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l. Einleitung

l. Einleitung

1. Bedeutung des Horens

Die auditive Wahrnehmung ist fir die zwischenmehskbh Kommunikation und die
Informationsaufnahme von existenzieller Bedeutuvighr als jeder andere Sinn ist das
Horen fur die menschliche Sprache und ihre Entwiogl verantwortlich (Schmidt 2007).
Horstorungen stellen eine gravierende Einschrankudegr Lebensqualitdt und
Arbeitsfahigkeit dar und fuhren nicht selten zueeisozialen Isolation. Diesen Sachverhalt
gibt auch folgendes Zitat wieder, das dem Philosadmmanuel Kant zugeschrieben wird:
.Nicht Sehen trennt von den Dingen, nicht Héremmtevon den Menschen* (Suckfull
2005). Erkrankungen des Innenohres, des Hornerdsden entsprechenden Bereiche im
Gehirn koénnen durch exogene und endogene FaktorerHypoxie, Larm, Hypertonus,
genetische Einflisse und metabolische Erkrankungee Diabetes mellitus und
Hypercholesterinamie bedingt sein (Mazurek et &@08). Insbesondere bei jungen
Menschen mit exzessiven Horgewohnheiten, z.B. diiskothekenbesuche, ist das Risiko
fur Gehorschdden erhoht. Im Jahr 2005 waren naclgaBen des Deutschen
Schwerhérigenbundes etwa 20 % der Bevoélkerung wbnv&rhdrigkeit betroffen (Stander
2005). Der Gehdrsinn ist jedoch auch bei alteremddben aufgrund einer Vielzahl an
schadigenden Faktoren, die wéahrend ihres Lebergeteten sind, vermindert. Neuere
Untersuchungen konnten einen Zusammenhang zwisginen Schwerhorigkeit und dem
Nachlassen der kognitiven Fahigkeiten aufzeigen.s8oeinen vor allem bei alteren
Patienten die geistigen Kapazitaten nicht auszZioesic um sich gleichzeitig auf das
Verstehen und das Memorieren von Inhalten zu kdaneean (Arthur 2005). Aufgrund der
demographischen Entwicklung wird sich dieses Praobie der Zukunft noch weiter
verscharfen. Bisher sind kausale TherapiemalR3naimmem begrenztem Umfang maoglich.
Horgerate sind sehr teuer und werden von den Ratidr@ufig nicht adaquat benutzt. Aus
diesen Grunden ist die Préavention von Innenohraekuagen wie z.B. durch die
Vermeidung hoher Larmbelastigungen oder durch edquate Behandlung von
metabolischen Erkrankungen wie der Hypercholesieria von grof3er Bedeutung
(Pfannenstiel et al. 2008Neben praventiven MalRnahmen spielt dariber hinaes d
Entwicklung von wirksamen Therapien zur Behandluog Horstérungen eine besondere
Rolle. Die genaue Kenntnis des komplexen anatomischen Basisinnenohres und der
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physiologischen Vorgange ist deshalb fur die Edbuwg der Ursachen und der

Behandlung von Hérstérungen von grol3er wissenduatedt Bedeutung.

2. Anatomie des Innenohres

Das Innenohr befindet sich in der FelsenbeinpyraniiRhrs petrosa ossis temporalis) und
besteht aus zwei Hauptteilen. Dem vestibularen tiathy das flr den Gleichgewichtssinn
zustandig ist, und der Cochlea, die den auditoeischeil des Innenohrs bildet (Schmidt
2007; Speckmann et al. 2008). Die Cochlea ist stherartig aufgebaut. Beim Menschen
besitzt sie 2 Y2, beim Meerschweinchen 4 Y2 WindunBea zentrale Achse der Cochlea
wird von einem knéchernen Kanal, dem Modiolus, lgieltj durch den die Nerven- und
Blutversorgung der Cochlea erfolgt (Abbildung 1 A)m den Modiolus windet sich ein mit
Flissigkeit gefullter schlauchartiger Gang, derctuifrennwande in drei voneinander
abgegrenzte, parallel verlaufende Kanéle, die sam@en Scalae, unterteilt ist (Abbildung
1 B). Die in dem Gang oben verlaufende Scala velstitnd die unten verlaufende Scala
tympani stehen an der Schneckenspitze (Apex) Uiner @ffnung, dem Helicotrema, in
Verbindung. Beide Gange sind mit Perilymphe geflllie eine &hnliche ionale
Zusammensetzung wie die normale Extrazellularfiksst aufweist. Zwischen diesen
Gangen befindet sich die Scala media, die eine &tomen reiche Flussigkeit, die
Endolymphe, enthédlt. Diese wird von der Stria vémts, einem mehrschichtigen
Transportepithel an der seitlichen Schneckenwaezersiert. An der Basis der Cochlea
enden die Scala tympani an der Membran des rundendie Scala vestibuli an der
Membran des ovalen Fensters, auf welches die Getdhkelchen die Schallwellen
Ubertragen. Scala vestibuli und Scala media werienh die Reissner-Membran, Scala
media und Scala tympani durch die Basilarmembraneget. Die Basilarmembran ist
zwischen der knochernen Lamina spiralis ossea ued lateralen Schneckenwand
aufgespannt und tragt den sensorischen Appar&atshlea, das Corti-Organ (Klinke et al.
2005; Grober 2007; Speckmann et al. 2008). Dasi-Oogan enthalt, umgeben von
Stutzzellen, die zwei Typen von Mechanorezeptoepetles auditorischen Systems, die in-
neren und aul3eren Haarzellen (Klinke et al. 20@p8cEmann et al. 2008) (Abbildung 1 C).
Die ca. 3500 birnenformigen inneren Haarzellen (IiZhen in einer einzelnen Reihe von
der cochledren Basis zum Apex. Parallel dazu vientain drei Reihen die etwa 12000

saulenférmigen auReren Haarzellen (AHZ). Das Cortjan wird von der gallertartigen
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Tektorialmembran Uberdeckt, die aus Proteinen undteBglykanen besteht. Die
Tektorialmembran und die freie Seite des Corti-@sgaind von Endolymphe umgeben.
Die Haarzellen verdanken ihren Namen einer Reihe kaardhnlichen Fortsatzen am
apikalen Ende der Zelle. Etwa 100 dieser Fortsatie als Stereovilli oder Stereozilien
bezeichnet werden, bilden ein Haarblindel. Steremrlkthalten einen dichten Kern aus
guer vernetzten Aktinfilamenten, die ihnen die Bgghaften eines starren Stabchens
verleihen, das bei mechanischer Einwirkung um seiAasatzpunkt abgewinkelt wird.
Innerhalb des Haarbiindels sind die Stereovilli taata@edlich lang und &hnlich wie
Orgelpfeifen in einer Reihe von der einen Seite ldaarbiindels zur anderen treppenartig
abgestuft (Abbildung 1 C). Von den Spitzen der kien Stereovilli ziehen zu den langeren
Stereovilli feine, nur ca. 10 nm dicke Eiweil3faddie so genannten Tip-links. An deren
Ansatzstellen liegen lonenkanéle, die fur den TaakBonsprozess im Innenohr von
Bedeutung sind (s. Kapitel 1.3.) (Klinke et al. B)@reneman et al. 2009). Die Stereovilli
sind auf der Kutikularplatte, einer aktinreicherhfébt am apikalen Ende der Haarzellen,
befestigt. Uber die Spitzen der langsten Steréatidhen die AHZ, jedoch nicht die IHZ,
mit der Unterseite der Tektorialmembran in VerbingluAn ihrem basalen Ende, in dem
sich auch der Kern befindet, sind sie mit versodesh Arten von Stitzzellen, wie z.B. den
Deiters-Zellen, verbunden. Am ca. 15 - 70 um langgindrischen Zellkérper bestehen
sonst keine Kontakte mit den umliegenden Zellens wiee Beweglichkeit der Zellen
erleichtert (Klinke et al. 2005; Ashmore 2008; Speann et al. 2008; Breneman et al.
2009). Haarzellen sind sekundéare Sinneszellen, dib. besitzen keine eigenen
Nervenfortsatze. Die IHZ sind die eigentlichen seisghen Zellen, welche fast
ausschlieRlich durch afferente Neuronen des Gamgidirale innerviert werden. Die AHZ
hingegen werden hauptsachlich von efferenten Faseslem Hirnstamm versorgt (Klinke
et al. 2005; Grober 2007; Speckmann et al. 2008).
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3. Physiologie der Cochlea

3.1 Schallibertragung und Tonotopie

Die Umsetzung des Schallreizes in elektrophysigidye Signale (Transduktion) im
Innenohr erfolgt in mehreren Schritten. Am Anfangeseés Prozesses bringen die
Schallwellen durch die Schwingungsibertragung dehd&ndchelchen auf das ovale
Fenster die Basilarmembran zum Schwingen. Diesewiighngen setzen sich
wellenférmig bis zum Apex fort. Sie werden Wanddiare genannt. Das Amplituden-
maximum der Wanderwelle entsteht in Abhangigkeih der Frequenz jeweils an einem
bestimmten Ort der Basilarmembran. Dieses Schwigsnuerhalten ist durch die
abnehmende Steifigkeit und zunehmende Breite dsifedBaembran von der Basis bis zum
Apex hin bedingt. Das Phanomen, dass jeder Fregsemizt ein bestimmter Ort auf der
Basilarmembran zugeordnet werden kann, nennt mamotdpie (Ortprinzip) und ist die
Ursache fur die Frequenzselektivitdit des Gehérg Baarzellen und ihre afferenten
Neurone sind jeweils fur eine charakteristischeq&emz zustandig. Es werden immer die
Haarzellen am Ort des Maximums der Wanderwelle @uygeHohe Frequenzen werden
basal, also nahe dem ovalen Fenster, und niedrigguénzen am Apex wahrgenommen
(Klinke et al. 2005; Schmidt 2007; Speckmann e2@08).

3.2 Endocochleares Potenzial und mechanoelektrischesdiuktion

Gegenuber der Scala tympani betragt das Ruhemeptdieanzial ca. -50 mV bei den IHZ
und ca. -70 mV bei den AHZ. Die Endolymphe der Scakdia weist mit ca. 140 mmol/l
eine ungewdohnlich hohe extrazellularé-IKKonzentration auf, die durch lonenpumpen der
Stria vascularis erzeugt wird. Das daraus resaltige positive elektrische Potenzial der
Scala media gegeniiber der Perilymphe der Scalaatyim@K’] = 3 mmol/l) wird als
endocochleares Potenzial bezeichnet. Es betragi8€amV. Das Membranpotenzial und
das endocochleare Potenzial summieren sich zu Biokenzialdifferenz von ca. -130 mV
bei den IHZ und ca. -150 mV bei den AHZ (Abbilduz)y Dieses Potenzialgefalle leitet die
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K*-lonen aus der Endolymphe in die Zelle und staini die treibende Kraft fiir den
Transduktionsprozess dar. Das endocochleére Patdsizideshalb so wichtig, da"Honen
bei der hohen intrazellularen"¥onzentration nicht entlang eines Konzentratioféitgs

einstromen kénnten (Speckmann et al. 2008).

/
/
/

//Scala vestibuli:

Perilymphe

Stria vascularis

endocochleares
Potenzial

Scala media:
Endolymphe
[K+] = 140 mmol/I
[Na+] = 1 mmol/l

Potenzial-
gefalle fur K*:
IHZ: -130 mV
AHZ: -150 mV

Scala tympani:
Perilymphe

[K+] = 3 mmol/I | ik

[Na+] = 145 mmol/I |[AHZ

Abbildung 2: Intracochleare lonenverteilung und endocochleaotsrRial
(verandert nach Speckmann et al. 2008)

Durch Ubertragung der Schwingungen der Wanderveelfedas Corti-Organ kommt es zu
Scherbewegungen zwischen der Tektorialmembran endrdt ihr verbundenen Stereovilli
der AHZ. Werden die Haarbiindel der AHZ in Richtutey groRten Stereovilli ausgelenkt
(exzitatorische Richtung), 6ffnen sich durch Dehlmuaer Tip-links Transduktionskanéale
(MET (mechano-electrical transduction)-Kanéale) @m 8pitze der Stereovilli. Durch die
Offnung dieser Kanéle flieBen"Honen aus der Endolymphe durch die Stereovilldia
Zelle, die dadurch depolarisiert wird. Werden diter&ovilli in die Gegenrichtung
(inhibitorische Richtung) ausgelenkt, erschlaffém Tip-links und die Transduktionskanale
schlieRen sich. Der KEinstrom versiegt und die Zelle wird hyperpolaisi(Klinke et al.
2005; Schmidt 2007; Speckmann et al. 2008). Dasirdadentstehende Rezeptorpotenzial
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schwankt zwischen -60 mV und -80 mV (Rajagopalanalet2007) (Abbildung 3).

Treibende Kraft hinter diesen lonenstromen ist Bietenzialdifferenz zwischen dem
Membranpotenzial der Haarzellen und dem endocodrieBotenzial (Klinke et al. 2005;
Schmidt 2007; Speckmann et al. 2008).

Rezeptorpotenzial

--)»

-60 mV — e
Tip-link
e
< » Auslenkung der
/ Stereovilli
W"M
--80mV

Abbildung 3. Rezeptorpotenzial in Abhangigkeit von der Auslenkuder Stereovilli
(verandert nach Speckmann et al. 2008 und Rajagogdlal. 2007)

3.3 Signalverstarkung durch die auf3eren Haarzellen

Durch den loneneinstrom in die AHZ und die damitbumdenen Potenzialanderungen
kommt es zur Aktivierung der Verstarkungsfunktioer AHZ (Breneman et al. 2009).
Dieser Verstarkungsfunktion liegen zwei MechanismerGrunde, die somatische und die
ziliare Motilitat. Durch beide Mechanismen werdeit aktiven Bewegungen der AHZ die
Schwingungen der Wanderwelle bis zu 1000-fach &es(Schmidt 2007; Dallos 2008).
Bei der ziliaren Motilitat erfolgt dies durch ak&\Bewegungen der Stereovilli, wahrend die
somatische Motilitat auf der Verlangerung und Vezking des Zellkdrpers beruht. Dieser
als cochlearer Verstarker bezeichnete Mechanismingdhedie Frequenzselektivitat und die

Sensitivitdt des Gehororgans. Werden die AHZ duwtdtoxisch wirkende Substanzen



l. Einleitung

zerstort, kommt es zu einer Erhéhung der Horscleweth etwa 50 - 60 dB und einer
Verschlechterung der Frequenzauflosung. Allerdifigdet diese Verstarkung besonders
bei hohen Frequenzen und am starksten bei nied&gdallpegeln (0 - 5 dB) statt. Die
Verstarkung nimmt proportional zum Schalldruckpegelund endet bei ca. 80 dB (Zhang
et al. 2003; Speckmann et al. 2008). Durch dievaktiBewegungen der AHZ entstehen
geringe Schallsignale, die otoakustischen Emissiq@AE). Diese werden im klinischen
Alltag nachgewiesen, um eine Schadigung der AHZuktellen (Hudspeth 2008). Die
somatische Motilitdt ist durch membranpotenzialalgige Langenanderungen des
Zellkorpers der AHZ gekennzeichnet und wird deshalibch als Elektromotilitat
bezeichnet. Bei Auslenkung der Stereovilli in dndibitorische Richtung kommt es zu
einer Hyperpolarisation der Zelle. Dies fuhrt zneziKonformationsédnderung eines Motor-
proteins, das als Prestin bezeichnet wird. Prestirde im Jahr 2000 von Zheng et al. ent-
deckt (Zheng et al. 2000). Damit verbunden ist &tmngation der AHZ (Abbildung 4 A).
Eine Auslenkung in die exzitatorische Richtung egtedie gegenteilige Wirkung
(Speckmann et al. 2008) (Abbildung 4 B).

inhibitorische Auslenkung exzitatorische Auslenkung

Elongation Kontraktion

(1]

)“
e
T
Him
-e ae as

Prestin: Prestin:
langer Zustand kurzer Zustand

Hyperpolarisation Depolarisation

Abbildung 4: Somatische Motilitd¢verandert nach Speckmann et al. 2008)
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Der Gesamtumfang dieser Bewegung betragt ungefér der Zelllange und entspricht
damit bei einer 50 um langen Zelle einer Beweguog va. 2 um. Die Frequenz der
Langenanderungen kann bis zu 100 kHz betragen (8shr@008). Mehrere Studien
weisen darauf hin, dass dieser Verstarkungsmecahasisdurch die fast ausschlief3lich
efferente Innervation der AHZ gehemmt werden katong et al. 2006). Diese Hemmung
fuhrt zu einer Erhdéhung des dynamischen Bereichd eimer Verbesserung der
Schallwahrnehmung bei Hintergrundgerauschen. Siétzcdie Cochlea vor akustischer
Uberstimulation (Speckmann et al. 2008). Indireldsen sich diese durch Hyper- bzw.
Depolarisation ausgelosten Zellbewegungen durchsies der nichtlinearen Kapazitat
(NLC, nonlinear capacitance) nachweisen. Die NLCdis Membrankapazitat der AHZ
und entspricht spannungsabhangigen Ladungsbeweguihge der Zellmembran (s. Kapi-
tel 1.4.4) (Santos-Sacchi 1991; Dallos et al. 2002)

Der ziliaren Motilitdt liegen aktive mechanische aReonen der Stereovilli auf den
loneneinstrom durch die MET-Kanale zugrunde. Bes&ierung der Stereovilli durch die
Schwingungen der Tektorialmembran bewegen sichedaésiv mit und verstarken diese
Wellen. Die physiologischen Details dieses Mechanis sind noch weitgehend unbekannt.
Als Motor dieser Bewegung sind membranpotenzialabigge Langenanderungen der
Stereovilli in der Diskussion. Vermutet wird, dassh die Strukturproteine der Stereovilli
je nach der Polarisierung des Membranpotenzialsrseitiedlich anordnen. Die Spannung
der Tip-links sowie die Offnung der MET-Kanéale wendwahrend dieses Vorganges iber
Ca*-abhangige Interaktionen des Myosins 1c mit Akkamfienten in der Zellmembran
reguliert (Abbildung 5 A). Die Offnung der MET-Kale&flihrt zu einer Depolarisation der
Stereovillimembran. Dies bewirkt eine Umverteiluthgr Membranbestandteile und somit
eine Verringerung des Radius r des Stereovilli (khing 5 B a)). Da das Stereovilli-
volumen konstant bleibt, kommt es zu einer Verléngg des Stereovilli. Bei
Hyperpolarisierung vergréfert sich der Radius rduvoh sich das Stereovilli verkirzt
(Abbildung 5 B b)). Dieser Vorgang wird in Anlehrgian ahnliche Beobachtungen bei
Kristallmolekilen auch Flexoelektrizitdt genannettiplace 2006; Breneman et al. 2009).
Wahrend die somatische Elektromotilitat nur bei dé#iZ der Saugetiere auftritt, ist die
ziliare Motilitat mit aktiven Bewegungen der Ster#io bei den Haarzellen aller
Wirbeltiere mdoglich (Dallos 2008). Das Zusammenspimd die Gewichtung der
unterschiedlichen Verstarkungsformen sind noch rittest (Dallos 2008).
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Abbildung 5: Ziliare Motilitat (ver&ndert nach Fettiplace 2006 und Breneman 208B)

In Zusammenschau der aktuellen Forschungsergebstisie Hudspeth die Theorie auf,
dass die ziliare Motilitat eine Art VorverstarkenduFrequenzmodulator darstellt, wogegen
die somatische Motilitat als Endverstéarker fungiekénnte (Hudspeth 2008).

Der cochleare Verstarker arbeitet dynamisch. Etebidie Mdglichkeit, sehr geringe
Schallstarken zu verstarken, wahrend gro3e Scéidiést unverstarkt verarbeitet werden.
Dadurch werden Schaden im Innenohr verhindert. Birtematische Verstarkungskontrolle
in Form von inhibitorischen Effekten gewéhrleistéh mechanisches Gleichgewicht. Der
am besten erforschte inhibitorische Effekt wird va@m Neurotransmitter Acetylcholin
vermittelt. Acetylcholin ist der wichtigste Trandter der efferenten Fasern, die die AHZ
innervieren. Durch die Bindung an spezifische Remem kommt es zu einem €a
Einstrom in die Zelle. Dieser fiihrt zu einem verzidgn K-Ausstrom und damit zu einer
Hyperpolarisierung der Zelle. Dadurch kommt es imereVerringerung der Spannungs-
sensitivitat der AHZ und zu einer Inhibition deeEiromotilitat (Frolenkov 2006; Ashmore
2008).
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3.4 Informationsubertragung durch die inneren Haarrelle

Durch die Wanderwelle und die Verstarkungsmechagisisier AHZ werden im letzten
Schritt der Transduktion die eigentlichen Rezemlen des Gehors, die IHZ, erregt.
Obwohl die IHZ keinen direkten Kontakt zur Tektdm@mbran besitzen, werden auch ihre
Stereovilli - vermutlich durch den Sog einer subteklen Endolymphstromung -
abgeschert. Ahnlich wie bei den AHZ kommt es zegirK'-Einstrom und damit zu einer
Depolarisation der Zelle (Schmidt 2007). Dies fidiser nicht wie bei den AHZ zu aktiven
Langenanderungen, sondern zur Offnung von spangestgierten GiKanalen mit
Ausschittung des Neurotransmitters Glutamat amldradaol der Haarzelle. Glutamat
diffundiert in den synaptischen Spalt und bindet Rezeptoren der afferenten
Hornervenzelle. Das dabei ausgeltste postsynaptiSamnal fuhrt zu Aktionspotenzialen,
die Uber die Horbahn zum Gehirn weitergeleitet warfKlinke et al. 2005; Speckmann et
al. 2008).

4. Motorprotein Prestin und Feinaufbau der Zellmembidar &ul3eren
Haarzellen

4.1 ldentifizierung von Prestin

Die Entdeckung der Elektromotilitat der AHZ durchoBnell et al. im Jahr 1985 léste eine
intensive Forschungstatigkeit zur Aufklarung dieBaénomens aus (Brownell et al. 1985).
Aufgrund physiologischer Untersuchungen wurde veemudass ein transmembraner
lonentransporter eine Rolle spielen kénnte (Ashmi®82; Knipper et al. 1995). Zur

Diskussion standen auch der Fruktosetransporter TGLUNd ein b3p/p 4.1/Ankyrin-

Komplex. Im Jahr 2000 gelang es schlie3lich Zhehgle das Protein Prestin als das
Motorprotein der AHZ zu identifizieren (Knipper at. 1995; Belyantseva et al. 2000;
Zheng et al. 2000). Durch subtraktive Klonierungsolien einer motilen cDNA-Sequenz
der AHZ und der nichtmotilen cDNA-Sequenz der IHahkte Prestin aus cDNA kloniert
werden. Da auch die Expression in menschlichen eNmgllen zu einer spannungs-
abhangigen Motilitat fiihrte, schlossen sie dardass Prestin das Motorprotein der AHZ



12
l. Einleitung

sein musse. Liberman et al. konnten im Jahr 2062edirheorie bestatigen. Sie zeigten,
dass Mause bei einer Deletion der Exons 3 - 7 desekenden Gens einen Verlust der
Distorsionsprodukte otoakustischer Emissionen (DEPANd der Elektromotilitéat der
AHZ sowie eine Erhohung der Horschwelle von 40 -di aufwiesen (Liberman et al.
2002).

4.2 Feinbau der Zellmembran der duf3eren Haarzellen

Das Motorprotein Prestin befindet sich fast aussBhth in der lateralen Zellmembran der
AHZ (Ashmore 2008) (Abbildung 6).

——___Plasmamembran mit Prestinmolekdlen
PM I

Kutikularplatte

Abbildung 6: Aufbau der lateralen Zellmembran der auf3eren Hiarze
(verandert nach Oghalai et al. 1998)

Am apikalen Ende der AHZ sind die Stereovilli inrdéutikularplatte befestigt. Der

Zellkern befindet sich an der Basis der Zelle. belmembran der Seitenwand weist eine
einzigartige dreischichtige Struktur auf. Die aw3&chicht bildet die Plasmamembran
(PM), in welcher 3000 bis 6000 Prestinmolekille pron? eingebettet liegen. Die
Prestindichte hangt von der Lokalisation der AHZI@r Cochlea ab. Apikale AHZ, die die
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tiefen Schallfrequenzen verstarken, weisen einmgere Prestindichte auf als die basalen
AHZ, die fur die hoheren Frequenzen zustandig ishmore 2008). Unterhalb der
Plasmamembran befindet sich als zweite Schichtkdeitkale Netz (CL, cortical lattice).
Dieses Netzwerk aus Aktin- und Spektrinfilamentsh iiber tausende, 25 nm lange,
pfeilerartige Strukturen (pillars) mit der Plasmantean verbunden (Zhang et al. 2003).
Vermutlich fungiert dieses Netz bei Bewegung ateehrt Feder und beeinflusst damit die
Steifigkeit der Zellmembran und deren Motilitat (ksore 2008)Die innere Schicht der
Zellwand der AHZ wird durch eine Art endoplasmatiss Retikulum gebildet (SSC,
subsurface cistern), welches vermutlich durch Auigung von C&-lonen an der
Regulation der Motilitéat mitwirken kénnte (Frolenk@006). Der Einbau von Prestin in die
Zellmembran erfolgt Uber Vesikel oder Endosomee, fdr den Transport zwischen den
Zellkompartimenten und der Zellmembran zustandigl.sin der Plasmamembran liegt
Prestin dann zusammen mit anderen Proteinen irestesinreichen Lipid-Mikrodomé&nen
vor (Sturm et al. 2007).

4.3 Struktureller Aufbau und Lokalisation von Prestin

Die Struktur von Prestin (744 AS; 81,4 kDa) ist Imadcht vollstandig geklart. Prestin ist
mit 12 Transmembrandoméanen in der Zellmembran déZ Aerankert und besitzt eine
sich tber weite Teile des Proteins hinziehendedplivbe Region (Abbildung 7).

Sowohl das N- als auch das C-terminale Ende liegeazytoplasmatisch (Ashmore 2008).
Prestin (SLC26A5) ist Mitglied der Genfamilie deni@nen-Transporter SLC26 (SLC,
solute carrier). Zehn Mitglieder dieser Genfami@nmen im Genom der Wirbeltiere vor.
Die SLC26-Genfamilie wird durch ein Sulfat-Trangpaotiv (sulfate motif) in der zweiten

Transmembrandomé&ne definiert. Die lange intrazaiuRegion mit den Aminoséauren 496
bis 744 und dem C-terminalen Ende enthalt Cluster positiv und negativ geladenen
Aminosaureresten und die so genannte STAS (sulfatesporter and antisigma factor
antagonist)-Doméane (Mount et al. 2004; Ashmore 20@bwohl Mutationen dieser

Domane mit Erkrankungen assoziiert sind, ist ihumkion noch unklar (Mount et al.

2004).
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Die dreidimensionale Rekonstruktion von Prestirctuvlio et al. ergab ein Protein mit den
Mal3en 7,7 nm x 7,7 nm x 11,5 nm in Form einer Rastaigel (bullet-shaped), das innere
Hohlraume aufweist (Mio et al. 2008) (Abbildung 8).

extrazellular

sulfate motifg gl Q 15%

‘transmembranar

w w w 00000 33%

86 U <~ Taos
zytoplasmatisch

52%
NH, (+) Cluster
1 -
(-) Cluster
... ::m STAS-Doméne
COOH
744

Abbildung 7: Schematische Darstellung der Struktur und Lokatisavon Prestin in de
Plasmamembran der aul3eren Haarzgllerandert nach Ashmore 2008)

Plasma-
membran

L) ‘r'-gll l-'.'- s
L M r .
.
3
F

zytoplasmatisch extrazellular

Abbildung 8: Dreidimensionale Darstellung von Prestin in desRlamembran
(verandert nach Mio et al. 2008)
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Mio et al. nehmen an, dass sich die Prestinmolekil@lrehsymmetrischen Tetrameren
zusammenlagern (Mio et al. 2008). Auch wird diedBilg von Dimeren oder Trimeren

vermutet (Rajagopalan et al. 2007; Mio et al. 200Bgr Ablauf dieses auch als
Selbstassoziation bezeichneten Vorgangs ist nodht mollstandig geklart. Trotz dieser
Forschungsergebnisse bezlglich der Struktur vostiBr&onnten bis heute die fir die
Elektromotilitdt verantwortlichen Subsequenzen noiit identifiziert werden (Ashmore

2008).

4.4 Funktion von Prestin

Prestin ist das schnellste bekannte Motorprotedme® Namen erhielt es angelehnt an das
schnelle Musiktempo Presto. Die Dauer der von ilarvérgerufenen Grof3enanderungen
liegt im Mikrosekundenbereich (Zheng et al. 2008h/ore 2008; Mio et al. 2008). Dabei
entfaltet ein Prestinmolekil eine Kraft von ca. Nt (Zheng et al. 2000). Im Gegensatz zu
anderen Motorproteinen sind die Bewegungen vontiRraiht direkt von ATP und G4
lonen abhangig. Prestin kann seine Konformation éeer angelegten elektrischen
Spannung verandern. Die Energiequelle fiir diesergafig scheint das Membranpotenzial
zu sein (Ashmore 2008). Oliver et al. konnten zejgdass intrazellulare Chlorid- und
Bicarbonationen fiir die Funktion des Motorprotefrsstin von entscheidender Bedeutung
sind. Im Gegensatz zu den anderen Mitgliedern 4€28-Genfamilie ist die Funktion von
Prestin als lonentransporter aber umstritten (Mualet al. 2006). Das einfachste Modell
beschreibt Prestin als einen inkompletten lonesparter. Durch die Membran-
potenzialanderungen bewegt sich Chlorid in eineoggismatische Bindungsstelle, die
durch das Prestin gebildet wird. Ob es daraufhiekdizu einer Konformationsanderung
von Prestin kommt (Abbildung 9 A) oder vorher eBewegung von Ladungen durch die
Zellmembran erfolgt, welche daraufhin die Beweguaog Prestin auslost (Abbildung 9 B),
ist derzeit noch umstritten. In diesem Modell fiexgn Chlorid und Bicarbonat somit als
eine Art Spannungssensor (Oliver et al. 2001; Badibal. 2002; Ashmore 2008). Ersetzt
man wie in der vorliegenden Arbeit Chlorid und Blmanat durch physiologisch irrelevante
Anionen, wie z.B. Pentansulfonat, kommt es zu ein@rust der Elektromotilitdt sowie
der NLC (Oliver et al. 2001).
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A cinfache Bindung B Bindung mit
Ladungsverschiebung

@) verlangerter Zustand
i i (Hyperpolarisation)

zytoplasmatisch /”/ qll

extrazellular >
l verkurzter Zustand
® (Depolarisation)

OCl- Cl-

extrazellular

zytoplasmatisch

Abbildung 9: Modellhafte Darstellung von Prestin als inkommgetbnentrans-
porter (verandert nach Ashmore 2008)

5. Nichtlineare Kapazitat und Elektromotilitdt von &ué@n Haarzellen

Die Elektromotilitat kann entweder direkt durch Mesg der Ladngen&nderungen oder
indirekt durch die Bestimmung der nichtlinearen Kapat (NLC, nonlinear capacitance)
von AHZ untersucht werden. Die NLC wird durch dieeviegung von Ladungen
hervorgerufen, die durch Anderungen des Membrang@ks entsteht. Genauso wie die
Langenanderungen der AHZ ist die NLC spannungsaifamd ermoglicht deshalb die
Messung der Elektromotilitat ohne die Verwendung wptischen Verfahren. Die Kurven
fur die LA&ngenanderung L (L-V-Kurve), fur die Ladisihewegung Q (Q-V-Kurve) und fur
die NLC (C-V-Kurve) sind in Abhangigkeit vom Memioggotenzial in Abbildung 10
dargestellt. Die Kurven fur die Langenanderung ld uradungsbewegung Q verlaufen
sigmoidal. Die C-V-Kurve zeigt eine glockenformigeAbhangigkeit vom
Membranpotenzial. Das Maximum der C-V-Kurve (N)£& liegt bei der gleichen
Spannung, bei der die Steigung der Q-V-Kurve und ld®¥-Kurve maximal ist. Diese
Spannung, bei der pro Spannungseinheit die grofdungsbewegung (peak charge
movement) und auch die grofRte Langenanderung érfeigd als \p. bezeichnet. M.
liegt bei unbehandelten AHZ bei etwa -50 mV undtgie Spannung an, bei der die

hochste Motilitat hervorgerufen wird. Die Messungr dNLC ermdglicht damit den
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Vergleich mit Untersuchungen der Langenanderungem AHZ mit anderen Methoden,

wie z.B. der in dieser Arbeit verwendeten Videoragiopie (Ashmore 2008).

NLC,,, bei Vi,

0.8}

nichtlineare ( g| Ladungs-

Kapazitat bewegung Q
NLC 0.4}

0.2}

950 00 =0 0 50 100 150

Membranpotenzial [mV]

Abbildung 10: Grafische Darstellung der NLC, der Ladungsbewegund der Langen-
anderung in Abhangigkeit vom Membranpotenzial (mdeit nach Ashmore 2008)

Viele Faktoren, wie z.B. der Phosphorylierungsstaturazellularer Proteine oder Stoffe
wie Chloroform, Gadolinium, Salicylate oder Choéest, konnen diese Vorgange
beeinflussen. Sie verschieben diese Kurven entwieddre depolarisierende oder in die
hyperpolarisierende Richtung oder verandern deraBeter grol3ten Langenanderung bzw.
der grof3ten Ladungsbewegung. In dieser Arbeit wus@eziell die Wirkung von
Cholesterin auf die Motilitat der AHZ untersuchts@@nore 2008).

6. Cholesterin und sein Einfluss auf den Hérvorgang

6.1 Chemische Struktur und allgemeine Bedeutung

Der Nobelpreistrager Michael Brown bezeichnete @aslesterin als ein januskopfiges
Molekul (Berg et al. 2007). Einerseits ist es aiwverzichtbarer Bestandteil unserer Zellen,
andererseits schadigt es den menschlichen OrgasizBu durch Atherosklerose (Yeagle
1985). Cholesterin stellt einen essentiellen Bektahder Plasmamembran der meisten



18
l. Einleitung

Zellen der Eukaryonten dar. Cholesterin ist einehtige Vorstufe fur die Biosynthese von
Steroidhormonen, Vitamin D und Gallensduren. Dreuksurelle Charakteristika sind

wichtig fur die funktionellen Eigenschaften von Gdsgerin (Abbildung 11).

H3C CHj

HO

Abbildung 11: Strukturformel von Cholesterin (erstellt mit ACDI€@nSketch)

Ein tetrazyklisches Ringsystem in trans-Konfiguativerleint dem Molekll eine fast
planare Struktur. Am'’C-Atom befindet sich eine hydrophobe Seitenkettelche
Konformationsanderungen des Molekils ermdglichesen hydrophoben Anteilen steht
am °C-Atom eine polare Hydroxygruppe gegeniiber, so dassMolekiil insgesamt einen
amphipathischen Charakter aufweist. Daraus resgultdee essentielle Bedeutung von
Cholesterin als Bestandteil der Plasmamembran uatend regulierende Funktion
(Rajagopalan et al. 2007; Sfondouris et al. 20@)olesterin wird entweder mit der
Nahrung aufgenommen oder in der Membran des emsloplzschen Retikulums neu
synthetisiert. Eine wichtige Regulationsfunktion t hdiierbei die 3-Hydroxy-3-
methylglutaryl (HMG)-CoA-Reduktase, deren Aktivitavon der intrazellularen
Cholesterinmenge abhéngig ist. Die HMG-CoA-Reduktast aus diesem Grund auch
Ansatzpunkt von Medikamenten wie z.B. der StatDe.Cholesterin wasserunloslich ist,
kann es nur an Lipoproteine gebunden transpomtverden. Die im Blut zirkulierenden
Lipoproteine werden nach ihrer Dichte VLDL (verywalensity lipoprotein), LDL (low
density lipoprotein) oder HDL (high density lipopeo) genannt. VLDL transportiert
Triglyceride, Cholesterin und Phospholipide von deber zu den peripheren Geweben.
Durch Abgabe der Triglyceride wird es in LDL umgewlalt. Die Leber und periphere
Gewebe nehmen LDL wieder auf. HDL beférdert Cheestaus den peripheren Geweben
zur Leber (Berg et al. 2007). Der intrazellulareadgport verlauft auch teilweise Uber
Transportproteine, kann aber auch Uber Vesikel ddesh den Kontakt von Organellen mit
der Zellmembran erfolgen (Soccio et al. 2004).
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6.2 Bedeutung von Cholesterin fur die Plasmamembran

Das Cholesterinmolekul richtet sich in Lipiddopmsishten parallel zu den Fettsdureketten
der Phospholipide aus. Die hydrophile Hydroxygrupfeht in Kontakt mit dem wéassrigen
Milieu und der hydrophobe Rest ragt in die Mitteleoder Lipiddoppelschicht (Yeagle
1985; Berg et al. 2007) (Abbildung 12).

Membranprotein

enriLodt
W)F

Abbildung 12: Schematische Darstellung der Zellmembran mit Phalgpden,
Cholesterin (rot) und einem Lipid-Raft (verandeath Harder et al. 1997}
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Durch Wechselwirkungen von Cholesterin mit den Bho$ipiden und Sphingolipiden
verandert es die physikalischen Eigenschaften dbém&mbran. Cholesterin ist deshalb der
Hauptregulator der Membranfluiditat (Berg et al0Zp Es vermindert den Ubergang der
Lipiddoppelschicht von dem Gel- in den Flussigzndtaind halt es damit in einem
stabileren und geordneteren Zwischenzustand. Rikg zu einer gréReren Dichte und
Festigkeit der Membran (Ohvo-Rekila et al. 2002holésterin beeinflusst somit die
laterale und transversale Diffusion von Molekulender Zellmembran. Bei der lateralen
Diffusion bewegt sich das Molekdl in einer Lipidsdit auf einer Seite der Zellmembran,
wéhrend es bei der transversalen Diffusion aufatigere Seite der Zellmembran gelangt.
Eine hohe Cholesterinkonzentration in der Zellmeanbverringert z.B. die Permeabilitat
der Membran fur Proteine, Lipide und auch fur lorf¥eagle 1985; Brown 1998). Viele

integrierte Membranproteine wie lonenkanéle, Memiwaeptoren und Enzyme reagieren
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auf physikalische Veradnderungen der Lipiddoppetdthi Einige bendtigen zu ihrer
Aktivierung oder Deaktivierung sogar eine direktendiing an das Cholesterin Uber
cholesterinspezifische Domanen (Ohvo-Rekila et28D2). Cholesterin ist nicht gleich-
mafig uber die Zellmembran verteilt. In der Zellnbeam existieren Mikrodoméanen, die
sich in ihrem Cholesteringehalt und auch in ihrephiBgolipid- und Glykolipidgehalt
sowie ihrer Proteinzusammensetzung von anderen kéarhéreichen unterscheiden. Bei
der Interaktion mit integralen Membranproteinenesican Mikrodoméanen wie die Lipid-
Rafts eine Rolle zu spielen. Lipid-Rafts sind 1000 nm grol3e, sich selbst organisierende
Mikrodoméanen, in denen sich besonders Proteine, adlie Signaltransduktionswegen
beteiligt sind, anreichern (Berg et al. 2007; Ep&@d8) (Abbildung 12). Durch Ein-
stulpung kdnnen sich aus manchen Lipid-Rafts Caeebilden, die eine wichtige Rolle bei
Endozytosevorgadngen spielen. Sie sind z.B. in dagel. Vesikel zu bilden, welche mit
Endosomen interagieren (Ohvo-Rekila et al. 2008aRbet al. 2008).

6.3 Wirkungen von Cholesterin auf das Innenohr

Erste Hinweise auf einen Zusammenhang von erhoh@#molesterinwerten und

Innenohrschadigungen ergab im Jahr 1962 eine Wideusig von Samuel Rosen, welcher
die Pravalenz der Presbyakusis bei dem sudanesisstenm der Mabaan mit einer
Kontrollgruppe aus den USA verglich. Das verminderAuftreten der Alters-

schwerhorigkeit bei den Mabaan fuhrte Rosen aufgdigngere Larmexposition und eine
cholesterinarme Ernahrung zuriick (Rosen et al. J1982itere epidemiologische Studien
unterstitzen diese These (Rosen et al. 1970; Cginamn et al. 1974; Gates et al. 1993).
Bei Patienten mit Innenohrerkrankungen lag Obeitkolenittich haufig eine

Hyperlipoproteindmie vor (Spencer 1973). Studierg Batienten mit erhdhten LDL-

Werten untersuchten, konnten ein verringertes Hamigen besonders bei hohen
Frequenzen feststellen. HDL hingegen scheint etwektiv zu wirken. Durch eine choles-
terinarme Diat und lipidsenkende Medikamente korite Verbesserung des Horvermo-
gens erzielt werden (Strome et al. 1988; Suzuki.€2000; Kojima et al. 2001). Thalmann
et al. fuhrten mit der Endo- und Perilymphe von Mebweinchen gelelektrophoretische

Untersuchungen durch. Sie konnten verschiedeneiReotvie Apo D und Apo J in relativ
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hoher Konzentration nachweisen, die als Lipopreteieine Transportfunktion fur
Cholesterin besitzen und bei der Pathogenese dwmrdsklerose eine protektive Rolle zu
spielen scheinen (Thalmann et al. 1994). Preyail. ettellten im Jahr 2001 bei Patienten
mit Hypercholesterinamie einen Intensitatsverlust @AE fest und sahen darin einen
Hinweis auf die Wirkung von Cholesterin auf die AHPZreyer et al. 2001). Im Rahmen
einer prospektiven klinischen Multicenterstudie emstichten Suckfull et al. die
Maoglichkeiten der Heparin-induzierten extrakorperal LDL-Préazipitation bei der
Behandlung des akuten Horsturzes. Tonaudiogramnge gésunden, zum Horsturz
kontralateralen Ohres der Patienten haben gezdags im Vergleich zu einer mit
Prednisolon behandelten Kontrollgruppe eine eingealidrastische Senkung des LDL-
Cholesterins dauerhaft die Horschwelle um 1,8 dBbhessern kann. Dieser Befund ist
einmalig, da bislang keine Mdglichkeit bekannt idte Horschwelle bei Patienten mit
chronischer Innenohrschwerhdorigkeit zu bessernadirs konnte die akute und drastische
Senkung des Cholesterins sein, die die Motilitat/AldZ verbessert (Suckfull et al. 1999;
Suckfill 2002). Obwohl zahlreiche epidemiologisctied klinische Studien vermuten
lassen, dass eine Hypercholesterindmie die Entwigkleiner Innenohrschwerhorigkeit
beginstigt, sind die pathophysiologischen Grundiadgr Auswirkungen von Cholesterin
auf das Innenohr noch weitgehend ungeklart. Moglieathomechanismen von Cholesterin
auf das Innenohr sind die Einlagerung von Cholester Innenohrstrukturen, Stérungen
der cochledaren Durchblutung und eine direkte Wigkanf die AHZ. Nomura beobachtete
bereits 1970, dass sich Cholesterin in wichtigauk®tiren des Innenohres wie z.B. die
Basilarmembran einlagert und deren Funktion besthtigt (Nomura 1970). Gratton et al.,
Kashiwado et al. und Satar et al. konnten in dechi&a hyperlipidamischer Tiere
mikroskopisch morphologische Veradnderungen, wie ABlagerungen amorphen Mate-
rials und ein extrazellulares Odem, nachweisens®i¢eranderungen waren in der Stria
vascularis und in den AHZ besonders ausgepragttt@rat al. 1992; Kashiwado et al.
1994; Satar et al. 2001). Saito et al. untersuchien Meerschweinchen nach einer
hyperlipidamischen Diat das Innenohr mit histoclsmien, elektronenmikroskopischen
sowie hirnstammaudiometrischen Methoden. Sie stelihorphologische Veranderungen
der Stria vascularis und des Corti-Organs sowigusitien des Lipidmetabolismus der
AHZ fest. Die Veranderungen lieBen sich jedoch tichit den Befunden der
Hirnstammaudiometrie korrelieren, die einen Homvstrlvon nur 10 — 20 dB ergaben. Die

Autoren vermuten deshalb, dass weitere FaktoremdreEntwicklung einen Hérschadens
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eine Rolle spielen (Saito et al. 1986). Sikoralestellten durch Zahlung der Haarzellen
den Einfluss einer ketotischen Diat auf die Larméngtichkeit von Chinchillas dar.
Aufgrund des erhohten Horschwellen- und Haarzededogtes der Versuchsgruppe
vermuteten sie unter Hyperlipidamie eine gestegg¥iilnerabiliat des Innenohres gegen-
Uber akustischen Traumen (Sikora et al. 1986).

Die Einlagerung von Cholesterin in BlutgefaBwan@euvsacht eine Atherosklerose, die
auch die Blutversorgung der Cochlea betreffen k&nes fihrt zu mikrozirkulatorischen
Veranderungen sowie zur Degeneration kleiner Gefal¥ereich des Ligamentum spirale
und der Stria vascularis. Durch Ischamie kommtugsSrhadigung der Haarzellen (Berg et
al. 2007; Mazurek et al. 2008). McCormick stelles &n Atherosklerose erkrankten Tauben
im Vergleich mit gesunden Tieren einen Horverlush V15 - 18 dB fest (McCormick
1972). Cholesterin hat in Form von LDL einen vaswtaktorischen Effekt, da es die
Bildung von Stickstoffmonoxid, das den wichtigsdasodilatator der cochlearen Blutver-
sorgung darstellt, hemmt (Dart et al. 1999; Rua@22®uckfill 2002; Nakashima et al.
2003). Es wird auch vermutet, dass Cholesterinfd\Mi@eranderung der Blutgerinnung und
der Erythrozytenmembran die Flusseigenschaften Bages verschlechtern kann
(McCormick 1972; Gratton et al. 1992).

Einige Studien zeigen, dass Cholesterin auch di& ®@Aeinflusst (Preyer et al. 2001;
Rajagopalan et al. 2007). Dies weist darauf hissdzholesterin auch eine direkte Wirkung
auf die AHZ hat.

Cholesterin wirkt bei den AHZ vor allem auf die gikalischen Eigenschaften der
Zellmembran und auf das Motorprotein Prestin. Cételen scheint auch eine wichtige
Funktion im Reifungsprozess der AHZ wahrzunehmem.is$ die Cholesterindichte der
lateralen Zellmembran der AHZ in der friihen Phase Eintwicklung hoch und nimmt
parallel zur Entwicklung der Elektromotilitdt abgfagopalan et al. 2007). Die Lokalisation
von Cholesterin in den AHZ steht im Zusammenhang seiner Funktion. So ist die
Cholesterinkonzentration in der fur die Elektrorh@ti verantwortlichen lateralen
Zellmembran auffallig gering (Sfondouris et al. 8RO In-vitro-Untersuchungen von
Nguyen et al. zeigen, dass sich mit Fluoresceinkimdes Cholesterin besonders in der
lateralen Zellmembran von AHZ einlagert. Dies figuteiner Erhéhung der Steifigkeit der
Zellmembran (Nguyen et al. 1998). Cholesterin sghauch die laterale Diffusion von
Membranmolekiilen der AHZ zu beeinflussen. Eine lettoCholesterinkonzentration
vermindert die laterale Diffusion vor allem in dé&ir die Elektromotilitat wichtigen
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lateralen Zellmembran der AHZ. Bei der basalen apikalen Zellmembran kommt es
hingegen zum gegenteiligen bzw. zu keinem Effekigé@ et al. 2009). Vermutlich sind
die Lipidkomponenten der Plasmamembran der AHZ amohder Summation der
Kraftwirkung der einzelnen Prestinmolekiile beteiliei diesem Vorgang kénnte das
Cholesterin als Hauptmediator der Membranfluiditdh Bedeutung sein (Oghalai et al.
1999; Berg et al. 2007).

Neben den passiven Zelleigenschaften beeinflussteGterin auf vielfaltige Weise auch
das Motorprotein Prestin. So erhéhen sich mit deol€sterinmenge in der Zellmembran
die Interaktionen zwischen den Prestinmolekilea,didirch vermehrte Selbstassoziation zu
Dimeren fuhren (Rajagopalan et al. 2007). Rajagopat al. untersuchten im Jahr 2007 in
mehreren In-vitro-Versuchen die Auswirkungen vonol@kterin auf die NLC von
normalen AHZ im Vergleich mit Prestin-transfizierteHEK-Zellen (HEK, human
embryonic kidney). Bei beiden Zellarten zeigte sidiei einer Erhdéhung der
Cholesterinkonzentration eine Verschiebung der Spag Vi in die hyperpolarisierende
Richtung. Wird die Cholesterinkonzentration vergrg ist der gegenteilige Effekt zu
beobachten. Rajagopalan et al. vermuten, dass §lbote die Verstarkungsfunktion von
Prestin so einstellt, dass es im Bereich des Ruéepials immer mit der maximalen
Leistung arbeitet (Rajagopalan et al. 2007). Eintever Einfluss von Cholesterin auf
Prestin zeigt sich bei cholesterinreichen Lipid-Mittomanen, mit denen Prestin assoziiert
ist. Prestin bildet zusammen mit dem Mikrodomanetkeralintegrinz, VLA-2a und dem
Choleratoxin-B-Protein  Mikrodoméanen in der Plasmatbhen der AHZ. Das
Choleratoxin-B-Protein bindet an das Glykospingdli®@M1, welches sich in Lipid-Rafts
anreichert. Diese Mikrodomanen sind wichtig fur diéodulation von Signaltrans-
duktionswegen, fir die Zelladh&sion und fir die Almung von Membranproteinen (Sturm
et al. 2007). Die Cholesterindichte in der Zellmeambverandert den Aufbau und die
Anzahl derartiger Mikrodomanen. Die Erh6hung deolésterindichte in der Zellmembran
fuhrt zu einer Zunahme und die Verringerung zu reiktsnahme von Mikrodomanen in der
Zellmembran (Rajagopalan et al. 2007; Sturm e2@0.7). Auch kdnnten diese Lipid-Rafts
an der Endozytose von Prestin beteiligt sein umditsdie Prestindichte der Zellmembran

verringern (Sfondouris et al. 2008).
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7. Fragestellung und Zielsetzung

Bereits in den 60er Jahren des letzten Jahrhund@ten erste Untersuchungen auf einen
Zusammenhang zwischen einem erhéhten Serumchahsgiegel und HoOr-
funktionsstérungen hin (Rosen et al. 1962). Obws#itdem viele epidemiologische und
klinische Studien durchgefihrt wurden, sind diehpphysiologischen Grundlagen dieser
Beobachtung noch nicht vollstandig geklart und @Gegend kontrovers gefihrter
Diskussionen. Als Pathomechanismen werden neberrurg®n der cochleéren
Durchblutung und morphologischen Veranderungen deochlea auch direkte
Einwirkungen von Cholesterin auf die duReren Hdmmze(AHZ) angenommen. Dies
zeigen vor allem Untersuchungen, die Veranderurdgmotoakustischen Emissionen in
Abhangigkeit von der Cholesterinkonzentration nastigsen haben (Preyer et al. 2001;
Mazurek et al. 2008). Die AHZ sind in der Lage,auEigenbewegungen das Schallsignal
um 50 dB zu verstarken und die Frequenzselektizitaterbessern (Liberman et al. 2002).
Dieser Mechanismus wird aufgrund seiner Abhangigkem Membranpotenzial auch als
Elektromotilitdit bezeichnet. Rajagopalan et al. nweten, dass Cholesterin die Ver-
starkungsfunktion der AHZ modifiziert und somit algine Art Regulator der
Elektromotilitat wirkt. Als Wirkungsmechanismen v@holesterin auf die Elektromotilitat
der AHZ kommt der Einfluss auf die Zellmembran bauf das Motorprotein Prestin in
Betracht (Rajagopalan et al. 2007). Eine wichtigdgabe dieser Arbeit bestand darin, die
Wirkung von Cholesterin auf die Motilitat der AHZI zintersuchen, mit dem Ziel, genauere
Aussagen Uber den Zusammenhang zwischen Cholestatimen Ladngenanderungen der
AHZ machen zu konnen. In friiheren Studien wurdesmadrsucht, diesen Zusammenhang
indirekt durch die Messung der nichtlinearen Kaf@ZNLC) zu klaren (Rajagopalan et al.
2007; Sfondouris et al. 2008). In der vorliegendeeit sollten die Langenanderungen der
AHZ mit einer optischen Methode, der Subpixel Vidgkroskopie, gemessen werden. Die
Subpixel Videomikroskopie weist im Vergleich mitdamen fir derartige Untersuchungen
geeigneten optischen Verfahren eine aul3ergewéhriimiie Auflésung von wenigen
Nanometern auf (Davis 1997). Die LangenanderunganAtHZ sollten in Abhangigkeit
von der Cholesterinkonzentration gemessen und djelisse mit einer Kontrollgruppe
aus AHZ unter physiologischen Bedingungen verglcherden. Ein weiteres Ziel dieser
Arbeit bestand darin, die unterschiedliche Wirkumgn Cholesterin auf die passive

Zellmembran und auf das Motorprotein Prestin zueda Um zwischen Effekten von
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Cholesterin auf die Zellmembran und auf das Motugin Prestin differenzieren zu
konnen, muss die Prestinfunktion von AHZ durch Rdida der intrazellularen

Chloridkonzentration auf ca. 50 % verringert werd@iiver et al. 2001). Die AHZ mit

halber Prestinfunktion werden anschliel3end in AMessuchsgruppen aufgeteilt. Die erste
Gruppe wird mit einer extrazellularen Cholestermkentation von 1,0 mmol/l, die zweite
Gruppe ohne Cholesterinzugabe untersucht. Die Adsng dieser Experimente sollte
dann die Frage beantworten, ob der Einfluss vonleSkerin eher das Ergebnis von
Auswirkungen auf die passiven Eigenschaften demi&hbran darstellt oder mehr auf

einem Effekt auf die Funktion des Motorproteinssfireberuht.
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1. Material

1.1 Gerate

Praparation

Stereomikroskop

Wild M3C

Leica Microsystems
GmbH, Wetzlar,
Deutschland

Kaltlichtquelle

KL 1500 electronic

Schott AG,
Mainz,

Deutschland

Herstellung der Losungen

Gefrierpunktosmometer

Osmomat 030

Gonotec GmbH,
Berlin,
Deutschland

Pipetten

Referenle

Eppendorf AG,
Hamburg,

Deutschland

Patch-Clamp-Stimulation

Glaselektrodenziehgerat

DMZ-Universal Puller

Zeitz Instruments GmbH,
Martinsried,
Deutschland

Patch-Clamp-Tisch/
Faradayscher Kéfig

Micro-g

TMC,
Peabody,
MA, USA

Patch-Clamp-Verstarker

Axopatch 200A

Axon Instruments Inc.,
Foster City,
CA, USA

Patch-Pipettenhalter/
Vorverstarker

CV-201A headstage

Axon Instruments Inc.,
Foster City,
CA, USA




27

[l. Material und Methoden

Axon Instruments Inc.,

Analog-Digital-Wandler Digidata 1200 Foster City,
CA, USA
Narishige Scientific
Mikromanipulator Model XR-6 instrument Lab.,
Tokyo,
Japan
Videoaufnahmen
Carl Zeiss AG,
Mikroskop Axiovert 135 Gottingen,
Deutschland
Motic Deutschland GmbH,
Videokamera Moticam 2000 Wetzlar,

Deutschland

1.2 Verbrauchsmaterial

Pipettenspitzen

10 pl, 100 pl, 1000 pl

Eppendorf AG,
Hamburg,

Deutschland

Borosilikat-Glaskapillaren

GC150TF-10

Clark Electromedical
Instruments,

Pangbourne, Reading, UK

Petrischale

Poly-L-Lysin beschichtet

(9@ 35 mm)

Greiner Bio-One GmbH,
Frickenhausen,

Deutschland

1.3 Chemikalien und Lésungen

1.3.1 Chemikalien

Natriumpentansulfonat

Sigma-Aldrich Co., St. LoWwK), USA

wasserlosliches Cholesteri

Sigma-Aldrich Co.L8tiis, MO, USA

HBSS (Hanks’ Balanced Sa

Solution)

Biochrom AG, Berlin, Deutschland
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1.3.2 LoOsungen

Pipetten-Losungen (Intrazellularlésungen) (in miol/

Substanz Standardl6sung Losung mit )
6 mmol/I Chlorid
KCI 140 6
Natriumpentansulfondt 0 134
MgCl, « 6H,0 2 2
EGTA 11 11
CaCb 0,1 0,1
Hepes 10 10
KOH zum Einstellen eines pH-Wertes von 7,2
Glucose zum Einstellen der Osmolaritat von 3150 @&smol/I

Badl6sungen (Extrazellularlosungen) (in mmol/l)

Substanz Standardldsung Lésungen mit
(HBSS-L6sung)| 0,1 mmol/l, 0,5 mmol/l, 1,0 mmol/l, 1,5 mmol/l
Cholesterin 0 Cholesterin
CaCb 1,25 1,25
Glucose 5,55 5,55
KCI 5,4 5,4
KHPO, 0,35 0,35
MgSQO, « 7H,O 0,81 0,81
NacCl 137 137
NagHPOy » 2H,0 0,34 0,34
Hepes 5 5
NaOH zum Einstellen eines pH-Wertes von 7,2 - 7,4
Glucose zum Einstellen der Osmolaritét von 3000 @Dsmol/l
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1.4 Software

pClamp 8 fur Windows Axon Instruments Inc., Fogdy, CA, USA
Tracker Version 1.1 Infineon Technologies AG, Néabg, Deutschland
Motic MC Camera 1.1 Motic Deutschland GmbH, Wetzeutschland
SPSS$ Version 12.0 SPSS Inc., Chicago, IL, USA
2. Methoden

2.1 Praparation der Cochlea und der aul3eren Haarzellen

Die fir die Experimente bendtigen AHZ wurden ervsmsien Albino-Meerschweinchen
mit einem Gewicht von 250 g bis 300 g entnommer® Oochlea des Meerschweinchens
ist im Prinzip wie die des Menschen aufgebaut. i@griUnterschiede bestehen z.B. in der
Anzahl und der Lange der Haarzellen. Die CochlesaMeerschweinchens ist relativ grof3
und eignete sich deshalb sehr gut fiir die Untersugdn in dieser Arbeit (Nadol 1988).
Nach Lieferung der Tiere durch die Firma CharlegeRWiga GmbH (Sulzfeld, Deutsch-
land) wurden die Tiere in vollklimatisierten Rauntegi einer Temperatur von 23 °C unter
einem naturlichen Tag-Nacht-Rhythmus im Institut @hirurgische Forschung im Walter-
Brendel-Zentrum fir Experimentelle Medizin gehalt&en Tieren standen pelletiertes
Futter (Ms-H) der ssniff Spezialdidten GmbH (So&sutschland) und Wasser ad libitum
zur Verfugung. Unter Beachtung der Tierschutzrinkeh wurden die Tiere mit CO
betaubt, dekapitiert und die Felsenbeine herauapegip Um eine Schadigung der Zellen
zu vermeiden, wurden diese bis zur weiteren Préiparan einem mit Eis gekuhlten
Kulturmedium (HBSS, Hanks’ Balanced Salt SolutiBmgchrom AG, Berlin, Deutschland)
aufbewahrt. Durch Zugabe von NaOH wurde ein pH-Wert 7,2 - 7,4 erzielt. Mit einem
Gefrierpunktosmometer (Osmomat 030, Gonotec GmbgtliB Deutschland) wurde die
Osmolaritat durch Zufigen von Glucose auf 300 - 3ft®@smol/l eingestellt. Zur
Freilegung der Cochlea wurde die Bulla des Felseshbmithilfe einer feinen Zange vom
Meatus acusticus externus aus eroffnet. Die weleggparation erfolgte mit einer feinen
Pinzette in einer mit HBSS-LOosung geflllten Petréde unter Verwendung eines
Stereomikroskops (Wild M3C, Leica Microsystems GmbMetzlar, Deutschland) und
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einer Kaltlichtquelle (KL 1500 electronic, SchottGA Mainz, Deutschland). Die Cupula
cochleae wurde von apikal eréffnet und die Lamimérais ossea im Bereich aller
Windungen entfernt, worauf sich die Stria vascselaowie das Corti-Organ darstellten.
Anschliel3end wurde mit einem Skalpell die CochteaBereich des Modiolus in toto von
dem restlichen Felsenbein getrennt. Da sich aunk feraparationspinzetten als zu grob fur
die Praparation des Corti-Organs herausstelltéolgée diese mit einer selbst hergestellten
Nadel aus Edelstahl. Als Grundmaterial diente adel&ahldraht mit einem Durchmesser
von 0,5 mm, der mit der Anode einer Gleichstromigueérbunden und in 40 %ige Salz-
saure getaucht wurde. Als Kathode diente eine Kefdktrode. Durch das Anlegen einer
Spannung von 3 V wurde der Draht am Ende elekisalytextrem stark angespitzt. Diese
feine Préaparationsnadel ermoglichte ein besondaktes Arbeiten. Nach Entfernen der
Stria vascularis lag das Corti-Organ frei. Das BOrgan der obersten zwei Windungen
wurde von der Basilarmembran geldst und mit ein@rpd Pipette (Eppendorf AG,
Hamburg, Deutschland) in eine mit Poly-L-Lysin Hasbtete Petrischale (Greiner Bio-
One GmbH, Frickenhausen, Deutschland) mit einenpféro (160 pl) HBSS-Losung
eingebracht. Dieser Tropfen enthielt in den versg@nen Versuchsgruppen jeweils eine
unterschiedliche Cholesterinkonzentration. Die elimen Haarzellen wurden nicht
enzymatisch aus dem Zellverband herausgeldst, sonoiger mikroskopischer Kontrolle
durch mehrmalige Tituration mit einer 100 pl Pipettvie von Brownell beschrieben,
vorsichtig mechanisch separiert (Brownell et al83)9 Nach ca. 5 Minuten setzte sich am
Boden der Petrischale eine ausreichende Anzahieitsi Haarzellen ab. Frihere
Untersuchungen hatten ergeben, dass der Einfluss Glwlesterin erst nach einigen
Minuten einsetzt, so dass bis zur Messung der Nédtidler mit Cholesterin behandelten
Zellen mindestens 10 Minuten gewartet wurde (Rgatgm et al. 2007). Alle Experimente

wurden bei Raumtemperatur (22 + 2 °C) durchgefuhrt.
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2.2 Patch-Clamp-Experimente

2.2.1 Prinzip der Patch-Clamp-Technik

Die Patch-Clamp-Technik ist eine der wichtigstenrophysiologischen Arbeitsmethoden.
Ihre Entwicklung im Jahr 1976 ermdglicht elektropimjogische Untersuchungen an
Zellmembranen mit einer derart hohen Auflosung,sdasgar die Aktivitat einzelner
lonenkanéle beobachtet werden kann. Die Entdedksesl Verfahrens, Erwin Neher und
Bert Sakmann, wurden fir ihre bahnbrechenden Agbeih Jahr 1991 mit dem Nobelpreis
fur Physiologie und Medizin ausgezeichnet (Numbe296). Im Prinzip ist die Patch-
Clamp-Technik eine Weiterentwicklung des Voltages@p-Verfahrens. Bei diesen
Untersuchungsmethoden wird zur Messung von Memiotangialanderungen das
Membranpotenzial durch einen gleichgroRen Kompenssgttrom ausgeglichen. Dies
erfolgt durch einen negativen Rickkopplungsmecimamss bei dem das Membranpotenzial
gemessen und mit einer vom Experimentator vorgegab&ollspannung verglichen wird.
Die Sollspannung wird auch als Klemmspannung (eogimp, Klemme) bezeichnet.
Unterschiede zwischen der Sollspannung und dem actatsh gemessenen
Membranpotenzial aktivieren einen Regler, der eiaatgegen gerichteten Strom in die
Zelle einbringt (Numberger 1996). Die Messung dieKempensationsstroms erméglicht
Ruckschlisse auf die Leitfahigkeit der Zellmembidie, unter anderem durch lonenkanéle
und lonentransporter bestimmt wird. Die Verbessgrdes Voltage-Clamp-Verfahrens
durch die Patch-Clamp-Technik liegt in der erhdidic Reduktion des Hintergrund-
rauschens, die zu einer 100 - 1000-fach hoherenddwdig des Verfahrens fiihrt. Die
Erhéhung der Auflésung wird dadurch erméglicht, dase sehr diinne, mit Elektrolyt-
l6sung gefillte Glaspipette als Messelektrode anére Fleck (engl. patch, Fleck) der
Zellmembran aufgesetzt wird. Dieser Fleck wird thuetmen leichten Unterdruck elektrisch
von der Umgebung isoliert, bis sich ein Abdichtwgtand im Gigaohmbereich (Gigaseal)
(engl. seal, Abdichtung, Versiegelung) bildet undhssomit das Hintergrundrauschen
minimiert (Numberger 1996). Nach Bildung eines Giegls befindet sich das Praparat in
der Cell-attached-Konfiguration. Abhangig von deadestellung des Experiments kann

man zwischen vier verschiedenen KonfigurationenleréfAbbildung 13).
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/
Pipette Membran
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ziehen
Messbedingungen SU
optimieren Vesikelbildung
Pipette l ¢
zuriick- Luftkontakt
ziehen
—-
Whole-cell  Outside-out Inside-out

Abbildung 13: Die Messkonfigurationen der Patch-Clafgehnik und ihre Herstellur
(verandert nach Numberger 1996)

1. Cell-attached-Konfiguration: Die Cell-attached+figuration entspricht der Ausgangs-
stellung fur alle weiteren Konfigurationen. In ddesonfiguration ist es nicht méglich, in
das intrazellulare Milieu der Zelle einzugreiferieZelle wird in einem Zustand gemessen,
in dem sich auf der intrazellularen Seite der Mamnalle Proteine, also auch lonenkanéle,
in ihrer naturlichen Umgebung befinden. Nur derddghr unterhalb der Pipette, der Patch,

wird durch das extrazellulare Potenzial des Vekst@rkontrolliert.
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2. Inside-out-Konfiguration: Durch einen leichterugZ an der Pipette kann nun der
Membranfleck herausgetrennt werden. Bei diesem Manileck ist das Innere nach aul3en
gekehrt. Dies bedeutet, dass sich jetzt auf deopgsmaseite die Badldsung und auf der
Membranaul3enseite die Pipettenldsung befinden.eDf@sfiguration nennt man Inside-
out-Konfiguration. Hierbei kénnen Uber Verdnderumgder Badlésung zytosolische
Einflisse auf einzelne lonenkanalaktivitaten edbtsverden (Klinke et al. 2005).

3. Whole-cell-Konfiguration: Ausgehend von der Galiached-Konfiguration kann durch
Saugen an der Pipette oder durch einen kurzen 8pgsstol3 (Buzzing- oder Zap-Modus)
der Membranpatch durchbrochen und damit die Whellekonfiguration erreicht werden.
Dadurch entsteht eine durch den Gigaseal elektbrabgedichtete Verbindung zwischen
der Pipette und der Zelle. Im Gegensatz zu denrand€onfigurationen hat man somit die
Maglichkeit, elektrische Strome Uber die ganze &€elll erfassen bzw. zu induzieren und
gleichzeitig das intrazellulare Milieu durch diepPitenlésung zu verdndern (Numberger
1996). In dieser Arbeit wurde die Whole-cell-Konfigtion zur Veranderung des
Membranpotenzials der AHZ verwendet.

4. Outside-out-Konfiguration: Von der Ganzzellabhlag gelangt man durch langsamen
Zug an der Pipette in die Outside-out-Konfigurativvie beim Inside-out-Patch 16st sich
ein Membranstick aus der Zelle und bildet eine Wdlbvesikel, nur dass nun die
Zellmembranaul3enseite der Badlosung zugewandbashit lassen sich die Effekte extra-
zellular applizierter Substanzen auf Einzelkanata untersuchen (Klinke et al. 2005).

2.2.2 Aufbau und Ausstattung des Messplatzes

Ein Patch-Clamp-Messplatz besteht im Allgemeinene&nem Mikroskop mit Kamera, aus
mechanischen Bauteilen wie dem Mikromanipulator amém Pipettenhalter (Abbildung
14). Fur die Messung und Stimulation werden noch\@rstarker, ein Vorverstarker und
ein Computer benétigt (Numberger 1996). Da die R&@@amp-Messungen mit einer
extrem sensiblen Technik durchgefuhrt werden, diede sehr empfindlich gegenlber den
geringsten mechanischen und elektromagnetischenurfgi@n. Deshalb wurde der
Messplatz durch einen Faradayschen Kafig elektromt@grh abgeschirmt und mit einem
zentralen Erdungsblock verbunden. Ein schwingurdggefter Tisch (Micro-g, TMC,
Peabody, MA, USA) diente zur Entkopplung mecharesckrschitterungen aus der
Umgebung. Zur Identifizierung und Selektion derl&elwurde ein inverses Mikroskop

(Axiovert 135, Carl Zeiss AG, Gottingen, Deutschilprverwendet, welches mit einem
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beweglichen Mikroskopiertisch ausgestattet war. DagrofRerte Bild wurde mit einer
digitalen Videokamera (Moticam 2000, Motic Deutseid GmbH, Wetzlar, Deutschland)
aufgenommen und digital auf einem Computer gespeiclur Positionierung der Patch-
Pipette diente ein hydraulischer Mikromanipulatdo@el XR-6, Narishige Scientific

Instrument Lab., Tokyo, Japan). Die Badelektrodeerhalb der Patch-Pipette war mit
einem Vorverstarker (CV-201A headstage, Axon Imagnts Inc., Foster City, CA, USA)

verbunden.
1. Mikroskop 6. Mikromanipulator
2. digitale Kamera 7. gedampfter Tisch
3. Patchpipette mit Headstage 8. Verstdrker
(Vorverstérker) 9. Analog-Digital-Wandler

4. Petrischale mit Mikroskopiertisch 10. Computer
5. Perfusorspritze

R
.-.-.-.-.-.-.0.-:1.'.-.-.0.-F9'
. J
10.
Faradayscher Kafig 19" Rack

Abbildung 14: A: Aufbau des Patch-Clamp-MessplatZgsVergroRerung des Mikro-
skopiertisches mit Petrischale und Patch-Pipetegafdert nach Scheel 2002}

Der zum Ansaugen der Zellen bendtigte Unterdruckrdeudurch eine mit dem
Pipettenhalter verbundene Perfusorspritze herdiesidr Vorverstarker war mit einem
Verstarker (Axopatch 200A, Axon Instruments Inoster City, CA, USA) verbunden, der
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das gewlnschte Membranpotenzial aufrechterhielt ded dazu bendtigten Kompen-
sationsstrom mal3. Der Verstarker stand Uber einealo§-Digital-Wandler (Digidata
1200, Axon Instruments Inc., Foster City, CA, USAX einem Computer (Genuine Intel
200 MHz, System Windows NT) in Verbindung. Zur Siiation wurde das Programm
pClamp 8 (Axon Instruments Inc., Foster City, C/SA) verwendet.

2.2.3 Herstellung der Messelektroden

Die Patch-Elektroden wurden jeweils direkt vor \efssbeginn hergestellt. Als
Ausgangsmaterial dienten Kapillaren aus Borosijjlket (Clark Electromedical

Instruments, Pangbourne, Reading, UK) mit einem ehgi@rchmesser von 1,5 mm und
einem Innendurchmesser von 1,17 mm. Um die erfbctier Pipettendffnung mit einem

Spitzendurchmesser von 1 um zu erreichen, wurdeadpillaren mit einem Glaselektro-
denziehgerat (DMZ-Universal Puller, Zeitz Instruntee®mbH, Martinsried, Deutschland)
erhitzt und in die Lange gezogen. Verletzungen deilmembran durch zu spitze
Elektroden wurden durch Polierung der Pipetten venlen. Der Widerstand lag bei den
verwendeten Pipetten zwischen IXMind 6 M). Fir die Messelektrode und die Bad-
elektrode wurde Silberdraht mit einem Durchmesser @5 mm benutzt. Unterschiede im
Redoxpotenzial zwischen beiden Elektroden wurderchldyemeinsames Chlorieren in

einer Silberchloridlésung verhindert (Numberger @99

2.2.4 Beflllung der Messelektroden

Unmittelbar vor Versuchsbeginn wurden die Pipetten Hilfe einer Spritze von der
Ruckseite befillt. Es wurde darauf geachtet, dassetektrodendraht gerade noch in die
Flussigkeit eintauchte, da ein Uberflllen Lecksteohervorrufen kann. Auch wurde die
Bildung von Luftblaschen in der Pipettenldsung vieden, weil dies falschlicherweise zu
einem zu hohen Widerstand fiihren kann (Numberg@6)19

2.2.5 Herstellung der Losungen

Um physiologische Versuchsbedingungen sicherzestalind um eine Schadigung der
Zellen zu vermeiden, wurde bei den verwendeten hgen auf physiologische
lonenkonzentrationen geachtet. Vor jedem Versuddamuaul3erdem der pH-Wert und die

Osmolaritat auf physiologische Werte eingestellt.
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Als Standardbadlosung diente die schon bei deraPatipn beschriebene HBSS-LAsung.
Weitere Badlosungen zur Messung des EinflussesGluolesterin auf die Motilitat der
AHZ enthielten Cholesterin in den Konzentrationgh tmol/l, 0,5 mmol/l, 1,0 mmol/l
und 1,5 mmol/l. Hierfir wurde wasserldsliches Cbhtden (Sigma-Aldrich Co., St. Louis,
MO, USA) in der HBSS-L6sung geldst und der pH-Wait NaOH-Lésung auf 7,2 - 7,4
und die Osmolaritat mit Glucose auf 300 - 310 mQO4remgestellt.

Wird die Zellmembran perforiert, kommt es zu einéuastausch der intrazellularen
Flussigkeit mit dem wesentlich grof3eren Volumen Rligettenlésung (Numberger 1996).
Dies ist von Nachteil, da das Zytoplasma durchderiust von Proteinen seine naturliche
Zusammensetzung verliert. Andererseits hat der fixpatator die Mdglichkeit, das
intrazellulare Milieu genau zu kontrollieren undbStanzen einzubringen. Dieser Effekt
wurde im Rahmen dieser Arbeit zur Verringerung ideazellularen Chloridkonzentration
und zur Einbringung des Chloridersatzstoffes Natpantansulfonat genutzt. Die
Versuchsreihen unterschieden sich in der Zusamrtemsgihrer intrazellularen Losungen.
Die physiologische Pipettenldsung setzte sich wlgtfzusammen: [KCI] = 140 mmol/I,
[MgCl;] = 2 mmol/l, [EGTA] = 11 mmol/l, [CaG] = 0,1 mmol/l, [Hepes] = 10 mmol/Il.
Mit einer einmolaren KOH-L6sung wurde die Losund @nen pH-Wert von 7,2 gebracht.
Die Osmolaritat wurde durch Zugabe von Glucose runierwendung eines
Gefrierpunktosmometers auf Werte zwischen 315 @@lrBOsmol/l eingestellt. Aufgrund
der Wirkung des Chlorids als Spannungssensor féirRitastin ist man in der Lage, durch
Veréanderung der intrazellularen Chloridkonzentratitbe Prestinfunktion zu beeinflussen.
Nach Oliver et al. verringert eine Chloridkonzetitm von ca. 6 mmol/l die
Prestinfunktion auf die Halfte (Oliver et al. 200Djese Chloridkonzentration diente dazu,
die Auswirkungen von Cholesterin bei halbmaxim#&egstinfunktion zu untersuchen. Um
die Osmolaritdt und das lonengleichgewicht konstamthalten, wurde das entzogene
Chlorid durch Natriumpentansulfonat ersetzt. Digeftenlosung enthielt somit eine
Chloridkonzentration von 6 mmol/l sowie eine Natmpentansulfonatkonzentration von
134 mmol/l. Insgesamt wurden zwei Messreihen miteeiintrazellularen Chlorid-
konzentration von 6 mmol/l untersucht. Eine Messreivurde ohne Cholesterin und eine
weitere Messreihe mit einer extrazellularen Chel@skonzentration von 1,0 mmol/l

durchgefuhrt.
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2.2.6 Messung des Elektrodenwiderstandes und Offsetkturek

Die Pipette wurde befillt und so in den Pipettetgnaingespannt, dass die Pipettenspitze
in die Badlosung eintauchte. Durch einen leicht&erdruck konnte das Verstopfen der Pi-
pette durch eingesaugte Partikel vermieden werdlindem Programm pClamp 8 wurde
ein negativer Testimpuls mit einer Spannung von\b iber einen Zeitraum von 5 ms
generiert. Aus der daraus resultierenden Stromathtwarde mit dem Programm der
vorliegende Elektrodenwiderstand auf der Basis@esischen Gesetzes berechnet. Dieser

Widerstand lag bei den Versuchen zwischen iwhd 6 M2 (Abbildung 15 A).

A S —

M lockerer Patch-Clamp 5mV
3 -6 MQ Sms

negativer Testimpuls
l ansaugen

B
- Cell-attached : -

>1GQ

5 pA

Gigaseal

l Membran durchbrechen

PR TR R ]
| \ WM .

- Whole-cell ( Imax
20 -150 MQ i

1000 pA

Abbildung 15: Anderung von Widerstand und Stromantwort auf derchiulie Patch-
Pipette induzierten Testimpuls in Abhangigkeit \a@r Konfiguration der Patch-Clamp-
Apparatur (verandert nach Numberger 1996)
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Spannungen, die nicht von der Zelle oder vom Teailen stammen, werden
Offsetpotenziale genannt (Numberger 1996). Dieserchdu Polarisierungen der
Silber/Silberchlorid-Elektroden und durch Uberggmmenziale zwischen verschiedenen
Elektrolytkonzentrationen in Bad und Pipette ausgfein Potenziale konnen die
Messergebnisse verfalschen. Diese Potenziale misejeder Messung mit Hilfe des
Patch-Clamp-Verstarkers kompensiert werden undiesolllO mV nicht Uberschreiten
(Numberger 1996).

2.2.7 Whole-cell-Patch-Clamp und Stimulation

Unter dem Mikroskop wurden bei geringer Vergrol3grugeeignete vitale Zellen
ausgewahlt. Zur Beurteilung der Zellen wurden digaltatskriterien von Zajic und
Schacht (Zajic et al. 1987) herangezogen. Die AelNesen steif aussehende Stereovilli,
einen am basalen Pol lokalisierten Zellkern, lactaufallige Bewegungen der zytoplas-
matischen Partikel sowie eine durchgangig intaldénzembran auf (Abbildung 16).

Abbildung 16: Isolierte auf3ere Haarzelle mit Resten von Stutepewund Patch-Pipette
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Eine den Kriterien entsprechende Zelle wurde b&-faZher VergrolRerung im Sichtfeld
fixiert und die Pipettenspitze mit dem Mikromanigiar auf die Zellmembran im basalen
Drittel der Zelle aufgesetzt (Abbildung 16). Um diellmembran nicht zu schadigen,
musste vorher der Uberdruck auf ein Minimum reduzierden. An der Ansatzstelle der
Pipettenspitze war an der Zelle das so genannteplidigh (engl. dimple, eindellen) zu
erkennen. Dabei handelt es sich um einen charalisehien Lichtreflex, der durch die
Eindellung der Membran aufgrund der aus der Pips&tit@menden Flissigkeit entsteht.
Durch leichtes Ansaugen erhohte sich der Widerstasgur Ausbildung eines Gigaseals
mit einem Widerstand von Uber 1XGDie Stromantwort des Testimpulses verlief nun bis
auf kleine kapazitive Artefakte am Anfang und Em@éezu horizontal (Abbildung 15 B).
Um von der vorliegenden Cell-attached-Konfiguratin der gewtinschten Whole-cell-
Konfiguration zu gelangen, wurde der Patch mit mineurzen Spannungsimpuls (Zap)
zerstort. Zuvor war ein dem Ruhemembranpotenziah v@0 mV entsprechendes
Haltepotenzial eingestellt worden. Durch die Petion der Zellmembran fiel der
gemessene Widerstand auf Werte zwischen 2D wid 150 M. Da nun Umladungen
nicht nur im Bereich des Patches, sondern Ubergdsamte Zellmembran stattfinden,
verandert sich das Bild der Stromantwort. Es ehts&n fast senkrecht ansteigender
kapazitiver Ladestromyhy der anschliel3end exponentiell abfallt, bis nurhnein geringes
negatives Offsetpotenzial erhalten bleibt (Numberg@96) (Abbildung 15 C). In der
Whole-cell-Konfiguration konnte durch die Softwg€lamp 8 das Membranpotenzial fast
verlustfrei durch ein vorher festgelegtes Programudifiziert werden. Ausgehend von
einem Ruhemembranpotenzial von -70 mV wurde zudist Zelle auf -170 mV
hyperpolarisiert. Anschlie3end erfolgte in 10 m\h&iten eine Depolarisation bis zu
einem Membranpotenzial von +30 mV. Die Dauer diesehrittweisen Potenzial-

veranderungen betrug jeweils 500 ms.

2.2.8 Videomikroskopische Aufnahmen

Wahrend der Stimulation wurde die Zelle mit einggitdlen Videokamera gefilmt. Die
erstellten AVI-Videodateien hatten eine Auflosungnv1600 x 1200 Pixel mit einer
Bildfrequenz von 10 Bilder/s. Zur Filmanalyse deerttie Software Tracker Version 1.1
(Infineon Technologies AG, Neubiberg, Deutschlandin apikalen Ende der Haarzelle
wurde ein bestimmter Bereich (ROI, region of ins¢yeausgewdahlt, dessen Bewegungen

von der Software Tracker Version 1.1 im Subpixedidr gemessen wurden. Die
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Subpixelanalyse (engl. subpixel, Teilbildpunkt) isin mathematisches Verfahren zur
Erh6éhung der Bildinformation Uber das Niveau vonzelnen Pixel (Davis 1997). Die
Ergebnisse wurden als Anzahl der Subpixel mit ei@enauigkeit von 1/1000 Pixel
ausgegeben. Uber die PixelgroRe (4,2 um) und digrierung (320-fach) konnten die
Langenanderungen mit der Formel [(Anzahl der SulipixPixelgro3e) / VergroRerung]
berechnet werden. Mit Hilfe der Subpixelteilung katie maximale Auflésung von 13 nm

bis auf wenige nm herabgesetzt werden (Davis 1997).

2.2.9 Statistische Analysen

Die statistischen Analysen wurden unter VerwenddegStatistiksoftware SPE%ersion
12.0 (SPSS Inc., Chicago, IL, USA) durchgefuhrte Dangendnderungen unter dem Ein-
fluss der Chloriddeletion und der Cholesterinzugabeden mit Hilfe des zweiseitigen Stu-
dent-T-Tests fur unabhangige Stichproben miteinamdgglichen. Ein p-Wert von < 0,05
wurde als signifikant und ein p-Wert von < 0,01 ladeh signifikant angesehen. Die Werte

wurden in Mittelwert + Standardfehler aufgefihrt.
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1. Charakterisierung der Studie und allgemeine Ergsleni

Fur die Untersuchung tber die Auswirkungen von €stalrin auf die Elektromotilitat der
AHZ und das Motorprotein Prestin wurden insgesamtZgllen verwendet. Mit diesen
Zellen wurden mehrere Versuchsreihen durchgefihfAundchst wurden die
Langenanderungen von 12 AHZ unter physiologischatrai und extrazellularen
Bedingungen gemessen. Diese Zellen dienten zuglaishKontrollgruppe. Um den
Einfluss von Cholesterin auf die Motilitat der AHZI quantifizieren, wurden in einer
weiteren Versuchsreihe die AHZ steigenden Cholietenzentrationen ausgesetzt. Dabei
wurden die Langenanderungen von 12 Zellen mit Qyfot, 10 Zellen mit 0,5 mmol/l, 12
Zellen mit 1 mmol/l und von 7 Zellen mit 1,5 mmollholesterin gemessen. In einer
weiteren Versuchsreihe wurde der Einfluss von Glteten auf das Bewegungsverhalten
der Zellen bei halbmaximaler Prestinfunktion unierg, indem bei 12 Zellen das
Motorprotein Prestin durch Verringerung der inttag@ren Chloridkonzentration
gehemmt und extrazellular 1 mmol/l wasserl6slickdmlesterin appliziert wurde. Als
Vergleichsgruppe fir die dritte Versuchsreihe dtentl2 AHZ mit halbmaximaler
Prestinfunktion, bei denen kein Cholesterin zugegelurde. Die Langenanderungen der
AHZ zeigten alle das in der Literatur beschriebéviaster einer Boltzmannfunktion
(Ashmore 2008). Hyperpolarisierende Spannungen @reiBh von -70 mV bis -170 mV
erzeugten eine Verlangerung der Zellen, wahrendldapierende Spannungen im Bereich
von -70 mV bis +30 mV zu einer Verkirzung der Zell&hrten. Das Ausmald der
Langenanderungen war bei Spannungen gegensatzZiRotemnitat asymmetrisch. Die durch
Hyperpolarisation ausgeldste Verlangerung war gerinals die durch Depolarisation
ausgeloste Verkirzung. Der Vergleich der einzel@amppen ergab Veranderungen bei der
maximalen Elongation und Verkirzung, der durchdtliichien Langenanderung in Depola-
risations- und Hyperpolarisationsrichtung, dem 8gtler grol3ten Steigung der L-V-Kurve

und der an dieser Stelle angelegten Spannyrg V
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2. Motilitat der aufReren Haarzellen bei physiologiscBedingungen

Durch Messung der Langenanderungen von 12 AHZ rigsiplogischer intra- und

extrazellularer Flissigkeitszusammensetzung kondés Bewegungsverhalten unter
weitgehend physiologischen Bedingungen gemessedeweDie maximale Verkirzung
bei einer Spannung von +30 mV betrug -1208 * 96 dimmaximale Elongation bei einer
Spannung von -170 mV 281 + 44 nm. Die durchsclictigd L&ngenanderung ergab bei
Depolarisation von -70 mV bis +30 mV ca. 12 nm/m\tbei Hyperpolarisation von -70
mV bis -170 mV ca. 3 nm/mV. Die grol3te Steigung der-Kurve, also der Bereich der
grodten Langenanderung in Abh&ngigkeit von der Spag, betrug 27 nm/mV. Dieser
Wert wurde bei einer Spannungiyvon -50 mV gemessen (Abbildung 17, Tabelle 1).
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Abbildung 17: Motilitat der &ul3eren Haarzellen unter physiololgest Bedingungen
(240 mmol/l Chlorid, 0 mmol/l Cholesterin)
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3. Motilitat der &ulReren Haarzellen unter dem Einfusis Cholesterin

Um den Einfluss von Cholesterin auf die MotilitaardAHZ zu untersuchen, wurden die

Messungen mit Badlésungen mit den Cholesterinkanagonen von 0,1 mmol/l, 0,5
mmol/l, 1,0 mmol/l und 1,5 mmol/l durchgefuhrt. Diegebnisse sind in Abbildung 18 und

Tabelle 1 aufgefuhrt.

Kontrollgruppe

0 mmol/l 0,1 mmol/l 0,5 mmol/l 1,0 mmol/l 1,5 mmol/l
Cholesterin Cholesterin Cholesterin Cholesterin Cholesterin
(12 Zellen) (12 Zellen) (10 Zellen) (12 Zellen) (7 Zellen)
Maximale Steigung
27 21 16 24 19
(nm/mV)
1. Steigung Spannung bei der maxi-
malen Steigung (Mo -50 -50 bis -60 -60 bis -70 -70 -60
(mv)
Verlangerung
] 265+ 35 255 + 22 256 + 19 212+1§
bei -170 mV 281 +44
. (-6 %) (-9 %) (-9 %) (-25 %)*
2. Maximale (nm)
Langenanderung Verkirzung
. -1196 * 95 -1068 * 66 -859 + 9F -769 + 63
bei +30 mV -1208 * 96
(<1 %)* (-12 %)* (-29 %)* (-36 %)*
(nm)
bei Depolarisation
-70 mV bis +30 mV 12 12 10 9 8
3. Durchschnittl. (hm/mv)
Langendnderung bei Hyperpolarisation
-70 mV bis -170 mV 3 3 3 4 4

(nm/mV)

" Veranderung in % relativ zur Kontrollgruppe

$p < 0,01 vs. Kontrollgruppe

*p < 0,05 vs. Kontroligruppe

Tabelle 1. Untersuchungsergebnisse bei verschiedenen extiddreh Cholesterin-
konzentrationen
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3.1 Cholesterinkonzentration von 0,1 mmol/I

Bei einer Badloésung mit einer Cholesterinkonzermravon 0,1 mmol/l konnten beziglich
der untersuchten Parameter keine signifikanten rgciveede zur Kontrollgruppe beob-
achtet werden.

Die maximale Verklrzung bei einer Spannung von #30 und die maximale Verlan-
gerung bei einer Spannung von -170 mV verringestelmim Vergleich zur Kontrollgruppe
jeweils nicht signifikant auf die Werte -1196 + @1 bzw. 265 + 35 nm. Die durch-
schnittliche Langenanderungen von 12 nm/mV bei DeEation und von 3 nm/mV bei
Hyperpolarisation entsprechen den bei AHZ in phgsjischer Losung gemessenen
Werten. Die grofdte Steigung der L-V-Kurve betrugritt/mV bei einer Spannung,¥
zwischen -50 mV bis -60 mV (Abbildung 18 B, Tabelle

3.2 Cholesterinkonzentration von 0,5 mmol/I

Eine Badl6sung mit einer Cholesterinkonzentration 9,5 mmol/l fihrte zu einer weiteren
Verringerung der Beweglichkeit. Die maximale Verkimg bei einer Spannung von +30
mV betrug -1068 + 66 nm, die maximale Verlangerbegeiner Spannung von -170 mV
255 £ 22 nm. Die durchschnittliche Langenanderuagingerte sich bei Depolarisation
gegenuber der Kontrollgruppe von 12 nm/mV auf 10/m¥y wogegen sie sich bei
Hyperpolarisation mit 3 nm/mV nicht von der Kontgouppe unterschied. Die maximale
Steigung der L-V-Kurve bei einer Spannungkzwischen -60 mV und -70 mV ergab 16
nm/mV. Diese Verdnderungen waren im Vergleich zontollgruppe nicht signifikant
(Abbildung 18 C, Tabelle 1).

3.3 Cholesterinkonzentration von 1,0 mmol/Il

Die Versuchsreihe mit einer Cholesterinkonzentratiwn 1,0 mmol/l zeigte bei einer
Spannung von +30 mV im Vergleich zur Kontrollgruppme signifikante (p < 0,01)

Verringerung der maximalen Verkirzung um 29 % &B9 + 91 nm. Die maximale
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Verlangerung bei -170 mV reduzierte sich um 9 %isikant (p < 0,05) auf 256 + 19 nm.
Die durchschnittliche Langenanderung betrug beidlesation ca. 9 nm/mV und bei
Hyperpolarisation ca. 4 nm/mV. Der VergroRerungalechschnittlichen Langenanderung
bei Hyperpolarisation lag eine Verschiebung der -Kifve in die hyperpolarisierende
Richtung zugrunde. ) verschob sich bei dieser Cholesterinkonzentrationt signifikant
von -50 mV bei der Kontrollgruppe auf -70 mV. Dieximale Steigung betrug bei dieser
Spannung 24 nm/mV (Abbildung 18 D, Tabelle 1).

3.4 Cholesterinkonzentration von 1,5 mmol/I

Sieben weitere AHZ wurden bei einer extrazellula@imolesterinkonzentration von 1,5
mmol/l untersucht. Dabei konnte bei einer Spanmumy +30 mV eine weitere Abnahme
der maximalen Verklrzung auf -769 + 63 nm und leerSpannung von -170 mV eine
weitere Abnahme der maximalen Verlangerung auf21® nm beobachtet werden. Dies
entspricht einer signifikanten Bewegungsverringgrum Vergleich zur Kontrollgruppe um
36 % bei Verkirzung (p < 0,01) und um 25 % bei &egerung (p < 0,05). Die Zellen
liegen bei einem Ruhemembranpotential von -70 mNoscdeutlich verkirzt vor. Eine
Depolarisation fuhrt dann noch zusatzlich zu emneeluzierten Verkirzung, so dass sich der
Gesamtbetrag der Verkirzung noch deutlicher von rdaximalen Verkirzung unter
physiologischen Bedingungen unterscheidet. Di¢srgdbgeschwéachtem Mal3 auch fir die
Cholesterinkonzentrationen von 0,5 mmol/l und vg@ famol/l. Die durchschnittliche
Langenanderung bei Depolarisation und bei Hyperjsalton zeigte mit 8 nm/mV bzw. 4
nm/mV Kkeine signifikante Veradnderung gegenuber A&&rsuchsgruppe mit einer
Cholesterinkonzentration von 1,0 mmol/l. Die maxien&teigung betrug 19 nm/mV bei
einer Spannung . von -60 mV (Abbildung 18 E, Tabelle 1).
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——  physiologische Lésung
— 0,1 mmaoll Cholesterin
0,5 mmaolil Cholesterin
—— 1,0 mmolil Cholesterin
1.5 mmuolil Cholesterin
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Abbildung 18: Motilitat der &ul3eren Haarzellemter physiologischen Bedingungen 1
in Abhangigkeit von unterschiedlichen extrazellafaCholesterinkonzentrationen

4. Einfluss von Cholesterin auf das Motorprotein Rnest

Um den Einfluss von Cholesterin auf die passivénzeinbran bzw. auf das Motorprotein
Prestin zu untersuchen, wurde bei 24 AHZ die Prkstktion auf ca. 50 % verringert.
Dazu wurde die intrazellulare Chloridkonzentratioon 140 mmol/l auf 6 mmol/l

herabgesetzt und das entzogene Chlorid durch 13dl/iMNatriumpentansulfonat ersetzt.
AnschlieBend wurden die AHZ mit halbmaximaler Frdghktion in zwei Vergleichs-

gruppen aufgeteilt. Zwolf AHZ befanden sich wahretier Untersuchungen in einer
physiologischen Badlosung. Weitere 12 AHZ wurderiimer extrazellularen Cholesterin-
[6sung mit der Konzentration 1,0 mmol/l untersudie Ergebnisse sind in Abbildung 19

und Tabelle 2 aufgefihrt.
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Kontrollgruppe
140 mmol/l Ci, 140 mmol/l Ci, 6 mmol/l CI, 6 mmol/l CI,
0 mmol/I Chol. 1 mmol/l Chol. 0 mmol/I Chol. 1 mmol/l Chol.
(12 Zellen) (12 Zellen) (12 Zellen) (12 Zellen)
Maximale Steigun
gung 27 24 14 12
(nm/mV)
1. Steigung Spannung bei der
maximalen Steigung -50 -70 -50 -70
(Vpkd) (MV)
Verlangerung
) 256 + 1§ 135 + 19 128 +12
bei -170 mV 281 +44
i (-9 %) (-48 %)* (-54 %)*,(-5 %f
2. Maximale (nm)
Langenanderung Verkiirzung
i -859 + 9F 584 £ 7% -479 + 69
bei +30 mV -1208 + 96
(-29 %)* (-48 %)* (-60 %)*,(-18 %f
(nm)
bei Depolarisation
-70 mV bis +30 mV 12 9 6 4
) (nm/mV)
3. Durchschnittl.
Langenanderung bei Hyperpolarisation
-70 mV bis -170 mV 3 4 1 2

¥=p < 0,05 vs. Kontrollgruppe

"= Veranderung in % relativ zur Kontrollgruppe

€=p < 0,01 vs. 6 mmol/l Chlorid, 0 mmol/l Choleste

# = Veranderung in % relativ zu 6 mmol/l Chloridir®nol/l Cholesterin
$=p < 0,01 vs. Kontrollgruppe

Tabelle 2: Untersuchungsergebnisse bei verschiedenen intéelh Chlorid- und extra-
zellularen Cholesterinkonzentrationen

4.1 Motilitat der auleren Haarzellen unter physiologest Bedingungen bei

Verringerung der intrazellularen Chloridkonzenwatauf 6 mmol/l

Die AHZ mit einer intrazellularen Chloridkonzentmat von 6 mmol/l und einer physio-
logischen Badlosung wiesen im Vergleich zur Kogmolppe eine signifikante (p < 0,01)

Verringerung der maximalen Verkirzung und der maén Verlangerung auf. Die
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maximale Verkirzung bei einer Spannung von +30 mdlzierte sich auf -584 + 71 nm,
die maximale Verlangerung bei einer Spannung vofO -tV auf 135 + 19 nm. Dies

entspricht jeweils einer Abnahme um 48 % gegendbeKontrollgruppe und damit einer

halbmaximalen Prestinfunktion. Die durchschnitichangenanderung betrug bei Depo-
larisation von -70 mV bis +30 mV ca. 6 nm/mV und Hgperpolarisation von -70 mV bis

-170 mV ca. 1 nm/mV. Die groldte La&ngenanderung Irhakgigkeit von der Spannung
verringerte sich bei einer Spannung«von -50 mV im Vergleich zur Kontrollgruppe

signifikant (p < 0,01) von 27 nm/mV auf 14 nm/mVi@ildung 19 A/C, Tabelle 2).

4.2 Motilitat der dul3eren Haarzellen bei Verringerumy thtrazellularen Chlorid-
konzentration auf 6 mmol/l und einer extrazellutafeholesterinkonzentration

von 1,0 mmol/l

Die 12 AHZ mit intrazellularer Chloridverringerunauf 6 mmol/l und extrazellularer
Cholesterinkonzentration von 1,0 mmol/l zeigten\tergleich zu den 12 AHZ mit einer
Chloridverringerung auf 6 mmol/l aber ohne Cholesteine weitere Abnahme der
Elektromotilitdt. Die maximale Verkirzung bei eingpannung von +30 mV verringerte
sich signifikant (p < 0,01) von -584 £ 71 nm um %Bauf -479 £ 69 nm. Die maximale
Verlangerung bei einer Spannung von -170 mV redte®&ch in nicht signifikanter Weise
von 135 + 19 um 5 % auf 128 + 12 nm (Abbildung 2@ CTabelle 2). Die durchschnitt-
liche Langenanderung bei diesen AHZ betrug bei Rejsation von -70 mV bis +30 mV

ca. 4 nm/mV und bei Hyperpolarisation von -70 m¥ 70 mV ca. 2 nm/mV. Die grof3te
Steigung der L-V-Kurve verringerte sich in nichgrafikanter Weise auf 12 nm/mV und
trat bei einer Spannung, von -70 mV auf.

Der Vergleich dieser AHZ mit einer Chloridkonzemiwa von 6 mmol/l und einer

Cholesterinkonzentration von 1,0 mmol/l mit den AWt der gleichen Cholesterin-
konzentration von 1,0 mmol/l, aber einer physiatagen Chloridkonzentration von 140
mmol/l, ergab bei der maximalen Ladngenanderung,deeidurchschnittlichen Langenan-
derung bei Depolarisation und Hyperpolarisation badder maximalen Steigung der L-V-
Kurve jeweils annahernd eine Halbierung der Weiteb{ldung 20 B/D, Tabelle 2). Dieser

Vergleich bestatigt die Versuchsergebnisse aubdl.halbmaximaler Prestinfunktion.
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Gegeniiber der Kontrollgruppe zeigte sich bei digseZ eine Reduktion der Motilitat um
60 % bei der maximalen Verkirzung und um 54 % hesi whaximalen Verlangerung
(Abbildung 20 A/D, Tabelle 2). Bei diesem Vergleish jedoch zu beachten, dass mit der
Chloridkonzentration und mit der Cholesterinkoneatndn zwei Parameter gleichzeitig

verandert wurden.

A —m— 140 mmaol/l Chlorid, @ mmaolil Cholesterin
B —#— 140 mmoll Chlorid, 1 mmolfl Cholesterin
C —a— 6 mmal/l Chlorid, @ mmaolil Cholesterin
B 6 mmolfl Chlorid, 1 mmaolll Cholesterin
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Abbildung 19: Motilitdt der duReren Haarzelleh: unter physiologischen Bedingunc
B: bei extrazellularer Cholesterinzugalie bei halomaximaler PrestinfunktioD: bei
halbmaximaler Prestinfunktion und extrazellularéof@sterinzugabe



50
V. Diskussion

V. Diskussion

1. Verfahren zur Messung der Elektromotilitat

1.1 Allgemeine Betrachtungen

Die Sensitivitat und Selektivitat des Horvorgangsi Baugetieren werden durch
spannungsabhangige Langenanderungen der AHZ dénleé@ogesteigert. Dieser Vorgang,
der als Elektromotilitat bezeichnet wird, beruhtf aler Beweglichkeit eines in der
Zellmembran der AHZ lokalisierten Membranproteidgs als Prestin bezeichnet wird
(Zheng et al. 2000). Prestin vermag spannungsaldeingonformationsanderungen
durchzufiihren. Diese rufen in den AHZ somatischegefanderungen hervor, die die
mechanische Energie auf die Tektorialmembran (dogetr. Als Spannungssensor flur das
Prestin dienen intrazellulare Anionen wie Chlorighd Bicarbonationen, die Uber die
Zellmembran verteilt sind (Oliver et al. 2001). Deansport von Anionen verursacht eine
nichtlineare Kapazitat (NLC), die gemessen werdamk(Ashmore 1990). Seit Beginn der
experimentellen Erforschung der Elektromotilitat d¢4Z in den 80er Jahren des letzten
Jahrhunderts wurden mehrere Verfahren zur Messandelgktromotilitat entwickelt. Die
Elektromotilitat von AHZ kann indirekt durch Messurder NLC untersucht werden.
Daneben konnen die Langenanderungen von AHZ ausktdmit optischen Methoden
gemessen werden, z.B. mit der Videomikroskopie Betvegungsanalyse auf Subpixel-

niveau, die auch in der vorliegenden Arbeit zur Andung kam.

1.2 Nichtoptische Methode

Die Elektromotilitat kann indirekt durch die Bestiming der NLC untersucht werden.
Diese Methode hat gegeniber der in dieser Arbeaivermdeten optischen Methode den
Vorteil, dass Prestin-transfizierte HEK-Zellen usteht werden konnen. HEK-Zellen
werden aus embryonalen Nierenzellen hergestelltsimatileicht zu kultivieren. Damit sind
sie einfacher zu handhaben als AHZ, die erst vomsihstieren gewonnen werden
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mussen Prestin-transfizierte HEK-Zellen weisen hinsictilider NLC ein sehr &hnliches
Verhalten wie die AHZ auf. Die NLC entspricht memipotenzialabhangigen Ladungs-
verschiebungen der Zellmembran und verandert dmbhgeitig mit der Langenanderung
(Santos-Sacchi 1991). Die graphische Darstellung MeC in Abhangigkeit vom
Membranpotenzial zeigt einen glockenformigen Kumetauf (Ashmore 1990). Das
Maximum der NLC und die maximale Steigung der L-Urile werden bei der gleichen
Spannung ¥ erreicht. \j liegt bei unbehandelten Zellen bei -50 mV und il
Spannung an, bei der am effektivsten eine Bewegungugt wird. Die NLC kann durch
viele Faktoren, wie z.B. durch den Phosphoryliesstatus intrazellularer Proteine oder
durch regulierend wirkende Substanzen wie Choliestbeeinflusst werden (Rajagopalan
et al. 2007; Ashmore 2008). Studien, die die Ablngkegt der NLC von derartigen
Faktoren zum Inhalt haben, erméglichen vergleickeBetrachtungen mit den Ergebnissen

der vorliegenden Arbeit.

1.3 Optische Methoden

Zur direkten Messung der Elektromotilitat der AHZten mehrere optische Verfahren zur
Verfiigung. Neben der in dieser Arbeit verwendetae¥mikroskopie werden haufig auch
Photodioden benutzt. Die Zelllangenanderungen wwebrderbei durch die Projektion des
mikroskopisch vergrol3erten Bildes auf parallel amgeete Photodioden gemessen. Die
Auflésung liegt bei 15 nm bis 50 nm. Diese Methbdéden Vorteil, schnelle Bewegungen
mit einer Frequenz von bis zu 3000 Hz abzubildesi. d&r Videomikroskopie hingegen
wird die Frequenz der zu beobachtenden Bewegungeah diie Bildfrequenz der Kamera
begrenzt. Es kbnnen nur Bewegungen mit maximalhdéven Bildfrequenz der Kamera
erfasst werden. Die in der vorliegenden Arbeit \v@ardete Kamera hatte eine Bildfrequenz
von 10 Hz. Dadurch war die zeitliche Bewegungsas®lguf 5 Hz beschrankt. Dies war
jedoch aufgrund der geringen Stimulationsfrequeon 2 Hz ausreichend. Allerdings
kénnen auch bei videomikroskopischen Methoden dwfehwendung einer getakteten
stroboskopischen Beleuchtung héhere Frequenzelickzeainalysiert werden. Der Vortell
der Videomikroskopie gegentber Photodioden istveksentlich einfachere Handhabung.

Photodioden mussen vor jeder Messung kalibrierdemrwas bei der Videomikroskopie
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nicht notig ist. Darlber hinaus verfligen Photodiodéer eine deutliche Einschréankung
des Messbereichs, da nur Messungen im nichtline&@ereich durchgefihrt werden
kénnen. Die im Rahmen dieser Arbeit verwendete ddikroskopie weist keine derartigen
Beschrankungen auf (Ashmore 1987; Davis 1997).

Videomikroskopische Messtechniken basieren dadads ein mikroskopisch vergroRertes
Bild der Zelle mit einer Videokamera aufgezeichneird. Im Gegensatz zur
Photodiodentechnik, bei der die Daten sofort erholbwerden, koénnen hier die
Aufzeichnungen zu einem beliebigen Zeitpunkt anatyswverden. Neben der in dieser
Arbeit verwendeten Bewegungsanalyse auf Subpixednivwerden auch die digitale
kontrastunterstitzte Subtraktionsbildanalyse (DI&ntrast-enhanced digital image
subtraction), die Methode des Interpeak Pixel Co@iRPC), die Methode der kleinsten
Quadrate und die Spline-Interpolation verwendetneEweitere Methode stellt die
Bildanalyse mit Photowiderstanden dar, die unabigingon einem modernen PC
durchgefuhrt werden kann. Bei der digitalen koritnaterstitzten Subtraktionsanalyse wird
die Anderung der Zelllange durch computergesteustbtraktionsalgorithmen erfasst.
Dabei werden die wéahrend der Stimulation aufgenonameBilder von dem Bild im
Ruhezustand subtrahiert und der Unterschied zwisblegden berechnet. Als Markierung
dient hierbei die Kutikularplatte, die sich als #lam Streifen am oberen und als heller
Streifen am unteren Ende der Bewegung darstelé. Aiflosung dieses Verfahrens liegt
bei ungefahr 300 nm und ist somit deutlich ungenals die Subpixelanalyse. Das
Verfahren der Interpeak Pixel Counts arbeitet ngt dahlung ganzer Pixel zwischen
verschiedenen, durch die Bewegungen entstehendeauw@rtverschiebungen. Die
Auflésung dieser Methode betréagt ca. 120 nm, b ahmer noch um etwa den Faktor 10
ungenauer als die Subpixelanalyse (Zenner et @2;1®avis 1997). Kalinec et al.
verwendeten im Jahr 2000 die Methode der kleinsfmdrate. Mit Hilfe einer
Bildbearbeitungssoftware, wie dem Adobe Photo ShOopund dem von den U.S. National
Institutes of Health entwickelten NIH Image Prograpwahlten sie Messrechtecke in ihren
Bilddaten aus. Zur Messung der Bewegungen dientém $Schwankungen der
Helligkeitsprofile dieser Messrechtecke, die siet milfe der Methode der kleinsten
Quadrate und der kubischen Spline-Interpolationediareten. Die Auflosung dieser
Methode liegt zwischen 20 nm und 100 nm (Frolenkbwal. 1997; Kalinec et al. 2000).
Die Bildanalyse mit Photowiderstanden &hnelt der ot®diodenmethode. Die
Photowiderstdnde werden Uber den zu analysiereMi@eosequenzen angebracht und
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detektieren die Zellbewegungen. Photowiderstandermavie die Photodioden auch eine
nichtlineare Charakteristik. Das bedeutet, dassverejeder Messung kalibriert werden
mussen. Sie weisen einen eingeschrankten Messhengic Santos-Sacchi et al. gaben die
Standardabweichung dieser Methode mit 160 nm ant¢S<5acchi et al. 1988; Santos-
Sacchi 1989). Insgesamt betrachtet ist die fur doeliegende Arbeit verwendete
Videomikroskopie in Kombination mit einer Beweguagalyse auf Subpixelniveau eine
genaue und relativ einfach zu handhabende Method&essung der Motilitat der AHZ.
Mit einer Auflosung von wenigen Nanometern istdg® anderen beschriebenen optischen
Messmethoden Uberlegen und bendtigt keine zeitandigen Kalibrierungen. AufRerdem
ermdglicht sie in Kombination mit einer stroboslsghien Beleuchtung zusatzlich die

Analyse hochfrequenter Bewegungen.

2. Motilitat der auf3eren Haarzellen bei physiologiscBedingungen

Die hohe Auflésung der videomikroskopischen Subpixalyse ermdglicht eine sehr
genaue Untersuchung des Bewegungsverhaltens von AHZAbhangigkeit vom
Membranpotenzial. In der Literatur wird der Bewegsablauf der AHZ oft mit einer
Boltzmann-Funktion verglichen. Diese Funktion z&gten sigmoidalen Verlauf (Ashmore
2008). Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit kenntdieses Bewegungsmuster
bestatigen. Ubereinstimmend mit den im Jahr 1989 Santos-Sacchi et al. beschriebenen
Versuchsergebnissen wurde auch in dieser Arbeie @symmetrische Reaktion der
Langenanderung auf symmetrische Spannungsanderubgebachtet. Die Langen-
anderungen waren in Richtung der Depolarisationtausi gro3er als in Richtung der
Hyperpolarisation. Ausgehend von einem Ruhepotéraia-70 mV bis -90 mV betrug die
durchschnittliche Langenénderung bei Depolarisatioa. 15 nm/mV und bei
Hyperpolarisation ca. 2 nm/mV (Santos-Sacchi 198@nis et al. konnten ebenfalls eine
derartige Asymmetrie nachweisen. Die Depolarisatemrgab eine durchschnittliche
Langenanderung von 13 nm/mV und die Hyperpolansagine durchschnittliche Langen-
anderung von 2 nm/mV (Canis et al. 2008). Die in w&liegenden Arbeit gemessenen
durchschnittlichen Langenanderungen von 12 nm/mMVDpolarisation von -70 mV bis
+30 mV und von 3 nm/mV bei Hyperpolarisation voi® 4nV bis -170 mV konnten die
Werte, die in den genannten Studien gemessen wardénim Prinzip bestétigen. Evans et

al. konnten ebenfalls ein asymmetrisches VerhalemAHZ nachweisen. Jedoch war im
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Gegensatz zu den Beobachtungen in dieser Arbeltaliéngerung der Zelle grél3er als die
Verkirzung. Die Ergebnisse sind nicht unbedingtglechbar, da Evans et al. das
Membranpotenzial nicht gemessen haben. Der Untexsdierunt vermutlich darauf, dass
die Langenanderungen der AHZ wahrend der Depotaisgemessen wurden und nicht,
wie in der vorliegenden Arbeit, vom Ruhemembranpoi ausgegangen wurde (Evans
1988). Ashmore konnte im Jahr 1987 kein asymmétesd/erhalten bei der Motilitat der
AHZ feststellen. Das Haltepotenzial betrug bei eies/ersuchen -50 mV. Die Zellen
wurden in einem Bereich von -90 mV bis +90 mV stiem (Ashmore 1987). Dieses
Ergebnis beruht vermutlich auf dem verwendeten dpaltenzial von -50 mV. Dieses
Haltepotenzial entspricht, wie auch in der vorlieden Arbeit festgestellt wurde oM unter
physiologischen Bedingungen. Bejyals Haltepotenzial kdnnte die L-V-Kurve somit als
symmetrisch erscheinen. Die in dieser Arbeit festglte Spannung . betrug -50 mV,
ein Wert, den auch Rajagopalan et al. bei der Mepsier NLC von AHZ erhielten
(Rajagopalan et al. 2007). Bei 12 Zellen, die uptersiologischen Bedingungen untersucht
wurden, konnte in der vorliegenden Arbeit eine meale Steigung der L-V-Kurve von ca.
27 nm/mV beobachtet werden. Untersuchungen an 7 AMlEr Verwendung von
Photodioden, die im Jahr 1987 von Ashmore durchgefivurden, ergaben einen etwas
niedrigeren Wert von 19,8 + 8,3 nm/mV. Er beobaehtane maximale Langenanderung
apikaler AHZ von ca. 2 pm und basaler AHZ von G&.|om (Ashmore 1987). Die in der
vorliegenden Arbeit mit apikalen AHZ aus den beidsmeren Windungen der Meer-
schweinchencochlea vorgenommenen Messungen erdmseginer Spannung von -170
mV eine maximale Elongation von 281 + 44 nm undédeer Spannung von +30 mV eine
maximale Verkirzung von -1208 = 96 nm. Insgesarmgtbérsich daraus eine maximale
Langenanderung von ca. 1,5 um. Die unterschiedlidBegebnisse konnten durch die
geringe Messgenauigkeit der von Ashmore verwendbtethode erklart werden. Durch
die Schatzung der Bewegungen mithilfe eines Ok@lternetzes konnte Ashmore
Bewegungen lediglich auf ca. 0,3 um genau erkenMassungen auf Subpixelniveau
weisen hingegen eine Auflésung von wenigen Nanometef (Ashmore 1987; Canis et al.
2008). Die in dieser Arbeit durchgefiihrten Messungger Elektromotilitdit kénnen
aufgrund der groRen Ubereinstimmung mit den Erggstemi von vergleichbaren Studien als
valide gelten. Die AHZ bei physiologischen Bedingan dienten bei weiteren

Untersuchungen als Kontrollgruppe.
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3. Einfluss von Cholesterin auf die Motilitat der atfdeHaarzellen

3.1 Allgemeine Betrachtungen

Zahlreiche epidemiologische und klinische Studieheen einen Zusammenhang von
erhohten Cholesterinwerten mit HoOrstérungen zu dbesin (Rosen et al. 1962,
Cunningham et al. 1974; Gates et al. 1993). Dieeinigen Studien bei hohen
Cholesterinwerten beobachtete Verminderung deikagischen Emissionen (OAE) lassen
auf eine schadigende Wirkung auf die AHZ schlie@myer et al. 2001; Rajagopalan et
al. 2007; Syka et al. 2007). Im Kklinischen Alltagerten die OAE zur Erfassung der
Funktion der AHZ (Schmidt 2007). Auch die Senkug \Cholesterinwerten durch Statine
oder durch Plasmapherese zeigt einen positiverktid die OAE (Suckfull 2002; Syka et
al. 2007). Trotz zahlreicher epidemiologischer soltinischer Studien sind die Details der
pathophysiologischen Wirkungen von Cholesterindiaf AHZ weitgehend ungeklart und
Thema kontrovers gefuhrter Diskussionen. Neben dedirekten pathologischen
Wirkungen von Cholesterin auf die cochleére Bluteegung und somit auch auf die AHZ
vermutet man auch eine direkte schadigende Wirkandg die AHZ und deren
Elektromotilitdt (Mazurek et al. 2008). Die zenga@ufgabe dieser Arbeit bestand in der
gualitativen und quantitativen Erforschung diesezkden Wirkungen. Der direkte Einfluss
von Cholesterin auf die Elektromotilitat betrifienmutlich zum einen die Zellmembran und
zum anderen das Motorprotein Prestin. Die hochialgerte und cholesterinarme laterale
Zellmembran der AHZ ist einzigartig unter den Sdiegeellmembranen. Aufgrund ihrer
physikalischen Eigenschaften wie Membransteifighéiskositat, Elastizitat, Fluiditat und
laterale Diffusionsfahigkeit beeinflusst sie in eah MaRe die Elektromotilitat der AHZ.
Cholesterin wirkt auf diese physikalischen Eigemasigm der Zellmembran modulierend
und beeinflusst damit vermutlich auch die Verstadsfunktion der AHZ. Einige Autoren
vermuten sogar, dass Cholesterin eine regulieraNiikung auf die Elektromotilitat
aufweist (Nguyen et al. 1998; Organ et al. 2009gbé&h der Zellmembran kdnnte
Cholesterin auch das Motorprotein Prestin und dadiét Elektromotilitit der AHZ
beeinflussen. Denkbar waren eine direkte Wirkungdas Prestin oder indirekte Effekte

auf die Lipid-Mikrodoménen, in denen das Prestirekol in der Zellmembran lokalisiert
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ist (Rajagopalan et al. 2007; Sfondouris et al.80diel dieser Forschungsarbeit war es,
neue Erkenntnisse zur Klarung dieser Problemaiigulbragen. In ersten Versuchen wurden
die Langenanderungen der AHZ bei steigenden Cleslekbnzentrationen gemessen.
Weitere Experimente sollten dann Hinweise lieferin,der Einfluss von Cholesterin eher
das Ergebnis von Auswirkungen auf die passivenrisgeaften der Zellmembran darstellt

oder mehr auf einem Effekt auf die Funktion desdfmtoteins Prestin beruht.

3.2 Abhangigkeit der Motilitdt der aul3eren Haarzelleanvder Cholesterin-

konzentration

Eine Hypothese der vorliegenden Arbeit war, dasse edunahme der extrazellularen
Cholesterinkonzentration die Motilitat der AHZ mfizieren kénnte. Aus diesem Grund
wurden neben der Kontrollgruppe, bestehend ause€el2ry weitere 12 Zellen bei einer
Cholesterinkonzentration von 0,1 mmol/l, 10 Zellbai einer Konzentration von 0,5
mmol/l, 12 Zellen bei einer Konzentration von 1,dno¥/l und 7 Zellen bei einer

Cholesterinkonzentration von 1,5 mmol/l untersucht.

3.2.1 Einfluss von Cholesterin auf die maximale Verkirguond maximale

Verlangerung

Die Vermutung, dass eine steigende extrazelluldrelgSterinkonzentration die Motilitat

der AHZ beeinflusst, konnte bestatigt werden. Mitnghmenden Cholesterin-
konzentrationen verringerten sich die maximalen dgefrdnderungen. Am deutlichsten
zeigte sich dieser Effekt bei der grolten gemesseBewegung, der maximalen
Verkirzung. Bei einer Cholesterinkonzentration @t mmol/l scheint der Einfluss von
Cholesterin noch zu gering zu sein, um eine sichtbéeranderung herbeizufihren. Im
Vergleich zur Kontrollgruppe konnte eine nicht sidgante Reduktion der maximalen
Verkirzung um weniger als 1 % beobachtet werdame Eiholesterinkonzentration von 0,5
mmol/l zeigte eine im Vergleich zur Kontrollgruppgoch nicht signifikante Lan-

genreduktion mit einem Motilitatsrickgang um 12 Bg&i einer Cholesterinkonzentration
von 1,0 mmol/l zeigte sich mit einem Wert von -8%991 nm im Vergleich zur

Kontrollgruppe eine signifikante (p < 0,01) Verrergng der maximalen Verkirzung um
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ca. 29 %. Die Zellgruppe, die mit einer Cholestarimzentration von 1,5 mmol/l behandelt
wurde, wies mit -769 + 63 nm bei der maximalen \erking gegentber der
Kontrollgruppe einen weiteren signifikanten (p €01, Motilitatsrickgang um ca. 36 %
auf. Wird bericksichtigt, dass die Zellen mit eitgheren Cholesterinkonzentration bei
einem Ruhepotential von -70 mV schon deutlich vezkuiorliegen, sind die gemessenen
Verdanderungen noch aussagekraftiger. Diese Ergebrigigen einen konzentrations-
abhangigen Einfluss von Cholesterin auf die Elekotlitat der AHZ. Das
Bewegungsmuster der AHZ ist asymmetrisch, d.h.nth&imale Verlangerung ist kleiner
als die maximale Verkirzung. Deshalb verwunderniebt, dass die maximale Verlan-
gerung der AHZ unter Cholesterineinfluss zwar aai Ergebnisse lieferte, diese aber
nicht so deutlich ausfielen. Bei Cholesterinkoneaidnen von 0,1 mmol/l und 0,5 mmol/l
konnten auch bei der maximalen Verlangerung kam@fikanten Bewegungsunterschiede
zur Kontrollgruppe beobachtet werden. Cholestemzkntrationen von 1,0 mmol/l bzw.
1,5 mmol/l hingegen ergaben im Vergleich zur Kolfigrappe eine signifikante (p < 0,05)
Reduktion der maximalen Verlangerung um 9 % bzw.2856. Auch diese Ergebnisse
sprechen fiur eine konzentrationsabhangige Wirkuwng @holesterin auf die Motilitat der
AHZ.

In der vorliegenden Arbeit wurden erstmals die leiinderungen der AHZ unter Einfluss
von Cholesterin videomikroskopisch gemessen. Digersohiedlichen Untersuchungs-
methoden erschweren den Vergleich mit den Ergebmisgon Vorgangerstudien.
Sfondouris et al. konnten einen Zusammenhang deurigsdichte der Zellmembran von
Prestin-transfizierten HEK-Zellen mit der Cholestkonzentration beobachten. Diese
Untersuchungen zeigten bei steigenden Cholesteragrationen von 1 mmol/l bis 8
mmol/l einen Abfall der Ladungsdichte (Sfondourisak 2008). Unter der Annahme, dass
zwischen der Ladungsdichte der Zellmembran und WMtilitat der AHZ ein
Zusammenhang besteht, kdonnte diese Studie die kisgeb der vorliegenden Arbeit
bestatigen. Rajagopalan et al. untersuchten im2R0i# die Elektromotilitat der AHZ unter
dem Einfluss von Cholesterin indirekt tber die DHOyYon Meerschweinchen. Sie lie3en
wahrend der Messungen 30 Minuten lang LésungememtCholesterinkonzentrationen 10
mmol/l und 200 mmol/l in die Perilymphe diffundiereBei einer Cholesterinkonzentration
von 10 mmol/l kam es, vergleichbar wie in der \egknden Arbeit bei 0,1 mmol/l, zu
keiner signifikanten Verringerung der Motilitit dekHZ. Bei einer Cholesterin-

konzentration von 200 mmol/l konnte zu Beginn defuBionsvorganges ein geringer
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Anstieg der DPOAE von 2 dB bis 3 dB und anschliel3&in starker Abfall von tber 20 dB
beobachtet werden (Rajagopalan et al. 2007). Diésgsungen zeigen damit auch eine
Abhéangigkeit der Motilitat der AHZ von der Cholestéonzentration. Dass Rajagopalan
et al. bei einer Cholesterinkonzentration von 10 atimnoch keine signifikanten
Veranderungen feststellen konnten, wahrend in dmtiegenden Arbeit bereits eine
Konzentration von 1 mmol/l eine signifikante Redakt der Motilitat hervorrief, liegt
vermutlich an den unterschiedlichen experimentdifithoden und Versuchsbedingungen.
Im Gegensatz zu der in der vorliegenden Arbeit esieten Methode wurde von
Rajagopalan et al. die Motilitat der AHZ durch Masgen der DPOAE in vivo untersucht.
Unter Umstanden sind AHZ in vivo eher in der Lagsne erhohte Cholesterin-
konzentration zu kompensieren. Aul3erdem muss bejagBpalan et al. ein
Verdunnungseffekt durch die Perilymphe Dbertcksgthtverden. Die in ihren Unter-
suchungen applizierte Cholesterinmenge war so gediass in der Cochlea eher nicht eine
Konzentration von 10 mmol/l vorlag. Der Unterschigthnte auch darin begriindet sein,
dass mit der Messung der DPOAE die Elektromotititgéit AHZ nur indirekt nachgewiesen
wird (Rajagopalan et al. 2007). Die in dieser Arberwendete Videomikroskopie auf
Subpixelniveau scheint eine gréRere Sensitivitdzuaveisen, so dass bereits geringere

Motilitatsanderungen detektiert werden kdénnen.

3.2.2 Einfluss von Cholesterin auf die maximale Steiguagf die durchschnitt-

lichen Langenanderungen und auf die Spannupg V

Die durchschnittliche LAngenéanderung in Depolaiosatichtung von -70 mV bis +30 mV
verringerte sich in dieser Arbeit bei allen untetgen AHZ mit einer erhéhten extra-
zellularen Cholesterinkonzentration. Aufgrund dezinen Werte im Bereich von 10 nm
konnten aber keine signifikanten Zusammenhange dwodtét werden. Bei der durch-
schnittlichen Langenanderung in Hyperpolarisatimh$ung von -70 mV bis -170 mV
wurden teilweise hohere Werte als bei der Kontrafppe gemessen. Dies kdnnte auf der
Verschiebung von M. beruhen. Bei allen mit Cholesterin behandelterigfigbpen zeigte
sich eine Verschiebung vony¥ in die hyperpolarisierende Richtung. Diese waelgibei
den geringen Cholesterinkonzentrationen von 0,1 mond 0,5 mmol/l erkennbar. Die
Verschiebung von M. auf Spannungen von -50 mV bis -60 mV bzw. aufr®d bis -70
mV war bei beiden Konzentrationen jedoch nicht iikgint. Die groéf3te Verschiebung in

die hyperpolarisierende Richtung wiesen die Zelleneiner Cholesterinkonzentration von
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1,0 mmol/I mit einer Spannungy¥ von -70 mV auf. Bei den mit 1,5 mmol/l Cholesterin
behandelten Zellen nahm die Spannung Wieder auf -60 mV ab. Die bei der Spannung
Ve auftretende maximale Steigung verringerte sichatlen mit Cholesterin behandelten
Zellen im Vergleich zur Kontrollgruppe nicht sigként. Auch in friheren Studien konnte
durch Messung der NLC eine Verschiebung v Unter Cholesterineinfluss in die hy-
perpolarisierende Richtung beobachtet werden. Rpalgn et al. stellten an AHZ bei einer
Cholesterinkonzentration von 1,0 mmol/l sogar e#seschiebung von ) von -50 mV
auf Uber -130 mV fest. Eine Depletion von Cholastefiihrte dagegen zu einer
Verschiebung von ). in die depolarisierende Richtung auf +80 mV (Rejzgan et al.
2007).

Untersuchungen an Prestin-transfizierten HEK-Zellbestétigen diese Ergebnisse
(Rajagopalan et al. 2007; Sturm et al. 2007; Sfandcet al. 2008). Die wesentlich starkere
Verschiebung von M. bei Rajagopalan im Vergleich zur vorliegenden Arbist
vermutlich auf die unterschiedlichen Messverfahmmickzufihren. Wahrend in der
vorliegenden Arbeit die Langenanderungen der AHAhegsen wurden und daraus die
Spannung W abgeleitet wurde, detektierten Rajagopalan etlialNLC. Rajagopalan et
al. konnten trotz einer Verschiebung vorkVin die hyperpolarisierende Richtung bei
erhohter Cholesterinkonzentration keine Abnahme rdaximalen NLC feststellen. Dies
bedeutet, dass der Betrag an Chloridionen, die diszeMembran verschoben werden, bei
unterschiedlichen Cholesterinkonzentrationen igehtiist. Da Chloridionen als eine Art
Spannungssensor fur das Prestin dienen, ist sootgh a/on einer vergleichbaren
Kraftwirkung der Prestinmolekiile auszugehen. Dieddk&on der maximalen Langen-
anderung und der maximalen Steigung ist also ebereme Erhéhung der Membran-
steifigkeit zuriickzufuihren. Der direkte Einflussnv€holesterin auf Prestin liegt in einer
Verschiebung von M. und der maximalen Steigung in Richtung Hyperpoidias.
Rajagopalan et al. diskutieren die Cholesterinkotragon in der Plasmamembran von
AHZ als einen Stellmechanismus, tber welchen diektEdmotilitat reguliert werden
kénnte. Die Wirkungsweise dieses Mechanismus ishdsi jedoch nicht aufgeklart und
muss deshalb noch genauer untersucht werden. Desp®epotenzial der AHZ bewegt
sich normalerweise zwischen -60 mV und -80 mV (Bayalan et al. 2007). Da die grof3te
Langenanderung in Abhangigkeit von der Spannungséand ohne Zugabe von
Cholesterin bei einem Potenzial von -50 mV auftkihinnte vermutet werden, dass das
System bei physiologischen Bedingungen nicht mitimaler Leistung arbeitet. Durch die
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in der vorliegenden Arbeit bei einer Cholesterird@mtration von 1,0 mmol/l beobachtete
Verschiebung in die hyperpolarisierende Richtunfindet sich V4. im Bereich des Re-
zeptorpotenzials. Dadurch kommt es trotz Verringgruder Gesamtmotilitat bei
Spannungen von -170 mV bis +30 mV zu einer ErhordergMotilitat im aktiven Bereich
von -60 mV bis -80 mV. So konnte bei der Versuchpge mit einer Cholesterin-
konzentration von 1,0 mmol/l im Bereich der Spargamvon -60 mV bis -80 mV eine
durchschnittliche Langené&nderung von 19,9 nm/mV egsen werden, die wesentlich
grolRer war als die bei der Kontrollgruppe mit 6;8/mV. Diese Ergebnisse scheinen auch
Studien von Rajagopalan et al. zu bestatigen, de langsamer Steigerung der
Cholesterinkonzentration in der Perilymphe einetialen Anstieg der DPOAE feststellten.
Erst eine weitere Erhohung der Cholesterinkonzeatra fihrte dann zu einem
Intensitatsverlust der DPOAE (Rajagopalan et al0720 Diese Beobachtung konnte
eventuell durch eine weitere Verschiebung vonwViber den Bereich des
Rezeptorpotenzials hinaus in die hyperpolarisiegenRichtung erklart werden.
Wahrscheinlich spielt hierbei auch die in dieserbéit beobachtete Abnahme der
maximalen Verkirzung und der maximalen Verlangerugige Rolle. Wird die
Cholesterinkonzentration noch weiter erhdht, koresizu einer verstarkten Abnahme der
maximalen Verkirzung und der maximalen VerlangerdegAHZ. Dies betrifft auch den
aktiven Bereich des Rezeptorpotenzials zwischem@Qund -80 mV. Somit kénnten sich
bei einer Uberhdhten Cholesterinkonzentration diersvhiebung von M. und die
Verringerung der maximalen Langenanderungen sd& staswirken, dass der somatische
Verstarkungsprozess der AHZ merklich vermindert Bmit scheinen die vorliegenden
Ergebnisse den schon seit Jahrzehnten diskutie®aisammenhang zwischen
Horfunktionsstérungen und erhéhten Cholesterinweztebestétigen.

3.3 Einfluss von Cholesterin auf das Motorprotein Rrestind auf die Zell-

membran der auf3eren Haarzellen

3.3.1 Einfluss von Chlorid auf die Motilitat der auRerE@arzellen

Ein wichtiges Ziel dieser Arbeit bestand darin, Waise auf den Wirkungsmechanismus

von Cholesterin zu erhalten. Die Motilitat der AWdrd von passiven Faktoren wie den
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physikalischen Eigenschaften der Zellmembran und wa#tiven Faktoren wie dem
Motorprotein Prestin  bestimmt. Cholesterin beesdgtlu die Zellmembran durch
Veranderung der Membransteifigkeit, der ViskosiEgstizitat, Fluiditat und der lateralen
Diffusionsfahigkeit (Nguyen et al. 1998; Oghalaiat 1999; Ohvo-Rekila et al. 2002;
Organ et al. 2009). Cholesterin wirkt auch auf Eesorprotein Prestin (Rajagopalan et al.
2007; Sturm et al. 2007; Sfondouris et al. 2008)dieser Arbeit sollte herausgefunden
werden, ob und wie stark Cholesterin die Zellmembbaw. das Motorprotein Prestin
beeinflusst. Als Grundlage fur diese Untersuchundiente der von Oliver et al. im Jahr
2001 entdeckte Einfluss von Chlorid- und Bicarbamren auf die Aktivitat des
Motorproteins Prestin. Diese Anionen scheinen déirteSpannungssensor flr das Prestin
zu sein. Wird bei AHZ die intrazellulare Chloridkaentration verringert, kommt es zu
einer Verminderung der Prestinfunktion (Oliver et2801). In dieser Arbeit wurde deshalb
bei 12 AHZ die intrazellulare Chloridkonzentratianf 6 mmol/l reduziert. Die entzogenen
Chloridionen wurden durch 134 mmol/l des physiatobi irrelevanten Anions
Natriumpentansulfonat ersetzt. Die maximale Veringg der AHZ bei einer Spannung
von -170 mV betrug bei einer intrazellularen Chd&onzentration von 6 mmol/l 135 + 19
nm. Die maximale Verkirzung bei einer Spannung+80d mV ergab einen Wert von -584
+ 71 nm. Die Verringerung der maximalen Verkuirzwmgl der maximalen Verlangerung
um jeweils 48 % war im Vergleich zur Kontrollgruppignifikant (p < 0,01). Nahezu das
gleiche Ergebnis ergaben Untersuchungen von Olietr al., die bei einer
Chloridkonzentration von 6,3 mmol/l eine Reduktider Prestinfunktion auf die Halfte
messen konnten (Oliver et al. 2001). Auch die vami€ et al. bei einer intrazellularen
Chloridkonzentration von 6 mmol/l gemessene Mdiifiverringerung um 45 % bestatigt
dieses Ergebnis, so dass auch bei den Untersuamungdieser Arbeit bei einer intra-
zellullaren Chloridkonzentration von 6 mmol/l vomer halbmaximalen Prestinfunktion
ausgegangen werden kann (Canis et al. 2008). NdbervVerringerung der maximalen
Langenanderung kam es in der vorliegenden Studie zw einer Reduktion der maximalen
Steigung der L-V-Funktion von 27 nm/mV bei der Katigruppe auf 14 nm/mV. Wie bei
der maximalen Langenénderung entspricht diesesbBigeeiner zur Kontrollgruppe
signifikanten (p < 0,01) Motilitatsverminderung u#8 %. Eine Verschiebung vonp¥
konnte jedoch nicht beobachtet werden. Die duratiitibhe Langendnderung verringerte
sich nicht signifikant auf ca. 6 nm/mV bei Depatation und auf ca. 1 nm/mV bei

Hyperpolarisation. Canis et al. beobachteten int 2808 bei der gleichen intrazellularen
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Chloridkonzentration von 6 mmol/l vergleichbare chschnittliche LAngenanderungen von
7 nm/mV bei Depolarisation und von 2 nm/mV bei Hygdarisation (Canis et al. 2008).

Die vorliegende Arbeit bestatigt damit die Ergebaisriherer Studien und zeigt, dass die
Verringerung der Chloridkonzentration eine validethbde zur gezielten Hemmung der

Prestinfunktion darstellt.

3.3.2 Einfluss von Cholesterin bei halbmaximaler Prestirition

Bei 12 AHZ wurde die intrazellulare Chloridkonzeaiton auf 6 mmol/l reduziert und
damit eine halbmaximale Prestinfunktion hervorgenuf Zusatzlich wurde die extra-
zellulare Cholesterinkonzentration auf 1 mmol/l gastellt. Der Vergleich dieser
Zellgruppe mit Messungen bei AHZ gleicher Cholast@nzentration von 1,0 mmol/l,
aber einer intrazellularen Chloridkonzentration e mmol/l, ergab bei der maximalen
Langenanderung, bei der durchschnittlichen Langdedmg bei Depolarisation und
Hyperpolarisation und bei der maximalen SteigunglLd¥-Kurve jeweils eine Halbierung
der gemessenen Werte.

Bei den 12 AHZ mit einer intrazellularen Chloridk@mtration von 6 mmol/l und einer
extrazellularen Cholesterinkonzentration von 1 nimdéam es im Vergleich zur
Zellgruppe, die auch eine verringerte intrazellel@hloridkonzentration von 6 mmol/l auf-
wies, aber nicht mit Cholesterin behandelt wurdeginer weiteren signifikanten (p < 0,01)
Reduktion der maximalen Verkirzung um 18 % auf -47%9 nm. Die maximale
Elongation verringerte sich in nicht signifikaniéeise um 5 % auf 128 £ 12 nm. Die ma-
ximale Steigung der L-V-Kurve von 12 nm/mV wurde e@er Spannung ). von -70 mV
gemessen. Es zeigte sich also die gleiche Versahgebon V. in die hyperpolarisierende
Richtung wie bei der Zellgruppe, die nur mit eil@holesterinkonzentration von 1 mmol/I
behandelt wurde. Durch den Vergleich der maximalangenédnderungen der Zellgruppe
bei halbmaximaler Prestinfunktion ohne Cholestearmihder Zellgruppe bei halbomaximaler
Prestinfunktion mit einer Cholesterinkonzentratimm 1,0 mmol/l und mit der Zellgruppe
bei normaler Prestinfunktion, aber unter Einflugsee Cholesterinkonzentration von 1,0
mmol/l, kann zwischen der Wirkung von Cholesteriaf @as Prestin bzw. auf die
Zellmembran unterschieden werden. Unter der Annal@helesterin hatte lediglich einen
Effekt auf die Zellmembran und wiirde die Prestinatiét nicht beeinflussen, wére eine
Verringerung der maximalen Motilitat um den gleichd’rozentsatz wie in der

Versuchsgruppe mit normaler Prestinfunktion zu eteva Die Verringerung musste fur die
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maximale Verklrzung 29 % und fur die maximale Viegérung 9 % betragen. Wirde
Cholesterin umgekehrt nur die Prestinfunktion biessen, wirde man bei halbaktivierten
Zellen nur halb so starke Auswirkungen durch Chehas erwarten, also etwa 15 % fur die
maximale Verkirzung und 5 % fur die maximale Vegkrung. Die in der vorliegenden
Arbeit gemessene Reduktion der maximalen Verkiraumgl8 % bzw. der maximalen
Verlangerung um 5 % legen somit nahe, dass Chalestewohl auf das Motorprotein
Prestin als auch auf die Zellmembran wirkt. Da\llerte eher in Nahe der fur eine reine
Prestinwirkung vermuteten Betrage liegen, kann aogenen werden, dass Cholesterin die
Prestinfunktion starker als die passiven Membrasmeghaften der AHZ beeinflusst. In
Zusammenschau der Ergebnisse der vorliegenden tAupei der Untersuchungen von
Rajagopalan ist die Reduktion der maximalen Langdeding und der maximalen
Steigung auf eine Erh6hung der Membransteifigkertiekzufiihren. Die direkte Wirkung
von Cholesterin auf Prestin liegt hingegen in eMerschiebung der maximalen Steigung
in Richtung Hyperpolarisation, deren Wirkungsmedsiamis bisher jedoch noch nicht
aufgeklart ist (Rajagopalan et al. 2007). In derliggenden Arbeit war die Verschiebung
von Vp allein durch die Zugabe von Cholesterin bedingt. Die R&dok der
Chloridkonzentration zeigte weder unter physiololgesn Bedingungen noch bei erhéhter
extrazellularer Cholesterinkonzentration einen IEB¥ auf V. Dies konnte darauf
hinweisen, dass Chlorid und Cholesterin unabhaugigeinander auf das Prestinmolekdl
einwirken. Daraus lasst sich aber keine zuverléssidussage Uber den
Wirkungsmechanismus von Cholesterin machen. Sakietsen z.B. Chloroform und die
cGMP-abhangige Proteinkinase (PKG)Mn die hyperpolarisierende Richtung, obwohl
Chloroform mit der Plasmamembran interagiert uredRKG an der Phosphorylierung von
Prestin beteiligt ist (Santos-Sacchi et al. 200daloet al. 2005).
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V. Zusammenfassung und Ausblick

Gerade in der heutigen Kommunikationsgesellscliditeih Horstérungen haufig zu einem
Verlust der Arbeitsfahigkeit und Lebensqualitatcidi selten enden sie in einer sozialen
Isolation der Patienten. Bisher sind kausale Thermaglinahmen zur Behandlung einer
Innenohrschwerhorigkeit nur in  begrenztem Umfang glot. Die wichtigste
Therapieoption besteht darin, den Patienten mereikiérgerat zu versorgen. Nach einer
Mitteilung der Bundesinnung der Horgerateakustiked die Zahl der ca. 2,5 Millionen in
Deutschland lebenden Horgeréatetrager aufgrund el@odraphischen Entwicklung weiter
zunehmen. Der Pravention und Behandlung von Inmenkdankungen kommt somit aus
soziobkonomischer, aber auch aus klinischer Sicte grof3e Bedeutung zu. Deshalb ist
eine intensive Erforschung der Pathophysiologie Janenohrstérungen notwendig.
Pathogenetisch spielen neben Ursachen wie Hypox@m und Hypertonie auch
metabolische Erkrankungen wie eine Hypercholesiaria eine auslosende Rolle. Erste
Hinweise auf die schadigende Wirkung von Cholestatif das Innenohr ergab bereits im
Jahr 1962 eine Untersuchung von Samuel Rosen, aretlib Prevalenz der Presbyakusis
bei dem sudanesischen Stamm der Mabaan mit eingrddlgruppe aus den USA verglich.
Das verminderte Auftreten der Altersschwerhorighe#i den Mabaan fihrte er unter
anderem auf eine cholesterinarme Ernahrung zuriadhlreiche epidemiologische,
klinische und experimentelle Studien bestatigersatieZusammenhang und weisen unter
anderem auch auf eine direkte schadigende WirkamgGholesterin auf die Funktion der
aul3eren Haarzellen hin. Die aul3eren Haarzellenisiddr Lage, durch LAngenanderungen
Schallsignale zu verstarken und die Sensitivitds @®rti-Organs zu erhtéhen. Dieser
Vorgang wird aufgrund seiner Abhangigkeit vom Meanpotenzial auch Elektromotilitat
genannt. Er wird durch Konformationsanderungen Mesorproteins Prestin, welches in
der Zellmembran der auf3eren Haarzellen lokalissgérausgeltst. Bei einer Depolarisation
kommt es zur Verkirzung, eine Hyperpolarisationrfidur Verlangerung der Zellen.
Obwohl zahlreiche Studien vorliegen, ist die gen#iekungsweise von Cholesterin auf
die auReren Haarzellen noch weitgehend ungeklad unalt kontrovers geflhrter
Diskussionen.

Die zentrale Aufgabe dieser Arbeit bestand daream &influss von Cholesterin auf die

Motilitdt von &uf3eren Haarzellen qualitativ und wiifativ zu untersuchen. Dazu wurden
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die Langenanderungen von insgesamt 77 Zellen keraohiedlichen extrazellularen und
intrazellularen Bedingungen gemessen.

Die aulReren Haarzellen wurden aus der Cochlea veerddhweinchen frei prapariert und
mit der Patch-Clamp-Technik zu Anderungen der Zetie stimuliert. Zur Aufzeichnung
dieser Bewegungen diente die Videomikroskopie auldpielniveau, die eine Auflésung
im Nanometerbereich aufweist. Die Zellen wurdemehrere Versuchsreihen aufgeteilt. In
einer Versuchsreihe wurden die Langenanderungen 1®ndul3eren Haarzellen bei
physiologischen intra- und extrazellularen Bedirggmgemessen. Diese Zellen dienten als
Kontrollgruppe fir die weiteren Experimente. Digy&bnisse dieser Versuchsreihe konnten
das Bewegungsmuster der Zellen, das in der Litetz#achrieben worden ist, bestatigen.
Es zeigte sich ein asymmetrischer Verlauf der Bewmggn in Depolarisations- und
Hyperpolarisationsrichtung mit einer maximalen Lé&nm@nderung von ca. 1,5 um. Um den
Einfluss von extrazellularem Cholesterin auf die titdt der aul3eren Haarzellen zu
guantifizieren, wurden die Zellen in Abhangigkeibnv der Cholesterinkonzentration
untersucht. Insgesamt wurden die Langenanderungend ® Zellen mit 0,1 mmol/l, von 10
Zellen mit 0,5 mmol/l, von 12 Zellen mit 1 mmol/hd von 7 Zellen mit 1,5 mmol/l
Cholesterin gemessen. Das Versuchsergebnis ergaén ekonzentrationsabhangigen
Einfluss von Cholesterin auf die Elektromotilitdinvdu3eren Haarzellen. Dieser Effekt war
ab einer Cholesterinkonzentration von 1,0 mmolt @mem Motilitdtsriickgang um 29 %
bei der maximalen Verkirzung und um 9 % bei derimalen Verlangerung signifikant.
Gleichzeitig zeigte sich eine Verschiebung der 8pag Vi in die hyperpolarisierende
Richtung. V. entspricht der Spannung, bei der am effektivstere é8ewegung der
aufReren Haarzellen erzeugt wird. Die VerschiebwrgW.wurde in friheren Studien als
Stellschraube fir die Regulation der Elektromadatiligesehen. Mit diesen Ergebnissen
konnte die vorliegende Studie nicht nur den selirzlhnten diskutierten schadigenden
Einfluss von Cholesterin auf die dul3eren Haarzell@chweisen, sondern auch Hinweise
auf eine Regulationsfunktion von Cholesterin bei Biektromotilitat geben. Der Einfluss
von Cholesterin auf die Elektromotilitdt beruht sdw auf Wirkungen auf die passive
Zellmembran, als auch auf das Motorprotein Prestin.

Eine weitere Versuchsreihe sollte Hinweise liefesh,der Einfluss von Cholesterin eher
das Ergebnis von Auswirkungen auf die passivenrisgeaften der Zellmembran darstellt
oder mehr auf einem Effekt auf die Funktion desdviatoteins Prestin beruht. Dazu wurde
bei 12 Zellen durch Reduktion der intrazellulardndfidkonzentration die Prestinfunktion
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auf die Halfte verringert und extrazellular 1 mrholasserlosliches Cholesterin zugegeben.
12 Zellen mit halomaximaler Prestinfunktion, beinde die extrazellulare Lésung kein
Cholesterin enthielt, dienten als Vergleichsgrup@®i den mit einer Cholesterin-
konzentration von 1 mmol/l behandelten Zellen naitbmaximaler Prestinfunktion zeigte
sich ein Motilitatsriickgang um 18 % bei der maxiemaVerkirzung und um 5 % bei der
maximalen Verlangerung im Vergleich zu den Zellelh Inalbmaximaler Prestinfunktion
ohne Cholesterinzugabe. Aus dem Vergleich dieselebeZellgruppen mit den Zellen, die
nur mit 1,0 mmol/l Cholesterin behandelt wurden,niie ermittelt werden, dass
Cholesterin starker auf das Motorprotein Prestinaalf die physikalischen Eigenschaften
der Zellmembran wirkt.

Die Ergebnisse dieser Arbeit unterstiitzen die imneren Studien diskutierte Vermutung,
dass zwischen einer Hypercholesterinamie und Hadghngen ein Zusammenhang
besteht. Sie ermdglichen ein besseres VerstandmisMirkung von Cholesterin auf die
Horfunktion. Als praventive Malinahme kénnte neben\dermeidung von Larmbelastung
auch die rechtzeitige Diagnose und Therapie eingrektholesterinamie sein. In Studien
wurde ein therapeutischer Effekt einer SenkungQleslesterinspiegels bei einem Horsturz
nachgewiesen. Diese klinischen Beobachtungen samdiei Betrachtung der Ergebnisse
dieser Arbeit plausibel zu sein. Durch Senkung@eslesterinspiegels besteht womdéglich
eine gute Chance, erstmals eine suffiziente Therdps Horsturzes zu entwickeln. Die
genauen Mechanismen der Wirkung von CholesterindaifZellmembran bzw. auf das
Motorprotein Prestin sind jedoch noch weitgehendekiannt. Die in dieser Arbeit
beschriebenen Hinweise auf eine Regulationsfunkt@nCholesterin bei der Motilitat von
aulBeren Haarzellen bieten durchaus neue Ansatapdiakiweitere Untersuchungen auf
diesem Forschungsgebiet. Durch das Verstandnis diggender Pathomechanismen
ergeben sich in Zukunft neue Madglichkeiten zur Bridn und Therapie von
Erkrankungen des Innenohres wie Altersschwerhditigkelérsturz und Tinnitus.
Angesichts der steigenden Anzahl betroffener P@irennd der Uberragenden Bedeutung
des Gehorsinns fur das soziale Zusammenleben skehiEnisse auf diesem Gebiet von

grof3er klinischer Bedeutung.
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