorper (#115-095-003,
Jackson Dianova, 1:200) durchgefiihrt.

Quantitative Bestimmung des Prestin-Proteins: Um die Expression von Prestin-Protein in
den organotypischen Kulturen zu quantifizieren, wurde ein VVorgehen genutzt, welches auf der
immunhistochemischen Identifikation von Prestin in der Membran, auf der Visualisierung von
Prestin mittels Konfokalmiroskopie und auf dem Erfassen der Membranen der duReren Haarzel-
len mittels Gelscan-Programm-Paket (GelScan V5.01, BioSciTec, Marburg, Deutschland) ba-
siert. Um sicher zu stellen, dass alle Fragmente unter denselben Bedingungen geférbt werden,
wurden diese zusammen auf einem mit Zell- und Gewebskleber (Cell-Tal, B&D, Bedford, MA)
bedeckten Glasobjekttrager befestigt, mit einem Fettstift (ImmEdge Pen, Vektor Laboratories,
Burlingame, CA, USA) umrandet und dann gefarbt.

Die konfokalen Bilder der &uReren Haarzellmembranen wurden mit einem aufrechten La-
sermikroskop (Leica DM 2500), ausgestattet mit einem 63x Objektiv, in Ol-Immersion, mit Hilfe

einer 488 nm Linie eines Argon-lonen-Lasers angefertigt. Die optischen Schnitte wurden von
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dem mittleren Teil der Zellregion zwischen der Kutikularplatte und dem Nukleus angefertigt.
Zur Bestimmung der Intensitét der Prestin-Protein-Expression in den Membranen der duf3eren
Haarzellen wurde das Gelscan-Programm-Paket verwendet. Die Abbildung der Prestin geféarbten
aulleren Haarzellmembran wurde als Probenspur betrachtet, die aus einem Hd&chstwert, der
Membran, einem Tiefstwert, dem Zytosol (Hintergrund) und einem zweiten Hochstwert, der
gegenuberliegenden Membran, besteht. Dieses Histogramm wurde genutzt, um die differential
integrated density, kurz DID, das hei3t den Farbdichtewert der Banden mit abgezogenem Hin-
tergrund, zu ermitteln, ausgedrtickt in Pixelwerten der Graustufen. Die Ergebnisse zeigen, dass
dies ein effizientes System darstellt, um quantitative Verénderungen in der Protein-Expression
von Prestin zu detektieren. Der spezielle Vorteil dieses Verfahrens besteht in der Moglichkeit,
die Prestin-Protein-Expression in jedem einzelnen Segment des Cortischen Organs zu ermitteln.
Es wurden je Segment 30 dulRere Haarzellen untersucht.

Die Préparate wurden im Konfokalmikroskop der Arbeitsgruppe Frau Dr. Pohl/Frau Dr.
Smorodchenko (Institut fur Zell- und Neurobiologie, Charité) photographiert und die Bilder digi-
talisiert. Die immunhistochemischen Farbungen von Prestin- und GATA-3-Protein, sowie die

Dokumentation und Auswertung der Ergebnisse wurde von Frau Fuchs durchgefihrt.

3.6 Isolierung und Quantifizierung der RNA

Die sowohl frisch als auch nach jeweiliger Kutivierungsdauer gewonnen RNA-Proben
wurden zu je drei bzw. zwei Fragmenten gepoolt, um eine ausreichende RNA-Menge zu gewin-
nen. Die RNA wurde mit dem RNeasy® Mini Kit isoliert. Das Verfahren beruht auf der selek-
tiven Bindung von RNA auf der Silicagel-Membran und der Mikrozentrifugationstechnik. Es
beinhaltet folgende Schritte:

1) Lyse in GITC- (Guanidinisothiocyanat-) haltigem Puffer und Homogenisierung des
Gewebes durch Zerkleinern auf der QIAshredder Spinsdule,

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

3) Einstellen der Bindungsbedingungen mittels Ethanolzugabe;

4) Bindung der Gesamt-RNA auf der RNeasy Spinsdule durch Adsorption der RNA an
die Silicagel-Membran, Zentrifugation;

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

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

Die RNA-Isolation wurde entsprechend der Vorschrift des RNeasy® Mini Kit Handbuches
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durchgefuhrt. Um letzte DNA-Kontaminationen zu entfernen, wurde nach dem ersten Wasch-
gang eine DNase-Verdauung in der RNeasy Mini-Spinséule mit Hilfe des optionalen RNase-Free
DNase Sets durchgefiihrt. Eventuelle DNase-Reste werden in den nachfolgenden Waschgéngen
wieder entfernt.

Die quantitative Bestimmung der RNA-Konzentration erfolgte tber zwei Verfahren: (1)
Spektrophotometrie mittels Biophotometer und (2) Fluorometrie mittels RiboGreen®.

Wihrend die photometrische  RNA-Messung zuverldssig nur bis in den pg/ml-
Konzentrationsbereich messen kann, erméglicht die RiboGreen®-Methode eine RNA-
Konzentrationsbestimmung im ng/ml-Bereich (Messbereich: 1 ng/ml - 1 pg/ml) und ist somit um
etwa das 1000fache sensitiver. Die RiboGreen®-Methode ist verglichen mit der spektrophoto-
metrischen Messung im Biophotometer erheblich zeitintensiver.

Die Ergebnisse beider Messmethoden wurden in einer Testreihe miteinander verglichen.
Gemessen wurden je 4 Lungen- und Lebergewebeproben. Die Ergebnisse beider Methoden vari-
ierten um den Faktor 1 bis 1,4, wobei die im Biophotometer gemessenen RNA-Konzentrationen
geringer waren. Die A260/A280-Ratio betrug 1,7 bis 1,8.

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

genutzt.

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

Die mRNA wurde mit dem LightCycler mittels Real-time-Polymerase-Kettenreaktion (re-
al-time PCR) bestimmt. Die quantitative Bestimmung erfolgte iber zwei Verfahren: (a) der Pres-
tin-mRNA Gehalt wurde auf 1 ng Gesamt-RNA bezogen, ausgedrlckt in arbitrary units (AU
oder REgna, relative Einheiten), (b) die Prestin-mRNA Expression wurde auf die Expression
eines house-keeping Gens als Referenzgen bezogen, ausgedriickt als Ratio (Berechnung nach
Pfaffl [73]). Prinzipiell beinhaltet die real-time PCR folgende Schritte:

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

Die real-time PCR kann entweder in einem, d.h. cDNA-Synthese und PCR sind gekoppelt
im selben Rohrchen, oder in zwei Schritten, d.h. cDNA Synthese erfolgt unabhangig von der
PCR, durchgefihrt werden. Die Ein-Schritt-Methode hat den Vorteil, dass sie sehr schnell ist,
allerdings ist das System schlechter kontrollierbar und es treten eher Artefakte auf. Die Zwei-

Schritt-Methode, die in dieser Arbeit verwendet wurde, bendtigt mehr Zeit, allerdings kdnnen
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mehrere mMRNA-Spezies aus derselben cDNA analysiert werden.

Alle Pipettierschritte wurden auf Eis ausgefiihrt. Die Reaktionsreagenzien wurden zundchst
in einem Mix zusammenpipettiert und dann zu jeden Proben-Ansatz pipettiert.

Linearisierung und reverse Transkription (RT): Der erste Schritt dient der Linearisie-
rung der RNA, d.h. dem Auflésen von Sekundarstrukturen. Pro Ansatz wurden 5,6 pl RNase-
freies Wasser (in der Folge ,,Wasser®), 0,4 ul RNasin und 5 pl der RNA-Probe bzw. Wasser
(Leerwert) in einem 0,2 ml (PCR-) Eppendorfgefal vermischt und im Perkin Elmer fir 5 Minu-
ten auf 70 °C erwéarmt und anschlielfend auf 4 °C abgekihlt. Im zweiten Schritt erfolgt die
cDNA-Synthese. Je Ansatz wurden 4 pl RT-Puffer (5x), 0,25 pl RNasin, 0,125 pl M-MLV-
Reverse-Transkriptase, 4 pl dNTP-Mix (10 uM) und 1 pl Oligo-dT-Mix (75,8 uM) zugefugt und
fur 60 Minuten auf 42 °C erwdrmt, dann fur 5 Minuten auf 95 °C erhitzt und anschlieRend auf 4
°C abgekiihlt. Die synthetisierte cDNA wurde bis zur Weiterverarbeitung bei -20 °C gelagert.

Real-time PCR: Der dritte Schritt erfolgte mit dem Roche LightCycler® System. Das Sys-
tem beinhaltet folgende Programme: die Pré-Inkubation (95 °C, 10 min) zur Aktivierung der
Polymerase und zur Denaturierung der DNA, die Amplifikation der DNA-Zielsequenz, das Er-
stellen der Schmelzkurven zur ldentifikation des PCR-Produkts und schlielich das Abkuhlen
auf 40 °C.

Ein Amplifikationszyklus besteht aus der Denaturierung (95 °C, 10 s), dem Anlagern des
Primers (Primer-spezifische Temperatur, 10 s; Tabelle 3) und der Extension (72 °C, 15 s). Das
LightCycler®-System-Protokoll wurde fiir jede Zielsequenz anhand einer Effizienzkurve opti-

miert.

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

Gen (Grofie) Amplifikation Schmelzkurve Effizienz
Prestin (162) 70 °C 65 °C 1,9
Tbp (201) 66 °C 60 °C 1,9
Gapdh (226) 66 °C 55°C 2,0
Gata-1 (183) 66 °C 55°C 2,0
Gata-2 (170) 64 °C 55°C 1,9
Gata-3 (174) 66 °C 50 °C 1,9

GroBe der Primer in Basenpaaren (bp) angegeben.

Jeder Ansatz hatte ein Gesamtvolumen von 20 pl zusammengesetzt aus je 1 ul 3’- und 5°-
Primer (10 pM), 4 ul Master Mix (Roche), abhéngig von der Zielsequenz 1 — 5 pl cDNA
(Tabelle 4) und Wasser (PCR-Grad).
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Tabelle 4: cDNA-Einsatz in PCR.

Gen (GrofBie) cDNA-Einsatz Gen (GréBe [bp]) c¢DNA-Einsatz
Prestin (162) 5ul Gata-1 (183) S5ul
Thp (201) 3ul Gata-2 (170) 3ul
Gapdh (226) | ul Gata-3 (174) 3ul

Grole der Primer in Basenpaaren (bp) angegeben.

Gelelektrophorese und Dokumentation: Zur Auswertung der PCR-Produkte wurden die-
se nach ihrem Molekulargewicht mittels Gelelektrophorese aufgetrennt. Hierzu wurden 1-2 pl
Amplifikat (bzw. Leerwert) mit 2 ul Ladepuffer in 10 pl (Gesamtvolumen) TBE-Puffer und der
Molekulargewichtsmarker V (8-587 bp) auf ein SybrGreen-haltiges 3 %iges Agarosegel aufge-
tragen. Die Auftrennung in einer Gelelektrophoresekammer erfolgte bei 100 V fir etwa. 45 Mi-
nuten. Die DNA-Banden wurden mittels eines Geldokumentations- und —analysesystems darge-
stellt und digitalisiert.

Auswertung der Gen-Expressionswerte der real-time PCR: Die Ergebnisse der real-
time PCR wurden unter Verwendung von zwei verschiedenen Bezugssystemen ausgewertet: (1)
bezogen auf die Gesamt-RNA und (2) bezogen auf ein Referenzgen.

Normiert auf die Gesamt-RNA: Der relative Gehalt des Zielgens in den Proben wurde auf
1 ng Gesamt-RNA der jeweiligen Probe normiert und in relativen Einheiten (REgna) ausge-
drickt [74]. Die Grundlage der Berechnung der Amplifikate der real-time PCR ist die Intensitét
des Fluoreszenzsignals (F) am Crossing Point (CP), welche das Produkt aus der Menge (No) des
Zielgens und der Effizienz (E) hoch dem CP-Wert einer bestimmten eingesetzten RNA-Menge
(CPx) ist:
=

= ECP

F=N,xE"; N,

Logarithmiert man die Gleichung und geht davon aus, dass No proportional zur eingesetz-
ten RNA-Menge (RNA) ist, erhdlt man folgende Gleichung:

log(F) =log(RNA,) + CP, xlog(E).

Davon ausgehend, dass alle CP-Werte des Zielgens innerhalb eines PCR-Durchgangs per
Definition mit derselben Fluoreszenzintensitat korrespondieren und die CP-Werte auf eine ein-
gesetzte RNA-Menge von 1 ng normiert werden, ergibt sich fur den normierten CP-Wert
(CProrm.) folgende Gleichung:

cp _|9RNA)

l9(E)

Setzt man F gleich eins und verwendet die normalisierten CP-Werte kann der Gehalt der

+CP,.
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MRNA des Zielgens in relativen Einheiten berechnet werden:
1

E CPRiorm '

RE RNA —

Um den Umgang mit den in relativen Einheiten ausgedriickten Werten zu erleichtern, wer-
den die erhaltenen REgna mit dem Faktor 10 multipliziert.

Normiert auf ein Referenzgen: Die Auswertung der real-time PCR erfolgte mittels relativer
Quantifizierung nach Pfaffl [73]. Hierbei werden die Werte der mRNA-Expression eines Ziel-
gens auf den Expressionswert eines nicht-regulierten Referenzgens (housekeeping gene) nor-
miert. Die relative Expressionsratio des Zielgens (R), ausgedriickt als relative Einheit normiert
auf das Referenzgen (REmp), berechnet sich aus den Effizienzen (E) der PCR und der Differenz
der Crossing Points (ACP) des Ziel- und des Referenzgens:

E(Zle Ig en)ACP(Zielgen)
Top — E(Re ferenZ)ACP(Re ferenzger) *

R=RE

Die CP-Werte der Proben werden auf einen in jedem Experiment mitgefiihrten Calibrator
normiert:

ACP = CP(Calibrator) — CP(Probe).

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

Zyklen am Crossing Point und der eingesetzten cDNA-Menge:

E = 10(71/ Steigung)

Die Effizienz-korrigierte relative Quantifizierung mittels real-time PCR ist derzeit die ge-
eignetste Methode der mMRNA-Quantifizierung [73].

3.8 Methodische Varianz

Uber den gesamten Zeitraum wurde jedem Versuch ein Calibrator als weitere Probe zu-
fugt. Dieser besteht aus einem Pool von Cochleagewebe der neonatalen Ratte. Die Cochleae
neugeborener Ratten wurden gesammelt und das Gewebe aufbereitet. Der so gewonnene Coch-
lea-Pool wurde aliquotiert und bei - 80 °C gelagert. Der Calibrator dient einerseits zur Auswer-
tung der RT-PCR-Daten (Kapitel 3.7), andererseits zur Qualitadtskontrolle der experimentellen
Arbeit Uber den gesamten Zeitraum. Um die Tag zu Tag Varianz der RT-PCR zu detektieren,
wurden die CP-Werte der Calibrator-Proben entlang der Zeitachse ausgewertet (Abbildung 4).

Der Variationskoeffizient betragt fur Prestin 2,5 Prozent, fir Thp 1,8 Prozent, fir Gata-3
2,3 Prozent, fiir Gata-2 4,9 Prozent und fur Gata-1 1,3 Prozent. Die Varianzen der CP-Werte des
Calibrators entsprechen einem Variationskoeffizienten des Calibrators bezogen auf die Gesamt-
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RNA (REgna) Von 22 Prozent fir Prestin, 15 Prozent flr Tbp, 20 Prozent fir Gata-3, 28 Prozent
flr Gata-2 und 17 Prozent fur Gata-1.
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Abbildung 4: CP-Werte der Prestin-, Thp-, Gata-3-, Gata-2- und Gata-1-mRNA des Calibrators wéhrend der
experimentellen Arbeit. A: Prestin, Tbp und Gata-3. B: Gata-2 und Gata-1. Dargestellt sind die Einzelwerte des
CP-Werts der RT-PCR. Die Geraden reprasentieren die Gleichungen der linearen Regression: Prestin y = 0,01x +
26,47; R = 0,280; n = 44. Tbp y = x + 21,875; R = 0,056; n = 46. Gata-3 y = -0,01x + 19,36; R = 0,147; n = 41.
Gata-2 y =0,07x + 21,42; R = 0,406; n = 23. Gata-1 y = x + 27,00; R = 0,073; n = 24. CP-Wert...Crossing Point.

3.9 Statistik

Die statistische Auswertung der Versuchsergebnisse erfolgte mit Hilfe des Programms
STATISTICA 6.0. Mittelwerte (MW) £ Standardabweichung (SD) bzw. Standardfehler (SEM)
wurden berechnet und mit Hilfe des Programms MS-Exel dargestellt. Die Daten wurden mittels
ANOVA analysiert und mittels post-hoc-Test (Scheffé-Test, LSD) verglichen. Als signifikant
wurden p < 0,05 gewertet.

Der konservative Scheffé-Test wurde verwendet, um nicht nur paarweise Vergleiche
durchzufuhren, sondern alle moglichen linearen Kombinationen von Gruppenmittelwerten zu
untersuchen. Dadurch ist flr eine Signifikanz eine grolRere Differenz der Mittelwerte erforder-
lich.

Um bei negativem Scheffé-Test Tendenzen aufzuzeigen, wurde der liberalere Least-
Significant-Difference-(LSD-)Test verwendet. Dieser paarweise multiple Vergleichstest detek-
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tiert die geringste signifikante Differenz. Diese ergibt sich durch das Poolen der Varianzen der
Gruppen.
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4. Ergebnisse

4.1 Charakterisierung der organotypischen Kultur der neonatalen Ratte

Die Charakterisierung der organotypischen Kultur des Cortischen Organs (OC) neonataler
Ratten erfolgte mittels Beurteilung des Zustandes der Haarzellen, der Haarzellzahlung und RNA-
Quantifizierung. Hierzu wurden drei Gruppen definiert: (1) Frischpréparat; (2) 48-Stunden-
Préparat und (3) 72-Stunden-Praparat.

4.1.1 Zustand und Anzahl der Haarzellen

Das entsprechend den Windungen in drei gleichgroRe Fragmente geteilte OC wurde mit
fluoreszenzmarkiertem Phalloidin gefarbt und begutachtet. Hierzu wurde ein OC von 3 bis 5
Tage alten Ratten direkt nach der Préparation fixiert und diente als Ausgangswert (Frischprépa-

rat), das kontralaterale Organ wurde kultiviert.

Frisch 72 h
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Abbildung 5: Reprasentative Darstellung der Phalloidin-geféarbten Haarzellen. A-C: Frisch fixiert. D-E: Nach
72 Stunden Kultivierung fixiert. Abgebildet sind jeweils ein apikales (A, D), mediales (B, E) und basales (C, F)
Fragment. Der MaRbalken entspricht 10 pum.

Abgesehen von vereinzelten Lasionen bzw. Verlusten waren in allen drei Fragmenten, so-
wohl im Frisch- als auch im kultivierten Praparat, die inneren und &uf3eren Haarzellen intakt.

Praparationsbedingte mechanische Lé&sionen gingen nicht in die Bewertung ein. Abbildung 5
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zeigt links ein Frisch- und rechts ein 72-Stunden-Préparat. VVon oben nach unten ist jeweils das
apikale, mediale und basale Fragment abgebildet. Die Organstruktur ist erhalten und es liegen
keine mechanischen Alterationen vor. Eine innere und drei duRere HZ-Reihen mit Stereozilien
sind gut erkennbar. Es sind mehr als 20 aufeinander folgende duRRere HZ abgebildet. Innere und
aullere HZ lassen sich anhand ihrer typischen bogenférmigen Gestalt, ihrer Lage und ihrer An-
zahl gut voneinander abgrenzen.

Es wurden die vorhandenen HZ gezéhlt. Abbildung 6 zeigt die graphische Auswertung der
vorhandenen Haarzellen. Pro 100 um Fragmentléange befinden sich im Frischpraparat 10 IHZ, im
48- und im 72-Stunden-Préparat sind es 9 IHZ. Je &uRere Haarzellreihe befinden sich in den
frisch fixierten Praparaten im Mittel 13 AHZ, in den kultivierten Praparaten sind es 12 AHZ je
Reihe. Da sich die drei dulReren Haarzellreihen jeweils in ihrer Anzahl an duReren Haarzellen

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

gefafit.
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Abbildung 6: Anzahl der inneren und &uf3eren Haarzellen in der organotypischen Kultur des Cortischen
Organs. Gemittelte Anzahl der vorhandenen Haarzellen pro 100 pm im apikalen, medialen und basalen Fragment
des Cortischen Organs; frisch, nach 48 Stunden und nach 72 Stunden in Kultur; jeweils gez&hlt in 3 bzw. 4 repréasen-
tativen Abschnitten. Dargestellt sind MW + SEM (frisch: n = 16-17, 48 h: n = 19-22, 72 h: n = 9-10). IHZ...innere
Haarzellen; AHZ...4uRere Haarzelle; AHZ 1...der inneren HZ anliegende &uRere HZ; AHZ 2...der AHZ 1 anlie-
gende duBere HZ; AHZ 3...der AHZ 2 anliegende auBere HZ. *...Signifikant nach Scheffé-Test: p < 0,001 frisch

vs. Kultur.

Die Anzahl der inneren und &ulReren Haarzellen im Cortischen Organ sinkt signifikant nach
48 bzw. 72 Stunden in Kultur. Um diesen Abfall der Haarzellanzahl zu analysieren, wurden pa-
rallel zu den vorhandenen (Tabelle 5) die degenerierten Haarzellen anhand der Fehlstellen aus-

gezdhlt (Tabelle 6). Dargestellt ist die Anzahl der vorhandenen und fehlenden inneren und duRe-
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ren Haarzellen jeweils im apikalen, medialen und basalen OC-Fragment im Frischpraparat, im
48-Stunden- und im 72-Stunden-Préparat pro 100 um, ausgedrickt als Median mit Angabe der

10er und 90er Perzentile.

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

tischen Organs.

HZ Apikal Medial Basal
Frisch n=17 n=17 n=17

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

AHZ 41,3 (35,8 -43,5) 39,2 (37,3 - 40,3) 37,6 (36,4 - 38,9)
48 Stunden n=19 n=21 n=16

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

AHZ 36,8 (34,0 - 38,4) 35,7 (33,8 -37,9) 35,7 (32,5-37,3)
72 Stunden n=9 n=10 n=7

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

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

Gemittelte Anzahl der vorhandenen Haarzellen pro 100 um im apikalen, medialen und basalen Fragment des Corti-
schen Organs im Frischpriparat, nach 48 Stunden und nach 72 Stunden in Kultur. Dargestellt sind Median (10er -
90er Perzentile), sowie die Anzahl n der ausgewerteten Fragmente. IHZ...innere Haarzellen, AHZ.. dueren Haar-

zellen.

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

schen Organs.

HZ Apikal Medial Basal
Frisch n=17 n=17 n=17
IHZ 0,0 (0,0 -0,5) 0,0 (0,0-0,5) 0,8 (0,0 - 1,9)
AHZ 0,0 (0,0-0,3) 0,0 (0,0-0,5) 0,0 (0,0 - 0,8)
48 Stunden n=19 n=21 n=16
IHZ 0,3 (0,0-0,8) 0,5(0,0-1,3) 0,5 (0,0 -2,4)
AHZ 0,2 (0,0-1,1) 0,0 (0,0-0,5) 0,4 (0,0 - 1,6)
72 Stunden n=9 n=10 n=7
IHZ 0,3(0,0-0,5) 0,9 (0,0 -1,6) 0,8 (0,5-2,1)
AHZ 0,0 (0,0 -0,5) 0,1(0,0-1,5) 0,5 (0,0 - 2,9)

Gemittelte Anzahl der Fehlstellen von Haarzellen pro 100 um im apikalen, medialen und basalen Fragment des
Cortischen Organs im Frischpriparat, nach 48 Stunden und nach 72 Stunden in Kultur. Dargestellt sind Median
(10er - 90er Perzentile), sowie die Anzahl n der ausgewerteten Fragmente. IHZ...innere Haarzellen, AHZ...4uBeren

Haarzellen.

In den Frischpréparaten fehlen 3 Prozent der inneren Haarzellen, wéahrend die Reihen der
auBeren Haarzellen keine Fehlstellen aufweisen. Nach 48 bzw. 72 Stunden in der Kultur fehlen

etwa 6 Prozent der inneren und etwa 1 Prozent der aulleren Haarzellen. Es deutet sich eine Zu-
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nahme des Zellverlustes in der Kultur an, es ergab sich jedoch kein signifikanter Unterschied.
Der Trend ist dadurch charakterisiert, dass die IHZ vulnerabler auf die Kultivierung reagieren als
die AHZ. Der Verlust von inneren und auch duReren Haarzellen wahrend der Kultivierung ist im
basalen Fragment am hdchsten.

Die signifikante Differenz der vorhandenen Haarzellen vor und nach Kultivierung resul-
tiert, wie die Zahlung der Fehlstellen zeigt, nicht aus einem Untergang von Haarzellen. Vielmehr
ist die verminderte Zellzahl nach 48 bzw. 72 Stunden Kultur gegeniiber den Frischpraparaten auf
das Anheften und Auswachsen der Fragmente auf dem Boden der Kultivierungsplatten und dar-

aus resultierender Dehnung zurlickzuftihren.

4.1.2 Verhalten des RNA-Gehaltes

Die RNA-Konzentration wurde in den Frischpréparaten, d.h. etwa 2 Stunden nach der Pré&-
paration, und in den Kultur-Préparaten, nach 72 Stunden Kultur, bestimmt. Abbildung 7 zeigt die
Mittelwerte der RNA-Konzentration im 30 pl Eluat im Frischpraparat verglichen mit dem 72-
Stunden-Praparat im apikalen, medialen und basalen Fragment. Zu erkennen ist der RNA-Abfall
nach 72 Stunden in Kultur um 59 Prozent von 28 ng/pl auf 12 ng/pl im apikalen Fragment. Im
medialen OC-Abschnitt sank die RNA-Konzentration um 41 Prozent von 20 ng/pl auf 12 ng/ul

und im basalen Fragment um 24 Prozent von 18 ng/ul auf 14 ng/ul.
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Abbildung 7: RNA-Konzentration frisch und nach 72 Stunden Kultur im apikalen, medialen und basalen
Fragment. Fir die RNA-Praparation wurden je Préparat 2-3 Fragmente gepoolt. Die Quantifizierung des RNA-
Gehaltes erfolgte im 30 ul Eluat mittels RiboGreen. Dargestellt sind MW + SEM der RNA-Konzentration in ng/ul,
n = 6. *...Signifikant nach LSD-Test: p < 0,02 vs. frisch.

Es ist bedeutsam, dass der RNA-Abbau nicht durch Haarzellverlust bedingt ist, da nahezu
alle Haarzellen am Ende der Kultur in intakter Form vorliegen (vgl. Tabelle 6, Seite 35). Dieser
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Abfall ist am ehesten auf den Abbau von ribosomaler RNA infolge préparativ bedingter Zellun-
tergange zurtickzufiihren. Die Bestimmung der RNA-Konzentration in den vorliegenden Unter-
suchungen erfolgte, um in ausgewahlten Versuchen einen Bezugswert zu haben, der unabhangig

von einem Referenzgen ist.

4.1.3 Expression von Referenzgenen

Um die Gen-Expression quantitativ zu analysieren, werden die Gen-Expressions-Daten auf
ein Referenzgen (housekeeping gene) bezogen. Es ist bekannt, dass die Expression der tblicher-
weise verwendeten Referenzgene unter verschiedenen experimentellen Bedingungen erheblich
schwankt [75]. Dementsprechend wurde nach einem geeigneten Refrenzgen gesucht, d.h. nach
einem Gen, das unter den vorliegenden Versuchsbedingungen stabil und unveréndert exprimiert

wird.

4.1.3.1 Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase

Ein bekanntes und h&ufig genutztes Referenzgen ist die Glycerinaldehyd-3-phosphat-
Dehydrogenase (GAPDH; [76]). Die GAPDH ist ein Enzym der Glykolyse und kommt ubiquitar
im Organismus vor.

In Abbildung 8 ist die Expression der Gapdh-mRNA im apikalen, medialen und basalen
Fragment im Frisch- und 72-Stunden-Préparat dargestellt. Nach 72 Stunden in der organotypi-
schen Kultur des Cortischen Organs von postnatalen Ratten verdoppelt sich der Gapdh-mRNA.-

Gehalt der Praparate.
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Abbildung 8: Gapdh-mRNA im apikalen, medialen und basalen Fragment frisch und nach 72 Stunden in
Kultur. Dargestellt sind MW = SEM bezogen auf RNA (REgna), N = 4. Signifikant nach Scheffé-Test vs. frisch:
*...p < 0,05; nach LSD-Test: *...p < 0,002.
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Aufgrund des Anstiegs des Gapdh-mRNA-Gehalts innerhalb der Kultur erwies sich die
Gapdh als Referenzgen fiir das organotypische Model der Cochlea als ungeeignet.

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

skriptionsfaktor der Polymerase Il, Fraktion D) und kann als allgemeiner Transkriptions-
Initiations-Faktor betrachtet werden [77]. Es bindet an die sog. TATA-Box, eine Thymin- und
Adenin-reiche DNA-Sequenz in der Promotorregion eines Genes. In verschiedenen Geweben
wurde die Eignung von Tbp als Referenzgen gezeigt, beispielsweise im Ovar [78], in Nierenzel-
len [79] und im Blut [80]. Thp wurde hinsichtlich seiner Eignung als Referenzgen in der organo-
typischen Kultur der Cochlea gepruft, da es in verschiedenen Spezies und Geweben bereits als
solches verwendet wurde.

Abbildung 9 zeigt den Tbp-mRNA-Gehalt im apikalen, medialen und basalen Fragment im
Frisch- und 72-Stunden-Praparat. In den Frischpraparaten betragt der Thp-Gehalt etwa 440 + 40
REgrna (n = 18), in den 72-Stunden-Préparaten etwa 510 + 20 REgna (n = 54). Es bildet sich kein
Apikal-Basal-Gradient aus. Apikal betrug der Tbp-Gehalt etwa 480 + 40 REgna, Medial etwa
500 + 30 REgrna und basal etwa 490 + 30 RErna (Jeweils n = 24). Es zeigt sich kein signifikanter
Unterschied im Tbp-Gehalt nach 72 Stunden Kultur einerseits und innerhalb der OC-Regionen

andererseits.
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Abbildung 9: Tbp-mRNA im apikalen, medialen und basalen Fragment frisch und nach 72 Stunden in Kul-
tur. Dargestellt sind MW + SEM bezogen auf RNA (REgna), frischn=6; 72 hn =18.

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

nach der Praparation (frisch) gewonnenen Proben verglichen mit den 72-Stunden-Kultur-
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Praparaten, als auch der Vergleich zwischen apikalem, medialem und basalem Fragment zeigen
ein im biologischen Rahmen stabiles Niveau der Expression der mRNA. Daher wurde Thp als

Referenzgen eingesetzt.

4.1.4 Expression von Transkriptionsfaktoren

Die Transkription von Genen unterliegt der mehr oder weniger strengen Kontrolle durch
Transkriptionsfaktoren. Es ist von grof3er Bedeutung, jene Transkriptionsfaktoren zu identifizie-
ren, die die Expression von Prestin regulieren. In Vorversuchen wurde die Expression von drei
Transkriptionsfaktoren, die eine potentielle Bedeutung fir die Prestin-Expression haben kénnten
verglichen: C-fos, NfkB und Gata-3.

Wie aus Abbildung 10 A hervorgeht, sinkt die Expression der c-fos-mRNA nach 72 Stun-
den Kultur gegeniber den Frischpraparaten um 70 bis 80 Prozent (Wilcoxon-Test: p < 0,03
frisch versus 72 Stunden, n = 6), wahrend die Prestin-Expression ansteigt. Man erkennt in Abbil-
dung 10 B, dass die Expression von NfkB -mRNA nach 72 Stunden in Kultur in allen drei Frag-
menten etwa um den Faktor 0,5 absinkt (Wilcoxon-Test: p < 0,03 frisch versus 72 Stunden, n =
6). Die Expression der Gata-3-mRNA ist der von Prestin auffallend ahnlich (Abbildung 10 C).
Beide Gene zeigen einen Apikal-Basal-Gradienten und werden nach 72 Stunden Kultur auf ei-
nem hoheren Niveau exprimiert.

Von den ausgewahlten Transkriptionsfaktoren zeigt nur Gata-3 ein dem Prestin &hnliches
Expressionsverhalten, sowohl in der Entwicklung als auch im Apikal-Basal-Gradienten. Auf-
grund dieser Ahnlichkeit wurde die Expression von Gata-3 parallel zu der von Prestin unter-
sucht. Da die Transkriptionsfaktoren Gata-3, Gata-2 und Gata-1 eine funktionelle Gruppe bilden,

wurden dariber hinaus Gata-2 und Gata-1 untersucht.
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Abbildung 10: mRNA-Gehalt der Transkriptionsfaktoren im apikalen, medialen und basalen Fragment
frisch und nach 72 Stunden in Kultur. A: C-fos. B: NfkB. C: Gata-3. Dargestellt ist der MW bezogen auf RNA
(REgrna) aus zwei unabhdngigen Versuchen der c-fos- und NfkB-mRNA-Expression bzw. MW + SEM der Gata-3-
mMRNA-Expression (n = 6-7). Zur besseren Ubersicht sind MW + SEM der Prestin-mRNA-Expression bezogen auf
RNA (REgna) (n = 6-7) auf der Sekundar-Y-Achse dargestellt. *...Signifikant nach LSD-Test vs. frisch: *!...p <
0,001; **...p<0,01; **...p < 0,05; **p = 0,05 (n.s.).

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

Fir die Untersuchung der mRNA-Expression von Prestin und den Gata-
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Transkriptionsfaktoren (Gata-1, -2, -3) in vitro wurde die organotypische Kultur des Cortischen
Organs von drei bis funf Tage alten Wistar-Ratten genutzt. Die Quantifizierung der mRNA er-
folgte im frisch praparierten Gewebe und in der organotypischen Kultur nach 48 Stunden und
nach 72 Stunden Kultivierung. Um die Entwicklung der Gen-Expression in vivo zu untersuchen,
wurde das Cortische Organ von zwei, finf und acht Tage alten Tieren frisch prapariert und un-
tersucht.

Die quantitative Bestimmung erfolgte tGber zwei Verfahren: (1) der mRNA Gehalt des
Zielgens wurde auf 1 ng Gesamt-RNA bezogen, ausgedriickt in relativen Einheiten (RErna); (2)
die mRNA Expression des Zielgens wurde auf die Expression eines Referenzgens bezogen, aus-
gedrckt als Ratio in RE,, (berechnet nach Pfaffl [73]).

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

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

an. Die Entwicklung beider Gene verlauft parallel.

4.2.1.1 mRNA-Entwicklung in vitro bezogen auf die Gesamt-RNA
Wie in Abbildung 10 C (Seite 40) gezeigt, betragt der Prestin-mRNA-Gehalt in den

Frischpraparaten im apikalen Fragment etwa 420 REgna, im medialen etwa 530 REgrna uUnd im
basalen etwa 330 REgrna. Nach 72 Stunden in Kultur steigt der mRNA-Gehalt apikal um den
Faktor 2,3 auf etwa 980 RErna, medial um den Faktor 1,8 auf etwa 950 REgrna und basal um den
Faktor 1,7 auf etwa 550 REgrna Signifikant an. Durch den starkeren Anstieg der Prestin-mRNA.-
Expression im apikalen Fragment verglichen mit den medialen und basalen, steigt der Apikal-
Basal-Gradient nach 72 Stunden von 1,5 auf 1,8.

Die Expression von Gata-3 verhalt sich ahnlich der von Prestin. In den apikalen Fragmen-
ten steigt die mMRNA-Expression von 14000 REgrna um den Faktor 1,5 auf 21000 REgna, in den
medialen Fragmenten von 12000 REgrna um den Faktor 1,7 auf 21000 RErna und in den basalen
Fragmenten von 11000 RErna um den Faktor 1,5 auf 17000 REgna signifikant an. Die Gata -3-
MRNA-Expression verdndert sich gleichmaRig im gesamten Cortischen Organ. Der Apikal-
Basal-Gradient betragt 1,2 in den Frisch-Praparaten und 1,3 nach 72 Stunden in Kultur.

4.2.1.2 mRNA-Entwicklung in vitro bezogen auf das Referenzgen

Im Folgenden sind die Ergebnisse der In-Vitro-Entwicklung von Prestin und den Tran-
skriptionsfaktoren Gata-1, -2 und -3 bezogen auf das Referenzgen Thp dargestellt.
Prestin- und Gata-3-Entwicklung: Abbildung 11 zeigt den Prestin- und Gata-3-mRNA-
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Gehalt bezogen auf Thp im apikalen, medialen und basalen Fragment des Cortischen Organs
frisch, nach 48 Stunden und 72 Stunden in Kultur. Die Expression von Prestin-mRNA steigt im
apikalen Fragment nach 48 Stunden auf das 1,7fache und nach 72 Stunden auf das 2,7fache an.
Im medialen Fragment steigt die Expression in vitro nach 48 Stunden auf das 1,5fache und nach
72 Stunden auf das 2,2fache. Das Expressionsniveau ist im basalen Fragment nach 48 Stunden
stabil und steigt erst nach 72 Stunden auf das 1,7fache an. Die Dauer der Kultur fihrt im Corti-
schen Organ apikal, verglichen mit medial und basal, zu einem stérkeren Anstieg der Prestin-
Expression. Der bereits bei den drei bis fiinf Tage alten Tieren (frisch) ausgebildete Apikal-

Basal-Gradient erhdht sich in vitro nach 48 Stunden von 1,4 auf 2,3 bzw. auf 2,2 nach 72 Stun-

den.
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Abbildung 11: In-vitro-Entwicklung der Prestin- und Gata-3-mRNA im apikalen, medialen und basalen
Fragment des Cortischen Organs. Dargestellt sind MW + SEM der Genexpression bezogen auf Thp (REm,) frisch
(n = 31), nach 48 Stunden (n = 25) und nach 72 Stunden (n = 6) in der organotypischen Kultur. Primar-Y-Achse:
Prestin. Sekundar-Y-Achse: Gata-3. Signifikant nach Scheffé-Test: **...p < 0,001; *2...p < 0,02; nach LSD-Test:
#...p <0,05. SEM teilweise innerhalb des Symbols.

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

Um die Kinetik der Prestin- und Gata-3-mRNA-Expression in den ersten 24 Stunden nach
Beginn der Kultur zu erfassen, wurden altere Daten der Arbeitsgruppe herangezogen. Diese Da-
ten stammen aus friiheren Microarray-Untersuchungen und beziehen sich auf das gesamte Corti-
sche Organ, da hier nicht nach der Region unterschieden wurde. Der komplette Datensatz wurde
entsprechend des MIAME Standards publiziert [82]. Die Dauer der Kultur betrug 24 Stunden.
Die Art der Praparation, Kulturmedium und -bedingungen, sowie die RNA-Préparation folgten
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den in der vorliegenden Arbeit angewendeten Protokollen. Abbildung 12 zeigt links die Prestin-
und rechts die Gata-3-mRNA-Expression des gesamten Cortischen Organs der neonatalen Ratte
frisch prapariert und nach 24 Stunden in Kultur. Ebenfalls dargestellt ist die mMRNA-Expression
nach 48 und 72 Stunden jeweils im apikalen, medialen und basalen Fragment. Die gestrichelte
Linie zeigt, zur besseren Ubersicht die aus den Einzelfragmenten gemittelte mRNA -Expression

des gesamten Cortischen Organs.

30 —o— Apikal 8 — o Apikal
25 - —o— Medial ; 1 __ o Medial
Ezo, ——»n— Basal ’55, ——n— Basal
bl:ci 15 —»—0C ?:; 4 | —x—OC
g 10 | - =x- =OC g‘; 3 - - =x= =OC
o (rechn.) 2 (rechn.)
5 - 1
0 Frisch 24h 48h 72h 0 Frisch 24h 48h 72h

Abbildung 12: Einfluss der Dauer der Kultur auf die Prestin- und Gata-3-mRNA-Expression im Cortischen
Organ. Links: Prestin. Rechts: Gata-3. Dargestellt sind MW + SEM bezogen auf Thp (REqy,), frisch (n = 6), nach
24 Stunden (n = 6), nach 48 Stunden (n = 25) und nach 72 (n = 6) Stunden in Kultur. Signifikant nach Scheffé-Test:
*...p < 0,001 vs. frisch. Zur besseren Ubersicht ist als gestrichelte Linie die aus den Einzelfragmenten gemittelte

Expression nach 48 und 72 Stunden dargestellt.

Unter den Kulturbedingungen verdoppelt sich die Expression von Prestin-mRNA innerhalb
von 24 Stunden. Es zeigt sich weiterhin, dass die In-Vitro-Expression der Prestin-mRNA im api-
kalen und medialen Fragment verglichen mit dem basalen Fragment starker zunimmt. Da das
Expressionsniveau im basalen Fragment innerhalb von 48 Stunden stabil bleibt und erst nach
weiteren 24 Stunden ansteigt, ist die 24-Stunden-Kultur fir die Untersuchung der Prestin-
Expression in Abh&ngigkeit von der Region weniger gut geeignet. Fur die Untersuchung von
moglichen Einflussfaktoren auf die Prestin-mRNA-Expression ist sowohl die 48-Stunden- als
auch die 72-Stunden-Kultur besser geeignet, da beide einen ausreichend hohen Entwicklungs-
gradienten aufweisen. Der Prestin-mRNA-Gehalt steigt im Cortischen Organ verglichen mit der
Frisch-Kontrolle nach 24 Stunden in vitro auf das Doppelte, nach 48 Stunden etwa auf das

2 ,6fache und nach 72 Stunden etwa auf das 4fache.
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Der Gata-3-mRNA-Gehalt des gesamten Cortischen Organs steigt nach 24 Stunden in vitro
auf das 2,4fache. Nach 48 Stunden liegt das apikale Fragment oberhalb des Expressionsniveaus
des gesamten OC nach 24 Stunden in Kultur. Nach 72 Stunden in vitro steigt die Gata-3-
Expression verglichen mit der Expression nach 48 Stunden in Kultur in allen drei Fragmenten.
Die Gata-3-mRNA-Expression des gesamten Cortischen Organs steigt im Mittel nach 48 Stun-
den auf das 2,1fache und nach 72 Stunden auf das 3,2fache, jeweils verglichen mit der Frisch-
Kontrolle.

Gata-1- und Gata-2-Entwicklung: Im Folgenden (Abbildung 13) sind die Expressions-
muster der Transkriptionsfaktoren Gata-1 und Gata-2 dargestellt. Zur besseren Ubersicht ist
ebenfalls die Expression der Gata-3-mRNA als gestrichelte Linie abgebildet. Wahrend Gata-2
auf dem Niveau der Gata-3-mRNA exprimiert wird, erfolgt die Expression von Gata-1-mRNA
auf deutlich geringerem Niveau. Der Gata-1-mRNA-Gehalt betrégt etwa ein Zehntel dessen von
Gata-2 und -3. Die Expression der Gata-2-mRNA steigt in vitro im apikalen Fragment nach 48
Stunden auf das 1,8fache und nach 72 Stunden auf das 2,4fache. Im medialen Fragment steigt
der Gata-2-mRNA-Gehalt nach 48 Stunden auf das 1,5fache und nach 72 Stunden auf das
1,7fache. Im basalen Fragment wird Gata-2 wahrend der In-Vitro-Entwicklung auf einem stabi-
len Niveau exprimiert. Die Gata-2-mRNA-Expression zeigt bereits bei den drei bis finf Tage
alten Tieren (Frischpraparate) einen Apikal-Basal-Gradienten, welcher sich von 1,5 auf 2,5 nach
48 Stunden bzw. auf 2,9 nach 72 Stunden in Kultur erhéht. Der Gata-1-mRNA-Gehalt fallt wah-
rend der In-Vitro-Entwicklung im Cortischen Organ ab. Im apikalen Fragment fallt die Expressi-
on nach 48 Stunden auf ein Fiunftel und nach 72 Stunden auf ein Zehntel des mMRNA-Gehaltes
des Frischpréparates. Im medialen Fragment sinkt der Gata-1-mRNA-Gehalt auf das 0,3fache
nach 48 Stunden und auf das 0,1fache nach 72 Stunden in Kultur. Basal féallt der Gata-1-mRNA-
Gehalt nach 48 Stunden auf ein Zehntel des Frischpraparates bzw. nach 72 Stunden auf ein Flnf-
tel. Gata-1 wird im apikalen, medialen und basalen Cochlea-Fragment auf dem gleichen Niveau
exprimiert.

Wahrend der In-Vitro-Entwicklung steigt die Gata-2- und sinkt die Gata-1-mRNA-
Expression im Cortischen Organ. Die Gata-2-mRNA-Expression gleicht der von Gata-3 und

somit weitgehend der von Prestin.
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Abbildung 13: In-vitro-Entwicklung der Gata-1 und Gata-2-mRNA im apikalen, medialen und basalen
Fragment des Cortischen Organs. Dargestellt sind MW + SEM der Genexpression bezogen auf Thp (REm,) frisch
(n = 16), nach 48 Stunden (n = 12) und nach 72 Stunden (n = 4) in der organotypischen Kultur. Aus Grinden der
Ubersicht erfolgt zusitzlich die Darstellung der Gata-3-mRNA als gestrichelte Linie. Primar-Y-Achse: Gata-1. Se-
kundar-Y-Achse: Gata-2 und -3. Signifikanz nach Scheffé-Test vs. frisch: *1...p < 0,05; *2...p < 0,005; *3...p = 0,001;
nach LSD-Test vs. frisch: *...p < 0,05. SEM teilweise innerhalb des Symbols.

Apikal-Basal-Gradient: Zur besseren Vergleichbarkeit des Apikal-Basal-Gradienten von
Prestin, Gata-2 und Gata-3 wéhrend der In-Vitro-Entwicklung wurde der mRNA-Gehalt des je-
weiligen Fragments auf den Mittelwert des mRNA-Gehaltes aus apikalem, medialem und basa-

lem Fragment bezogen. Die graphische Auswertung zeigt Abbildung 14.
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Abbildung 14: Apikal-Basal-Gradient der Prestin-, Gata-3- und Gata-2-mRNA-Expression in vitro im Corti-
schen Organ. Daten (in RExy,p) jeweils normalisiert auf den Mittelwert aus apikalem, medialem und basalem Frag-
ment (RExy, normiert) in der Frisch- (Prestin, Gata-3 n = 31; Gata-2 n = 16), 48-Stunden- (Prestin, Gata-3 n = 25;
Gata-2 n = 12) und 72-Stunden-Kultur (Prestin, Gata-3 n = 6; Gata-2 n = 4). Dargestellt sind MW + SEM.
*_..Signifikant nach Scheffé-Test vs. basal: *...p < 0,05; *2...p < 0,005; **...p < 0,001. SEM teilweise innerhalb des

Symbols.
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Der Prestin-mRNA-Gehalt deutet in den Frischpraparaten einen Apikal-Basal-Gradienten
an, der sich nach 48 Stunden Kultur deutlich bildet und sich nach weiteren 24 Stunden Kultur
weiter verstarkt. Die mRNA-Expression von Gata-3 und Gata-2 zeigt einen ahnlichen Apikal-
Basal-Gradienten wie Prestin. Die Expression von Gata-1 zeigt keinen Apikal-Basal-Gradienten

(Daten nicht dargestellt).

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

Um zu prifen, ob die in vitro gefundenen Expressions-Muster von Prestin, Gata-1, -2 und -
3 die In-Vivo-Entwicklung widerspiegeln, wurde die Gen-Expression im frisch préparierten Cor-
tischen Organ von zwei (P2), finf (P5) und acht (P8) Tage alten neugeborenen Ratten unter-
sucht. Die Auswertung der real-time PCR-Daten erfolgt zum einen durch Bezug auf die Gesamt-

RNA, zum anderen durch Bezug auf das Referenzgen.

4.2.2.1 Verhalten des Referenzgens wahrend der In-Vivo-Entwicklung

Zuné&chst wurde die Eignung von Thp als Referenzgen fiir die In-Vivo-Untersuchungen ge-
pruft. Abbildung 15 zeigt den Tbp-mRNA-Gehalt im apikalen, medialen und basalen Fragment
des Cortischen Organs von zwei, fiinf und acht Tage alten Ratten. Der Thp-Gehalt betragt im
Mittel 400 RErna. Es bildet sich weder ein Apikal-Basal-Gradient, noch ein Entwicklungsgradi-
ent aus. Auch in vivo wird Thp, im Rahmen der biologischen Varianz, auf einem stabilen Niveau

exprimiert und ist daher als Referenzgen geeignet.
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Abbildung 15: In-Vivo-Entwicklung der Tbp-mRNA-Expression in vivo am zweiten, finften und achten post-
natalen Tag im apikalen, medialen und basalen Fragment. Dargestellt sind MW + SEM bezogen auf RNA
(REgna)- P2...zweiter postnataler Tag (n = 6), P5...flinfter postnataler Tag (n = 6-7), P8...achter postnataler Tag (n
= 5-6).
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4.2.2.2 mRNA-Entwicklung in vivo bezogen auf die Gesamt-RNA

In Abbildung 16 ist die Entwicklung der Prestin- und Gata-3-mRNA-Expression bezogen
auf die Gesamt-RNA, ausgedrickt in relativen Einheiten (REgna), dargestellt. Wahrend der In-
Vivo-Entwicklung vom zweiten bis zum achten postnatalen Tag steigt die Expression der Pres-
tin-mRNA an. In den P2-Préparaten ist der Prestin-mRNA-Gehalt in den drei OC-Regionen an-
nahernd konstant mit 145 REgna. In der apikalen OC-Region steigt der Prestin-mRNA-Gehalt
am funften postnatalen Tag auf 500 RErna Und am achten postnatalen Tag auf 850 REgna. In der
medialen OC-Region betrégt der Prestin-mRNA-Gehalt in den P5-Préparaten 400 REgna Und in
P8-Prédparaten 700 RErna. Basal steigt der Prestin-mRNA-Gehalt auf 250 REgna am funften und
300 REgrna am achten postnatalen Tag. Demnach nimmt die Prestin-Expression vom zweiten
zum funften postnatalen Tag apikal um den Faktor 4,1 zu, medial um den Faktor 2,6 und basal
um den Faktor 1,5. Vom zweiten bis zum achten postnatalen Lebenstag steigt die Expression von
Prestin apikal auf das 6,7fache, medial auf das 4,4fache und basal auf das 1,9fache. Verglichen
mit dem Expressionsanstieg vom zweiten zum funften postnatalen Tag, steigt die Prestin-
MRNA-Expression vom flinften zum achten Lebenstag langsamer an. Apikal und medial um das
1,7fache (LSD: p < 0,01 und p < 0,05), basal betragt der Faktor 1,2.

Der in vitro beobachtete Apikal-Basal-Gradient der Prestin-Expression besteht nicht von
Geburt an, sondern entwickelt sich erst postnatal (Daten nicht dargestellt). Am zweiten postnata-
len Tag ist kein Gradient zu erkennen, am flinften postnatalen Tag ist der Gradient mit dem Fak-
tor 2,1 (LSD: p < 0,05) von apikal nach basal bereits ausgebildet und verstarkt sich bis zum ach-
ten postnatalen Tag auf den Faktor 2,8 (LSD: p < 0,001).
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Abbildung 16: In-vivo-Entwicklung der Prestin- und Gata-3-mRNA im apikalen, medialen und basalen
Fragment des Cortischen Organs. Dargestellt sind MW + SEM bezogen auf RNA (REgna ) der Genexpression von
zwei (P2, n = 6), finf (P5, n = 7) und acht Tage (P8, n = 6) alten neonatalen Ratten. Signifikant vs. P2 nach Scheffé-
Test: *...p < 0,001; nach LSD-Test: °*...p < 0,001 ; *%...p < 0,01; *3...p < 0,05; signifikant vs. P8 nach LSD-Test:
*...p < 0,05 (Gata-3 n.s.). SEM teilweise innerhalb des Symbols.
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Anders als in vitro beobachtet, verhalt sich die Gata-3-mRNA-Expression in vivo nicht wie
die des Prestins. Gata-3 wird in vivo vom zweiten bis zum achten postnatalen Tag auf einem an-
nahernd stabilen Niveau exprimiert. In den apikalen Fragmenten betragt der Gata-3-mRNA-
Gehalt am zweiten postnatalen Tag 10500 RErna, am flnften 11500 REgna Und am achten
13500 REgna; medial am zweiten postnatalen Tag 7000 RErna, am funften und am achten post-
natalen Tag 8500 REgna; basal am fiinften postnatalen Tag 9500 RErna, @am zweiten und achten
postnatalen Tag 6500 REgrna. Ebenso wie in vitro bildet sich in vivo ein Apikal-Basal-Gradient
der Gata-3-Expression. Er betrégt 1,7 am zweiten postnatalen Tag, am flinften 1,3 und 2,1 (LSD:
p < 0,05) am achten postnatalen Tag. Gata-3 wird in vivo zwischen dem zweiten und achten

postnatalen Tag auf einem stabilen Niveau exprimiert.

4.2.2.3 mRNA-Entwicklung in vivo bezogen auf das Referenzgen

Im Folgenden sind die Ergebnisse der In-Vivo-Entwicklung von Prestin und den Transkrip-
tionsfaktoren Gata-1, -2 und -3 bezogen auf das Referenzgen Thp dargestellt.

Prestin- und Gata-3-Entwicklung: Abbildung 17 zeigt die graphische Darstellung der
Prestin- und Gata-3-mRNA-Expression in relativen Einheiten (RETbp). Die Auswertung der
Expression von Prestin-mRNA bezogen auf das Referenzgen zeigt das gleiche Ergebnis wie die
Auswertung bezogen auf die Gesamt-RNA. Am zweiten postnatalen Tag betrégt der Prestin-
MRNA-Gehalt unabhéngig von der OC-Region 4 REw,,. Am flinften postnatalen Tag steigt die
Prestin-Expression apikal und medial auf etwa 11 REm,, und basal auf 6 REt,,. Am achten post-
natalen Tag erhoht sich der Prestin-mRNA-Gehalt im apikalen Fragment auf 18 REyp, im medi-

alen Fragment auf 17 REp, und im basalen Fragment auf 10 REpy.
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Abbildung 17: In-vivo-Entwicklung der Prestin- und Gata-3-mRNA im apikalen, medialen und basalen
Fragment des Cortischen Organs. Dargestellt sind MW + SEM bezogen auf Thp (REr,,) der Genexpression von
zwei (P2, n = 10), funf (P5, n = 11) und acht Tage (P8, n = 10) alten neonatalen Ratten. Signifikant vs. P2 nach
Scheffé-Test: *...p < 0,001; *'...p < 0,03; nach LSD-Test: °...p < 0,03; signifikant vs. P8 nach LSD-Test: *...p <
0,01 (Gata-3 n.s.). SEM teilweise innerhalb des Symbols.
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Die Prestin-mRNA-Expression steigt vom zweiten zum fiinften postnatalen Tag stérker an,
als vom funften zum achten Lebenstag (Tabelle 7). Der Anstieg der Prestin-Expression vom
zweiten zum achten postnatalen Tag ist apikal mit dem Faktor 3,9 (Scheffé: p < 0,01) am groR-
ten, medial steigt die Expression auf das 3,8fache (Scheffé: p < 0,05) und basal auf das 2,1fache
an. Der Apikal-Basal-Gradient entwickelt sich erst postnatal: er wéchst von 1,1 am zweiten post-
natalen Tag auf 1,8 am fiinften und schlieBlich 2,0 (LSD: p < 0,005) am achten postnatalen Tag.

Die Expression der Gata-3-mRNA entwickelt sich in vivo nicht parallel zum Anstieg der
Prestin-mRNA-Expression (Abbildung 17). Vom postnatalen Tag zwei (P2) zum Tag fiinf (P5)
bleibt die Gata-3-mRNA-Expression gleich oder fallt ab, wahrend der Prestin-mRNA-Gehalt
deutlich ansteigt (Tabelle 7). Von P5 nach P8 steigen sowohl der Gata-3- als auch der Prestin-
MRNA-Gehalt um etwa denselben Faktor an.

Der Apikal-Basal-Gradient der Gata-3-Expression betrdgt am zweiten postnatalen Tag 1,6
(LSD: p <0,01), am funften 1,4 und am achten 1,9 (LSD: p <0,001).

Tabelle 7: Verinderung der Prestin- und Gata-3-mRNA-Expression in vivo im apikalen, medialen und basa-

len Fragment.

P2 » P5 » P8
Prestin Gata-3 Prestin Gata-3
Apikal 2,3% 0,7* 1,7* 1,4%
Medial 2,6%* 0,9% 1.4 1,3
Basal 1,5 0,8 1,4 1,0

Dargestellt ist die Verdnderung der Genexpression (in REy,,) ausgedriickt als Vielfaches. P2...zweiter postnataler
Tag (n = 10), P5.. fiinfter postnataler Tag (n = 11), P8...achter postnataler Tag (n = 10). *...Signifikant nach LSD-
Test: p <0,05.

Gata-1- und Gata-2-Entwicklung: Im Folgenden (Abbildung 18) sind die Expressions-
muster der In-Vivo-Entwicklung von Gata-1 und Gata-2 dargestellt. Zur besseren Ubersicht ist
ebenfalls die Expression der Gata-3-mRNA als gestrichelte Linie abgebildet.

Gata-1- und Gata-2 werden wahrend der In-Vivo-Entwicklung vom zweiten zum achten
postnatalen Tag auf einem konstanten Niveau exprimiert. Der Gata-2-mRNA-Gehalt im apikalen
Fragment betragt am zweiten postnatalen Tag 3 REm,, am flnften 2,5 RE,, und am achten
postnatalen Tag 3 RE,. Im medialen Fragment betragt der Gata-2-Gehalt am zweiten, flinften
und achten postnatalen Tag etwa 2 REm,,. Basal betragt der Gata-2-mRNA-Gehalt am zweiten
postnatalen Tag 1,6 REm, und am funften sowie achten postnatalen Tag 1,4 REm,,. Damit liegt
keine Veranderung der Genexpression wéhrend der Entwicklung in vivo vor. Wahrend der Gata-

1-mRNA-Gehalt in der Kultur abfallt, bleibt er in vivo auf konstantem Niveau.
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Wahrend der In-Vivo-Entwicklung folgt die Gata-2-mRNA-Expression einem Apikal-
Basal-Gradienten, welcher bereits am zweiten postnatalen Tag besteht und konstant bleibt. Bei

den zwei und acht Tage alten Tieren betrégt er 1,9 und 1,7 bei den funf Tage alten Tieren.
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Abbildung 18: In-vivo-Entwicklung der Gata-mRNA-Expression im apikalen, medialen und basalen Frag-
ment im zwei, fiinf und acht Tage alten Cortischen Organ. Aus Griinden der Ubersicht erfolgt zusatzlich die
Darstellung der Gata-3-mRNA als gestrichelte Linie. Dargestellt sind MW + SEM bezogen auf Tbp (RExy,). Primar-
Y-Achse: Gata-1 (n = 10-11). Sekundér-Y-Achse: Gata-2 (n = 8-9) und Gata-3 (n = 9-11). P2...zweiter postnataler
Tag; P5.. .flinfter postnataler Tag; P8...achter postnataler Tag.

Apikal-Basal-Gradient: Um den Apikal-Basal-Gradienten von Prestin, Gata-2 und Gata-3
wahrend der In-Vivo-Entwicklung besser vergleichen zu kénnen, wurde der mRNA-Gehalt des
jeweiligen Fragments auf den Mittelwert des mMRNA-Gehaltes aus apikalem, medialem und basa-
lem Fragment des Cortischen Organs bezogen. Die Ergebnisse sind in Abbildung 19 graphisch
dargestellt.

Am zweiten postnatalen Tag ist der Apikal-Basal-Gradient der Prestin-Expression noch
nicht ausgebildet. Dieser entwickelt sich im Laufe der postnatalen Entwicklung und erreicht am
P8 einen Faktor von 2. Im Gegensatz dazu, ist ein signifikanter Apikal-Basal-Gradient der Gata-
3- und Gata-2-Expression wéhrend der gesamten postnatalen Entwicklung nachzuweisen. Die In-

Vivo-Entwicklung der Gata-1-mRNA-Expression zeigt keinen Apikal-Basal-Gradienten.
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Abbildung 19: Apikal-Basal-Gradient der Prestin-, Gata-3- und Gata-2-mRNA-Expression in vivo im zwei,
finf und acht Tage alten Cortischen Organ. Daten (in REq,,) jeweils normalisiert auf den Mittelwert aus apika-
lem, medialem und basalem Fragment (RE,, normiert; n = 10-11). Dargestellt sind MW + SEM. *...Signifikant
nach Scheffé-Test vs. basal: *l...p < 0,001; *2...p < 0,05. P2...zweiter postnataler Tag; P5...flinfter postnataler Tag;
P8...achter postnataler Tag. SEM teilweise innerhalb des Symbols.

4.2.3 Prestin- und GATA-3-Protein

4.2.3.1 In-Vivo-Entwicklung des Prestin-Proteins

Um zu analysieren, ob die in vivo beobachtete Zunahme der Prestin-mRNA mit einer Zu-
nahme des Prestin-Proteins verbunden ist, wurde das Prestin-Protein in den organotypischen
Kulturen immunhistochemisch geférbt. Die konfokalen Bilder (Abbildung 20) der gefarbten Pra-
parate zeigen klar gekennzeichnet drei Reihen &ufRerer Haarzellen. Andere Regionen des Corti-
schen Organs zeigen nur wenig bzw. keine Farbung (Hintergrund-Farbung). Das Prestin befindet
sich ausschlie3lich in der lateralen Plasmamembran der duBeren Haarzellen, wie bereits be-
schrieben [20].

Anschliefend wurde die fluorezierende Intensitat der Zellwénde der duBeren Haarzellen
gemessen. Die Bestimmung der Dichte der Banden (Differential Integrated Density, DID) in den
verschiedenen Segmenten zeigt einen signifikanten Anstieg der Fluoreszenzintensitat vom zwei-
ten zum achten postnatalen Tag und einen Abfall der Intensitdt vom apikalen zum basalen Seg-
ment (Abbildung 21A). Sowohl das Entwicklungsmuster als auch das regionale Muster der Ex-
pression des Prestin-Proteins entsprechen weitgehend den Mustern der Prestin-mRNA-
Expression (Abbildung 21B).
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Abbildung 20: Prestin-Protein-Farbung im apikalen, medialen und basalen Fragment des Cortischen Organs
von zwei, funf und acht Tage alten Ratten. A: apikales, B: mediales, C: basales Fragment am zweiten postnatalen
Tag. D: apikales, E: mediales, F: basales Fragment am flinften postnatalen Tag. G: apikales, H: mediales, I: basales
Fragment am achten postnatalen Tag. Der Mal3stabbalken entspricht 10 pm.
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Abbildung 21: In-Vivo-Entwicklung von Prestin-Protein im apikalen, medialen und basalen Fragment des
Cortischen Organs von zwei, finf und acht Tage alten Ratten. A: Prestin-Protein-Gehalt. Dargestellt sind MW +
SEM ausgedriickt als Differential Integrated Density (DID). Signifikanz nach Scheffé-Test: *...p < 0,02 vs. P2; *..p
< 0,05 vs. apikal. B: Korrelation zwischen dem mRNA- und Protein-Gehalt von Prestin (Protein...y; mRNA...x).
Dargestellt sind die MW der Prestin-mRNA (REw,,) und des Prestin-Proteins (DID). Die Gerade représentiert die
Gleichung der linearen Regression: y = 3095x - 4940; R = 0, 917; n = 9; p < 0,001. P-Wert signifikant nach Pear-

son-Korrelationskoeffizienten. P2...zweiter postnataler Tag; P5...fiinfter postnataler Tag; P8...achter postnataler
Tag.
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4.2.3.2 In-Vivo-Entwicklung des GATA-3-Proteins

Da in der Literatur unterschiedliche Aussagen Uber die GATA-3-Protein-Expression in
Haarzellen wéhrend der postnatalen Entwicklung vorliegen, wurde von uns die Anwesenheit und
mogliche Veranderungen der GATA-3-Protein-Expression im Cortischen Organ von zwei und
acht Tage alten Ratten gepruft (Abbildung 22).

Abbildung 22: GATA-3-Farbung der Zellkerne im apikalen, medialen und basalen Fragment des Cortischen
Organs von zwei und acht Tage alten Ratten. A: Hoechst-Farbung der Haarzellkerne im apikalen Fragment am
Zweiten postnatalen Tag. B: GATA-3-Farbung desselben Abschnitts. C: Hoechst-Farbung der Haarzellkerne im
apikalen Fragment am achten postnatalen Tag. D: GATA-3-Farbung desselben Abschnitts. E: Phalloidin-Féarbung
im basalen Fragment des Cortischen Organs am zweiten postnatalen Tag fokussiert auf Hohe der Stereozilien. F:
GATA-3-Farbung desselben Abschnitts. G: Phalloidin-Farbung im basalen Fragment am achten postnatalen Tag
fokussiert auf Hohe der Stereozilien. H: GATA-3-Farbung desselben Abschnitts. I: Phalloidin-Farbung im basalen
Fragment am zweiten postnatalen Tag fokussiert auf die Zellkerne der Haarzellen. J: GATA-3-Farbung desselben
Abschnitts. K: Phalloidin-Farbung im basalen Fragment am achten postnatalen Tag fokussiert auf die Zellkerne der
Haarzellen. L: GATA-3-Farbung desselben Abschnitts. MaBstabbalken: 10 pm. HZ...Haarzellen; IHZ...innere

Haarzellen; AHZ...4uBere Haarzellen; St...Stereozilien.
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In den apikalen Fragmenten konnen die drei Reihen duRRerer Haarzellen und die eine Reihe
innerer Haarzellen durch Verwendung der Hoechst-Farbung leicht identifiziert werden
(Abbildung 22A,C). Eine Expression von GATA-3-Protein ist in den Haarzellen, aber auch in
den Nachbarzellen sichtbar (Abbildung 22B,D). Die GATA-3-Expression ist am achten postna-
talen Tag (Abbildung 22D) geringer als am zweiten postnatalen Tag (Abbildung 22B). In den
basalen Fragmenten kann die Region der Zellkerne der Haarzellen durch Verwendung der Phal-
loidin-Féarbung identifiziert werden (Abbildung 221,K). Aufgrund der rdumlichen Struktur der
basalen Fragmente Uberlappen die Hoechst-gefarbten Zellkerne. Auf Hohe der Stereozilien und
unterhalb ist keine GATA-3-Farbung sichtbar (Abbildung 22E-H). Demgegeniiber erscheint auf
Hohe der Zellkerne am zweiten postnatalen Tag eine starke GATA-3-Farbung (Abbildung 221,J).
Am achten postnatalen Tag ist eine schwache Farbung in den Zellkernen der Haarzellen und eine
starkere Farbung in den Stitzzellen sichtbar (Abbildung 22K,L). In den Negativ-Kontrollen far-
ben sich die Kerne nicht an (Abbildung 23N, Seite 55).

4.2.3.3 In-Vitro-Entwicklung des GATA-3-Proteins

Da sich die Gata-3-mRNA-Expression in vitro anders verhélt als in vivo, wurde die
GATA-3-Protein-Expression im apikalen, medialen und basalen Fragment des Cortischen Or-
gans von drei bis funf Tage alten Ratten im frisch praparierten Gewebe sowie nach 48 Stunden
Kultur untersucht (Abbildung 23).

Die drei Reihen &ul3erer Haarzellen und die eine Reihe innerer Haarzellen lassen sich im
apikalen Fragment durch Verwendung der Hoechst-Féarbung leicht identifizieren (Abbildung
23A,C). Es findet sich eine intensive GATA-3-Farbung der Haarzellen, aber auch der Nachbar-
zellen in den frisch préparierten Geweben und auch nach 48 Stunden Kultur (Abbildung 23A,B).
In den 48 Stunden kultivierten Praparaten erscheint die Fluoreszenzintensitat sogar starker ver-
glichen mit den frisch praparierten Préparaten (Abbildung 23C,D). In den basalen Fragmenten
wird die Region der Zellkerne der Haarzellen durch Verwendung der Phalloidin-Farbung identi-
fiziert (Abbildung 231,K), da sich die Hoechst-gefarbten Zellkerne aufgrund der rdumlichen
Struktur der basalen Fragmente Uberlappen. Auf Hohe der Stereozilien und unterhalb ist basal
keine GATA-3-Farbung sichtbar (Abbildung 23E,F). Auf Hohe der Zellkerne zeigt sich nach 48
Stunden Kultur eine starke GATA-3-Farbung (Abbildung 23K,L). In den Negativ-Kontrollen
farben sich die Kerne nicht an (Abbildung 23N).
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Abbildung 23: GATA-3-Farbung der Zellkerne im apikalen, medialen und basalen Fragment des Cortischen
Organs von drei bis finf Tage alten Ratten frisch préapariert und nach 48 Stunden Kultur. A: Hoechst-
Farbung der Haarzellkerne im apikalen Fragment (frisch). B: GATA-3-Farbung desselben Abschnitts. C: Hoechst-
Farbung der Haarzellkerne im apikalen Fragment (48 Stunden). D: GATA-3-Féarbung desselben Abschnitts. E: Phal-
loidin-Farbung im basalen Fragment (frisch) fokussiert auf Hohe der Stereozilien. F: GATA-3-Farbung desselben
Abschnitts. G: Phalloidin-Férbung im basalen Fragment (48 Stunden) fokussiert auf Hohe der Stereozilien. H:
GATA-3-Farbung desselben Abschnitts. I: Phalloidin-Farbung im basalen Fragment (frisch) fokussiert auf Héhe der
Zellkerne der Haarzellen. J: GATA-3-Farbung desselben Abschnitts. K: Phalloidin-Féarbung im basalen Fragment
(48 Stunden) fokussiert auf Hohe der Zellkerne der Haarzellen. L: GATA-3-Farbung desselben Abschnitts. M:
Ubereinanderlegung von | und J. N: Negativ-Kontrolle (Farbevorgang ohne den GATA-3 spezifischen Antikérper).
O: A auf Hohe der Zellkerne der inneren Haarzellen fokussiert. P: GATA-3-Féarbung desselben Abschnitts. MaR-
stabbalken: 10 um. HZ...Haarzellen; IHZ...innere Haarzellen; AHZ...4uBere Haarzellen; St...Stereozilien;
HZ/N...Zellkerne (Nucleus) der Haarzellen.
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4.3 Einflussfaktoren auf die Prestin- und Gata-mRNA-EXxpression

4.3.1 Einfluss der Spiralganglien

Um den moglichen Einfluss der Spiralganglienneurone auf die Prestin-Expression zu un-
tersuchen, wurde der Versuchsaufbau modifiziert: ein Cortisches Organ wurde vollstandig von
den Spiralganglien isoliert, das kontralaterale nicht. Beide Gruppen wurden fur 72 Stunden kul-
tiviert.

Der Indikator fir den Einfluss der Spiralganglienzellen auf das Cortische Organ war die
Degenerierung der Nervenfasern nach Eliminierung der Spiralganglienzellen. Als Nachweisver-
fahren fiir das Vorhandensein bzw. die Elimination der Spiralganglien diente die Neurofilament-
farbung. Die Nervenfasern in der Gruppe, die mit Spiralganglien prapariert wurden, blieben in-
takt (Abbildung 24A). In Abbildung 24B sieht man ein Cochleafragment, von dem die Spiral-
ganglien wahrend der Préparation entfernt wurden. Man erkennt die degenerierten Neurofila-

mente, in denen sich das zytoskelettale Strukturprotein Neurofilament perlschnurartig anreichert.

Abbildung 24: Neurofilamentfarbung. A: Cochleafragment mit Spiralganglien prépariert. B: Cochleafragment

ohne Spiralganglien prapariert. NF...Neurofilamente; SG...Spiralganglien.

Wie bereits friiher beschrieben hat die Praparationsmethode keinen Einfluss auf die Anzahl
und Qualitat der Haarzellen [71]. Die Fragmente, von denen die Spiralganglien entfernt wurden,
waren in unserem Labor in der Regel sogenannte Schwimmer, d.h. sie waren nicht am Boden
angehaftet, sondern schwammen eingerollt und waren somit fur eine quantitative Auswertung

der Haarzellen weniger gut geeignet. Der RNA-Gehalt pro Praparat war in der Gruppe ohne Spi-
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ralganglien erwartungsgemél kleiner als in der Gruppe mit Ganglien. So sank die RNA-
Konzentration von durchschnittlich 16 ng/ul (+ SG) auf 10 ng/ul (- SG). Der signifikante Abfall
der RNA-Konzentration nach dem Entfernen der Spiralganglienzellen gegenutber den Préparaten
mit verbleibenden Spiralganglienzellen (Scheffe + vs. — SG: p < 0,05) resultiert somit aus dem

Entfernen von Gewebe.
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Abbildung 25: Tbp-mRNA im apikalen, medialen und basalen Fragment nach 72 Stunden Kultur in Abhan-
gigkeit von der Préparationsart. Dargestellt sind MW = SEM bezogen auf RNA (REgna). SG...Spiralganglien. +
SG...mit SG prépariert, n = 5; - SG...ohne SG prépariert, n=7.

Zunachst wurde die Eignung des Referenzgens in diesem Versuchsaufbau gepruft. Wie
erwartet, wird die Expression von Tbp nicht durch das Vorhandensein bzw. die Abwesenheit der
Spiralganglien beeinflusst. Abbildung 25 zeigt die graphische Auswertung. Der Thp-mRNA-
Gehalt betréagt in der Gruppe mit Spiralganglien im Mittel 550 + 30 REgrna (n = 15) und in der
Gruppe ohne Spiralganglien 575 + 30 REgna (n = 21).

Das Entfernen der Spiralganglienzellen hat keinen signifikanten Einfluss auf die Prestin-
MRNA-EXxpression. Abbildung 26 zeigt die Ergebnisse der zwei verwendeten Auswertungsver-
fahren — die Expression von Prestin-mRNA bezogen auf RNA und bezogen auf das Referenzgen
Thp. Beide Auswertungsverfahren zeigen, im Rahmen der methodischen Varianz, das gleiche
Ergebnis. Der Prestin-mRNA-Gehalt betrdg in der Gruppe mit Spiralganglien 400 RErna bis
1100 REgrna bzw. 5 REm, bis 13 REv,. In der Gruppe ohne Spiralganglien liegt der Prestin-
Gehalt zwischen 500 REgna und 1000 RErna bzw. zwischen 6 RE+y, und 14 REm,,. Unabhangig
von der Art der Prdparation ist der Apikal-Basal-Gradient nachweisbar. Die Expression von
Prestin ist im basalen Fragment am geringsten gegentiber dem apikalen und medialen Fragment.
Der Apikal-Basal-Gradient betrégt in der Gruppe mit Spiralganglien 2,5 (Scheffe: p < 0,04) und

in der Gruppe ohne Spiralganglien 2,2.
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Abbildung 26: Einfluss der Praparationsart auf die Prestin-mRNA-Expression im apikalen, medialen und
basalen Fragment. A: Prestin bezogen auf RNA (REgna). B: Prestin bezogen auf das Tbp (REq,). Dargestellt sind
MW £ SEM nach 72 Stunden Kultur. SG...Spiralganglien. + SG...mit SG prapariert, n = 5; - SG...ohne SG prépa-
riert, n = 7. *...Signifikant nach LSD-Test apikal vs. basal: *...p < 0,001; *2...p < 0,005.
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Abbildung 27: Einfluss der Préparationsart auf die Gata-3-mRNA-Expression im apikalen, medialen und
basalen Fragment. A: Gata-3 bezogen auf RNA (REgna). B: Gata-3 bezogen auf Thp (REv,,) Dargestellt sind MW
+ SEM nach 72 Stunden Kultur. SG...Spiralganglien. + SG...mit SG prépariert, n = 3; - SG...ohne SG prépariert, n =
5. *...Signifikant nach LSD-Test mit vs. ohne SG: **...p < 0,005; **...p < 0,02.

Die Expression der Gata-3-mRNA in Abhédngigkeit zur Praparationsart ist sowohl auf
RNA, als auch auf Tbp bezogen in Abbildung 27 (A bzw. B) dargestellt. Apikal betragt der Ga-
ta-3-mRNA-Gehalt in beiden Gruppen 23000 REgrna bzw. 4 REq,. Medial steigt der Gata-3-
Gehalt von 17000 RErna auf 26000 RErna bzw. von 3 REm, auf 4 REr,,. Basal betragt der Ga-
ta-3-Gehalt in der Gruppe mit Spiralganglien 13000 REgna und in der Gruppe ohne Spiralgang-
lien 20000 RErnaA bzw. 2 RET, und 3 REm,,. Das Entfernen der Spiralganglien hat im apikalen
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Fragment keinen Einfluss auf die Gata-3-mRNA-Expression. Im medialen Fragment steigt die
Gata-3-Expression. Im basalen Fragment ist ein Anstieg der Gata-3-Expression angedeutet.

In den Praparationen aulRerhalb dieses Teilversuches stehen die Unversehrtheit des Corti-
schen Organs und eine moglichst kurze Praparationsdauer im Vordergrund. Bei dieser Art der

Préparation konnen Teile der Spiralganglienzellen am OC-Préparat verbleiben.

4.3.2 Einfluss des Schilddrisenhormons L-Thyroxin (T,)

Es ist bekannt, dass die Schilddriisenhormone in vivo die Expression von Prestin beeinflus-
sen [59], allerdings existieren bislang keine Daten daruber, ob Schilddriisenhormone auch in
vitro die Prestin-Expression beeinflussen. Die Untersuchung des Einflusses von T4 in der Kultur
kann zugleich ein Indikator dafiir sein, ob die organotypische Kultur des Cortischen Organs fiir
die Untersuchung von Einfliissen ausgewéhlter Faktoren auf die Prestin-Expression geeignet ist.
Zugleich kann das Verhalten der Expression der Gata-Transkriptionsfaktoren analysiert werden.

Zur Analyse eines moglichen T4-Effekts in vitro auf die Prestin- und die Gata-3-
Expression, wurde dem Kulturmedium 0,5 umol L-Thyroxin (T4) hinzugesetzt. Nach 48 Stunden
Kultivierung wurden die Haarzellen dargestellt und der Prestin- und Gata-3-mRNA-Gehalt der
Proben bestimmt und jeweils mit den Kontrollen verglichen. Der Prestin- und Gata-3-mRNA-
Gehalt wurde auf das Referenzgen (REqw,) bezogen.

Bei der Auswertung der Phalloidin-Féarbung fand sich kein Unterschied in der Anzahl und
im Zustand der Haarzellen zwischen den Kontrollen und den T,4-Préparaten.

Abbildung 28 zeigt die Genexpression von Prestin und den Gata-Transkriptionsfaktoren
nach 48 Stunden in Kultur in den T4-Prédparaten und den Kontrollen, ausgedriickt als Vielfaches
des Ausgangswertes (frisch), d.h. die Veranderung der Genexpression von frisch nach 48 Stun-
den Kultur (im Englischen: fold change). Hierzu wurde jeweils die RNA des einen Cortischen
Organs eines Tieres frisch prapariert und die RNA des kontralateralen OC nach 48 Stunden Kul-
tur prépariert. In den Kontrollen steigt die Prestin-mRNA-Expression (Abbildung 28 A) im api-
kalen Fragment des Cortischen Organs um das 1,8fache, medial um das 1,5fache und basal um
das 1,2fache. Dies entspricht dem in den In-Vitro-Versuchen gezeigten Anstieg der Prestin-
Expression nach 48 Stunden Kultur. Unter dem Einfluss von L-Thyroxin verdoppelt sich der
Prestin-mRNA-Gehalt apikal auf das 4,3fache und medial auf das 3,0fache. Basal zeigte sich
kein signifikanter T,-Effekt. Nach der Zugabe von L-Thyroxin steigt die Prestin-mRNA.-
Expression in vitro im apikalen und medialen Fragment deutlich. Die mRNA-Expression von
Gata-3 unter T4-Gabe ist der von Prestin auffallend &hnlich (Abbildung 28 B). Die Gata-3-

MRNA-Expression steigt unter dem Einfluss des L-Thyroxin im apikalen Fragment vom
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1,3fachen in den Kontrollen auf das 2,2fache, medial vom 1,2fachen auf das 1,8fache und basal
vom 1,1fachen auf das 1,6fache. Nach T4-Zugabe erhoht sich die Gata-3-mRNA-Expression in
vitro im apikalen, im medialen und basalen Fragment signifikant. Wie die Expression der Pres-
tin-mRNA wird auch die der Gata-3-mRNA in der apikalen Region starker stimuliert als in der
basalen. Gata-2 und Gata-1 zeigen keine signifikanten Anderungen im Expressionsmuster unter
T,-Gabe verglichen mit den Kontrollen.
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Abbildung 28: Einfluss von L-Thyroxin auf die mRNA-Expression von Prestin und den Gata-
Transkriptionsfaktoren im apikalen, medialen und basalen Fragment des Cortischen Organs. A: Prestin. B:
Gata-3. C: Gata-2. D: Gata-1. Dargestellt sind MW = SEM der Verénderung der Genexpression (in REt,,) von
frisch nach 48 Stunden in Kultur als Vielfaches (n-fach,,). Kontrolle: ohne T, (n = 25-30), T,: mit 0,5 pm T, (n =
6). *°...Signifikant vs. Kontrolle: *...nach Scheffé-Test: *'...p < 0,001; *%...p < 0,01; **...p < 0,03; °...nach LSD-
Test: p < 0,05. *...Signifikant vs. apikal: **...nach Scheffé-Test: p < 0,005; **...p < 0,05.

Der Apikal-basal-Gradient der Prestin-mRNA-Expression wird unter dem Einfluss von T,
stérker ausgebildet, da der Anstieg der Expression im apikalen Fragment 3fach hoher ist als im
basalen Fragment. Wahrend die Gata-3-mRNA-Expression in den Kontrollen keinen Apikal-
Basal-Gradienten zeigt, bildet sich dieser unter T4-Zugabe aus. Im Gegensatz dazu findet sich ein

Apikal-Basal-Gradient der Gata-2-mRNA-Expression in den Kontrollen, jedoch nicht in den T,-
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Praparaten, ebensowenig in der Gata-1-mRNA-Expression.

Die Gata-3-mRNA-Expression Kkorreliert signifikant mit der von Prestin sowohl in den
Kontrollen als auch in den T4-Préparaten (Abbildung 29) und unabhéngig von der OC-Region
(Tabelle 8).

Tabelle 8: Korrelation der L-Thyroxin induzierten Prestin- und Gata-3-mRNA-Verinderungen.

Fragment Regressionsgleichung Bestimmtheitsmafl R p-Wert Anzahl n
Apikal y =0,85x"" 0,963 <0,01 6
Medial y=1,13x""’ 0,894 <0,05 5
Basal y=0,99x"" 0,971 <0,01 6

Potenzielle Regressionsanalyse der Verdnderung der Expression von Prestin und Gata-3 von frisch nach 48 Stunden
Kultur unter T4-Einfluss im apikalen, medialen und basalen Fragment des Cortischen Organs. Achsengleichungen

der potenziellen Regression. P-Wert signifikant nach Pearson-Korrelationskoeffizienten. Prestin...y; Gata-3...x.
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Abbildung 29: Korrelation von Prestin- und Gata-3-mRNA unter dem Einfluss von L-Thyroxin. A: mRNA-
Gehalt nach 48 Stunden Kultur bezogen auf Tbp (REq,). B: Anstieg der mRNA-Expression (in REqy,) von frisch
nach 48 Stunden Kultur (n-fachy,). Dargestellt sind die Einzelwerte der Kontrollen unabhéngig von der Region
sowie die Einzelwerte unter dem Einfluss von T, im apikalen, medialen und basalen Fragment der Cochlea. Die
gestrichelten Linien reprasentieren die Gleichungen der potenziellen Regression: A: Kontrolle y = 2,48x*%; R =
0,703; n = 63; p < 0,001. T,y = 1,57x"%% R = 0,904; n = 17; p < 0,001. B: Kontrolle y = 1,22x"%; R = 0,808; n =
63; p < 0001. T, y = 0,99x** R = 0,952; n = 17; p < 0,001. P-Wert signifikant nach Pearson-

Korrelationskoeffizienten. Prestin...y; Gata-3...x.
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Um zu analysieren, ob der T,-induzierte Anstieg der Prestin-mRNA mit einem Anstieg des
Prestin-Proteins verbunden ist, wurde das Prestin-Protein in den organotypischen Kulturen im-
munhistochemisch geféarbt (Abbildung 30) und die Floureszenzintensitat der Zellmembranen der

aulleren Haarzellen gemessen.

Abbildung 30: Prestin-Protein-Farbung im apikalen, medialen und basalen Fragment des Cortischen Organs
von drei bis funf Tage alten Ratten nach 48 Stunden Kultur mit und ohne L-Thyroxin. A: ohne T,. B: mit 0,5
UM T,4. Der MaRstabbalken entspricht 10 um. T,...L-Thyroxin.
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Abbildung 31: Einfluss von L-Thyroxin auf die Prestin-Protein-Expression im apikalen, medialen und basa-
len Fragment des Cortischen Organs von drei bis funf Tage alten Ratten nach 48 Stunden Kultur. A: Prestin-
Protein-Gehalt. Dargestellt sind MW + SEM ausgedriickt als Differential Integrated Density (DID). *...Signifikant

nach Scheffé-Test p < 0,006. B: Korrelation zwischen dem mRNA- und Protein-Gehalt von Prestin (Protein...y;
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mRNA...x). Dargestellt sind die MW der Prestin-mRNA (RExy,) und des Prestin-Proteins (DID). Die Gerade repré-
sentiert die Gleichung der linearen Regression: y = 12180x - 850; R = 0, 977; n = 6; p < 0,001. P-Wert signifikant
nach Pearson-Korrelationskoeffizienten.

Die Bestimmung der Dichte der Banden (DID) in den verschiedenen Segmenten zeigt ei-
nen signifikanten Anstieg der Fluoreszenzintensitét unter dem Einfluss von T, und einen Abfall
der Intensitat vom apikalen zum basalen Segment (Abbildung 31A). Das Muster der Prestin-
Protein-Expression stimmt weitgehend mit dem Muster der Prestin-mRNA-Expression Uberein.
Es berechnet sich ein hoher Korrelationskoeffizient zwischen dem mRNA- und Protein-Gehalt
von Prestin (Abbildung 31B).

4.3.3 Einfluss von Retinsaure

Retinsdure ist der aktive Metabolit der Vitamin-A-S&ure und Aktivator von nukledren Re-
zeptoren. Retinsdure wird in Dimetylsulfoxid (DMSQO) geltst. Um zu verifizieren, dass mogliche
mRNA-Verénderungen durch Retinséure verursacht sind und nicht durch DMSO, wurde das eine
OC mit Retinsaure behandelt, das kontralaterale OC diente als Kontrolle und wurde mit einer der
Retinsdure-Konzentration entsprechenden DMSO-Konzentration behandelt. Es wurden fiinf Re-
tinsdure-Konzentrationen untersucht: 1 pM, 5 pM, 10 pM, 50 uM und 100 pM jeweils geldst in
0,01 %, 0,05 %, 0,1 %, 0,5 % bzw. 1 % DMSO. Die entsprechenden Kontrollen enthielten die
jeweilige DMSO-Konzentration: 0,01 %, 0,05 %, 0,1 %, 0,5 % bzw. 1 % DMSO. Nach 48 Stun-
den Kultur wurde der mRNA-Gehalt gemessen und in einem Teil der Praparate die Haarzellen
gezahlt.

Die Auswertung der Phalloidin-Féarbung ergab keinen signifikanten Unterschied in Form,
Anordnung oder Anzahl der Haarzellen in der Retinsaure-Gruppe verglichen mit Kontrollen, die
im Standardmedium kultiviert wurden.

Zuné&chst wurde geprift, ob DMSO in den verwendeten Losungskonzentrationen die Pres-
tin- und Gata-3-mRNA-Expression nach 48 Stunden Kultur beeinflusst. Die Ergebnisse sind in
Abbildung 32 dargestellt. Die Kontrollen wurden unter Standardbedingungen — ohne DMSO —
kultiviert. Die Behandlung der Proben mit 0,01 Prozent bis 0,5 Prozent DMSO hat weder einen
Einfluss auf den Prestin- noch auf den Gata-3-mRNA-Gehalt. Die Erhohung der DMSO-
Konzentration auf 1 Prozent fihrt zu einem signifikanten Abfall des Prestin- und des Gata-3-
Gehalts. Der Prestin-Gehalt sinkt apikal nach Behandlung mit 1 Prozent DMSO um 85 Prozent
gegenuber dem Kontrollwert, medial um 80 Prozent und basal um 70 Prozent. Der Gata-3-Gehalt

sinkt apikal um 50 Prozent, medial um 30 Prozent und basal um 40 Prozent gegenuber dem Kon-
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trollwert.
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Abbildung 32: Einfluss von DMSO auf die mRNA-Expression von Prestin und Gata-3 in der organotypischen
Kultur der Cochlea. A: Prestin. B: Gata-3. Dargestellt sind MW + SEM des Prestin-mRNA-Gehalts bezogen auf
Thp (REm,) im apikalen, medialen und basalen Fragment nach 48 Stunden Kultur. Zur besseren Ubersicht wurde
der SEM jeweils nur nach oben oder nach unten dargestellt. Kontrolle (n = 17), 0,01% (n = 5), 0,05% (n = 6), 0,1%
(n=10), 0,5% pM (n = 8) und 1% (n = 7) DMSO. *...Signifikant nach LSD-Test vs. Kontrolle: *...p < 0,001; *...p
< 0,05.

Da DMSO-Konzentrationen bis 0,5 Prozent in der 48-Stunden-Kultur keinen Einfluss auf
die mRNA-Expression von Prestin und Gata-3 haben, werden genannte Konzentrationen zur
besseren Ubersicht im Folgenden als Kontrolle zusammengefasst und den Retinsaure-Gruppen
gegenubergestellt.

Retinsdure reduziert die Expression von Prestin und Gata-3 nach 48 Stunden Kultur dosi-
abhangig. Abbildung 33A zeigt den dosisabhangigen Einfluss der Retinsdure auf den Prestin-
MRNA-Gehalt im apikalen, medialen und basalen Fragment nach 48 Stunden Kultur. Im apika-
len Segment sinkt die Prestin-Expression ab einer Konzentration von 10 uM signifikant, im me-
dialen Segment ab einer Konzentration von 50 uM. Wéhrend basal Konzentrationen von 100 uM
und mehr notwendig sind, um die Prestin-Expression zu reduzieren. Die Zugabe von 10 uM Re-
tinsdure senkt apikal den Prestin-mRNA-Gehalt um 30 Prozent, 50 uM apikal und medial um 60
Prozent und 100 uM apikal und medial um 80 bis 90 Prozent.
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Abbildung 33: Einfluss von Retinséure auf die mRNA-Expression von Prestin und Gata-3 in der organotypi-
schen Kultur der Cochlea. A: Prestin. B: Gata-3. Dargestellt sind MW + SEM des Prestin-mRNA-Gehalts bezogen
auf Tbp (REx,) im apikalen, medialen und basalen Fragment nach 48 Stunden Kultur. Zur besseren Ubersicht wur-
de der SEM jeweils nur nach oben oder nach unten dargestellt. Kontrolle (beinhaltet entsprechend der Konzentration
der Retinsaure 0,01%, 0,05%, 0,1%, 0,5% DMSO; n = 30), 1 uM (n =5), 5 uM (n = 6), 10 uM (n = 10), 50 UM (n =
8) und 100 uM (n = 6) Retinsaure. Signifikant nach LSD-Test:*...vs. Kontrolle: *'...p < 0,01; *2...p < 0,02;
°...jeweils vs. Kontrolle: °1...p < 0,001; °2...p < 0,003; °3...p < 0,03; *...p < 0,007 vs. kombinierte Proben von 5
MM und 10 uM Retinséure.

Die Expression von Gata-3 reagiert &hnlich sensitiv auf die Retinséure, wie die des Prest-
ins. Apikal sinkt die Gata-3-Expression ab Konzentrationen von 5 pM signifikant, medial und
basal ab Konzentrationen von 10 uM. Abbildung 33B zeigt den dosisabhéngigen Einfluss der
Retinsdure auf den Gata-3-mRNA-Gehalt im apikalen, medialen und basalen Fragment nach 48
Stunden Kultur. Die Zugabe von 5 uM Retinsdure senkt apikal den Prestin-mRNA-Gehalt um 30
Prozent, 10 uM apikal, medial und basal um 40 bis 50 Prozent, 50 uM apikal, medial und basal
um 50 bis 60 Prozent und 100 uM apikal, medial und basal um 60 bis 70 Prozent.

Um den konzentrationsabhangigen Einfluss der Retinsaure auf die mMRNA-Expression von
Prestin und Gata-3 im Cortischen Organ besser vergleichen zu kénnen, wird in Abbildung 34 die
Verénderung des mMRNA-Gehalts der mit Retinsdure behandelten Probe zur entsprechenden Kon-

trolle als Vielfaches dargestellt.
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Abbildung 34: Einfluss von Retinsaure auf die Veranderung der mRNA-Expression von Prestin und Gata-3
in der organotypischen Kultur der Cochlea. A: Prestin. B: Gata-3. Dargestellt sind MW + SEM der Veranderung
der Genexpression (in RExy,,) nach Behandlung mit Retinséure als Vielfaches der entsprechenden mit DMSO be-
handelten Kontrolle (n-fachy,) im apikalen, medialen und basalen Fragment nach 48 Stunden Kultur. 1 uM (n = 5),
5uM (n=6), 10 upM (n = 8), 50 uM (n = 8) und 100 uM (n = 7) Retinsdure. *...Signifikant nach Scheffé-Test: p <
0,03 kombinierte Proben von 1 uM und 5 pM vs. kombinierte Proben von 10 pM, 50 uM und 100 pM.
# ..Signifikant nach LSD-Test: “...p < 0,02 kombinierte Proben von 50 pM und 100 pM vs. 1 pM; #...p < 0,02
kombinierte Proben von 1 UM und 5 uM vs. kombinierte Proben von 10 uM, 50 uM und 100 pM.

Im apikalen Segment hat eine Retinsdure-Konzentration von 1 uM keinen Einfluss auf die
Prestin-mRNA-Expression (Abbildung 34A), wahrend der Prestin-mRNA-Gehalt unter dem Ein-
fluss von Konzentrationen bis 10 uM um etwa 20 Prozent absinkt und Konzentrationen von 50
UM und 100 uM die Prestin-Expression um etwa 50 Prozent senken. Im medialen Segment sinkt
die Prestin-Expression um maximal 20 Prozent ab einer Konzentration von 5 uM; eine Do-
sissteigerung bis 100 uM hat keinen verstarkenden Effekt. Die Prestin-Expression im basalen
Fragment ist kaum sensitiv gegeniiber der Retinséure; der mRNA-Gehalt der mit Retinsaure be-
handelten Proben betragt zwischen 70 Prozent und 90 Prozent der entsprechenden mit DMSO
behandelten Kontrollen. Die Gata-3-Expression (Abbildung 34B) regiert sensitiver auf die Retin-
séure. Bereits niedrige Konzentrationen von 1 pM senken die Expression im gesamten Corti-
schen Organ um etwa 25 Prozent. Im apikalen und medialen Fragment sinkt die Expression um
50 Prozent ab Konzentrationen von 10 uM. Basal werden flr eine Expressions-Reduktion um 40
Prozent Konzentrationen von 50 puM und mehr benétigt.

Um die Beziehung zwischen der Expression von Prestin und der von Gata-3 unter dem
Einfluss der Retinséure besser zu analysieren, wurde die Regressionsanalyse verwendet. Abbil-

dung 35 zeigt eine hohe Korrelation zwischen der Prestin- und Gata-3-mRNA-EXxpression unter
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dem Einfluss von Retinsaure. Die Gleichungen der linearen Regression der Werte in jedem
Segment sind in Tabelle 9 dargestellt. Die Prestin- und Gata-3-mRNA-Expression korreliert

auch innerhalb jedes Segments unabhéngig von der Retinsaure-Konzentration signifikant.

Prestin (REtbp)

12

Gata-3 (REm,)

x  Kontrolle = Apikal RS
o Medial RS a Basal RS
------- Linear (Kontrolle) — — — - Linear (RS)

Abbildung 35: Korrelation von Pestin und Gata-3 unter dem Einfluss von Retinsaure. Dargestellt sind die
Einzelwerte des mMRNA-Gehalts bezogen auf Tbp (RE+,,) im apikalen, medialen und basalen Fragment der Cochlea
nach 48 Stunden Kultur. Die Einzelwerte der Kontrollen sind unabhéngig von der Region dargestellt. Die gestrichel-
ten Geraden représentieren die Gleichungen der linearen Regression: Kontrollen (DMSO-behandelt) y = 3,01x +
1,0; R=0, 794; n = 110; p < 0,001. Retinséure (alle) y = 4,81x - 1,17; R = 0,803; n = 100; p < 0,001. P-Wert signi-

fikant nach Pearson-Korrelationskoeffizienten. Prestin...y; Gata-3...x. RS... Retinsdure.

Tabelle 9: Korrelation der Retinséiure induzierten Prestin- und Gata-3-mRNA-Verinderungen.

Fragment Regressionsgleichung Bestimmtheitsmaf R p-Wert Anzahl n
Apikal y=4,64x-0,14 0,785 < 0,001 36
Medial y=4,26x + 0,64 0,733 < 0,001 30
Basal y=3,79x - 0,94 0,679 < 0,001 34

Lineare Regressionsanalyse des mRNA-Gehalt von Prestin und Gata-3 im apikalen, medialen und basalen Fragment
des Cortischen Organs nach 48 Stunden Kultur unter dem Einfluss von Retinsdure. Achsengleichungen der linearen

Regression. P-Wert signifikant nach Pearson-Korrelationskoeffizienten.
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4.3.4 Einfluss von Gemfibrozil

Um zu prifen, ob Gemfibrozil die Expression von Prestin und Gata-3 in der organotypi-
schen Kultur beeinflusst, wurde dem Medium Gemfibrozil zugegeben. Es wurden drei Gem-
fibrozil-Gruppen unterschiedlicher Konzentration definiert, um eine mogliche Konzentrations-
abhangigkeit zu erkennen: 50 uM, 250 uM und 1 mM. Diese wurden mit der Kontroll-Gruppe
verglichen. Ein OC wurde frisch, das kontralaterale OC nach 48 Stunden in Kultur untersucht. In
einem Teil der Praparate wurden die Haarzellen gezahlt, in den restlichen Praparaten wurde die
RNA isoliert und die Prestin- und Gata-3-mRNA, sowie die des Referenzsgens Tbp bestimmt.

Um einen moglichen Effekt des Gemfibrozils auf den Zustand und die Anzahl der Haarzel-
len zu beobachten, wurden die HZ nach 48 Stunden fixiert und mit Phalloidin gefarbt. Gem-
fibrozil hat in der organtypischen 48-Stunden-Kultur verglichen mit den Kontroll-Préparaten
keinen Einfluss auf die Morphologie der Zellen und die Anzahl der vorhandenen Haarzellen
bzw. deren Fehlstellen (Daten nicht dargestellt).

In Abbildung 36 ist der mMRNA-Gehalt von Prestin und Gata-3 nach 48 Stunden Kultur der
Kontrollen und unter dem Einfluss von 50 uM, 250 uM und 1 mM Gemfibrozil dargestellt.
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Abbildung 36: Einfluss von Gemfibrozil auf die mRNA-Expression von Prestin und Gata-3 im apikalen ,
medialen und basalen Fragment nach 48 Stunden Kultur. Dargestellt sind MW = SEM bezogen auf Thp (REqy).
Kontrolle (n = 25), 50 uM, 250 pM und 1 mM Gemfibrozil (jeweils n = 4). *...Signifikant nach LSD-Test vs. Kon-
trolle: *'...p < 0,001; *2...p < 0,01; **...p < 0,03.

In den Kontrollen betragt der Prestin-mRNA-Gehalt nach 48 Stunden Kultur apikal 14
REp, medial 12 REv,, und basal 6 RE,. Niedrige Gemfibrozil-Konzentrationen (50 uM, 250
K1M) haben keinen signifikanten Einfluss auf die Prestin-Expression. Der Prestin-mRNA-Gehalt
betragt apikal etwa 10 REyp, medial 8 RE, bis 14 REm, und basal 7 RE,. Eine Erhéhung der
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Gemfibrozil-Konzentration auf 1 mM flhrt zu einem signifikanten Abfall der Prestin-Expression
in der apikalen OC-Region. Medial und basal deutet sich ein Abfall an. Der Prestin-mRNA-
Gehalt betréagt apikal 6 REm,,, medial 8 REt,, und basal 4 REm,,. Die Expression von Gata-3
verhalt sich ahnlich. Wéhrend niedrige Gemfibrozil-Konzentrationen keinen signifikanten Ein-
fluss auf die Gata-3-Expression haben, sinkt die Gata-3-Expression bei 1 mM im apikalen, medi-
alen und basalen Fragment. Bei 1 mM Gemfibrozil fallt der Gata-3-mRNA-Gehalt in allen
Fragmenten signifikant etwa um den Faktor 2.

Um den Einfluss von Gemfibrozil auf die Expression von Prestin und Gata-3 weiter zu
charakterisieren, wurde der mRNA-Gehalt nach 48 Stunden Kultur mit den Werten des frisch
praparierten Cortischen Organs (kontralaterales OC desselben Versuchstieres) verglichen. Die
Veranderung der Prestin- und Gata-3-Expression nach 48 Stunden Kultur unter dem Einfluss von
Gemfibrozil verglichen mit den Kontrollen ist in Abbildung 37 dargestellt. Niedrige Konzentra-
tionen von Gemfibrozil (50 uM und 250 pM) haben keinen Einfluss auf die Prestin- und Gata-3-
Expression. Bei einer Konzentration von 1 mM wird sowohl die Expression von Prestin als auch
die von Gata-3 inhibiert. Die Expression von Prestin sinkt im apikalen Segment um 71 Prozent,
im medialen um 42 Prozent und im basalen um 17 Prozent. Die Gata-3-Expression vermindert

sich um etwa 50 Prozent.
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Abbildung 37: Einfluss von Gemfibrozil auf die Veranderung der mRNA-Expression von Prestin und Gata-3
in der organotypischen Kultur der Cochlea. A: Prestin. B: Gata-3. Dargestellt sind MW + SEM der Veranderung
der Genexpression (in REy,,) nach 48 Stunden Kultur als Vielfaches der entsprechenden frisch praparierten Probe
(n-fachry) im apikalen, medialen und basalen Fragment. Kontrolle (n = 24), 50 uM (n = 4), 250 pM (n = 4) und 1
mM (n = 3). *...Signifikant nach LSD-Test vs. Kontrolle: *!...p < 0,001; **...p < 0,005; **...p < 0,01; **..p <
0,05.

Unter dem Einfluss von Gemfibrozil besteht zwischen der Prestin- und Gata-3-mRNA-
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Expression eine hohe Korrelation (Abbildung 38). Die Korrelation ist bei jeder Konzentration
und in jedem Cochlea-Segment signifikant. Die Verdnderung der mRNA-Expression von frisch
nach 48 Stunden Kultur von Prestin und Gata-3 korreliert am stérksten im apikalen Fragment.
Desweiteren steigt die Korrelation unter dem Einfluss von Gemfibrozil konzentrationsabhangig
(Tabelle 10).

Tabelle 10: Korrelation der Gemfibrozil induzierten Prestin- und Gata-3-mRNA-Verinderungen.

Konzentration Regressionsgleichung Bestimmtheitsmafl R p-Wert Anzahl n
50 uM y=0,72x+ 0,43 0,635 <0,05 12
250 uM y=0,55x + 0,92 0,736 <0,01 11
1 mM y=1,20x + 0,08 0,934 <0,001 10

Lineare Regressionsanalyse der Verdnderung des mRNA-Gehalts von Prestin und Gata-3 im Cortischen Organ nach
48 Stunden Kultur unter dem Einfluss von 50 uM, 250 uM und 1 mM Gemfibrozil. Achsengleichungen der linearen

Regression. P-Wert signifikant nach Pearson-Korrelationskoeffizienten. Prestin...y; Gata-3...x.

Prestin (n-fachtop)

Gata-3 (n-fachy,p)

« Apikal o Medial a Basal —Linear

Abbildung 38: Korrelation von Prestin- und Gata-3-mRNA unter dem Einfluss von Gemfibrozil. Anstieg der
mRNA-Expression (in REq,) von frisch nach 48 Stunden Kultur (n-fachqy,). Dargestellt sind die Einzelwerte unter
dem Einfluss von Gemfibrozil im apikalen, medialen und basalen Fragment der Cochlea. Die Linie reprasentiert die
Gleichung der potenziellen Regression (unabhéngig von der Region) y = 1,19x*®!; R = 0,836; n = 33; p < 0,001. P-
Wert signifikant nach Pearson-Korrelationskoeffizienten. Prestin...y; Gata-3...x.

4.3.5 Einfluss von ausgewahlten Wachstumsfaktoren: IGF und TGF-p

Einfluss von IGF: Frihere Microarray-Untersuchungen zeigten, dass sich die mRNA-

Expression von IGF in der organotypischen Kultur der Cochlea deutlich erhéht [83]. IGF spielt
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eine wichtige Rolle wahrend der Entwicklung von Haarzellen und fur den Erhalt der zellularen
Intaktheit des Organismus. Daher wurde ein moglicher Einfluss von exogenem IGF auf die Pres-
tin-mRNA-Expression untersucht. Hierzu wurden zwei Gruppen definiert, welche sich lediglich
in der Zusammensetzung des Kulturmediums mit und ohne Zusatz von IGF unterscheiden. Ein
OC wurde in IGF-haltigem (24 ng/ml) — kompletten — Kulturmedium kultiviert und das kontrala-
terale OC in Medium ohne IGF. Die Auswertung der Ergebnisse (Tabelle 11, Seite 71) ergab
keinen signifikanten Unterschied in der Expression der Prestin-mRNA nach 48 Stunden Kulti-

vierung unter Zugabe von IGF verglichen mit der unbehandelten Gruppe.

Tabelle 11: Einfluss von IGF auf die mRNA-Expression von Prestin in der organotypischen Kultur des Corti-

schen Organs.

Apikal Medial Basal
+ IGF 8,1+0,9 12,1 £3,0 52+273
- IGF 88+14 9,6 £2,0 45+1,0

Dargestellt sind MW = SD der Prestin-mRNA-Expression bezogen auf Tbp (RE,,) im apikalen, medialen und basa-
len Fragment. + IGF...Medium komplett mit 24 ng/ml IGF, n = 3. - IGF...Medium ohne IGF-Zugabe, n = 3.

Einfluss von TGF-B: Frihere Studien haben gezeigt, dass TGF-f einen protektiven Ein-
fluss auf das Uberleben der duReren Haarzellen hat [67]. Um dessen Einfluss auf die Prestin-
MRNA-Expression zu untersuchen, wurde dem Kulturmedium TGF-f zugesetzt. Zunéchst wur-
den drei TGF-B-Gruppen mit unterschiedlicher Konzentration definiert, um eine mégliche Kon-
zentrationsabhangigkeit zu erkennen: 1 ng/ml, 10 ng/ml und 50 ng/ml. Ein OC wurde der Kon-
trollgruppe, das kontralaterale OC einer TGF-p-Gruppe zugewiesen. Nach 48 Stunden Kultivie-
rung wurde ein Teil der Préparate fixiert und mit Phalloidin gefarbt, in den restlichen Praparaten
wurde die RNA isoliert und die mRNA-Expression von Prestin und Gata-3 bestimmt.

Um einen moglichen Effekt auf den Zustand und die Anzahl der Haarzellen zu beobachten,
wurden die HZ in den 48-Stunden-TGF-B-Préparaten gezahlt und mit den 48-Stunden-
Kontrollen verglichen. Die Zugabe von TGF-B hat in der 48-Stunden-Kultur keinen Einfluss auf
die Form, Anordnung und Anzahl der Haarzellen. In beiden Gruppen befinden sich auf 100 um
im apikalen, medialen und basalen Fragment etwa 9 innere und 36 &ul3ere Haarzellen. In beiden
Gruppen finden sich auf 100 um keine Verluste von dufleren Haarzellen. Diese Aussage bestéatigt
sich bei Z&hlung der Fehlstellen (Daten nicht dargestellt). Die inneren Haarzellen zeigen auf 100
pm unabhdngig von der TGF-B-Zugabe eine Fehlstelle im medialen und basalen Fragment und
keine Verluste im apikalen Fragment.

Die Auswertung des mRNA-Gehaltes von Prestin nach 48 Stunden Kultivierung

(Abbildung 39) deutet unter dem Einfluss von 50 ng/ml TGF- im medialen Fragment einen
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Anstieg der Prestin-mRNA-Expression an: in den Kontrollen betrdgt der mRNA-Gehalt von
Prestin 10 REyy, in den mit 50 ng/ml TGF-B behandelten Praparaten 14 REm,. Apikal betragt
der mRNA-Gehalt von Prestin 8 REx, in den Kontrollen und zwischen 5 REqp, und 8 RExy, in
den TGF-B-Gruppen, basal in den Kontrollen 5 REt,, bzw. 6 REt,, in den TGF-B-Gruppen. Um
den angedeuteten konzentrationsabhangigen Einfluss von TGF-f auf die mRNA-Expression von
Prestin besser darstellen zu kénnen, wird in Tabelle 12 die Veranderung des mRNA-Gehalts der
mit TGF-p behandelten Probe zur entsprechenden Kontrolle (unbehandelt, 48 h Kultur) als Viel-
faches (n-fachry,p) dargestellt. Die Auswertung der Veranderung des mRNA-Gehalts von Prestin
bestatigt den in den Absolutwerten (REm,) angedeuteten Anstieg unter dem Einfluss von 50
ng/ml TGF- nicht.
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---¢0--- Kontrolle —o—— 1 ng/ml ---¢o--- Kontrolle ——o—— 1 ng/ml
A —a—10ng/ml —x—50ng/ml| | g —a—10ng/ml —x— 50 ng/ml

Abbildung 39: Einfluss von TGF-p auf die mMRNA-Expression von Prestin und Gata-3. A: Prestin. B: Gata-3.
Dargestellt sind MW + SEM der mRNA-Expression bezogen auf Tbp (REt,,) im apikalen medialen und basalen
Fragment des Cortischen Organs nach 48 Stunden Kultivierung. Kontrollen (n = 9), TGF-B (jeweils n = 3): 1 ng/ml,
10 ng/ml und 50 ng/ml.

Der Gata-3-mRNA-Gehalt betragt sowohl in den Kontrollen als auch in den mit TGF-p
behandelten Praparaten im apikalen Fragment 4 REry,, im medialen Fragment 3 REx, bis 4

REmhp und im basalen Fragment 2 REqpy.
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Tabelle 12: Einfluss von TGF-p auf die Veriinderung der mRNA-Expression von Prestin und Gata-3 in der

organotypischen Kultur des Cortischen Organs.

Fragment 1 ng/ml TGF-f 10 ng/ml TGF-B 50 ng/ml TGF-p

Prestin Gata-3 Prestin Gata-3 Prestin Gata-3
Apikal 1,0+ 0,6 1,0 +0,1 0,9+0,2 0,9+0,1 1,2+0,0 1,1 +£0,0
Medial 1,0£0,3 1,3+£0,6 1,4+0,1 0,9+0,3 1,0£0,0 0,8+0,1
Basal 0,7+0,1 0,7+0,5 1,1+0,1 0,8+0,3 1,1+£0,2 1,1 +0,4

Dargestellt sind MW + SD der Verinderung mRNA-Expression (in REy,,) nach Behandlung mit TGF- als Vielfa-
ches der entsprechenden unbehandelten Kontrolle (n-fachr,,) im apikalen, medialen und basalen Fragment nach 48

Stunden Kultivierung (n = 2).

Die exogene Erhohung der TGF-B-Konzentration hat in der organotypischen Kultur keinen

Einfluss auf die mMRNA-Expression von Prestin und Gata-3.

4.3.6 Orientierende Untersuchungen zum Einfluss von Neurotransmittern

Die dulReren Haarzellen erhalten efferente Signale aus dem oberen Olivenkomplex. Diese effe-
rente Innervation, vermittelt Gber den Neurotransmitter Acetylcholin (ACh), fiihrt zu einer Hy-
perpolarisation der AHZ und Hemmung der Amplifikation. Um einen eventuellen Einfluss von
ACh bzw. Agonisten zu untersuchen, wurden eine Reihe von orientierenden Versuchen mit ver-
schiedenem Versuchsaufbau durchgefihrt: (1) Zusatz von ACh bzw. ACh-Agonisten zum Medi-
um, (2) gleichzeitiger Zusatz von Strychnin und ACh, (3) Zusatz von ACh-Antagonisten. Des-
weiteren wurde der Einfluss eines al-adrenergen Rezeptor-Agonisten, dem Phenylephrin, ge-
priift. Zur besseren Ubersicht sind die Ergebnisse dieser Untersuchungen gemeinsam in Tabelle
13 (Seite 76) und Tabelle 14 (Seite 77) dargestellt.

Einfluss von ACh: Dem Kulturmedium wurde ACh in ansteigender Konzentration zuge-
setzt: 10 M, 50 uM und 100 uM und anschlieBend flr 48 Stunden kultiviert. Fiir die Beurtei-
lung und Zahlung der Haarzellen wurde je ein Cortisches Organ unter Standardbedingungen kul-
tiviert und diente als Kontrolle. Das kontralaterale Cortische Organ wurde in Kulturmedium mit
100 uM ACh kultiviert. Nach 48 Stunden in Kultur wurden die Praparate fixiert und mit Phalloi-
din geféarbt. Die Behandlung mit ACh hat keinen Einfluss auf die Struktur und die Anzahl der
Haarzellen. Sowohl in den Kontrollen als auch in den mit ACh behandelten Préparaten befinden
sich pro 100 pum im apikalen Fragment etwa 9 innere und 36 duf3ere Haarzellen. Im medialen
und basalen Fragment befinden sich in beiden Gruppen jeweils 10 innere Haarzellen. In den
Kontrollen befinden sich medial und basal jeweils etwa 38 und in den ACh-Praparaten 36 aul3ere
Haarzellen. Diese Differenz von &ulleren Haarzellen zwischen beiden Gruppen, resultiert nicht

aus dem Verlust von Haarzellen, wie die Zahlung der Haarzell-Fehlstellen zeigt (Daten nicht
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dargestellt). In beiden Gruppen finden sich keine signifikanten Verluste von inneren und duReren
Haarzellen.

Die Bestimmung des Prestin-Gehalts nach 48 Stunden in Kultur deutet einen Abfall der
Prestin-Expression im apikalen und einen Anstieg im medialen Fragment unter dem Einfluss von
ACh an. Die Expression der Gata-3-mRNA reagiert weniger ausgepragt auf die Behandlung mit
ACh (Tabelle 13). Durch den ACh-Zusatz scheint der Gata-2-mRNA-Gehalt im apikalen Frag-
ment abzusinken, im medialen und basalen Fragment bleibt der Gata-2-mRNA-Gehalt hingegen
unverandert. Die Expression von Gata-1 fallt, wie bereits beobachtet, in vitro stark ab. Die
Streuung des Gata-1-mRNA-Gehalts ist sowohl in den ACh-Gruppen als auch in den Kontrollen
sehr hoch. Es deutet sich im medialen Fragment bei einer Konzentration von 100 pM ein Abfall
der Gata-1-Expression an (Tabelle 14). Zur besseren Darstellung der ACh-induzierten Verande-
rung der Expression von Prestin, Gata-3, Gata-2 und Gata-1 wurde die Expression nach 48 Stun-
den Kultur mit der in den entsprechenden Frisch-Préparaten (kontralaterales OC) verglichen. Der
Prestin-mRNA-Gehalt steigt nach 48 Stunden Kultur mit ACh-Zusatz &hnlich wie in den Kon-
trollen an. Ebenso der mRNA-Gehalt der Gata-2 und Gata-3. Die Zugabe von ACh in die orga-
notypische Kultur des Cortischen Organs hat keinen Einfluss auf die mRNA-Expression von
Prestin, Gata-3, Gata-2 und Gata-1 (n-fachm,; Tabelle 13, 14).

ACh und Strychnin: ACh wird rasch durch die Acetylcholin-Esterasen (AChE) gespalten
und somit inaktiviert. Strychnin ist ein Hemmer der AChE. Um zu priifen, ob ein Effekt der
ACh-Behandlung in der organotypischen Kultur aufgrund der hohen AChE-Aktivitat maskiert
wurde, setzten wir dem Medium ACh und Strychnin zu. Ein OC diente der Kontrolle und ent-
hielt 100 pM ACh, das kontralaterale OC enthielt ebenfalls 100 uM ACh und zusétzlich 10 nM
(n=1), 100 nM (n = 2) bzw. 500 nM (n = 1) Strychnin. Nach 48 Stunden Kultur wurde das Ver-
haltnis der mRNA-Expression von Prestin und den Gata-Transkriptionsfaktoren der Strychnin-
Probe zu jeweils dazugehdrigen Kontrolle (Kontralaterales OC) bestimmt. Die Zugabe von
Strychnin zum ACh-haltigen Medium hat keinen Einfluss auf die mRNA-Expression von Pres-
tin-, Gata-3, Gata-2 und Gata-1 (n-fachr,p; Tabelle 13, 14).

Carbachol: Ein Strukturanalogon des ACh, welches durch die Acetylcholinesterasen nur
schlecht gespalten wird und somit eine hohere Halbwertzeit besitz als das ACh ist Carbachol.
Um zu priifen, ob der fehlende Effekt der ACh-Behandlung Ausdruck einer zu geringen ACh-
Konzentration an den Rezeptoren ist, untersuchten wir einen moglichen Carbachol-Effekt auf die
Prestin- und Gata-mRNA-Expression. Fir die orientierende Untersuchung wurde dem Kultur-

medium 1 mM bzw. 10 mM Carbachol zugesetzt. Die RNA des einen OC wurde frisch prépa-
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riert, die des kontrlateralen OC nach 48 Stunden in Kultur. Der mRNA-Gehalt von Prestin, Gata-
1, -2 und -3 streut stark. Im apikalen Fragment deutet sich ein Abfall und im medialen Fragment
ein Anstieg der Prestin-mRNA-Expression unter dem Einfluss von Carbachol an. Der mRNA-
Gehalt von Gata-3 und Gata-2 verandert sich nicht nach Carbachol-Zugabe. Die Gata-1-mRNA
wird im OC auf sehr niedrigem Niveau mit einer starken Streuung exprimiert und ihre Expressi-
on fallt wie erwartet in der Kultur weiter ab. Carbachol hat keinen Einfluss auf die mRNA-
Expression von Gata-1. Zusétzlich zum mRNA-Gehalt nach 48 Stunden Kultur, wurde die Ver-
anderung der Expression von frisch nach 48 Stunden analysiert (n-fachry,p; Tabelle 13, 14). Die
im mRNA-Gehalt nach 48 Stunden angedeuteten Expressionsveranderungen bestatigen sich
nicht. Carbachol hat in der organotypischen Kultur der Cochlea der neugeborenen Ratte weder
einen Einfluss auf die Expression von Prestin noch auf die der Gata-Transkriptionsfaktoren.
Phenylephrin: Phenylephrin gehért zur Gruppe der direkten Sympathomimetika mit teil-
weiser indirekter Wirkung und wirkt als Agonist am a;-adrenergen Rezeptor. Um einen mogli-
chen Einfluss von Phenylephrin auf die Haarzellen und die mRNA-Expression von Prestin und
Gata-3 zu untersuchen, wurde ein Cortisches Organ frisch und das kontralaterale nach 48 Stun-
den in Kultur mit Phenylephrin-haltigem Medium untersucht. Die Auswertung der fixierten und
gefarbten Praparate zeigt keinen Unterschied zwischen den Phenylephrin-behandelten und unbe-
handelten Praparaten in der Anzahl, der Anordnung und der Morphologie der inneren und &uRe-
ren Haarzellen (Daten nicht dargestellt). Im apikalen Fragment der Phenylephrin-behandelten
Préparate scheint der Prestin-mRNA-Gehalt niedriger zu sein als in den Kontrollen. Im medialen
und basalen Fragment zeigt sich kein Unterschied. Der Gata-3- und Gata-2-mRNA-Gehalt ver-
halt sich dhnlich. Im apikalen Fragment scheint die Gata-3- und Gata-2-mRNA-Expression unter
dem Einfluss von Phenylephrin zu sinken. Die Phenylephrin-Zugabe hat keinen Einfluss auf die
Gata-1-mRNA-Expression. Um den Einfluss von Phenylephrin auf die Expression von Prestin
und den Gata-Transkriptionsfaktoren weiter zu untersuchen, analysierten wir die Verénderung
der mRNA-Expression in der Kultur (n-fach,p; Tabelle 13, 14). Es zeigt sich kein signifikanter
Unterschied zwischen den Gruppen. Die Prestin-Expression im apikalen Fragment verdoppelt
sich nach 48 Stunden Kultur sowohl in den Kontrollen als auch in den Phenylephrin-Gruppen.
Im medialen Fragment steigt die Prestin-Expression etwa auf das 1,6fache und im basalen Frag-
ment auf das 1,2fache. Die Gata-3-mRNA-Expression steigt im apikalen und medialen Fragment
auf das 1,5fache und basal auf das 1,2fache. Die Gata-2-mRNA-Expression verandert sich in
vitro unabhéngig von der Phenylephrin-Zugabe. Die Expression der Gata-1-mRNA fallt wéhrend

der Kultur unabhangig von der Phenylephrin-Zugabe ab. In der organotypischen Kultur der
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Cochlea der neugeborenen Ratte hat Phenylephrin keinen Einfluss auf die mRNA-Expression
von Prestin und den Gata-Transkriptionsfaktoren.

Einfluss von ACh-Antagonisten: Um die Wirkung von Neurotransmittern in der organo-
typischen Kultur der Cochlea der neugeborenen Ratte auf die Expression von Prestin sowie die
der Gata-Transkriptionsfaktoren weiter zu charakterisieren, wurde ein moglicher Einfluss der
Rezeptor-Blockade mittels Memantine untersucht. Memantine blockiert die Ca’*-permeablen
Glutamat- und nikotinergen ACh-Rezeptoren an duReren Haarzellen von drei bis sechs Wochen
alten Ratten [84]. Um zu prifen, ob Memantine die mRNA-Expression von Prestin beeinflusst,
wurde dem Kulturmedium 10 uM bzw. 50 uM Memantine zugesetzt. Ein Cortisches Organ wur-
de frisch und das kontralaterale nach 48 Stunden in Kultur mit Memantine-haltigem Medium
untersucht. Die Zugabe von Memantine hat keinen Einfluss auf die Struktur und die Anzahl der
Haarzellen. Die orientierenden Versuche zeigen keinen signifikanten Unterschied der Prestin-

Expression unter Memantine verglichen mit den Kontrollen (Daten nicht dargestellt).

Tabelle 13: Einfluss von Neurotransmittern auf die mRNA-Expression von Prestin und Gata-3.

Neurotransmitter Prestin Gata-3
Apikal Medial Basal Apikal Medial Basal
Kontrolle
n=7) REm,| 209+7,1 122+22 7,1£43 4,8+0,8 3,0£0,7 2,5+0,7
n-fachry, 2,1£0,6 1,8+04 1,3+0,8 1,4 +0,6 1,2+0,5 1,1£0,5
ACh
(n=4) 10 uM 1,9+0,5 1,9+0,5 1,0£04 1,6 £0,3 1,7+04 1,1£0,2
50 uM 1,7+0,4 2,1+0,7 1,0+ 0,4 1,6 £0,3 1,8+04 1,2+0,5
100 uM 2,0+0,8 1,6 £0,5 0,8+0,2 1,7+0,1 1,7+0,8 1,1£0,2
ACh® + Strychnin
10 nM 1,5 0,9 1,1 0,7 1,1 1,1
(n=2) 100 nM 1,0+£0,1 1,1 +£0,5 0,9+0,5 1,1 +£0,0 0,8+0,1 0,8+0,2
500 nM 1,4 0,9 0,9 1,2 1,0 0,9
Carbachol
n=2) 1 mM 1,8 £0,6 2,0+0,2 1,1+0,4 1,4+04 1,7+0,1 0,9+0,1
10 mM 3,4 1,5 2,3 2 1,5 1,7
Phenylephrin
(n=2) 1 uM 1,4+0,0 1,7+0,4 1,1+£0,1 1,2+0,2 1,5+0,3 1,0+ 0,4
10 uM 2,5 1,5 0,8 1,6 1,3 1,2
(n=2) 100 uM 1,8 £0,1 1,6 £0,5 1,5+0,5 1,6 £0,1 1,9+0,7 1,7+£0,3

Dargestellt sind MW + Stabw. der Kontrolle in REr,, und als Verdnderung der Genexpression (in REqy,) als Vielfa-

ches in n-fachr,,, sowie MW =+ Stabw. bzw. Einzelwerte der orientierenden Versuche der entsprechenden Probe des

kontralateralen Cortischen Organs (in REr,). ©...100 uM ACh.
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Tabelle 14: Einfluss von Neurotransmittern auf die mRNA-Expression von Gata-2 und Gata-1.

Neurotransmitter Gata-2 Gata-1
Apikal Medial Basal Apikal Medial Basal
Kontrolle
(n=16) RE1, 5,0£1,6 2,6+0,8 1,8+09| 0,11+£0,07: 0,24+0,26: 0,06+0,04
n-fachr, 2,0+0,3 1,3+0,1 1,0£0,1| 021+0,06: 0,23+0,10 0,09+0,03
ACh
(n=4) 10 uM 1,5+0,9 1,6 £0,1 1,0£04| 0,18+0,13: 0,33+£0,24: 0,17+0,12
50 uM 1,2+0,1 1,4+04 0,8+03| 0,59+045: 0,78+0,61: 0,34+0,27
100 uM 1,8 £0,6 1,7+0,7 09+0,2| 021+0,18 0,17+0,07: 0,06+0,02
ACh°® + Strychnin
10 nM 1,1 1,6 1,5 1,96 0,17 2,84
(n=2) 100 nM 0,9+0,1 0,8+04 0,8+0,2| 1,77+0,64 1,14 2,89+2,63
500 nM 1,1 1,1 1 * * 0,6
Carbachol
n=2) 1 mM 1,3+0,2 1,8+0,2 09+0,1| 0,14+0,06: 048+0,66: 0,17+0,08
10 mM 2,4 1,5 1,6 0,45 0,37 0,25
Phenylephrin
n=2) 1 uM 1,5+0,3 1,6 £0,9 0,8+0,2| 0,16+0,11 0,19+0,06: 0,17+0,01
10 uM 2,8 2,1 0,8 0,25 0,21 0,12
n=2) 100 uM 1,4+0,1 1,2+0,6 1,3+0,3| 0,61+0,71. 0,10£0,06; 0,11+0,03

Dargestellt sind MW + Stabw. der Kontrolle in REr,, und als Veranderung der Genexpression (in REty,) als Vielfa-
ches in n-fachry,,, sowie MW + Stabw. bzw. Einzelwerte der orientierenden Versuche der entsprechenden Probe des

kontralateralen Cortischen Organs (in REryp). ©...100 uM ACh. *.. .kein Probenmaterial

4.3.7 Einfluss depolarisierender Kaliumkonzentrationen

Um den Einfluss der Kalium-Depolarisation der Haarzellen auf die Prestin-mRNA-
Expression zu untersuchen, wurde die Kaliumkonzentration des Kulturmediums mittels Kalium-
chlorid-Zugabe veréndert. Zunédchst wurde eine mogliche Konzentrationsabhingigkeit unter-
sucht. Es wurden finf Gruppen unterschiedlicher Konzentration definiert: Medium mit 5 mmol/I
(Kontrolle), 10 mmol/l, 20 mmol/l, 35 mmol/l und 55 mmol/l. Alle Gruppen wurden fiir 48
Stunden kultiviert.

Ein Teil der Praparate wurde nach der Kultivierung fixiert und mit Phalloidin gefarbt, um
die Haarzellen hinsichtlich ihrer Morphologie und Anzahl zu untersuchen. Die Haarzellen und
deren Fehlstellen wurden jeweils im apikalen, medialen und basalen OC-Fragment pro 100 pm
gezéhlt und als Median mit Angabe der 10er und 90er Perzentile ausgedruckt (Tabelle 15). Eine
Erhéhung der Kaliumchlorid-Konzentration im Kulturmedium hat keinen Einfluss auf die Mor-
phologie der Haarzellen. Die Haarzellzéhlung in der Kontrollgruppe reproduziert die Ergebnisse
der 48-Stunden-Kulturen (Kapitel 4.1.1, Seite 33) sowohl in der Anzahl der vorhandenen Haar-
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zellen als auch in der Anzahl der Fehlstellen. Es finden sich vereinzelt Verluste von inneren
Haarzellen und keine Verluste von dufReren Haarzellen. Eine Kaliumchlorid-Konzentration von
35 mmol/l schadigt die inneren, aber nicht die duReren Haarzellen. Eine Endkonzentration von
55 mM wirkt sowohl auf die inneren als auch auf die dulReren Haarzellen zytotoxisch. Insgesamt
zeigt sich, dass die inneren Haarzellen vulnerabler auf eine erhdhte Kaliumkonzentration reagie-
ren als die aulReren Haarzellen und sich ein Gradient in der Anzahl der Fehlstallen von apikal

nach basal bildet, mit zahlreicheren Defekten in den apikalen Regionen.

Tabelle 15: Einfluss von Kaliumchlorid auf die Anzahl der inneren und dufleren Haarzellen in der organoty-

pischen Kultur des Cortischen Organs

HZ Apikal Medial Basal
Kontrolle n=>5 n=6 n=4
IHZ Vorhanden 8,8(7,2-9,6) 9,6 (4,8-10,4) 8,8 (8,0-104)
Fehlstellen 0,0 (0,0-0,8) 0,8 (0,0 - 4,0) 0,0 (0,0 - 0,8)

AHZ Vorhanden 35,2(31,2-38,4) 36,0 (32,0 - 39,2) 36,0 (34,4 - 36,8)
Fehlstellen 0,0 (0,0-2,4) 0,0 (0,0-1,6) 0,0 (0,0 -0,8)

35 mM KCl n=3 n=2 n=2
IHZ Vorhanden 9,6 (7,6 - 10,4) 9,6 (8,0-10,4) 10,0 (4,8 -10,4)
Fehlstellen 0,8 (0,0-1,6) 0,4 (0,0-1,6) 0,0 (0,0-3,2)

AHZ Vorhanden 38,4 (36,0 - 40,8) 36,0 (33,6 - 37,6) 36,4 (34,4 - 38,4)
Fehlstellen 0,0 (0,0-1,6) 0,0 (0,0-2,4) 0,0 (0,0-24)

55 mM KCl n=3 n=3 n=3
[HZ Vorhanden 6,4 (4,0 - 9,6) 6,4 (4,0 - 9,6) 8,8 (4,4-9,0)
Fehlstellen 3,2(0,8-6,4) 2,4 (0,8 -5,6) 0,8 (0,0 - 4,8)

AHZ Vorhanden 33,6 (28,0 - 36,8) 36,8 (29,6 - 40,8) 35,6 (31,6 - 38,4)
Fehlstellen 4,8 (1,6 -7,2) 1,6 (0,0 - 6,4) 2,0 (0,4 -4,8)

Anzahl der vorhandenen Haarzellen und der Fehlstellen pro 100 um im apikalen, medialen und basalen Fragment
des Cortischen Organs nach 48 Stunden in Kultur. Dargestellt sind Median (10er - 90er Perzentile), sowie die An-

zahl n der ausgewerteten Fragmente. IHZ...innere Haarzellen, AHZ...iuBere Haarzellen. KCI...Kaliumchlorid.

In Abbildung 40 und Abbildung 41 sind die Ergebnisse der RT-PCR dargestellt. Abbil-
dung 40 zeigt den Prestin- und Gata-3-mRNA-Gehalt im apikalen, medialen und basalen Coch-
lea-Fragment in Abhdngigkeit von der Kaliumchlorid-Konzentration. Abbildung 41 zeigt die
Verénderung (n-fachTbp) der Prestin- und Gata-3-mRNA-Expression nach 48 Stunden Kultur,
d.h. das Verhéltnis des mMRNA-Gehaltes des Zielgens nach 48 Stunden in Kultur bezogen auf den
Gehalt im dazugehorigen Frischpréparat, ausgedrickt als Vielfaches des Ausgangswertes
(frisch).
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Abbildung 40: Einfluss der Kaliumkonzentration auf die mMRNA-Expression von Prestin und Gata-3 in der
organotypischen Kultur des Cortischen Organs. A: Prestin. B: Gata-3. Dargestellt sind MW + SEM der Genex-
pression bezogen auf Thp (REw,,) im apikalen, medialen und basalen Fragment der Cochlea nach 48 Stunden in
Kultur in Abhéngigkeit von der Kaliumchlorid-Konzentration: Kontrolle (5 mM, n = 25), 10 mM (n = 4), 20 mM (n
=5), 35 mM (n = 3) und 55 mM (n = 4) Kaliumchlorid. Signifikanz nach LSD-Test vs. Kontrolle: *...vs. Kontrolle:
*1..p <0,005; *2,.p<0,01; **...p=0,05; °...p < 0,02 vs. 20 mM.

Die Expression der Prestin-mRNA wird von Kalium beeinflusst und zeigt eine Konzentra-
tionsabhdngigkeit. Eine Erhdhung der Kalium-Konzentration bewirkt einen maximalen Anstieg
des Prestin-mRNA-Gehaltes im apikalen Fragment von 13,6 RE, auf 20,5 REx, bei 10 mM
und von 11,8 REm, auf 16,0 REm,, bei 20 mM im medialen Fragment, wahrend die Expression
in den basalen Haarzellen keine Verdnderung zeigt. Eine Erhohung der Kalium-Konzentration
auf 55 mM fihrt apikal zu einem Abfall der Prestin-mRNA auf 6,3 REm,. Im medialen und ba-
salen Fragment deutet sich ebenfalls ein Abfall des Prestin-Gehaltes an. Im apikalen Fragment
verandert sich die Prestin-Expression um den Faktor 1,8 in den Kontrollen, steigt auf maximal
2,4 bei 10 mM und féllt auf minimal 0,6 bei 55 mM. Im medialen Fragment betragt der Faktor
(frisch nach 48 Stunden Kultur) in der Kontrollgruppe 1,5 und hat mit 2,1 das Maximum bei 10
mM bis 20 mM, mit 0,9 das Minimum ebenfalls bei 55 mM. Im basalen Fragment andert sich
der Faktor kaum, er féallt von 1,2 in den Kontrollen auf minimal 0,6 bei 55 mM.
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Abbildung 41: Einfluss der Kaliumkonzentration auf die Veranderung der mRNA-Expression von Prestin
und Gata-3 in der organotypischen Kultur des Cortischen Organs. A: Prestin. B: Gata-3. Dargestellt sind MW *
SEM der Veréanderung der Genexpression (in REr,,) nach 48 Stunden Kultur als Vielfaches der entsprechenden
frisch praparierten Probe (n-fachr,,) im apikalen, medialen und basalen Fragment der Cochlea in Abhéngigkeit von
der Kaliumchlorid-Konzentration: Kontrolle (5 mM, n = 25), 10 mM (n =4), 20 mM (n =5), 35 mM (n = 3) und 55
mM (n = 4) Kaliumchlorid. Signifikanz nach LSD-Test vs. Kontrolle: *...vs. Kontrolle: *1..p < 0,001; *2..p <
0,005; **...p=0,02; °...p < 0,001 vs. 20 mM.

Unter dem Einfluss erhéhter Kalium-Konzentrationen deutet sich ein Anstieg der Gata-3-
mMRNA-Expression an. Die drei Fragmente reagieren von apikal nach basal sensitiver auf anstei-
gende Kalium-Konzentrationen. Im apikalen Fragment steigt der Faktor (frisch nach 48 Stunden
Kultur) von 1,3 in der Kontrollgruppe auf maximal 2,0 bei 10 mM bis 20 mM, im medialen
Fragment von 1,2 in den Kontrollen auf maximal 2,0 bei 20 mM bis 35 mM und im basalen
Fragment von 1,1 in den Kontrollen auf maximal 2,1 bei 55 mM. Der GATA-3-mRNA-Gehalt
steigt unter dem Einfluss von KCI vor allem im medialen Fragment an: von 3,3 REm,, auf 4,9
REp bei 20 mM bzw. 4,7 RE+, bei 35 mM.

Die mRNA-Expression von Gata-1 und Gata-2 zeigt keine signifikanten Unterschiede zwi-
schen den Kontrollen und den Kaliumchlorid-Gruppen. Die Verdnderung der Genexpression von

frisch nach 48 Stunden in Kultur von Gata-1 und Gata-2 ist in Tabelle 16 dargestellt.
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Tabelle 16: Einfluss der Kaliumkonzentration auf die Gata-1- und Gata-2-mRNA-Expression in der organo-

typischen Kultur des Cortischen Organs.

KClI- Gata-1 Gata-2
Konzentra-

tion Apikal Medial Basal Apikal Medial Basal

5mM| 0,15+0,13 0,23 +£0,19 0,11+ 0,09 1,8+0,6 1,2+0,3 1,0+0,2
1I0mM| 0,15+0,09 0,18 +£0,08 0,12+0,05 3,0+2,1 1,7+0,7 1,0+ 0,8
20mM | 0,14+ 0,06 0,31 +£0,06 0,12+0,15 1,9+0,7 0,8+0,5 1,9+0,2
35mM| 0,07=+0,05 0,11+0,12 0,09+ 0,01 1,8 +0,7 1,1 +0,0 1,2+0,6
55mM| 0,27+0,10 0,16 +£0,15 0,16 £ 0,06 1,4+04 1,7+0,8 1,6 £0,9

Dargestellt sind MW £ SD der Verdnderung der Genexpression (in REr,,) nach 48 Stunden Kultur als Vielfaches der

entsprechenden frisch préiparierten Probe (n-fachr,,) im apikalen, medialen und basalen Fragment der Cochlea in

Abhingigkeit von der Kaliumchlorid-Konzentration: 5 mM (Kontrolle, n = 12), 10 mM (n = 4), 20 mM (n = 2), 35

mM (n = 3) und 55 mM (n = 4) Kaliumchlorid.
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5. Diskussion

5.1 Methodische Aspekte der Untersuchung

5.1.1 Die organotypische Kultur der Cochlea

Vor- und Nachteile des Modells der organotypischen Kultur: In der vorliegenden Ar-
beit wurde die organotypische Kultur des Cortischen Organs der neugeborenen Ratte verwendet.
Die organotypische Kultur der Cochlea ist ein klassisches experimentelles Modell in der Inneno-
hrforschung mit Vor- und Nachteilen. Ein Vorteil gegentber Einzelzellkulturen ist die In-Vivo-
Bedingungen dhnelnde Zytoarchitektur des Gewebes. Der intakte Zellverband zwischen Stitz-
und Haarzellen ermdglicht eine zelluldre Interaktion, welche von Bedeutung fir die Entwick-
lung, Differenzierung, Adaptation, De- bzw. Regenerierung ist. Ein weiterer Vorteil ist die gute
Diskriminierbarkeit der Haarzellen aufgrund ihrer typischen Lage innerhalb des Cortischen Or-
gans. Die inneren und &uBeren Haarzellen lassen sich von einander durch ihre typische Lage,
Anordnung und Morphologie unterscheiden. Die organotypische Kultur der Cochlea ermdglicht
eine direkte experimentelle Manipulation mittels Anderung von Kulturbedingungen und der Zu-
sammensetzung des erndhrenden Mediums. Ein Nachteil ist die mdgliche mechanische und Hy-
poxie-bedingte Schadigung des Gewebes wahrend der Praparation. Von Nachteil ist auch die
Unreife der Cochlea. Es entsteht die Frage der Ubertragbarkeit der Ergebnisse, die mit neugebo-
renen Ratten gewonnen wurden, auf die adulte Ratte bzw. auf den Menschen. Letztlich kann die
organotypische Kultur das Tierexperiment nicht ersetzen, wenn die gesamte Komplexitat des
Hororgans untersucht werden soll.

Dauer der Kultur: Sowohl die Praparation als auch die Kultivierung bedeuten Schadi-
gung und Stress fir das Gewebe. Folgende Kriterien dienten uns als Parameter fiir die Intaktheit
der organotypischen Kultur bei den Untersuchungen der Einflussfaktoren auf die Prestin-
Expression: (1) Vitalitdt von mehr als 95 Prozent der Haarzellen am Ende der Kultur, (2) Anstieg
der Prestin-mRNA-Expression in der Kultur. Nach einer Kulturdauer von 48 Stunden fand sich
ein ausreichend hoher Anstieg der Prestin-mRNA-Expression, so dass fur die Mehrzahl der Un-
tersuchungen die 48-Stunden-Kultur eingesetzt wurde. Ziel war, bei moglichst kurzer Kulturdau-
er einen signifikanten Anstieg des Prestin-mRNA-Gehalts wéhrend der In-Vitro-Entwicklung zu
erhalten.

Praparation: Es ist bekannt, dass die Préparation des Cortischen Organs unterschiedlich
ausgefuhrt werden kann. Um eine Uber einen ldngeren Zeitraum lebende Kultur zu erhalten,

muss moglichst atraumatisch und schnell prépariert werden. Wird die Préparation zligig ausge-
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fahrt, ohne explizit auf die Spiralganglien zu achten, kommt es vor, dass sowohl Fragmente mit
als auch solche ohne Spiralganglien vorliegen.

Bisher ist bekannt, dass die Denervierung mittels mechanischer Eliminierung der Neurone
der Spiralganglien das Uberleben der Haarzellen nicht beeinflusst [85]. Von uns wurde eine De-
generation der Nervenfasern in Préparaten, in denen die Spiralganglien vollstandig entfernt wur-
den, beobachtet. Das zytoskelettale Strukturprotein Neurofilament reicherte sich perlschnurartig
an. Unsere Untersuchungen bestatigen, dass eine Denervierung des Cortischen Organs keinen
Einfluss auf das Uberleben der Haarzellen hat. Werden die Spiralganglien entfernt, scheint es zu
einem Anstieg des Gata-3-mRNA-Gehalts im medialen und angedeutet im basalen Fragment zu
kommen, wobei die Prestin-mRNA-Expression nicht beeinflusst wird. Die Hochregulierung von
Gata-3-mRNA werten wir als Stressreaktion [86]. Es gibt also Bedingungen bei denen eine Ver-

anderung der Gata-3-Expression nicht immer zu einer Veranderung der Prestin-Expression fihrt.

5.1.2 Referenzgen

Vorraussetzung fur die quantitative mRNA-Bestimmung ist ein stabiles Bezugssystem.
Hierflr werden sogenannte Referenzgene oder der Gesamt-RNA-Gehalt benutzt. Die Quantifi-
zierung der Gesamt-RNA ist schwierig, wenn ihre Menge sehr gering ist. Auf’erdem wird der
gesamte RNA-Gehalt in einem Praparat gemessen und dieser besteht nur zu einem geringen Pro-
zentsatz (weniger als 5 Prozent) aus mMRNA und Uberwiegend aus rRNA-Molekilen (85-90 Pro-
zent) [87]. Es ist bekannt, dass bestimmte biologische Faktoren und Substanzen die Transkripti-
on der rRNA beeinflussen konnen. Derzeit ist die Verwendung von Referenzgenen als Bezugs-
system die Methode der Wahl fir die Normierung von mRNA [73;75]. Daher wurde in der vor-
liegenden Arbeit die Referenzgen-Methode zur relativen Quantifizierung der mRNA der Zielge-
ne verwendet. Zusétzlich wurden in ausgewéhlten Versuchen beide Methoden, d.h. (1) der Be-
zug auf den Gesamt-RNA-Gehalt ausgedruckt in REgrna und (2) der Bezug auf das Referenzgen
ebenfals ausgedriickt in relativen Einheiten (REm,p) miteinander verglichen. In allen Fallen, die
gepruft wurden, ergab sich ein Ubereinstimmendes Ergebnis. Die Verwendung der Gapdh als
Referenzgen ist weit verbreitet. In unserem Versuchsmodell erwies sich die Gapdh als ungeeig-
net, da sie durch die Kulturbedingungen hochreguliert wurde. Anstelle der Gapdh nutzten wir
Thp als Referenzgen [79]. Analysen zeigten, dass sich die mMRNA-Expression von Thp weder in
der Kultur noch wéhrend der postnatalen Entwicklung signifikant verandert. Thp wird in den

drei Regionen des Cortischen Organs auf einem konstanten Niveau exprimiert.
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5.1.3 Qualitatskontrolle

Die Untersuchungen zur Qualkitatskontrolle zeigen, dass mit einem Tag zu Tag Fehler von
etwa 15 bis 20 Prozent gerechnet werden muss. Dies ist fiir Untersuchungen der Genexpression
mittels RT-PCR ein zu erwartender Wert, wenn man die geringen Probenmengen, die zeitliche
Spanne und die interindividuelle Variation in Betracht zieht. Der unterschiedliche Variationsko-
effizient fir die einzelnen Gene hangt wahrscheinlich mit der Stabilitat der entsprechenden
MRNA und der Expressionshohe zusammen.

Um die Zuverlassigkeit von Befunden zu prufen, wurden zwei verschiedene experimentel-
le Ansétze verwendet: (1) Bestimmung der Veranderung der Genexpression wahrend der Kulti-
vierung (hierbei wird das OC eines Ohrs frisch untersucht und das OC des kontralateralen Ohrs
nach der Kultivierung); (2) Vergleich des Expressionsmusters nach der Kultivierung (das OC des
einen Ohrs wachst unter Kontrollbedingungen und das OC des anderen Ohrs dient der Priifung
des Einflusses eines ausgewahlten Faktors bzw. einer ausgewéhlten Bedingung). Mit diesem
Vorgehen wurde der Einfluss der interindividuellen Unterschiede, d.h. von Tier zu Tier, vermie-
den. Es kann davon ausgegangen werden, dass der intraindividuelle Unterschied, d.h. von einem

Ohr zum kontralateralen, geringer ist als der interindividuelle von Tier zu Tier.

5.2 Vergleich der In-Vitro- und In-Vivo-Entwicklung von Prestin und Gata-

Transkriptionsfaktoren

Die molekularen Mechanismen, welche die Genexpression von Prestin regulieren, sind
bisher noch weitgehend unbekannt. Die Expression von Prestin und dessen Inkorporation in die
Plasmamembran beginnt postnatal und steigt im Laufe der Zeit gleichsinnig mit der Elektromoti-
litat an [20].

Die in dieser Arbeit dargestellten Ergebnisse bestétigen, dass die Expression von Prestin-
MRNA und von Prestin-Protein in der neugeborenen Ratte ansteigt. In dieser Arbeit wird ge-
zeigt, (1) dass die Gata-3- und Gata-2-mRNA-Expression einen dem Prestin dhnlichen Apikal-
Basal-Gradienten zeigt, der jedoch anders als bei Prestin bereits von Geburt an besteht, (2) dass
im Gegensatz dazu Gata-1 keinen Gradienten von apikal nach basal zeigt, (3) dass die mRNA-
Expression von Gata-3, Gata-2 und Gata-1 innerhalb der Segmente in vivo auf konstantem Ni-
veau erfolgt. Dennoch besteht eine enge Korrelation zwischen der mMRNA-Expression von Pres-
tin und Gata-3. Es bildet sich ein signifikanter Apikal-Basal-Gradient sowohl von Prestin-mRNA
als auch von Prestin-Protein. Die In-Vitro-Untersuchungen reproduzieren den in friheren Arbei-

ten [21] gefundenen Anstieg der Prestin-mRNA-Expression in der 48-Stunden-Kultur. Anders
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als in vivo steigen der Gata-3- und schwécher auch der Gata-2-mRNA-Gehalt in vitro an, wéh-
rend der Gata-1-mRNA-Gehalt absinkt. In vitro bildet sich ebenfalls ein Apikal-Basal-Gradient,
der dem in vivo gefundenem Gradienten &hnelt.

Erstmalig wird eine starke Korrelation zwischen dem mRNA-Gehalt von Prestin und dem
von Gata-3 sowohl in vitro als auch in vivo gezeigt. Es bestehen in vitro und in vivo auffallende
Beziehungen zwischen der Prestin- und der Gata-3-mRNA-Expression: (1) Die mRNA-
Expression von Gata-3- zeigt einen dem Prestin &hnelnden Apikal-Basal-Gradienten; (2) die
Evaluation der Daten mittels Regressionsanalyse zeigt hohe Pearson Korrelationskoeffizienten
flr die Beziehung zwischen Gata-3 und Prestin.

Der in vitro und in vivo beobachtete parallele Apikal-Basal-Gradient von Prestin und Gata-
3 kann Ausdruck eines regulatorischen Mechanismus sein. Er kann aber auch einfach Ausdruck
morphologischer Eigenschaften der Haarzellen sein. Es ist bekannt, dass in jedem Entwicklungs-
stadium die apikalen Haarzellen l&anger sind und ein groReres VVolumen haben als diejenigen im
basalen Cochlea-Segment [88-90]. Angenommen dass die Haarzellen die Form eines Zylinders
haben, kann ein Apikal-Basal-Gradient des Haarzellvolumens im Bereich von zwei errechnet
werden. Dies kdnnte zwar den Apikal-Basal-Gradienten der Prestin-mRNA am zweiten, funften
und achten postnatalen Tag erkldren, da das Prestin ausschlieBlich in den duf3eren Haarzellen
exprimiert wird, allerdings kann so kaum der Apikal-Basal-Gradient der Gata-3-und der Gata-2-
MRNA erklart werden, da das zelluldre Expressionsmuster von GATA-3-Protein weniger spezi-
fisch ist. Die in der Literatur vorhandenen Daten zur Lokalisation von Gata-3 bzw. GATA-3 und
deren Veranderung wahrend der postnatalen Entwicklung bieten Grund zur Kontroverse. Rivolta
und Holley [91] beobachteten eine selektive Abnahme der GATA-3-Farbung in den Haarzellen
neugeborener Ratten. Van der Wees et al. [44] zeigten eine reichliche Gata-3-mRNA-Expression
sogar im adulten Ohr. Sie berichten, dass die GATA-3-Expression in den Haarzellen erhalten ist
und dass GATA-3 in verschieden angrenzenden Zellen ebenfalls exprimiert wird. GATA-LacZ
wurde in Neuronen des Spiralganglions, in den &uf3eren und inneren Haarzellen und in ver-
schiedensten Stitzzellen, beispielsweise den Claudius-Zellen und den Pfeilerzellen, nachgewie-
sen. Unsere Daten aus RT-PCR und immunhistochemischer Farbung bestatigen das Vorkommen
von Gata-3-mRNA und GATA-3-Protein in den Haarzellkernen von acht Tage alten Ratten, al-
lerdings auf einem niedrigeren Niveau als am zweiten postnatalen Tag. Der beobachtete steile
Apikal-Basal-Gradient des Prestin-mRNA-Gehalts, der ebenfalls in Meerschweinchen beobach-
tet wurde [27], fuhrt uns zu der Annahme, dass die Regulationsmechanismen der Prestin-mRNA-

Expression in den apikalen und basalen Regionen des Cortischen Organs verschieden sind.
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Der Anstieg der Prestin-mRNA wahrend der postnatalen Entwicklungsphase, der Anstieg
in der Kultur und die Effekte der untersuchten Substanzen kdnnen nicht durch morphologische
Veranderungen der Haarzellen erklart werden. Wahrend der Entwicklung zeigen die duRReren
Haarzellen der apikalen und medialen Region eine Langenzunahme und eine Querschnittsab-
nahme, so dass keine morphologisch bedingten Anderungen des Volumens und des Prestin-
Gehalts wahrend der postnatalen Entwicklung angenommen werden kdnnen [89]. In unseren
Experimenten dnderte sich der Gata-3-mRNA-Gehalt wéhrend der postnatalen Entwicklung
nicht, wahrend er in der Kultur zunahm. Unabhangig davon bilden sich auffallig hohe Pearson
Korrelationskoeffizienten zwischen Prestin und Gata-3 in allen Segmenten und innerhalb jeder
einzelnen Segmentgruppe des Cortischen Organs, sowohl in vitro als auch in vivo ber den zwei-
ten postnatalen Tag hinaus. Die unterschiedliche Kinetik der Entwicklung von Prestin und Gata-
3 bedeutet vermutlich, dass weitere oder andere Transkriptionsfaktoren an der friilhen postnatalen
Prestin-Entwicklung beteiligt sind. Jenseits des flinften postnatalen Tages liegt eine enge Paralle-
litdt von Prestin und Gata-3 vor. Mdglicherweise wird in dieser Entwicklungsphase Gata-3 zum
dominierenden Transkriptionsfaktor. Dies wiirde erklaren, warum das mechanische Entfernen
der Spiralganglien lediglich im medialen und basalen Fragment zum Anstieg der Gata-3-mRNA-
Expresssion fihrt. Wahrscheinlich ist das apikale Fragment im Reifungsstadium hinter dem me-
dialen und basalen Fragment, wodurch die Gata-3 eher in der medialen und basalen Cochleére-
gion stressbedingt hochreguliert wird, wéahrend in der apikalen Region weitere bzw. andere Gene
verandert sind.

Die signifikante Korrelation von Prestin und Gata-3 unter den gegebenen Versuchsbedin-
gungen deutet daraufhin, dass der Transkriptionsfaktor Gata-3 an der Regulation der Prestin-
Expression beteiligt ist. Es stellt sich die Frage, wie GATA-3 die Prestin-Expression wahrend
der postnatalen Entwicklung aktivieren kann, wenn seine eigene Expression in den Haarzellen
konstant bleibt. Basierend auf dem Verstandnis des Transkriptionsmechanismus und der Struktur
des Prestin-Promotors, scheint es nahe liegend zu sein, dass die Prestin-Expression multiple
Transkriptionsfaktoren bendtigt, z.B. GATA-3 und GATA-2 [58;77]. Der absolute Gehalt des
Transkriptionsfaktors scheint nicht der ausschlaggebende Faktor zu sein, wie das Konzept und
die Befunde zu den sogenannten Transkriptionsmodulen belegen [92]. Die exponentielle Regres-
sion zwischen Prestin und Gata-3, sowie Gata-2, deutet daraufhin, dass verschiedene Prestin-
Spiegel einen unterschiedlichen Gata-3- und Gata-2-Schwellenwert erfordern.

Gata-3 hat mutmalilich einen doppelten Effekt auf die Prestin-Expression, was die Grund-

lage der starken Korrelation unter verschiedensten Bedingungen darstellen kénnte. Der Promotor
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von Prestin enthélt mehrere Bindungsstellen fur Gata-3. Die Existenz von mehreren RAR-,
PPAR- und RXR-Response-Elementen in den Promotoren beider Gene stiitzt die Annahme, dass
das parallele Expressionsmuster beider Gene durch nukleére Transkriptionsfaktoren bewirkt wird
[92]. Gata-3 scheint nicht ausschliellich Uber die Bindung von Response-Elementen des Ziel-
gens zu agieren, sondern auch Uber Histon-Acetylierung und Chromatin-Umgestalltung. Bei-
spielsweise induziert eine ektope Expression von Gata-3 eine Histon H3-Hyperacetylierung auf
IL-4-, IL-13 und IL-5-assoziierten Nukleosomen [93]. Der differenzierte Effekt der Kalium-
Depolarisation auf die Beziehung zwischen Gata-3 und Prestin deutet an, dass weitere Ko-
Aktivatoren in die Regulation der Prestin-Expression involviert sind.

Letztlich zeigen unsere Ergebnisse, dass die organotypische Kultur des Cortischen Organs
von neugeborenen Ratten gut geeignet ist fir die Untersuchung von Faktoren, die die Prestin-

Expression beeinflussen.

5.3 Einflussfaktoren auf die Expression von Prestin und Gata-3

5.3.1 Liganden von nuklearen Transkriptionsfaktoren

L-Thyroxin: Es ist bekannt, dass die Schilddriisenhormone die Expression von Prestin
uber Thyroid-Hormonrezeptoren regulieren. Diese Rezeptoren gehdren zur Superfamilie der
nukledaren Hormon-Rezeptoren. In-Vivo-Versuche zeigten, dass Schilddriisenhormone die Ex-
pression von Prestin beeinflussen [59]. Bisher existieren keine Daten darlber, ob Schilddrisen-
hormone auch in vitro die Prestin-Expression beeinflussen. In unseren In-Vitro-Untersuchungen
fanden wir einen deutlichen Anstieg der mRNA-Expression von Prestin unter dem Zusatz von
exogenem T,. Gleichzeitig beobachteten wir einen Anstieg des Protein-Gehalts von Prestin in
den duBeren Haarzellen. Unsere Befunde ahneln den in vivo gefundenen Ergebnissen. Somit
scheint die organotypische Kultur des Cortischen Organs geeignet, um Einfliisse ausgewahlter
Faktoren auf die Prestin-Expression zu untersuchen. Parallel dazu konnte erstmals das Verhalten
der Expression der Gata-Transkriptionsfaktoren analysiert werden. Unter dem Einfluss von T,
steigt der Gata-3-mRNA-Gehalt dhnlich dem von Prestin an. Gata-2 und Gata-1 hingegen veran-
dern sich nicht. Der differenzierte Effekt von T, auf Gata-3 und Gata-2 deutet an, dass Gata-3
und Gata-2 unter verschiedenen Bedingungen unterschiedlich an der Prestin-Expression beteiligt
sind.

Retinsaure: Die Ergebnisse deuten darauf hin, dass Retinsdure sowohl Gata-3 als auch
Prestin direkt regulieren. Bereits eine Konzentration von 1 pM Retinsdure beeinflusst die
MRNA-Expression von Prestin und Gata-3. Dies klassifiziert beide Gene als Zielgene mit hoher
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Sensitivitat (Kategorie 2 nach Balmer und Blomhoff [94]). Die Autoren fanden weitere 105 Ge-
ne in dieser Kategorie, aber nur drei davon wurden herunter reguliert. Mehr als 50 Gene wurden
identifiziert, die eine Rolle wihrend des Wachstums, der Differenzierung und fiir das Uberleben
von Zellen des Innenohrs spielen [63;61]. Die vorliegenden Daten zeigen, dass der Retinséure-
Signalweg sowohl fur die Embryonalperiode als auch spater eine entscheidende Komponente
darstellt. Die starkere Reaktion im apikalen Fragment der Cochlea gegeniiber dem medialen und
dem basalen Fragment, kénnte mit der Unreife des apikalen Fragmentes gegeniiber dem media-
len und basalen Fragment zusammenhangen.

Die Konzentration der Retinsdure scheint entscheidend fur die Entwicklung und die Funk-
tion des Innenohrs zu sein. Einerseits senkt ein Vitamin-A-Defizit die Gerduschsensitivitat des
Innenohrs [96], andererseits ist es mdglich, die Regeneration von Haarzellen in der Kultur des
Cortischen Organs von jungen Ratten durch Behandlung mit Retinsédure und TGF-a zu induzie-
ren [97]. In einer bedingt unsterblichen Zelllinie flihrte die Behandlung mit Retinsdure zu einer
Hochregulation von Myosin Vlla [98]. Kirzlich wurden zwei weitere Effekte der Retinsaure auf
das Innenohr beschrieben, die potentiell in der Zukunft klinische Bedeutung erlangen kdnnten.
Cochledre Stammzellen, die im Cortischen Organ im Ruhezustand sind, erlangen Bedeutung fiir
die Wiederherstellung von Zelltypen im Cortischen Organ [99]. Ferner wurde in vitro in M&usen
die Bedeutung der Retinsdure zusammen mit anderen Faktoren fir die Differenzierung von Vor-
lauferzellen in Haarzellen und Neurone gezeigt. Desweiteren kann eine post expositionelle Be-
handlung mit Retinsédure Haarzellverluste und Horschadigung in Méusen mit permanenter Larm
induzierter Reizschwellenverlagerung reduzieren [100]. Die Daten der vorliegenden Arbeit deu-
ten an, dass Retinsiure-Konzentrationen im puM-Bereich die Prestin-Expression beeinflussen
kann.

Eine wichtige Vorraussetzung fir die Effekte der Retinséure auf die Zielgene ist die Exis-
tenz von Bindungsstellen im Zielgen. Retinséure bindet an zwei Klassen von nuklearen Rezep-
tor-Proteinen, den Retinoic-acid-Rezeptoren (RAR) und den Retinoid-X-Rezeptoren (RXR), und
vermittelt Uber diese seine Effekte auf die DNA. Die aktive Form der RAR- und RXR-Rezeptor-
Proteine sind RAR:RXR-Heterodimer-Komplexe, welche an sogenannte Retinoic-acid-
Response-Elemente (RARE) oder Retinoid-X-Response-Elemente (RXRE) binden und so die
Gen-Transkription modulieren [95].

Das Vorhandensein von Bindungsstellen fur einen bestimmten Transkriptionsfaktor im
Promotor des Zielgens zeigt eine potentielle Rolle dieses Transkriptionsfaktors fiir die Regulati-

on des Zielgens. In-Silico-Analysen zeigen, dass die Promotorregionen von Prestin und auch
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GATA-3 verschiedene RAR- und RXR-Bindungsstellen enthalten. Das Prestin-Molekl besitzt 3
putative Promotorregionen [92]. Im Prestin Promotor Set 3 (PS3) wurden sowohl RARE als auch
TRE (Thyroid-Response-Elemente) nachgewiesen. Im Prestin PS3 der Ratte wurden 2 putative
GATA-3,-2 Bindungsstellen identifiziert. Im GATA-3 Promotor wurden ebenfalls RARE und
TRE Bindungsstelen identifiziert, allerdings sind diese heterogen verteilt.

Nukledre Rezeptoren erkennen meist ein breiteres Spektrum an Hormon-Response-
Elementen (HRE) als von mathematischen und In-Vitro-Modellen gefunden werden [119]. Die
Regulation der Genexpression durch Transkriptionsfaktoren ist komplex und beinhaltet auch
funktionale heterodimere Komplexe zwischen RARs und THRs [120]. Es bleibt offen, ob die
identifizierten Bindungsstellen in den Promotorregionen die entsprechenden Transkriptionsfakto-
ren binden und funktionelle Bedeutung haben.

Die hydrophobe Retinséure wird in Dimethylsulfoxid (DMSO) gelést. DMSO st ein weit-
verbreitetes Losungsmittel und wird h&ufig in Studien zum Innenohr verwendet. Trotz alledem
sind seine potentiellen Neben- und Wechselwirkungen bisher weitgehend unbekannt. DMSO ist
ein Hydroxylradikal-Fanger und es ist moglich, dass DMSO in geringen Konzentrationen protek-
tive Wirkung in Cochlea-Kulturen hat [101]. Studien zu den zytotoxischen Effekten von DMSO
zeigen, dass DMSO-Konzentrationen unter 1 Prozent in der organotypischen Kultur der embryo-
nalen Cochlea nicht zu Haarzellverlusten oder -schaden fiihren. Dagegen fanden Qi et al. [102]
ab einer DMSO-Konzentration von 0,5 Prozent zunehmend Sché&den an den inneren Haarzellen
und ab 0,75 Prozent DMSO Schéaden an den &ufleren Haarzellen in der basalen Region der Coch-
lea. In unseren Untersuchungen fanden wir in den mit 0,01 Prozent bis 1 Prozent DMSO behan-
delten Préparaten keinen signifikanten Anstieg von Haarzellschdden bzw. —verlusten. Die Abwe-
senheit von DMSO-induzieren Schaden kann durch die Zugabe von IGF begrindet sein, welches
die Haarzellen vor Schaden schitzt, indem es Apoptose und Nekrose induzierende Prozesse re-
duziert [67].

Gemfibrozil: In der vorliegenden Arbeit wird Gemfibrozil als Substanz ausgewahlt, die
primér die Gata-3-Expression verandert [64] und um damit zu priifen, ob und inwieweit auch die
Prestin-Expression verandert wird. Das lipidsenkende Fibrat Gemfibrozil ist ein Aktivator des
Peroxisom-Proliferator-aktivierenden Rezeptors alpha (PPAR-a). Jiingst wurde gezeigt, dass
PPARs, PPAR- o und PPAR-y, GATA-3 in verschieden Zelltypen des Immunsystems negativ
regulieren. Gemfibrozil erhoht die GATA-3-Bindungsaffinitat [64]. In unserem Modell induziert

es nicht, sondern inhibiert eher die Gata-3- und Prestin-Expression.
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5.3.2 Wachstumsfaktoren

Wachstumsfaktoren wie das IGF und TGF-B haben allgemeine Wirkungen auf das Wachs-
tum und die Differenzierung von Zellen und Geweben. Die vorliegenden Daten zeigen, dass we-
der IGF noch TGF-B in die spezifische Regulation des Prestin-Proteins bzw. dessen mRNA-

Expression involviert sind.

5.3.3 Neurotransmitter

Die &uBeren Haarzellen (AHZ) werden vorwiegend efferent, mit Acetylcholin (ACh) als
Neurotransmitter, innerviert. ACh aktiviert die cholinergen Rezeptoren der AHZ und induziert so
einen Calcium-Einstrom, dem ein groBer Kalium-Ausstrom (iber nahegelegene Ca®*-abhangige
K*-Kanile folgt. Durch den K*-Ausstrom wird die Zelle hyperpolarisiert. Die Hyperpolarisation
der AHZ ist der schnelle inhibitorische Effekt der efferenten Aktion.

In unseren Untersuchungen zum Einfluss von ACh auf die Expression von Prestin-mRNA
wurde die organotypische Kultur der Cochlea von drei bis funf Tage alten Ratten genutzt. Nach
48 Stunden Kultur fanden wir keinen ACh-Effekt auf die Entwicklung der mRNA-Expression
von Prestin und Gata-3.

Neben der Identifizierung des AChR in reifen AHZ und der Charakterisierung der ACh-
induzierten Membranstrome, gelang es He und Dallos [18], das im Laufe der Entwicklung erste
Auftreten von auswarts gerichteten Membranstromen zu detektieren. In ihren elektrophysiologi-
schen Untersuchungen an AHZ der neugeborenen Wiistenrennmaus konnten sie einen geringen
ACh-induzierten Auswartsstrom erst bei sechs Tage alten Tieren messen. Etwa 12 Prozent der
AHZ antworteten auf den ACh-Reiz. Mit zunehmendem Alter stiegen der Anteil der antworten-
den AHZ und die Starke des Auswartsstroms. Nach dem elften Lebenstag antworteten vergleich-
bar viele AHZ wie in adulten HZ-Kulturen, ebenso war die Membranstromstarke vergleichbar.
Die funktionelle Reifung des AChR der AHZ vollzieht sich demzufolge zwischen dem sechsten
und zwolften Tag nach der Geburt. Es konnte gezeigt werden, dass die a9-Untereinheit des
AChR bereits vor der Geburt exprimiert wird und die Expression in sich entwickelnden Ratten
und Mausen zwischen dem sechsten und zwolften Tag nach der Geburt den Hochstwert erreicht.
Es scheint, dass sich die AChR der AHZ unabhéngig von einer efferenten Innervation entwi-
ckeln. Die Entwicklung der ACh-induzierter Reaktionen scheint gleichzeitig mit der Entwick-
lung der Haarzellmotilitadt zu verlaufen, jedoch vor dem Einsetzen der auditorischen Funktion
[18;103].

Ein Blocker der nAChR ist das Memantin. Neben den nAChR blockiert es die Ca**-

permeablen Glutamat-Rezeptoren. In Untersuchungen an &uBeren Haarzellen von drei bis sechs
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Wochen alten Ratten konnten diese inhibitorischen Effekte gezeigt werden [84]. Im Gegensatz
dazu fanden wir in unseren Untersuchungen an AHZ von drei bis finf Tage alten Ratten keinen
Einfluss von Memantine auf die Prestin- und Gata-3-mRNA-EXxpression.

Der fehlende Effekt der Behandlung mit ACh bzw. einem AChR-Blocker in unseren Ver-
suchen konnte Ausdruck einer Unreife der ACh-Rezeptoren sein.

5.3.4 Hohe Kaliumkonzentration

Massive Anderungen in der K*-Konzentration haben méglicherweise einen toxischen Ef-
fekt auf die Strukturen der Cochlea [113]. Die Endolymphe, die die Scala media fullt, besitzt
eine auffallend hohe (extrazellulare) Kaliumkonzentration von etwa 150 mM, wodurch sich ge-
genuber den Ubrigen Extrazellularrdumen, wie der Scala vestibuli und der Scala tympani, ein
positives elektrisches Potential von etwa + 85 mV ausbildet, das endocochledre Potential. Die
Haarzellen besitzen ein Ruhemembranpotential von etwa — 40 mV (IHZ) bis — 70 mV (AHZ).
Die endolymphatische und die intrazellulare Kaliumkonzentration (etwa 140 mM) gleichen sich,
so dass sich Uber der apikalen Haarzellmembran ein Gleichgewichtspotential von 0 mV errech-
net. Die treibende Kraft fur den depolarisierenden Kaliumeinstrom in die Haarzellen wahrend
des Transduktionsvorgangs stellt demnach die elektrische transmembranale Potentialdifferenz
von etwa 125 mV (IHZ) bis 155 mV (AHZ) dar. Die apikal einstromenden Kaliumionen verlas-
sen die Haarzelle Uber kaliumspezifische lonenkanale in der basolateralen Membran. Die Kali-
umionen werden von den Stiitzzellen wahrscheinlich Uber einen Kalium-Chlorid-Kotransport
aufgenommen und dann aktiv in die Stria vascularis transportiert [30]. Die Funktion des span-
nungsgesteuerten Prestins ist vom transmembranen Potential der basolateralen Membran der
aulleren Haarzelle abhangig. Ist die lonenhomdostase gestort, kann ein Zusammenbruch des en-
docochleéren Potentials und damit eine Horstorung resultieren. Es ist bekannt, dass Funktionsto-
rungen der Kanéle zur Innenohrschwerhdrigkeit fuhren [31].

Der Einfluss von hohen Kaliumkonzentrationen kann als langanhaltende Depolarisation
der auBeren Haarzellen und damit als langanhaltende Aktivierung der duBeren Haarzellen inter-
pretiert werden. Unsere Untersuchungen zeigen, dass der Anstieg des Prestin-mRNA-Gehalts in
der organotypischen Kultur von der Kaliumkonzentration des Mediums beeinflusst wird. Kali-
um-Konzentrationen um 35 mM inhibieren den Kultur-induzierten Prestin-Anstieg. Steigt die
Kalium-Konzentration auf 55 mM, kommt es zum Abfall des Prestin-Gehalts. Es stellt sich die
Frage nach dem Mechanismus dieser Konzentrations-abhéngigen Prestin-Modulation durch er-
hohte Kalium-Konzentrationen. Bei einer auf 30 mM erhohten extrazelluldaren Kalium-

Konzentration sinkt das Membranpotential auf etwa -30 mV [104]. Verschiedene bisher unter-
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suchte Mechanismen antworten mittels Transkriptionsverdnderungen auf die Zelldepolarisation
[105;106]:
= Proteinkinase A abhidngige Aktivierung (Phosphorylierung) von CREB. Sowohl Prestin
als auch Gata-3 enthalten eine cAMP-Response-Element-Sequenz (CRE), an welche CREB
binden kann. Das cAMP-Response-Element-bindende Protein (CREB) ist ein gut untersuch-
ter Transkriptionsfaktor, der spezifisch an eine cAMP-Response-Element-Sequenz (CRE),
eine spezifische Nukleotid-Sequenz im Promotor verschiedener Gene, bindet und so eine
verstdrkte Transkription bedingt.
= Die Aktivierung von CREB kann auch tiber Calcium mittels Calmodulin Kinase IV er-
folgen.
= Calcium-Einstrom kann Fos und Jun, beides Mitglieder des AP-1-Komplex, aktivieren,
die ihrerseits die Transkription aktivieren.
= Es wurde gezeigt, dass das Calcium-lonophor Ionomycin, welches Calcium durch biolo-
gische Membranen transportiert, ebenso wie das lonomycin I6sende DMSO die Elektromoti-
litdt beeinflusst [107]. Ob diese Effekte mit Transkriptions- oder Posttranslationsverdnderun-

gen assoziiert waren, wurde nicht untersucht.
Unabhédngig von den Effekten der Kalium-induzierten Depolarisation kénnten Osmolari-

tats- oder Chloridkonzentrationsverdnderungen die Expression von Prestin beeinflussen
[108;109].
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5.4  Schluf3folgerung und Bedeutung der Untersuchungen

In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass die organotypische Kultur des Cor-
tischen Organs der neugeborenen Ratte gut geeignet ist, die Effekte von Substanzen und Bedin-
gungen auf die Genexpression von Prestin zu untersuchen. Damit steht ein einfaches Modell zur
Untersuchung von Mechanismen der Expression des Motorproteins Prestin zur Verfligung. Die
organotypische Kultur hat beispielsweise gegeniliber gentechnisch verénderten Zellen den Vor-
teil, dass die Struktur und das Zusammenwirken der einzelnen Zellgruppen erhalten sind. Ein
moglicher Nachteil ist die Unreife des Gewebes. Daher muss in jedem Einzelfall untersucht wer-
den, ob die gefundenen GesetzmaRigkeiten auch im adulten Organismus nachweisbar sind.

Gata-3 und Gata-2 sind Transkriptionsfaktoren, deren Expression eng mit der des Prestins
korrelieren. Damit sind Substanzen und Bedingungen, die die Transkriptionsfaktoren Gata-3 und
Gata-2 beeinflussen auch potentielle Faktoren flir die Expressionsverdnderung von Prestin. Hier-
zu gehoren beispielsweise immunologische Erkrankungen. Gata-3 ist ein Schliisseltranskripti-
onsfaktor fur die Regulation von TH2 und TH1 Zellen [45].

Der Einfluss von T4, Retinséure und Gemfibrozil auf die Gata-3- und Prestin-Expression
zeigt, dass die Gruppe der nukledren Transkriptionsfaktoren in die Prestin-Expression involviert
ist. Bei Anwendung von auf dieser Ebene wirkenden Pharmaka ist zu prifen, inwieweit eine
Beeintrachtigung des Hérvermdgens bzw. Tinnitus vorliegt. Die Tatsache, dass T, die Prestin-
Expression erhoht, Retinsdure und Gemfibrozil die Prestin-Expression vermindern, zeigt, dass
die potentielle Mdglichkeit besteht, die Expression von Prestin zu modulieren. In Zukunft kdnnte
ein solcher Ansatz Bedeutung erlangen, um z.B. bestimmte Formen von Horstérungen bzw. Tin-
nitus, die in Zusammenhang mit Veranderungen der Prestin-Expression stehen, gezielt behan-
deln zu konnen. Der Motortinnitus (nach Zenner [110]) kdnnte eine Stdrung sein, fir die in Zu-
kunft solche Verfahren Bedeutung erlangen.

Die hier durchgefiihrten Untersuchungen zu Effekten der Neurotransmitter, ACh und Phe-
nylephrin, tragen orientierenden Charakter. Es ist gut moglich, dass unsere organptypische Kul-
tur der Cochlea der neugeborenen Ratte, wegen der Unreife und der noch verminderten Expres-
sion der entsprechenden Rezeptoren fiir eine Untersuchung der Effekte von ACh und adrenergen
Substanzen nicht geeignet ist. Es ist aber auch mdglich, dass andere Neurotransmitter wie Glu-
tamat, Dopamin oder GABA Einfluss auf die Prestin-Expression haben. Die Regulation der Pres-
tin-Aktivitat erfolgt nicht nur auf der Transkriptions- und Translationsebene sondern auch auf

der Posttranslationsebene. Prozesse wie die Phosphorylierung von Aminosauren des Prestins
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haben Einfluss auf die Aktivitat und Elektromotilitat. Es ist moglich, dass der Einfluss von Neu-
rotransmittern auf der Posttranslationsebene erfolgt.

Eine besondere Bedeutung fiir die Zukunft konnten die vorliegenden Befunde zur Beein-
flussung der Prestin-Expression durch erhéhte Kaliumkonzentrationen erhalten. Sie lassen sich
so interpretieren, dass eine chronische Aktivierung der duBeren Haarzellen zur Verminderung
der Prestin-Expression fuhrt. Schalleinwirkungen, die nicht primar mit einem Untergang von
aulleren Haarzellen einhergehen, kénnten zu einer verminderten Prestin-Expression fiihren und
damit Bestandteil der Horstérungen sein, wie sie bei chronischer Larmeinwirkung beschrieben

sind.
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6. Zusammenfassung

Die Sensitivitat des Hororgans von Menschen und S&ugetieren ist stark von der Funktion
der &ufReren Haarzellen im Cortischen Organ abhangig. Sie amplifizieren die Gerdusch-
induzierten Vibrationen der Basilarmembran. lhre Elektromotilitat beruht auf dem Vorhanden-
sein von Prestin, einem Protein das stark und exklusiv in der lateralen Wand der duBBeren Haar-
zelle exprimiert wird. Die Untersuchung von Einflussfaktoren auf die Regulation der Prestin-
Expression und deren Wirkmechanismen erfordert ein experimentelles Modell. Fruhere Untersu-
chungen zeigen, dass die Prestin-Expression in der organotypischen Kultur des Cortischen Or-
gans der neugeborenen Ratte dhnlich wie in vivo erfolgt. Weiterhin ist bekannt, dass Hypoxie
und Impulslarm die Expression von Prestin auf der mRNA-Ebene beeinflussen. Basierend auf
der Assoziation von GATA-3-Mutationen und Horverlust im Rahmen des HDR-Syndroms (Hy-
poparathyreodismus, Horverlust, renale Dysplasien) und der Rolle, die die GATA-
Transkriptionsfaktoren wahrend der Innenohrentwicklung spielen, postulierten wir eine Beteili-
gung der GATA-Transkriptionsfaktoren bei der Regulation der mRNA-Expression von Prestin.
Hierzu wurde die mRNA-Expression von Gata-3, Gata-2 und Gata-1 parallel zu der von Prestin
wahrend der friihen postnatalen Entwicklungsphase und in der organotypischen Kultur des Corti-
schen Organs von neugeborenen Ratten untersucht. Die Untersuchung der Genexpression erfor-
dert ein geeignetes Bezugssystem; daher wurde die Eignung von TATA-Box-Binde-Protein
(Tbp) als Referenzgen geprdft.

Die Ergebnisse der methodischen Untersuchungen zeigen, dass die organotypische Kultur
des Cortischen Organs von neugeborenen Ratten gut geeignet ist fur die Untersuchung von Fak-
toren, die die Prestin-Expression beeinflussen. Tbp ist in vitro und in vivo als Referenzgen ge-
eignet ist.

Die vorliegenden Untersuchungsergebnisse zeigen bemerkenswerte Beziehungen zwischen
Prestin und Gata-3 bzw. Gata-2 sowohl in vivo als auch in vitro: (1) Die mMRNA-Expression von
Gata-3 und Gata-2 zeigt einen dem Prestin &hnlichen Apikal-Basal-Gradienten. (2) Die mRNA-
Expression von Gata-3 und Gata-2 steigt in der organotypischen Kultur an, wahrend sie in vivo
unveréndert bleibt. Die Prestin-mRNA-EXxpression steigt vom zweiten bis zum achten postnata-
len Tag um den Faktor 4 im apikalen und medialen Segment und um den Faktor 2 im basalen
Segment. Die Korrelation zwischen Prestin- und Gata-3-mRNA-Gehalt ist hoch signifikant. (3)
Unter dem Einfluss von L-Thyroxin, Retinsédure und Gemfibrozil konnten parallele Veranderun-

gen im mMRNA-Gehalt von Prestin und Gata-3 beobachtet werden. In ihrer Gesammtheit betrach-
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tet, bekraftigen die vorliegenden Ergebnisse eine regulatorische Rolle von Gata-3 fiir die Prestin-
Expression. Unsere Ergebnisse zeigen, dass T, auch in vitro die Prestin-Expression beeinflusst.
Weiterhin beobachteten wir einen Abfall der Prestin-mRNA-Expression nach zwei Tagen Kali-
um-induzierter Depolarisation (55 mM). In der organotypischen Kultur hatten weder die Wachs-
tumsfaktoren IGF und TGF-B noch die untersuchten Neurotransmitter bzw. die adrenerge Sub-
stanz einen Einfluss auf die mRNA-Expression von Prestin und Gata-Transkriptionsfaktoren.

In Anbetracht der engen Korrelation von Prestin- und Gata-3- bzw. Gata-2-mRNA-
Expression stellen Substanzen und Bedingungen, die die Transkriptionsfaktoren Gata-3 und Ga-
ta-2 beeinflussen, auch potentielle Faktoren fir die Expressionsverdnderung von Prestin dar. So
sollte gepruft werden, inwieweit Horstdrungen im Rahmen von bestimmten (Gata-3-assoziierten)
immunologischen Erkrankungen auftreten. AuRerdem muss geprift werden, ob die Anwendung
von Ty, Retinsdure oder Gemfibrozil das Horvermdgen moduliert. Es ist gut moglich, dass eine
chonische Larmbelastung nicht ausschlieBlich zum Verlust von &uReren Haarzellen flhrt, son-
dern auch zu einer Verminderung der Prestin-Expression. Die vorliegenden Ergebnisse beziehen
sich auf die In-Vivo-Entwicklung und die organotypische Kultur von neugeborenen Ratten. Ihre
Aussagen bedirfen der Uberpriifung der Ergebnisse in adulten Tieren, um SchluRfolgerungen fiir

die Medizin zu ziehen.
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