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1. Einleitung

Die Cochlea als Hororgan des Innenohrs vermittelt mit ihnrem Corti-Organ, das im
Ductus cochlearis (DC) zwischen den Perilymphraumen, Scala vestibuli und
Scala tympani, lokalisiert ist, die fur das Hoéren essenzielle mechanoelektrische
Transduktion. Fur die Aufrechterhaltung dieser spielt der kontinuierliche
intraepitheliale Abtransport des lons Kalium, K*, uber den K*-Kanal Ki4.1 aus
dem basolateralen Flussigkeitsraum der Haarsinneszellen durch das
Stutzzellsynzytium des DCs eine tragende Rolle [1-5]. Fur den dabei
entstehenden intrazellularen osmotischen Druck bedarf es gleichzeitig dazu
ausgleichender Wassersfliisse. Die Kolokalisation des K*-Kanals Ki4.1 mit dem
Wasserkanal Aquaporin-4 (AQP4) im basalen beziehungsweise basolateralen
Membranabschnitt der Stutzzellen des DCs dient hierbei als Kanalsystem, das
die ionen- und wasserhomoostatische Funktion der Stitzzellen wéhrend der
auditiven sensorischen Transduktion erfullt [5-11]. Funktionell fiihrte das Fehlen
beziehungsweise ein Funktionsverlust von AQP4 in AQP4-Knock-out-Mausen
und einem punktmutierten AQP4-Gen beim Menschen zur nahezu vollstandigen
Ertaubung [12-14]. Graduell konnte in einem Mausmodell mit steigendem Alter
der Tiere ein Zusammenhang zwischen einem zunehmenden Hoérverlust und ei-
ner Reduktion der AQP4-Expression in den Stitzzellen des DCs beobachtet wer-
den [10, 15]. Daten aus dem ZNS und der Retina zeigten die Koexistenz mehre-
rer AQP4-Isoformen (AQP4-M23 und AQP4-M1) mit jeweils unterschiedlicher
Wasserpermeabilitat; AQP4-M23 8-fach hoher als AQP4-M1 [16, 17].
Ultrastrukturell konnten beide AQP4-Isoformen als Teil von Aggregationen von
AQP4-Tetrameren zu rechteckigen ,Flo3-artigen“ Strukturen, den orthogonalen
Partikelkomplexen (OPKs), nachgewiesen werden [18-21]. Die Grol3e und Form
der OPKs wird mal3geblich durch deren AQP4-Isoformenverhéltnis von AQP4-
M23 zu AQP4-M1 bestimmt. Transmissionselektronenmikroskopisch analysierte
Gefrierbruch-Replikas von Stitzzellen aus dem ZNS (Astrozyten), der Retina
(Mllerzellen) und des DCs zeigten OPKs in deren Zellmembranen [11, 20, 22-
24]. Im Innenohr konnten OPKs bislang nur in den Stitzzellen der lateralen Halfte
des DCs detektiert werden [11, 24].



Die Ergebnisse dieser Analyse stehen teilweise im Widerspruch zu den
immunhistochemischen AQP4-Expressionsanalysen im DC, da ein Stitzzelltyp
der lateralen Halfte des DCs, die Claudiuszellen (CZs), AQP4 basal exprimieren,
in ihnen allerdings keine OPKs detektiert werden konnten [11]. Studien Uber
Stutzzellen des ZNS zeigten, dass der Kontakt mit extrazellularen Makro-
molekulen aus der Basallamina einen direkten Einfluss sowohl auf die Polaritat
in der AQP4-Verteilung als auch auf die OPK-Bildung in den Gliazellmembranen,
vorwiegend Astrozyten, und den Millerzellen der Retina hat [25-27]. Dabei han-
delt es sich um eine Verankerung von AQP4 an einem Uber die Zellmembran bis
hin zum Zytoskelett reichenden Makromolekilkomplex, dem Dystrophin-asso-
ziierten Proteinkomplex (DAPK). AQP4 ist dabei von intrazellular tiber Syntrophin
(Syn) an Dystrophin (in Astrozyten und Miullerzellen Gber die Isoform Dp71)
gekoppelt, welches Uber die transmembranaren Proteine (3-Dystroglykan (3-Dg),
gefolgt von a-Dystroglykan (a-Dg), nach extrazellular an weitere Proteine der
Lamininfamilie (Lam) und Agrinfamilie (Agrn) gekoppelt ist [28, 29]. Studien an
knock-out Mausen zeigten, dass der Funktionsverlust einzelner DAPK-Kompo-
nenten in Astrozyten und Mdullerzellen zu einer teils stark ausgepragten Re-
duktion der Polaritat und Dichte von AQP4 und OPKs flhrte [26, 27, 30-32]. Die
Erkenntnisse Gber den DAPK im Innenohr sind bisher sehr beschrénkt. Funktio-
nell kann trotz widersprichlicher Datenlage zu Hormessungen an Dystrophin-
knock-out-Mausen, mdx und mdx3¢V, von einer erhdhten Vulnerabilitat des audito-
rischen Systems nach Schallexposition ausgegangen werden [33-35]. Weiter
konnte eine humane X-chromosomal vererbte nichtsyndromale Schwerhérigkeit
durch den Genlokus DFN4 mit dem DMD-Lokus, dem Genlokus der Dystrophin-
familie, assoziiert werden [36, 37]. Immunhistochemisch wurde bisher im DC die
Expression einzelner DAPK-Komponenten nachgewiesen: Dystrophinisoformen
[38] in den Haarsinneszellen des Meerschweinchens, a-Dg in Stitzzellen des
humanen DCs [39], a-Dg und B-Dg [40, 41] in Stitzzellen des DCs der Maus und
Lamininisoformen [39, 42] extrazellular entlang der Basilarmembrankontake der
Stutzzellen des DCs des Menschen und des Meerschweinchens. Allerdings
wurde bislang weder eine detaillierte Analyse der molekularen Bausteine des

DAPKs, noch seine Rolle als Verankerungsmechanismus fir AQP4 im DC des



Menschen und der Ratte untersucht. Weiter konnte der im ZNS bekannte starke
Einfluss der AQP4-Verankerung durch den DAPK auf die AQP4-Polaritat und die
OPK-Formation im DC mit Hinblick auf die widerspruchliche AQP4-Expression
und OPK-Formation ebenfalls eine Bedeutung haben. Ziel dieser Studie war des-
halb die molekularen Bausteine des DAPKSs als strukturelle Grundvoraussetzung
fur eine mogliche Verankerung von Aquaporin-4 im DC des Menschen sowie der

Ratte zu identifizieren.

Das humane Material fir diese Untersuchung wurde postmortem aus Koérper-
spendern des Anatomischen Instituts der Universitat Tubingen gewonnen. Hierzu
wurde ein operativer Zugang zum Innenohr tUber den &ufR3eren Gehérgang und
das Mittelohr gewahlt. Um diese Technik besser erlautern zu kénnen, wird in den
nachfolgenden Kapiteln, detailliert auf die Anatomie des humanen Felsenbeins
eingegangen, bevor die makro- und mikroskopische Anatomie des Innenohrs von
Mensch und Ratte beschrieben wird. In weiteren Kapiteln wird naher auf die
Physiologie des Horens, auf AQP4 und dessen Verankerung Uber den DAPK

eingegangen.

1.1 Anatomie des Felsenbeins

1.1.1 Makroskopisch-topografische Anatomie des humanen Mittel-

ohres

Das Mittelohr, ein luftgefllliter und mit Schleimhaut ausgekleideter Raum im
Felsenbein des Schadels, besteht aus den Paukennebenhdlen (Cellulae masto-
ideae), der Ohrtrompete (Tuba auditiva) und der Paukenhdhle (Cavitas tympani).
Die Paukenhothle nimmt den Grof3teil des Mittelohrs ein und in ihr befinden sich
die beweglich verbundenen Gehodrknéchelchen: Hammer (Malleus), Ambos
(Incus) und Steigbuigel (Stapes). Der Hammer ist am Trommelfell (Membrana
tympani) und der Steigblgel am ovalen Fenster (Fenestra vestibuli) verankert.
Ahnlich einem Quader kénnen in der Paukenhohle idealisiert sechs Wand-
abschnitte und von kranial nach kaudal drei Etagen unterschieden werden. Die
mittlere Etage des Mittelohres (Mesotympanon) wird von lateral durch den Wand-
abschnitt des Trommelfells (Paries membranaceus) und von medial durch die

Labyrinthwand (Paries labyrinthicus) eingegrenzt. Nach kranial erstreckt sich das



Mesotympanon bis zur Sehne des Musculus tensor tympani und geht von dort
flieBend bis zu einer diinnen Knochenplatte, Tegmen tympani, in die kraniale
Etage (Epitympanon) tber. Nach kaudal erstreckt sich das Mesotympanon bis

zum unteren Trommelfellrand und geht weiter im occipito-kaudalen Boden-

abschnitt in die untere Etage (Hypotympanon) Uber.

Abbildung 1 — Operationsmikroskopische Sicht in das humane Mittelohr. (a) Blick in die
linke humane Paukenhdhle durch den &uReren Gehérgang nach Entfernung des Trommelfells,
des Hammers und Amboss. Zu den Réandern des Bildes ist die anatomische Orientierung ge-
geben — medial/lateral in/aus die/der Bildebene hinein/-aus. Die weil3-gepunktete Linie zeigt die
Projektion der Cochlea auf das noch intakte Promontorium. Die schwarz-gestrichelte Linie um-
grenzt die Stapes-Ful3platte, die das ovale Fenster (O) bedeckt. Die schwarze Linie aus Strich-
Punkten umgrenzt das runde Fenster (R). (b) Linke Paukenhthle nach Abtragung der Knochen-
decke im Gebiet der weiR-gepunkteten Linie aus (a). Zu erkennen ist der Ductus cochlearis mit
Teilen seiner basalen |, mittleren Il, und apikalen Ill Windung. O’ — ehemaliges ovale Fenster. R’
— ehemaliges rundes Fenster. (Maf3stab 10 mm)

Der hintere Wandabschnitt der Paukenhdhle, Paries mastoideus, wird durch kno-
cherne Wand des luftgeflllten Warzenfortsatzes (Processus mastoideus) be-
grenzt. Den vorderen Wandabschnitt der Paukenhéhle bildet der Paries caroti-
cus, der die Arteria carotis interna und die Ohrtrompete beinhaltet. Ein Grol3teil
des Paries labyrinthicus besteht aus einer kndchernen Vorwdélbung, dem
Promontorium, unter der sich die basale Windung der Horschnecke (Cochlea)
befindet (Abbildung 1). Das Promontorium flankieren zwei Vertiefungen, von kra-

nial das ovale Fenster (Fenestra vestibuli) und von kaudal des runde Fenster



(Fenestra cochleae). Dahinter befindet sich das knécherne Labyrinth des In-
nenohrs, das aus dem Vorhof (Vestibulum), der Schnecke (Cochlea) und den
Bogengéangen (Canales semicirculares) besteht, und das hautige Labyrinth durch
sein Gangsystem in das Felsenbein einbettet [43, 44].

1.1.2 Mikroskopische Anatomie des Innenohrs der Ratte und des

Menschen

Das hautige Labyrinth besteht aus dem Labyrinthus vestibularis und cochlearis,
die funktionell das Gleichgewichts- und Hororgan bilden [43, 44]. Das Labyrinthus
cochlearis windet sich bei der Ratte 3- und beim Menschen 2,5-mal um die Mo-
diolus-Achse und besteht weiter aus drei parallel verlaufenden Flussigkeits-
raumen, Scala vestibuli, Ductus cochlearis (DC) und Scala tympani. Diese
schrauben sich &hnlich einer Wendeltreppe um das kndchern gestiitzte Ganglion
cochleare im Modiolus. Die Zellen des Ductus cochlearis, der auch als Scala me-
dia bezeichnet wird, bilden ein kommunizierendes und durch Zellkontakte aus
Tight Junctions, TJ, nach extrazellular abgeschlossenes Flussigkeits-
kompartiment, den Endolymphraum [24]. Dieser grenzt an den Perilymphraum
der Scala vestibuli durch die Reissnermembran und den Perilymphraum der
Scala tympani durch die Basilarmembran an. Weiter bildet die Gesamtheit der
Stutzzellen und der Haarsinneszellen an ihren basolateralen Zellmembran-
abschnitten ein Flussigkeitskompartiment, das der Perilymphe in seiner lonen-
zusammensetzung sehr @ahnelt und als Nuel-Raum bezeichnet wird. Auf der La-
mina spiralis ossea, eine aus dem Modiolus aussprossende und den Windungen
des DCs radiar folgende Knochenlamelle, sitzt der entsprechend verlaufende
bindegewebige Limbus spiralis und markiert den medialen, an den Modiolus
angrenzenden, Pol des DCs. Den lateralen Pol des DCs markiert das Liga-
mentum spirale, das mit dem Periost der Cochlea verwachsen ist. Die Basilar-
membran, die sich zwischen den beiden Polen aufspannt, tragt das neuro-
sensorische Corti-Organ und komplettiert das tympanale Ende des DCs, das me-

dial und lateral in zwei Furchen, innerer und auRerer Sulkus, auslauft.
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Abbildung 2 — Schema eines midmodiolaren Schnittes des hautigen Labyrinths fokussiert
auf das Hororgan (Modifiziert nach Hirt et al. [11]). Gestrichelte Linie — fiktive der Basilar-
membran orthogonale Achse durch den inneren Tunnel. RM — Reissnermembran; SV — Stria
vascularis; TM — Tektorialmembran; IDZ — Interdentalzellen; ISZ-med. — Innere Sulkuszellen; ISZ-
lat. — Innere Grenzzellen; IPhZ — Innere Phalangenzelle; IHZ — Innere Haarsinneszelle; IPZ —
Innere Pfeilerzelle; APZ — AuRere Pfeilerzelle; AHZ — AuRere Haarsinneszellen; DZ — Deiters-
zellen; HZ — Hensenzellen; CZ — Claudiuszellen; ASZ — AuRere Sulkuszellen.

Bei der Betrachtung eines histologischen, midmodiolaren Schnitts durch die
Modiolus-Achse (Abbildung 2) besteht das Corti-Organ aus epithelialen Stitz-
zellen (SZs) und sensorischen Haarsinneszellen, drei aul3ere Haarsinneszellen
(AHZs) und einer inneren Haarsinneszelle (IHZ). Die innere und die drei a&ulReren
Haarsinneszellen werden von epithelialen Stitzzellen, der inneren Phalangen-
zelle (IPhZ) und den Deiterszellen (DZs), getragen und durch diese in der Basilar-
membran befestigt. An einer fiktiven der Basilarmembran orthogonalen Achse
durch das Corti-Organ flankieren sich auf der Seite der auf3eren Haarsinnes-

zellen die auRere Pfeilerzelle (APZ), auf der Seite der inneren Haarsinneszellen



die innere Pfeilerzelle (IPZ). Diese bilden so den inneren Tunnel. An die Region
der inneren Haarsinneszellen des Corti-Organs grenzt von medial eine Epithel-
zellgruppe an, die im weiteren Verlauf die kubische Form der inneren Sulkus-
zellen (ISZs-med.) annimmt, und in dieser Arbeit als innere Grenzzellen be-
zeichnet werden (ISZ-lat.). Die inneren Sulkuszellen verlaufen bis zur Spitze des
Limbus spiralis, an der die Zellreihe der Interdentalzellen (IDZs) beginnt. Die &hn-
lich den inneren Grenzzellen verlaufenden Hensenzellen (HZs) grenzen an das
Corti-Organ von lateral an die Seite der aul3eren Haarsinneszellen an und wer-
den im weiteren Verlauf in Richtung des aul3eren Sulkus durch die kubischen
Claudiuszellen (CZs) abgel6st. Bis zur Prominentia spiralis bekleiden die au-
Reren Sulkuszellen (ASZs) den &uReren Sulkus und ragen mit ihren Wurzel-
fortsatzen tief in das Ligamentum spirale hinein. Nach der Prominentia spiralis

schlieft sich die Stria vascularis an.

1.2 Physiologische Prinzipien der mechanoelektrischen

Transduktion im Ductus cochlearis

Die mechanoelektrische  Transduktion hangt malgeblich von der
lonenhomdostase des Endolymphraums, Uberwiegend K*, und dem daraus
resultierenden endocochlearen Potenzial ab. Der Zellverbund der Stria vascularis
pumpt das im Vorfeld vom Fibrozytensynzytium aus dem Ligamentum spirale
aufgenommene K* entgegen seines Konzentrationsgradienten in den
Endolymphraum, DC [1, 3]. Bei der mechanoelektrischen Transduktion stromt K*
durch mechanosensitive Kationenkanéle der Stereozilien in die Haarsinneszellen
von apikal, aus dem DC, nach intrazellular und sorgt fur eine basolaterale
Ausschittung des Neurotransmitters Glutamat, der ein Signal an der
postsynaptischen Membran der afferenten Fasern des Nervus cochlearis
generiert [45]. In die Haarsinneszellen eingestromte K*-lonen werden
kontinuierlich, meist wahrend der Repolarisation, in den Nuel-Raum abgegeben
und mussen fur deren regelrechte Funktion von dort weiter transportiert werden
[46]. Zwei bisher bekannte Konzepte beschreiben einerseits einen intraepitheli-

alen Uber Gap Junctions vermittelten und andererseits einen extraepithelialen,



weiter Uber die Basiliarmembran und durch die Scala tympani, K*-
Ruckfihrungsweg zum Limbus spiralis beziehungsweise Ligamentum spirale [2,
4, 47]. Unterstutzend fur das intraepitheliale Konzept ist die Expression des
einwartsrektifizierenden Kaliumkanals K;i4.1 im DC. Die Expression von Ki4.1
konnte in den Stutzzellen des Corti-Organs (basolateral: innere Pfeiler- und
Deiterszellen; innere Phalangenzelle: Ki4.1-expression, Zellkompartiment nicht
eindeutig abgrenzbar) und den Stutzzellen des DCs (basolateral: innere Sulkus-
, Interdental-, Hensen- und &uRRere Sulkuszellen; basal: innere Grenzzellen)
nachgewiesen werden [5, 48]. Zusatzlich dazu scheint die Expression des
Wasserkanals AQP4, fur die funktionierende mechanoelektrische Transduktion
zwingend erforderlich zu sein. Dies zeigte sich anhand einer humanen Fallstudie
eines nichtsyndromalen Horverlusts und in tierexperimentellen AQP4-knock-out-
Studien an der Maus, die durch den Verlust von AQP4 nahezu ertaubten [12, 13].
In der Fallstudie fuhrte eine Punktmutation eines Patienten, eine D184E ,mis-
sense“-Mutation, im humanen AQP4-Gen durch eine Leserasterverschiebung zu
einem Funktionsverlust des AQP4-Kanals und damit zur Taubheit des Patienten.
Weiter konnte in einem Mausmodell, CBA/CaJ-Mauslinie, bei steigendem Alter
sowohl eine zunehmende Reduktion der AQP4-Expression in den Stitzzellen
des DCs als auch ein zunehmender Horverlust beobachtet werden [10, 15]. Folg-
lich geht man davon aus, dass fir eine funktionierende mechanoelektrische
Transduktion der beim Kaliumeinstrom entstehende osmotische Druck im
Stutzzellsynzytium durch einen parallelen Wassereinstrom, analog zu den
Stutzzellen des ZNS, ausgeglichen werden muss [10, 12, 49, 50]. Die
membranare Kolokalisation von Ki4.1 und AQP4 in den epithelialen Stitzzellen
im inneren und &uReren Sulkus des Ductus cochlearis unterstreichen diese
Theorie. Interessanterweise konnte in den Stitzzellen des Corti-Organs, innere
Phalangen- und Deiterszellen, keine Kolokalisation von Ki4.1 und AQP4

detektiert werden, sondern lediglich eine membranare Expression von K;4.1 [5].



1.3 Aquaporin-4 und der Dystrophin-assoziierte Proteinkom-
plex
1.3.1 AQP4-Expression und OPK-Formation im DC

Fur die Bildung eines AQP4-Kanals lagern sich je vier AQP4-Monomere zu einem
AQP4-Tetramer zusammen und formen somit eine Pore im Mittelbereich. Bisher
konnten sechs mdgliche cDNA-Isoformen von AQP4 identifiziert werden, von de-
nen allerdings nur die Expression von drei Proteinen (M1, M23 und Mz) in den
Gliazellen des ZNS, tUberwiegend Astrozyten, und den Miullerzellen der Retina,
nachgewiesen werden konnte [16]. Im DC der Ratte konnte eine Expression von
AQP4-Mz auf RNA- und Proteinebene gezeigt werden [11]. Hinsichtlich ihrer
Wasserpermeabilitat weist die AQP4-Isoform M23 eine 8-fach hohere Wasser-
permeabilitat auf als M1 [17]. Die subzellulare AQP4-Expression findet sich eben-
falls in den Stitzzellen aul3erhalb des Corti-Organs, im Detail: basolateral in den
Hensen- und den inneren Grenzzellen, basal in den inneren Sulkus- und
Claudiuszellen, basolateral in den Interdental- und den &uf3eren Sulkuszellen
entlang ihrer Wurzelfortsatze [5-12]. Ultrastrukturell konnte AQP4 anhand von
transmissionselektronenmikroskopischer (TEM) Gefrierbruchstudien identifiziert
werden. AQP4-Tetramere lagern sich dabei zu gro3en rechteckigen FloR3-artigen
Strukturen héherer Ordnung zusammen, die als orthogonale Partikelkomplexe
(OPKs) bezeichnet werden [20, 22, 51]. OPKs wurden im ZNS und dem ZNS
verwandten Geweben bisher in Astrozyten und Miillerzellen nachgewiesen [21,
24]. Zusatzlich konnte gezeigt werden, dass das exprimierte AQP4-
Isoformenverhaltnis einen deutlichen Einfluss auf die Gré3e, Form und Dichte
der OPKs hat. Eine erhdhte Expression der AQP4-1soform M23 fuihrt zu sehr gro-
Ben OPKs, die erhdhte Expression von AQP4-M1 hingegen zu sehr kleinen bis
fehlenden OPKs [18]. Im Innenohr konnte die Expression von OPKs in den Stitz-
zellen des lateralen DCs der Ratte, allerdings nicht in den Deiters- und den
Claudiuszellen, nachgewiesen werden [11]. Immunhistochemisch konnte in den
Deiterszellen keine AQP4 Expression nachgewiesen werden. Im Gegensatz

dazu, konnte in den Claudiuszellen eine basale Expression von AQP4 gezeigt



werden, was im Widerspruch zum Fehlen der OPKs in diesen Zellen steht [5, 6,
11]

1.3.2 Der DAPK als Verankerungsmechanismus von AQP4

AQP4 ist Uber seine C-terminale Proteinsequenz Serin, Serin, Valin, kurz SSV,
Uber Syntrophin beziehungsweise dessen PDZ-Domane am DAPK verankert
[31]. In Astrozyten und Miillerzellen ist dies ein essenzieller Mechanismus zur
Generierung einer Zellmembranpolaritat, beispielsweise in den perivaskularen
Astrozyten- und Miillerzellendfulimembranen [52, 53]. In den Endfulimembranen
kann so eine sehr viel hohere AQP4-Dichte als in den Ubrigen Membran-
abschnitten erreicht werden. Studien an Syntrophin-knock-out-M&ausen, Syn-
trophin — dem unmittelbaren AQP4-Ankerpartner, zeigten, dass der Verlust von
Syntrophin zu einem AQP4-Polaritatsverlust an den perivaskularen Astrozyten-
und MillerzellendfuBmembranen fihrte, jedoch nicht zur Reduktion der Gesamt-
AQP4-Konzentration entlang aller Membranabschnitte [31, 32, 54]. Der gleiche
Sachverhalt zeigte sich bei Dystrophin-knock-out-Mausen, mdx-fgeo mit einem
Verlust aller Dystrophine und deren Isoformen [55, 56]. Bei der Untersuchung der
extrazellularen DAPK-Komponente, Agrin, konnte bei Agrin-knock-out-Mausen
kein direkter Einfluss auf die AQP4-Polaritat in astrozytaren Endfulmembranen
beobachtet werden. Jedoch konnte eine Reduktion der OPK-Dichte in diesen

nachgewiesen werden [26].

1.3.3 Aufbau des DAPKSs und Interaktion seiner Komponenten

Der DAPK erstreckt sich vom Aktinzytoskelett bis in die Basallamina und kann
grob in drei Abschnitte gegliedert werden: einen intrazellularen, einen trans-
membranaren und einen extrazellularen Abschnitt (Abbildung 3). AQP4 ist von
intrazellular an das Protein ai-Syntrophin gebunden, das weiter an Mitglieder der
intrazellularen Dystrophinfamilie gekoppelt ist. Die Mitglieder der Dystrophin-
familie sind einerseits an das transmembranare 3-Dystroglykan und andererseits
isoformenabhangig frei endend (unter anderem Dp71) oder an das Aktinzyto-

skelett (unter anderem Dp427) gebunden.
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Basal lamina

Abbildung 3 — Schema der Verankerung von AQP4 liber den von intrazellular nach extra-
zellular uberspannenden DAPK (Modifiziert nach Nagelhus et al. [29]). AQP4 — Aquaporin-
4; a-Dg — a-Dystroglykan; 3-Dg — B-Dystroglykan; Dp-71 — Kurze Dystrophin-lsoform 71; a-Syn —
ai-Syntrophin. a-Db — a-Dystrobrevin.

Von extrazellular sind die Proteine aus der Laminin- und Agrinfamilie Gber a-

Dystroglykan an das transmembranare B-Dystroglykan gebunden [28, 29, 57].

1.3.3.1 Dystrophin

Das Gen der Dystrophine, DMD-Gen, mit einer Lange von mehr als zwei Mil-
lionen Basenpaaren ist Ursprung vieler gewebeabhangiger Dystrophinisoformen,
die sich anhand ihrer unterschiedlich nah an das 3'-Ende des DMD-Gens ver-
lagerten Promotoren und folglich der Lange ihres Transkripts unterscheiden las-
sen [58, 59]. Im ZNS sind die langsten bekannten Dystrophinisoformen (Dp427)
Uberwiegend in kortikalen Neuronen exprimiert [60, 61]. Dp427 kann in vier
funktionelle Doménen im Rahmen der Proteininteraktion mit dem Aktinzyto-
skelett, B-Dystroglykan, der Syntrophinfamilie und der Dystrobrevinfamlie ge-
gliedert werden [57, 59]. Allen Dystrophinisoformen mit Promotorursprung inner-
halb des DMD-Gens fehlt die Aktinbindungsdoméne. Die kleineren
Dystrophinisoformen (Dp260, Dp140, Dp116 und Dp71) haben ihren Promotorur-
sprung innerhalb des DMD-Gens und weitere Dp71-Isoformen gehen zusatzlich
durch alternatives Splei3ing hervor [59]. Dp71-Isoformen werden ubiquitar in den
Neuronen und den Gliazellen des ZNS, perivaskular in den Astrozytenendfil3en
und der Retina, exprimiert [61, 62]. In beiden Haarsinneszelltypen des DCs des
Meerschweinchens wurden bis jetzt verschiedene Dystrophinisoformen, darunter
Dp427 detektiert [38].
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1.3.3.2 Syntrophin

Die Syntrophinfamilie (Syn) besteht aus funf Proteinen, ai-, B1i-, B2-, y1- und y2-
Syntrophin, von denen jedes Mitglied eine PDZ-Domane tragt, die eine Inter-
aktion mit anderen Proteinen, beispielsweise lonenkandlen oder Signal-
molekilen, ermdglicht [28, 63-65]. Weiter ist jedes Protein aus der Syntrophin-
familie mit einer einzigartigen C-terminalen Region ausgestattet, die andererseits
die Interaktion mit Proteinen aus der Dystrophin- und Dystrobrevinfamilie er-
moglicht [66-68]. Im ZNS weisen alle Mitglieder der Syntrophinfamilie ein grof3es
Spektrum an Wechselwirkungspartnern auf [28], beispielsweise interagiert in
Astrozyten ai-Syntrophin mit Ki4.1 [69] und mit AQP4 [31, 32]. ai-Syntrophin
konnte in den EndfuBmembranen der Astrozyten und Miullerzellen, unter an-
derem perivaskular, nachgewiesen werden [31, 32]. Im DC liegen aktuell keine

Informationen tber die Expression von Mitgliedern der Syntrophinfamilie vor [54].

1.3.3.3 Dystroglykan

Die Dystroglykanfamilie besteht aus extrazellularen a-, und dem transmemb-
ranaren 3-Dystroglykan und geht aus einem gemeinsamen Prapeptid hervor, das
im DAG1-Gen kodiert ist und im weiteren Verlauf proteolytisch gespalten wird
[70]. Beide Spaltprodukte werden unterschiedlich weiter posttranslational modi-
fiziert und erhalten dadurch ihre charakteristischen Eigenschaften. a-Dys-
troglykan erfahrt eine starke Glykosylierung und kann in drei Doméanen gegliedert
werden: eine N-terminale, eine Muzin-ahnliche und eine C-terminale Domaéne.
Die N-terminale Domane von a-Dystroglykan ermdéglicht die Bindung an eine
Reihe von extrazellularen Matrixproteinen, wie den Lamininen, Agrinen, Per-
lakanen und Neurexinen [70-76]. Uber seine C-terminale Doméne bindet a-Dys-
troglykan, nicht kovalent, an die extrazellulare N-terminale Domane von 3-Dys-
troglykan, die weiter in die transmembranare Domane Ubergeht [77]. Der zyto-
plasmatisch gelegene C-terminale Abschnitt von B-Dystroglykan beinhaltet die
Regionen, die eine Interaktion mit Proteinen aus der Dystrophinfamilie er-
moglichen [78]. Im ZNS sind a-Dystroglykan und B-Dystroglykan in den peri-
vaskularen AstrozytenendfuBmembranen exprimiert [79]. In der Retina findet sich

auch ein perivaskulares Expressionsmuster von a-Dystroglykan und B-Dys-
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troglykan [80]. Im DC konnte a-Dystroglykan sowohl in seinen epithelialen Stitz-
zellen (Hensen-, innere Grenz-, Claudius-, innere Sulkus-, &uf3ere Sulkus-, und
Interdentalzellen) als auch in den Stitzzellen des Corti-Organs (Deiterszellen,
innere Phalangenzelle, dulRere Pfeilerzelle und innere Pfeilerzelle) und perivas-
kuldr in der Stria vascularis identifiziert werden [39-41]. Eine B-Dystroglykan-
Expression wurde im DC bis jetzt nur perivaskular in der Stria vascularis und dem

Nervus cochlearis gezeigt [40].

1.3.3.4 Laminin

Die Familie der Laminine stellt eine grof3e Gruppe der Basalmembranproteine.
Sie haben generell einen T-formigen Aufbau, der sich weiter in eine a-, -, und
y-Kette mit jeweils eigenen Isoformen und genetischem Ursprung erstreckt. Ent-
sprechend ihrer Kettenzusammensetzung konnen die Laminine systematisch,
neben ihrem Eigennamen, bezeichnet werden. In Vertebraten sind bislang funf
a-Ketten, drei B-Ketten und drei y-Ketten bekannt. Aus den daraus entstehenden
Kombinationsméglichkeiten konnten bisher 16 Laminine identifiziert werden [81].
Die verschiedenen Ketten erfiillen unterschiedliche Aufgaben im Rahmen der
Interaktion mit anderen extrazellularen Matrixmolekilen, wie Kollagen IV oder
Agrin, der Quervernetzung mit anderen Lamininen oder als Liganden zum Bei-
spiel der Integrinfamilie oder der Dystroglykane. Mit Fokus auf den DAPK konnte
eine hohe Affinitat der a:- und a>-Ketten fir eine Bindung mit a-Dystroglykan ge-
zeigt werden [82]. Im ZNS konnten Lamininisoformen perivaskulér und somit in
unmittelbarer Nahe der Astrozytenendfu3e, nachgewiesen werden [83]. In der
Retina konnten Laminine ebenfalls perivaskular und in der inneren Grenz-
membran detektiert werden [80]. Im DC der Ratte wurden Lamininisoformen un-
spezifisch in den Basalmembrankontakten des Corti-Organs und der epithelialen
Stutzzellen DCs nachgewiesen. Konkret entlang der auf3eren und inneren
Pfeilerzellen, Deiters- und inneren Phalangenzellen, Hensen- und innere Grenz-
zellen, Claudius- und inneren Sulkuszellen, &auf3eren Sulkus- und Inter-
dentalzellen [84]. Genauer wurden weiter die yi-Kette im Meerschweinchen und
die B2-Kette im Menschen entlang der Stitzzellen des DCs und des Corti-Organs
identifiziert [39, 42].
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1.3.3.5 Agrin

Neben ihrer elementaren Rolle bei der Aggregation der Neuromuskularen End-
platte wurden die Mitglieder der Agrinfamilie, Heparansulfat-Glykoproteine, unter
anderem im ZNS beschrieben, wo sie bei der Aufrechterhaltung der Blut-Hirn-
Schranke einen wichtigen Teil einnehmen [85-88]. Aus dem hochkonservierten
Agrin-Gen, AGRN, gehen mehrere gewebespezifisch exprimierte Isoformen
durch alternatives mRNA Spleil3ing an mindestens drei Abschnitten hervor [89].
Zwei Spleil3ing-Abschnitte, A im Huhn- oder y im Nageragrin und B im Huhn-
oder zim Nageragrin, liegen in LG-doméanen, die eine Bindung zu Lamininen und
a-Dystroglykan vermitteln und modulieren [89-91]. Im ZNS konnte Agrin im Extra-
zellularraum der Endothelzellen und somit auch der Astrozytenendfi3e detektiert
werden [92]. In der Retina wurde in der Maus eine Agrin-Expression perivaskular
in der inneren nuklearen und aufReren plexiformen Schicht identifiziert [93]. Die
Expression von Agrin-lsoformen wurde im DC bisher weder auf zellularer noch

auf subzellularer Ebene analysiert.

1.3.3.6 Dystrobrevin

Die intrazellulare Proteinfamilie der Dystrobrevine zahlt mit einer den Dys-
trophinen sehr ahnlichen Proteinsequenz nahe des C-Terminus zu den ,Dys-
trophin-verwandten® Mitgliedern des DAPKSs. Sie kdnnen einerseits Mitglieder der
Syntrophinfamilie und andererseits an Dystrophine binden, vermutlich aufgrund
des Dystrophin-ahnlichen Proteinsequenzsabschnitts [94, 95]. Aus zwei Genen,
a- und B-Dystrobrevin, mit jeweils mehreren Isoformen entstammen die Mit-
glieder der Dystrobrevine [96, 97]. Beide konnten bisher in den perivaskularen
EndfuBmembranen im ZNS und der Retina identifiziert werden [61, 97, 98]. Im
Innenohr wurden Mitglieder der Dystrobrevinfamilie, genauer a-Dystrobrevin-1,
wahrend der Embryonalentwicklung unter anderem basolateral in Epithelzellen
des Ohrblaschens der Maus, ungefahr am embryonalen Tag 10,5 beobachtet
[99].
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1.4 Zielsetzung der Arbeit

1.4.1 Die Verankerung von AQP4 in den epithelialen Stitzzellen des

DCs — in Analogie zur Retina und den Gliazellen des ZNS.

Die AQP4-Expression und das gleichzeitige Fehlen der OPKs in den Zell-
membranen der Claudiuszellen weisen auf einen zusatzlichen Regel-
mechanismus hin, der die polare AQP4- und OPK-Expression in den Stutzzellen
des DCs und des Corti-Organs neben speziellen Zellkontakten, TJs, steuert. In
den Stitzzellen des ZNS und der Retina wird die polare AQP4-Expression und
OPK-Formation  entscheidend dUber die Verankerung mit einem
Makromolekilkomplex, dem DAPK, hervorgerufen. Die Kernfragestellung dieser
Studie ist es, ob sich das Prinzip der AQP4-Verankerung aus den Stitzzellen des
ZNS und der Retina, zur Generierung einer Zellmembranpolaritat, auf die
epithelialen Stitzzellen des DCs ubertragen lasst. Daraus wurden die folgenden

Fragen abgeleitet.

1. Ist die Verankerung von AQP4 im DC analog zu der in den Gliazellen?

2. Sind die Verankerungsmolekile essenziell fur die OPK-Formation im DC?

1.4.2 Konkrete methodische Fragestellungen

Im Rahmen dieser Studie sollte der DC des Menschen und der Ratte auf die
Expression der DAPK-Komponenten auf mRNA-, zellularer und subzellularer
Ebene untersucht werden. Im Folgenden wird auf die konkrete methodische

Fragestellung dieser Arbeit nédher eingegangen.

Zum Nachweis der DAPK-Komponenten auf mMRNA-Ebene im DC wurde in dieser
Studie die RT-PCR/gPCR verwendet, um folgenden Fragestellungen nach-

zugehen.

1. Sind die DAPK-Komponenten auf mRNA-Ebene in den Zellen des DCs
der Ratte exprimiert?
2. Sind die Komponenten des DAPKs auf mRNA-Ebene im humanen DC

exprimiert?

15



Zum Nachweis der DAPK-Komponenten auf Proteinebene und weiter auf zellu-
larer sowie subzellularer Ebene im DC wurden Immunfluoreszenzanalysen mit
konfokaler Laserscanning-Mikroskopie (cLSM) ausgewertet. Daraus wurden fol-
gende Fragestellungen abgeleitet.

1. Ist Syntrophin als Anker von AQP4 mit diesem im DC kolokalisiert?

2. Sind die DAPK-Mitglieder subzellular in denselben Membrandoménen,
wie aus dem ZNS und der Retina, im DC der Ratte lokalisiert und kénnten
AQP4 dort verankern?

3. Ist Syntrophin als Anker von AQP4 mit diesem im humanen DC
kolokalisiert?
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2. Material und Methoden

2.1 Materialen

2.1.1 Zur Organentnahme verwendete Tiere

Alle Experimente wurden an Cochlea-Gewebe durchgefihrt. Als Positivkontrolle
diente Gewebe der Retina. Die Organentnahme wurde an hdrreifen, funktionell
maturen Wistar Ratten (Charls River WIGA GmbH, Sulzfeld, Deutschland) des
postnatalen Tags 31 (p31) durchgefiihrt. Die Tiere wurden in der Tierhaltung des
Instituts fir Klinische Anatomie und Zellanalytik der Universitat Tubingen gehal-
ten. Die Haltung der Tiere erfolgte gemald den Vorgaben der Leitlinien fur die
Unterbringung und Pflege von Tieren, die fur Versuche und andere wissenschaft-
liche Zwecke verwendet werden in der Fassung vom 18. Juni 2007 heraus-
gegeben von der Kommission der europaischen Gemeinschaften — Aktenzeichen
K(2007) 2525. Die Totung der Tiere erfolgte gemald 8§ 4 Abs. 3 des Tierschutz-
gesetzes in der Fassung der Bekanntmachung vom 18. Mai 2006 (BGBI. | S.
1206, 1313), das zuletzt durch Artikel 8 Absatz 13 des Gesetzes vom 3. De-
zember 2015 (BGBI. | S. 2178) geandert wurde. Die hierfiir erforderliche Mit-
teilung mit dem Titel ,Immunhistochemische, molekularbiologische, ultra-
strukturelle und funktionelle Untersuchung von wassertransportierenden Kanalen
an Innenohren aus der Ratte” vom 05.06.2014 wurden am 04.07.2014 durch die
Tierschutzbeauftragte der Universitat Tubingen vom Regierungsprasidium Ta-

bingen des Landes Baden-Wirttemberg genehmigt.

2.1.2 Gewebe von Kérperspendern

Die Experimente wurden an Gewebe des humanen Ductus cochlearis durch-
gefuhrt und als Positivkontrolle diente Gewebe der humanen Retina. Nach dem
Tod der Koérperspender und vorheriger Erfullung von 8§ 42 Abs. 1-4 des
Bestattungsgesetzes des Landes Baden-Wirttemberg, BestattG, BW, vom 21.
Juli 1970, das zuletzt durch das Gesetz vom 01. April 2014 (GVBL. S. 93ff) ge-
andert wurde, wurden die Korperspender schnellstmdglich in das Institut fur Kli-
nische Anatomie und Zellanalytik der Universitat Tubingen Uberfuhrt und die
Gewebeentnahme durchgefuhrt. Im Vorfeld bestimmten die Kérperspender in ih-

rer letztwilligen Verfigung Uber die anatomische Korperspende, dass ihre
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Korperspende fir die medizinische und medizintechnische Wissenschaft, die die
Entnahme, Prozessierung und Lagerung von supravitalem Gewebe einschliel3t,
verwendet werden darf. Wahrend der wissenschaftlichen Untersuchungen und
darUber hinaus wurde die Anonymitat der Korperspender stets unter der Ver-
wendung von Pseudonymen gewahrt. Einen expliziten positiven Entscheid tUber
dieses Vorgehen traf die Ethik-Kommission der Medizinischen Fakultat der Uni-
versitat Tubingen in der Sitzung vom 18.10.2010 unter der Projektnummer
237/2007BO1 und dem Vorsitz von Professor Dr. med. Dieter Luft.

2.1.3 Chemikalien

Die Standartchemikalien wurden soweit nicht anders angegeben von der Firma

Applichem, Darmstadt, Deutschland bezogen.

2.1.4 Puffer und Losungen fur die Immunhistochemie

PBS — Phosphat-gepufferte Salzlésung: 1 PBS-Puffertablette, A9201, (Appli-
Chem GmbH, Darmstadt, Deutschland) in 1l entmineralisiertem Wasser gelost
ergibt 1x konzentrierte wassrige Losung mit pH 7,4; Kaliumchlorid 2,7 mmol/I,

Natriumchlorid 140 mmol/l und Phosphat 10 mmol/l.
EDTA — Ethylendiamintetraacetat-Losung: 150 mmol/l EDTA, pH 8, in 1x PBS.
30% Saccharose-L6sung: 30g Saccharose gel6st in 100 ml 1xPBS.

Fixierlosung auf Paraformaldehyd-Basis (PFA): Roti®-Histo Fix 4%, (Carl Roth
GmbH + Co. KG, Karlsruhe, Deutschland).

Permeabilisierungspuffer: 0,25% Triton™ X-100, (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA)
in 1x PBS (V/v).

Blockierungspuffer: 0,1% Triton™ X-100 und 1% Normal Donkey Serum (NDS)
S30-100ML, (Merck Millipore, Merck KGaA, Darmstadt, Detuschland) in 1x PBS
(V/v)

und/oder 1% NGS (Normal Goat Serum) (G9023 SIGMA, Sigma-Aldrich Chemie
GmbH, Miunchen, Deutschland) in 1x PBS (v/v).

Reaktionspuffer: 0,5% NDS und/oder NGS in 1xPBS (v/v).
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2.1.5 Einbettmedium, Fettstift, Eindeckelmedium und Immersionsol

Eindeckelmedium: Tissue-Tec® O.C.T. compound (Sakura Finetek, Zoeter-

woude, Niederlande)
Fettstift: Dako Pen, (Dako Deutschland GmbH, Hamburg, Deutschland)
Einbettmedium: FluorSave™ Reagent der Firma Merck KGaA

Immersionsdl: Immersol™ 518 F (Carl Zeiss AG, Oberkochen, Deutschland)

2.1.6 Antikorper fur die Immunhistochemie

Tabelle 1 — Antikorper fir die Immunhistochemie

Priméar-Antikorper Sekundar-Antikorper

AQP4 (C-19) (sc-9888), anti-goat, 1:100, Santa | Donkey anti-goat Alexa 488 (A-11055), 1:400,
Cruz Biotechnology, Inc. Invitrogen™

B-Dystroglycan (ab49515), anti-mouse, 1:100, | Donkey anti-mouse Alexa 488 (A21202), 1:400,
Abcam Life Technologies

Dystrophin (ab15277), anti-rabbit, 1:100, Abcam Donkey anti-rabbit Alexa 488 (A21206), 1:400,
Life Technologies
Laminin (ab11575), anti-rabbit, 1:100, Abcam Donkey anti-rabbit Alexa 488 (A21206), 1:400,
Life Technologies
Syntrophin (MA1-745), anti-mouse, 1:100, Thermo | Donkey anti-mouse Alexa 488 (A21202), 1:400,

Scientific Life Technologies
AQP4 (C-19) (sc-9888), anti-goat, 1:100, Santa | Donkey anti-goat Alexa 546 (A11056), 1:400,
Cruz Biotechnology Life Technologies

Santa Cruz Biotechnology, Inc., (Dallas, Vereinigte Staaten von Amerika)

Invitrogen ™ von Thermo Fisher Scientific Inc., (Waltham, Vereinigte Staaten von

Amerika)
Life Technologies von Thermo Fisher Scientific Inc.,

Abcam plc, (Cambridge, Vereinigtes Koénigreich)

19



2.1.7 Puffer fur die Molekularbiologie

TBE — Tris-Borat-EDTA-Puffer: TBE-Puffer (10x) — Pulver BC, (A4348,1000),
AppliChem GmbH in 1 | entmineralisiertem Wasser gelOst ergibt 10x kon-
zentrierte wassrige Losung (170,28 g/l); Borsaure 55,03 g/l (0,89 mol/l), EDTA
7,44 g/l (0,02 mol/l) und Tris 107,81 g/l (0,89 mol/l). TBE-Puffer (1x) — 100 ml
TBE-Puffer (10x) werden mit 900 ml entmineralisiertem Wasser gemischt, Ver-
haltnis 1:10.

DEPC-Wasser: 1ml Diethylpyrocarbonat (DEPC) werden in 1 | doppelt-
destilliertem Wasser geldst (0,1 % DEPC v/v), bei RT tUber Nacht riihrend in-
kubiert und im Anschluss bei 20 psi fir 20 min autoklaviert.

2.1.8 RNAse freie Glaswaren und Préaparationsbesteck

Wurden entweder bei 180°C fur 3h gebacken oder mit RNase-ExitusPlus™
(AppliChem GmbH, Darmstadt, Germany) benetzt und anschlie3end mit DEPC-
behandeltem Wasser abgespuilt.

2.1.9 Kits fur die Molekularbiologie

Precellys® Tissue RNA KIT (PEQLAB Biotechnologie GmbH, Erlangen, Deutsch-
land)

Precellys®Ceramic Kit 1.4/2.8 mm (PEQLAB Biotechnologie GmbH)
pegGOLD DNase | Digest Kit (PEQLAB Biotechnologie GmbH)

Qubit® RNA HS Assay Kit, 250 pg/uL and 100 ng/uL (Life technologies)
Qubit® RNA BR Assay Kit, 1 ng/uL to 1 pg/uL (Life technologies)
pegGOLD cDNA Kit Synthesis Kit H Plus (PEQLAB Biotechnologie GmbH)

pegqGOLD Tag-DNA-Polymerase-Kit 'all inclusive’, (PEQLAB Biotechnologie
GmbH)

TagMan® Gene Expression Master Mix, (Applied Biosystems von Thermo Fisher
Scientific Inc., Waltham, USA)

O’range 50 bp DNA Ladder, Orange G Ladepuffer (PEQLAB Biotechnologie
GmbH)
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2.1.10 Agarose-Gel
Das 1,5 %ige (3 %ige) Agarose-Gel fur die RT-PCT- (QPCR-) Reaktion wurde

erstellt, in dem 1,59 (3g) Agarose, peqGOLD Universal Agarose der Firma

PEQLAB Biotechnologie GmbH, und 100 ml 1x TBE-Puffer in einem 500 ml Er-

lenmeyerkolben vermischt und in einer Mikrowelle bis zum Siedepunkt erhitzt

wurden. Unter sanftem Rihren wurden dem noch flussigen Gemisch 2 pl Midori
Green Advanced DNA Stain der Firma Nippon Genetics Europe GmbH, Diren,

Deutschland hinzugefiigt. Die Polymerisation erfolgte in einer Gelkammer, 40-
0911 der Firma PEQLAB Biotechnologie GmbH.

2.1.11 Primer fir die RT-PCR

Alle Primer-Paare wurden von der Firma Eurofins Genomics, (Ebersberg,

Deutschland), bezogen und sind gegen cDNA-Abschnitte der Ratte gerichtet.

Tabelle 2 — Primersequenzen der RT-PCR

Gen Forward Reverse Lange  Quelle ‘
Agrin (AGRN) CGTATGCGGTTCTGATG- ACTGGGCTTCTAGG- 455 bp | Lasergene 8
GACACA GACACTCTGG

Aquaporin 4 CCTGCAGCAGAGAGAGCAT | CCAATT- 534 bp | Moeetal

(AQP4) C GCTAAAGCAACGGA [16]

Dp71 ATGAGGGAACAGCTCA- TGCAGCTGACAGGCTCA- | 183 bp | Claudepierre et

(in DMD) AAGG AGA al [100]

Laminin, 1 CCCGTTCGGTTGTAAAT TGGTCCGGCAGCTGTGG | 515 bp | Lasergene 8

(LAMB1) TTCATAG

Laminin, 2 AGGGGAAGCTGGGAAT- GACGCCGGGTATCTGCT- 366 bp Lasergene 8

(LAMB?2) GGTG GAGTTGC

Laminin, a3 GCAAGAAAAGGCGCAGGT- | ATCCCGAATATTCTT- 362 bp | Lasergene 8

(LAMA3) CAA TAGCAGT

Laminin, y1 TCTGGCAGCACCGACGAA AGGGGCGACAAAG- 338 bp | Lasergene 8

(LAMC1) TATCTG

a-Dystrobrevin | CCGGAGGGCCATGG- ATCGGAATCCCATCATGC | 406 bp | Lasergene 8

(DTNA) TAAAATCT TCTCAC

a-Dystroglykan | GAGCCCACAGCCGTTAT- TGAACCCACGATTTCT- 425 bp | Claudepierre et

(in DAG1) TAC CACC al [100] (for) /
Collins et al
[101] (rev)

a:-Syntrophin CCTCTTCAGCGTCAGCCTT- | TGTTCCGT- 328 bp | Lasergene 8

(STNA1) CTTCC GAGCCAGCCAATCT
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B-Dystrobrevin CGGAAGACCATGGCG- CGTAGGCGGCGATCA- 334 bp Lasergene 8

(DTNB) GAGAAGAG TAAAGTTG
B-Dystroglycan | GAGGACCAGGCCACCTT- CAGGCGCTT- 346 bp Claudepierre et
(in DAG1) TATTAAG GTGGGTTAAGG al

[100](for)/Collins
et al [101] (rev)

2.1.11 TagMan® Sonden

Alle Sonden stammten aus dem TagMan® Gene Expression Assay (Applied Bio-
systems von Thermo Fisher) und sind gegen humane cDNA-Abschnitte gerichtet.

Tabelle 3 - Gene und Assay-Nummern der TagMan® Sonden.

Name Gen-Alias Assay-Nummer
Aquaporin 4 (AQP4) AQP4 Hs00242342_m1
Syntrophin, a: (STNA1) SNTA1 Hs00162045_m1
Dystrophin (DMD) DMD Hs00758098_m1
Dystrobrevin, a (DTNA) DNTA1 Hs00169927_m1
Dystroglykan 1 (DAG1) DAG1 Hs00189308_m1
Laminin, a3 (LAMA3) LAMA3 Hs00165042_m1
Laminin, g1 (LAMB1) LAMB1 Hs01055969_m1
Laminin, y1 (LAMC1) LAMC1 Hs00267056_m1
Agrin (AGRN) AGRN Hs00394748_m1
TATA-Box bindendes Protein (TBP) TBP Hs00427620_m1
Hypoxanthinphosphoribosyltransferase
) HPRT 1 Hs02800695 m1
Ubiquitin C (UBC) UBC Hs00824723_m1

2.1.12 Verbrauchsmaterial
Spitzen: TipOne, (STARLAB GmbH, Hamburg, Deutschland)

Pipetten: ErgOne, (STARLAB GmbH,)

Petri-Schale: (Greiner Bio-One International GmbH, Kremsmunster, Deutsch-
land)

Insulinspritze: Nadelgré3e: 26G Nadel: BD Microlance 3, (Becton, Ort, Deutsch-
land)

Objekttrager: SuperFrost® Objekttrager (R. Langenbrinck, Emmendingen,
Deutschland)
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Deckglaser: Deckglaser Glasdicke: 0,13-0,16, (A. Hartenstein GmbH, Wirzburg,
Deutschland)

Skalpelle: Bruno Baya GmbH, Tuttlingen, Deutschland
Reaktionsgefalie:
Semi-Skirted 96 Well PCR Plate, (PEQLAB) fiir die gPCR-Reaktion

Eppendorf Safe-Lock Tubes, 1,5 ml — 2 ml, fur tGbrige Reaktionen, (Eppendorf
AG, Hamburg, Deutschland)

2.1.13 Gerate
Binokularlupe: M125 (Leica Microsystems GmbH, Wetzlar, Deutschland)

Kryotom: CM3050 S (Leica Biosystems Nussloch GmbH, Nussloch, Deutsch-
land)

Zentrifuge: Centrifuge 5414D, (Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland)
Fluorometer: Qubit® 2.0 Fluorometer, (Life Technologies)
Thermoblock: Peglab-Biosan, (PEQLAB Biotechnologie GmbH)

Thermocycler: peqSTAR 96X Universal Gradient (PEQLAB Biotechnologie
GmbH)

Real-Time PCR System: Applied Biosystems Step One™ (Applied Biosystems

von Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, USA)

Spannungsquelle: peqPOWER E203 (PEQLAB Biotechnologie GmbH)
Gelkammer: Perfect Blue Mini Gelsystem L (PEQLAB Biotechnologie GmbH)
Geldokumentationssystem: EBOX VX2 20MX, (PEQLAB Biotechnologie GmbH)

Chirurgischer Bohrer: Zusammengesetzt aus einem Hochleistungs-EC-Motor
(20711032) (KARL STORZ GmbH & Co. KG, Tuttlingen, Deutschland) und einem
Handstlick (1600399-001) (KARL STORZ GmbH & Co. KG). Als Bohrkopf wurde
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entweder ein Rosenbohrkopf (Rosenbohrer) oder ein Diamantbohrkopf (Dia-
mant-Bohrer) eingesetzt. Die Bohrkopfe 280030 wurden von der Firma KARL
STORZ GmbH & Co. KG bezogen.

Konfokales Laser Scanning Mikroskop (cLSM): LSM 510, Axioplan2i (Carl Zeiss
AG)

2.1.14 Software

Primerentwurf: Zum Primerentwurf wurde das Softwarepaket DNASTAR Laser-
gene 8 der Firma DNASTAR, Inc., (Madison, USA) verwendet.

Die Aufnahme am cLSM erfolgte durch die Software Zen 2009 in der Version
5,5,0,443 (Carl Zeiss AG) und die Auswertung durch Software ZEN 2012 (blue
edition) in der Version 1.1.2.0 (Carl Zeiss AG).

Der Abbildungsentwurf erfolgte unter der Verwendung der Software Corel-
DRAW®X6 in der Version 16.4.1.1281 der Firma Corel GmbH, Minchen,
Deutschland.

24



2.2 Methoden

2.2.1 Gewebegewinnung

2.2.1.1 Organentnahme aus der adulten Ratte (P31)

Die Tiere wurden zur Gewebegewinnung mit CO> bis zur Regungslosigkeit und
Apnoe narkotisiert. Anschlie3end wurde der Kadaver dekapitiert, der Schéadel
skalpiert und median-sagital, beginnend am Foramen magnum, mit einer Schere
durchtrennt. An diesem Punkt wurde der Bulbus occuli als Ganzes direkt aus der

Orbita entnommen.

Zur Gewinnung von Cochlea-Gewebe der Wistar-Ratte wurde nach der Entfer-
nung des restlichen zentralnervosen Gewebes ein Schadelweichteilpaket, inklu-
sive des Os temporale, rostral des Beginns der mittleren Schadelgrube abge-
trennt und in eine mit 1x PBS befillte Petri-Schale tberfuhrt. Die weitere Fein-
praparation erfolgte unter einer Binokularlupe. Zur Darstellung des Promontorium
cochleae wurde das Schadelweichteilpaket mit Hilfe von zwei Pinzetten, 11252-
23 und 11051-10 (Fine Science Tools GmbH, Heidelberg, Deutschland) entlang
des aulReren Gehorgangs und der Paukenhdhle gespalten. Abhéngig von der
spateren Verwendung des Gewebes, zur molekularbiologischen oder immun-
histochemischen  Untersuchung, wurden  nachfolgend verschiedene

Praparationsalgorithmen angewandt.

Zur immunhistochemischen Aufarbeitung des Cochlea-Gewebes aus der
Wistar-Ratte wurde die kndcherne Hille am Apex des Promontorium cochlae
minimal entfernt, anschlieRend wurde der Stapes entfernt, das ovale und runde
Fenster mittels einer Insulinspritze durchstoRen und deren jeweiliger Peri-
lymphraum mit Roti®-Histofix 4% vorsichtig, mit wenig Druck, perfundiert. Das
gesamte Praparat wurde zur Immersionsfixierung fir eine Stunde in Roti®-Histo-
fix 4% inkubiert, 3-mal mit 1x PBS gespult anschlieBend in 150 mmol/l EDTA-
Ldsung fur 48 Stunden bei 4 °C zur Entkalkung gelagert. Nach erneutem 3-mali-
gem Spulen mit 1x PBS wurde das Préaparat in einer 30% Saccharose-Losung
bei 4°C fur weitere 24 Stunden Uberfuihrt. Danach wurde das Gewebe in ein
Einbettungsmedium, Tissue-Tec® O.C.T, Uberfuhrt und bei -80 °C gelagert. Der

Gewebeblock wurde mit einem Kryotom 214pum dinn geschnitten. Unter
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durchlichtmikroskopischer Kontrolle wurden nur Anschnitte parallel zur Modiolus-
Achse, midmodiolar, auf SuperFrost® Adhasions-Objekttrager, aufgebracht und
bis zur weiteren Verwendung bei -80 °C gelagert.

Die Feinpraparation des Retinagewebes erfolgte unter einer Binokularlupe in
1xPBS auf Eis. Hierbei wurde die Cornea mit einer Schere, 91500-09 (Fine Sci-
ence Tools GmbH), durchstol3en, kreisférmig entlang der Iriswurzel abgetrennt
und so der Glaskorper entfernt. Der Augenbecher wurde fur zwei Stunden auf Eis
in Roti ®-Histofix 4% inkubiert, 3-mal mit 1x PBS fiir je 20 Minuten gespult und
danach fur 24 Stunden bei 4 °C in einer 30% Saccharose-Losung tUberfuhrt. Die
Einbettung in Tissue-Tek® und die Aufarbeitung am Kryotom erfolgte analog zur
Cochlea.

Nachfolgend wird die Gewebegewinnung zur molekularbiologischen Ver-
wendung beschrieben. Alle Praparationsschritte erfolgten in RNAse freien
Losungen und mit RNAse freiem Praparierbesteck. Zur Gewinnung von tieri-
schem Cochlea-Gewebe wurde nach der Spaltung des Schadelweichteilpakets
entlang des duReren Gehdrgangs das hautige Labyrinth aus seiner knéchernen
Schale vorsichtig herausprapariert und vom Modiolus getrennt. Anschliel3end
wurde das Gewebe in ein mit 100 pl RNA-Lysis Buffer T-P, aus dem Precellys®
Tissue RNA KIT (PEQLAB Biotechnologie GmbH), befllltes Gefal3 des Pre-
cellys®Ceramic Kit 1.4/2.8 mm (PEQLAB Biotechnologie GmbH) tberflhrt und
2-mal fur 10 Sekunden bei 5000 rpm mit einem Minilysis-System homogenisiert.
Das Homogenisat wurde nach vorigem Schockfrieren in flissigem Stickstoff bei
-80 °C gelagert. Insgesamt wurden je 10 Cochleae aus drei unabhangigen Prapa-

rationen aufgearbeitet.

Das Retinagewebe wurde nach der Entfernung des Glaskoérpers direkt von der
Choroidea mit einer feinen Pinzette abgel6st und in ein, mit 100 pl RNA-Lysis
Buffer T-P (PEQLAB Biotechnologie GmbH) beflilltes, Gefa? aus dem Pre-
cellys®Ceramic Kit 1.4/2.8 mm (PEQLAB Biotechnologie GmbH) utberflhrt, 2-
mal fur 10 Sekunden bei 5000 rpm mit einem Minilysis-System homogenisiert, in
flussigem Stickstoff schockgefroren und bis zur weiteren Verwendung bei -80 °C

gelagert.
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2.2.1.2 Organentnahme aus Korperspendern

Das humane Gewebe wurde 6 bis 18 Stunden post mortem entnommen. Alle
chirurgischen Instrumente wurden soweit nicht anders angegeben von der Firma
KARL STORZ GmbH & Co. KG, Tuttlingen, Deutschland bezogen. Das
Praparationsverfahren ist stark an die Tympanoskopie Uber den endauralen
Zugangsweg angelehnt. Zu Beginn des Eingriffs wurde der Korper abgedeckt
und der Kopf zur kontralateralen Seite des auf3eren Gehdrgangs gelagert. Mit
einem Skalpell der Gr63e 10 wurde ein ca. zwei bis vier Zentimeter langer Schnitt
mit Beginn am aufleren Gehdrgang gesetzt. Das Gewebe wurde bis auf den
Schéadelknochen zwischen Tragus und Helix der Ohrmuschel in Richtung der
ipsilateralen Orbita durchtrennt. Mit einem scharfen Raspatorium nach Plester,
8mm, 213008, wurde vom Schnitt ausgehend das Weichteilgewebe halbkreis-
formig mit Offnung nach rostral unterhalb des Periosts mobilisiert und ein Teil des
Os temporale dargestellt. Die feine Haut des &uf3eren Gehdrgangs wurde an des-
sen Beginn mit einem Plestermesser, 223100, halbkreisformig mit Offnung nach
rostral, umschnitten und sanft bis hinter den Sulcus tympanicus abgeldst. Im wei-
teren Verlauf wurde die mobilisierte Gehérgangshaut, inklusive Trommelfell,
nach rostral geschlagen, der Sulkus tympanicus mit einem House-L0offel, 224001,
gro3zuigig abgetragen und Malleus sowie Incus durch Exartikulation des
Incudostapedial-Gelenks gelést. Hammer und Amboss wurden zusammen-
hangend mit dem Trommelfell aus der Paukenhdhle entfernt und diese entlang
des auReren Gehdrgangs mit einem Rosenbohrer mit 5,0 mm Durchmesser unter
kontinuierlichem Spuilen mit 1x PBS erweitert. Die kndcherne Schale des Pro-
montorium cochlae wurde mit einem Diamant-Bohrer mit 3,1 mm Durchmesser
unter kontinuierlicher Spilung mit 1x PBS ausgedinnt. Nach der Entfernung des
Stapes wurde der Beginn der basalen Windung des Ductus cochlearis durch
Abtragen des Knochens zwischen ovalem und rundem Fenster dargestellt und
weiterverfolgt. Nach erstmaligem Auffinden des Ductus cochlearis mit einem Dia-
mant-Bohrer, 3,1 mm Durchmesser, unter kontinuierlichem Spulen mit 1x PBS
durch wurde der ausgedinnte Knochen oberhalb der basalen Windung weiter mit

einem House-Loffel abgetragen. Die basale Windung wurde kurz vor ihrer Rota-
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tion um den Modiolus mit einem Tellermesser durchtrennt und als Teilstlick ge-
borgen. Weiter wurde oberhalb zuerst ein Teilstlick der apikalen Windung mit
einem Diamant-Bohrer, 3,1 mm Durchmesser, freigelegt und anschlieZend mit
einem House-Lo6ffel vollstandig dargestellt. Mit einem Sichelmesser, 660500,
wurde die apikale Windung des Ductus cochlearis von dem verbliebenen Teil-
stiick der basalen Windung getrennt und geborgen. Danach wurde der Modiolus
mit einem Diamantbohrer, 3,1 mm Durchmesser, unter kontinuierlicher Spulung
mit 1x PBS durchdrungen, der verbliebene Teil der basalen Windung dargestellt
und extrahiert. Das Gewebe wurde analog zur tierischen Pr&paration, ent-
sprechend der jeweiligen Verwendung, aufgearbeitet. Die humane Praparation
fur die molekularbiologische Verwendung erfolgte analog zur tierischen mit
RNAse-freiem Operationsbesteck. Insgesamt wurden 6 Cochleae aus drei
Korperspendern aufgearbeitet.

Fur die Gewinnung von humanem Retinagewebe wurde der gesamte Bulbus
oculi herausgel6st. Dafur wurden von nasal die Sklera, der Nervus opticus und
die Bulbusmuskulatur mit einer gebogenen Schere, 513612, durchtrennt. Nach
der Uberfiihrung des Bulbus in eine Petrischale befullt mit 1x PBS wurde unter
einer Binokularlupe die Sklera ca. 2 mm distal der Iris-Sklera-Grenze eréffnet,
der Bulbus posterior des Ziliarkérpers kreisférmig umschnitten und der Glas-
korper sanft durch den Sog von aufgelegtem Zellstoff herausgelést. An zwei
gegenuberliegenden Stellen wurde mit einer Schere, 213314, die Sklera durch
einen aquatorialen Schnitt von der Eréffnungsstelle des Bulbus zur Papilla nervi
optici von Choroidea und Retina abgeldst. Das verbliebene Choroidea/Retina-
Gewebe wurde zur Entlastung an vier gegentberliegenden Stellen in Richtung
der Papilla nervi optici aquatorial eingeschnitten, aufgeklappt und Stiicke der
GrofRe von ca. 5 mm x 5mm parafoveolar entnommen. Das Gewebe wurde ana-
log zur tierischen Préparation, entsprechend der jeweiligen Verwendung, auf-

gearbeitet.

2.2.1.3 RNA-Isolation

Nach der Gewebegewinnung fur molekularbiologische Untersuchungen wurde

die Isolierung der RNA mit dem Precellys® Tissue RNA-Kit nach den Angaben
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des Herstellers durchgefuihrt. Der DNase I-Verdau erfolgte direkt auf der Perfect-
Bind RNA Column durch die Zugabe von 75 pl DNase | Reaktionsmix auf die
PerfectBind RNA Column und Inkubation bei RT fur 15 Minuten. Dieser wurde zu
Beginn der RNA-Isolation aus 73.5 pl DNase | Digestion Buffer und 1.5 pl RNase-
freier DNase | (20 units/ul) angemischt. Zum Trocknen wurde die Saule im An-
schluss fur zwei Minuten bei 10 000 x g zentrifugiert und in ein 1.5 ml Eppendorf-
Reaktionsgefald tberfuhrt. Im Anschluss wurden 30 pl DEPC-behandeltes Was-
ser auf die Saulenmatrix gegeben, fur drei Minuten bei Raumtemperatur inkubiert
und fur eine Minute bei 6000 x g zentrifugiert. Die S&ule wurde verworfen und die
eluierte RNA entweder direkt im Anschluss in cDNA umgeschrieben oder bei -80
°C gelagert. Bei allen Zwischenschritten der RNA-Extraktion wurden die Reakti-
onsgefal3e auf Eis gelagert. Die RNA-Konzentration wurde mit einem Qubit® 2.0
Fluorometer bestimmt. Zur Messung der Konzentration der Cochlea-RNA wurde
der Qubit® RNA HS Assay Kit fur die Bestimmung von Konzentrationen zwischen
250 pg/pl und 100 ng/ul benutzt. Die Messung der Kontrollgewebe-RNA
Konzentration erfolgte mit dem Qubit® RNA BR Assay Kit fur die Bestimmung
von Konzentrationen zwischen 1 ng/uL to 1 pg/uL. Die Messung erfolgte nach

den Angaben des Herstellers mit 1 pl der isolierten RNA.

2.2.1.4 RT-Reaktion
Fur die RT-Reaktion wurde das peqGOLD cDNA Synthesis Kit H Plus nach den

Anweisungen des Herstellers verwendet. Zuerst wurden das entsprechende
Volumen von 1 pug Template-RNA und 8,33 pmol/l Random Hexamer Primer in
DEPC-Wasser in ein RNAse-freies Reaktionsgefald pipettiert und funf Minuten
bei 65 °C in einem Thermoblock inkubiert. Nach abschlieendem Abkihlen auf
Eis wurden 1x ReactionBuffer (50 mmol/l Tris-HCI bei pH 8.3, 50 mmol/l KCI, 20
mmol/l MgClz, 10 mmol/l DTT), 20u peqGOLD RNase Inhibitor (20 u/ul), 2,5
mmol/l dNTP Mix, 100u/pl peqGOLD M-MuLV H Plus Reverse Transcriptase
(200 u/ul) in dieser Reihenfolge dem Reaktionsgefal hinzugefugt, sanft ver-
mischt und fur 5 Minuten bei 25 °C inkubiert. Die Synthese erfolgte bei anschlie-
Render Inkubation bei 45 °C fir 60 Minuten und wurde danach bei 70 °C fur funf
Minuten terminiert. Die so gewonnene cDNA wurde entweder direkt im Anschluss

verwendet oder bei -20 °C gelagert.
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2.2.1.5 RT-PCR — Polymerase Kettenreaktion

Zum gezielten qualitativen Nachweis der mRNA-Sequenzabschnitte einzelner
Gene wurde die RT-PCR gewahlt. Fur die Amplifikation der zu untersuchenden
Gene wurden Oligonukleotidprimer mit einer Lange von 17 bis 24 Basenpaaren
generiert oder aus anderen Studien verwendet (Tabelle 2). Zur Durchfuhrung der
Polymerase Kettenreaktion wurde das peqGOLD Taq-DNA-Polymerase-Kit 'all
inclusive’ nach Angaben des Herstellers verwendet. Der Mastermix wurde aus 1x
Reactionbuffer Y (20 mmol/l Tris-HCI bei pH 8,55, 16 mmol/l (NH4)2S04, 0,01%
Tween 20 und 2mmol/l MgCl»), 1x Enhancer Solution P, 0,2 mmol/l dNTP-Mix,
0,2 pmol/pl Forward-Primer, 0,2 pmol/pl Reverse-Primer, 1,25 u/pl Tag-DNA-
Polymerase (5 u/ pl) und DEPC-H20 in ein 1,5 ml Reaktionsgefal} pipettiert. Es
wurde je 1 ug cDNA fir die PCR eingesetzt. Diese wurde anschliel3end in einem
Thermocycler, durchgefihrt. Zu Beginn wurde der Ansatz einmalig drei Minuten
lang bei 94 °C denaturiert. Im Anschluss folgten 40 Zyklen mit je einer
Denaturierungsphase von 30 Sekunden bei 94 °C, einer Hybridisierungsphase
mit einer Dauer von 30 Sekunden bei 55 °C, und einer Elongationsphase mit der
Dauer von 60 Sekunden bei 72 °C. Danach wurde eine finale Elongationsphase
von funf Minuten bei 72 °C durchgefuhrt. 10 pl des jeweiligen Amplifikates wurden
mit 1x Orange G-Ladepuffer in einem frischen Reaktionsgefald beladen und in
eine Tasche eines 1,5 % Agarose-Gels pipettiert. Zur Visualisierung der DNA
diente Midori Green Advanced. Die Grol3enidentifizierung der spezifischen Ban-
den erfolgte mit einem O’range 50 bp DNA Ladder, von dem 10 ul in eine Tasche
des Gels pipettiert wurden. Die Banden wurden bei 120 Volt fir 45 Minuten auf-
getrennt. Danach wurde das Ergebnis der Gel-Elektrophorese im

Geldokumentationssystem visualisiert.

2.2.1.6 qPCR — Real-Time Polymerase Kettenreaktion
Der Nachweis von mRNA-Sequenzabschnitten mittels gPCR erfolgte in einem
Real-Time PCR System. In ein Reaktionsgefal3 einer PCR Plate wurden in ein

Volumen von 20 pl 2 ng/pl cDNA, 1x TagMan® Gene Expression Master-Mix und
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das jeweilige 1x TagMan® Gene Expression Assay pipettiert. Die qPCR um-
fasste 40 Zyklen, die mit einer Annealing-/Elongations-Temperatur von 60°C und
einer Denaturierungs-Temperatur von 95°C durchgefuhrt wurden. Die Gro-
Renidentifizierung der spezifischen Banden erfolgte mit einem O’range 50 bp
DNA Ladder, von dem 10 pl in eine Tasche eines 3% Agarose Gels pipettiert
wurden. Die 10 pyl der Amplifikate wurden mit 1x Orange G Ladepuffer beladen
und in die restlichen Taschen pipettiert. Die Banden wurden bei 120 V fiir 2 Stun-
den aufgetrennt. Danach wurde das Ergebnis der Gel-Elektrophorese im

Geldokumentationssystem visualisiert.

2.2.2 Immunhistochemische Methoden

2.2.2.1 Immunfluoreszenzmarkierung

Die Gewebeschnitte auf den jeweiligen Objekttragern wurden zuerst bei Raum-
temperatur aufgetaut, mit einem Fettstift (Dako Pen) umrandet und funf Minuten
mit 1x PBS renaturiert. Nach anschlieBender Lagerung im Permeabilisierungs-
puffer fur 5 Minuten wurden die Schnitte dreimal 5 Minuten lang in 1x PBS ge-
spult. Die Blockierung erfolgte 30 Minuten im Blockierungspuffer. Die Zugabe von
NDS oder NGS zum Blockierungspuffer wurde dem jeweiligen Ursprungs-
organismus des Sekundarantikdrpers angepasst. Bei Mehrfachmarkierungen
wurden beide Seren im Blockierungspuffer verwendet. Im Anschluss wurden die
Gewebeschnitte mit dem Reaktionspuffer mit 1:100 Primar-Antikoérper Gber Nacht
bei 4 °C inkubiert. Die tabellarische Auflistung der Antikorper findet sich in Tabelle
1. Am nachsten Tag wurde nach dreimaligem Spilen fir je 5 Minuten in 1x PBS
die Inkubation mit 1:400 Sekundar-Antikérper in Reaktionspuffer flr 2 Stunden
bei Raumtemperatur fortgesetzt. Die Schnitte wurden erneut dreimal fur jeweils
5 Minuten gesplult und die Gewebeschnitte unter Verwendung von FluorSave™

Reagent eingedeckelt.
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2.2.2.2 Konfokale cLSM-Aufnahme der Immunfluoreszenz-

markierung

Die Proben wurden an einem konfokalen Laser Scanning Mikroskop, LSM 510,
Axioplan2i (Carl Zeiss AG) mit der jeweiligen Anregungswellenléange, 488nm —
Argon-Laser LGK 7812 ML4 (Carl Zeiss AG) und 543nm - HeliumNeon-Laser
LGK 7786 P (Carl Zeiss AG), des Fluorophors des gewéhlten Sekundaranti-
korpers evaluiert. Die Aufnahmen erfolgten dabei entweder durch die Objektive:
Plan-APOCHROMAT 63x/1,4 QOil DIC (Carl Zeiss AG) oder Plan-APOCHROMAT
20./0,8 (Carl Zeiss AG).
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3. Ergebnisse

3.1 Analyse der Kolokalisation von AQP4 und seinem memb-
ranaren DAPK-Ankerprotein, Syntrophin

3.1.1 Die zellulare Kolokalisation von AQP4 und Syntrophin im Duc-

tus cochlearis der funktionell adulten Ratte (p31)

Die Kolokalisation von Aquaporin-4 und Syntrophin konnte in der immunhistoche-
mischen Analyse des DCs der adulten Ratte (p31) in dessen Stutzzellen aul3er-
halb des Corti-Organs durchgehend nachgewiesen werden (Abbildung 4).

Abbildung 4 - Zellulare Expression von AQP4 (griin) und Syntrophin (rot) in den epithe-
lialen Stltzzellen des Ductus cochlearis. Aquaporin-4 und Syntrophin sind in den epithelialen
Stitzzellen des DCs kolokalisiert. In dieser Aufnahme liegt das vorhandene AQP4-Signal in den
epithelialen Stitzzellen des inneren Sulkus auf3erhalb der Fokusebene. Das Corti-Organ zeigte
nur eine Syntrophin-Expression und somit keine Kolokalisation mit AQP4. (MaR3stab 20 um)

Auf zellularer Ebene zeigte sich eine Kolokalisation der beiden Epitope in den
epithelialen Stutzzellen des DCs, konkret im inneren Sulkus in den Interdental-
(IDZs), den inneren Sulkus- (ISZs-med.) und den inneren Grenzzellen (ISZs-lat.).
Im aufReren Sulkus konnte eine Kolokalisation von AQP4 und Syntrophin in den
Hensenzellen (HZs), den Claudiuszellen (CZs) und den aufReren Sulkuszellen
(ASZs) nachgewiesen werden. In den epithelialen Stiitzzellen des Corti-Organs
konnte nur eine Syntrophin-Expression nachgewiesen werden. Eine AQP4-
Expression konnte in den epithelialen Stitzzellen des Corti-Organs nicht nach-
gewiesen werden. Somit sind AQP4 und Syntrophin im Corti-Organ nicht koloka-

lisiert.
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3.1.2 Zellulare Kolokalisation von AQP4 und Syntrophin im Kontroll-

gewebe, Retina, der adulten Ratte (p31)

Die Netzhaut der adulten Ratte (p31) diente als Kontrollgewebe (Abbildung 5).
AQP4 und Syntrophin waren Uberwiegend perivaskular im Bereich der aul3eren
plexiformen und inneren nukle&ren Schicht kolokalisiert. Die innere Grenzschicht
zeigte ebenfalls ein positives Koimmunfluoreszenzsignal von AQP4 und Syn-

trophin. Diese Ergebnisse stimmen mit bereits bekannten Studien Uber die

AQP4- und Syntrophin-Expression in der Retina der Ratte tiberein [54].

Abbildung 5 — Immunhistochemische Analyse der AQP4- (grin) und Syntrophin-Ex-
pression (rot) und deren Kolokalisation in der Retina der Ratte (p31). Das Pigmentepithel ist
nach oben orientiert. (a) Syntrophin-Expression in der inneren Grenzschicht und perivaskular in
der auRBeren plexiformen und inneren nukledren Schicht (INL). (b) AQP4-Expression sowohl in
der inneren Grenzschicht als auch auf3eren plexiformen und inneren nuklearen Schicht (INL). (c)
Fusionsbild aus (a) und (b) mit Kolokalisation von AQP4 und Syntrophin perivaskular in der inne-
ren plexiformen und inneren Grenzschicht. (ONL, auf3ere nukledre Schicht; INL, innere nukleare
Schicht; GCL, Ganglienzellschicht). (MaRstab 20 um)
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3.2 mRNA-Analyse der Komponenten des DAPK’s

3.2.1 Qualitative RT-PCR Analyse der DAPK-Komponenten
3.2.1.1 — des Ductus cochlearis der funktionell adulten Ratte (p31)

Die RNA der intrazellularen Komponenten des DAPKs (Aquaporin-4, ai-Syn-
trophin, Dystrophin und a- und 3-Dystrobrevin) konnte in den Zellen des DCs der
Ratte nachgewiesen werden (Abbildung 6). Weiter fuihrte die RT-PCR Analyse
der transmembranaren (a- und B-Dystroglykan) und der extrazellularen Kompo-
nenten des DAPKs (Agrin und der a3-, f1-, B2- und y1- Laminin-Ketten) eben-
falls zu einer deutlichen PCR-Bande. Die obengenannten Laminin-Ketten wurden
zum Nachweis ausgesucht um die mégliche Expression aller bekannten Laminin-
Isoformen abzudecken. Zusammenfassend konnte beobachtet werden, dass im
Gewebe des DCs die RNA aller untersuchten DAPK-Komponenten exprimiert

wird.

Abbildung 6 — RT-PCR Analyse der DAPK-Komponenten des Ductus cochlearis der funkti-
onell adulten Ratte (p31). Die mRNA-Sequenzabschnitte aller untersuchten DAPK-Kom-
ponenten konnten im DC nachgewiesen werden. Intrazelluldr: SNTA1, Syntrophin, alpha 1; DMD,
Dystrophin; DTNA, Dystrobrevin, alpha; DTNB, Dystrobrevin, beta, transmembranér: AQP4,

Aquaporin-4; DAG1-8, Dystroglykan, beta, extrazellular: DAG1-a Dystroglykan, alpha; LAMA3,
Laminin, alpha 3; LAMB1, Laminin, beta 1; LAMB2, Laminin, beta 2, LAMC1, Laminin, gamma 1;
AGRN, Agrin).
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3.2.1.2 — des Kontrollgewebes, der Retina der funktionell adulten
Ratte (p31)

Im Kontrollgewebe, der Retina der Ratte, konnte eine RNA-Expression in allen
untersuchten Komponenten des DAPKSs in Analogie zur immunhistochemischen
Analyse in Kapitel 3.1.2 nachgewiesen werden (Abbildung 7).

Abbildung 7 — RT-PCR Analyse der DAPK-Komponenten der Retina der Ratte (p31). In der
Retina der Ratte konnten die mMRNA-Sequenzabschnitte aller untersuchten DAPK-Komponenten
nachgewiesen werden. Intrazelluldr: SNTAL, Syntrophin, alpha 1; DMD, Dystrophin; DTNA, Dys-
trobrevin, alpha; DTNB, Dystrobrevin, beta, transmembranar: AQP4, Aquaporin-4; DAG1-, Dys-

troglykan, beta, extrazelluldr. DAG1-a Dystroglykan, alpha; LAMA3, Laminin, alpha 3; LAMB1,
Laminin, beta 1; LAMB2, Laminin, beta 2, LAMC1, Laminin, gamma 1; AGRN, Agrin).

3.2.2 Qualitative Tag-Man® Real-Time PCR Analyse der DAPK-

Komponenten

3.2.2.1 — des humanen Ductus cochlearis

Die Tag-Man® Real-Time PCR Analyse des humanen DC-Gewebes zeigte die
gualitative mRNA Expression der intrazellularen (Dystrophin, ai-Syntrophin, a-
und B-Dystrobrevin), transmembranaren (Aquaporin-4, a- und B-Dystroglykan)
und extrazellularen (Agrin und der a3-, B1-, y1- Lamininketten) Komponenten des
DAPKs (Abbildung 8). Wieder wurden diese Lamininketten ausgesucht um még-

lichst alle bekannten Laminin-lsoformen detektieren zu kdnnen.
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Abbildung 8 - Tag-Man® RT-PCR Analyse der DAPK-Komponenten des humanen DCs. Die
MRNA-Sequenzen aller untersuchten Gene der DAPK-Komponenten konnten im humanen Duc-
tus cochlearis nachgewiesen werden. Untersuchte DAPK-Komponenten von intra- nach extra-
zellular: (AQP4, Aquaporin-4; SNTA1, Syntrophin, alpha 1; DMD; DTNA: a-Dystrobrevin; Dys-
trophin; DAG1, Dystroglykan, 1; LAMAS3, Laminin, alpha 3; LAMB1, Laminin, beta 1; LAMC1,
Laminin, gamma 1; AGRN, Agrin; HPRT, Hypoxanthin Phosphoribosyltransferase; TBP, TATA
Box Binding Protein; UBC, Ubiquitin C).

3.2.2.2 — des Kontrollgewebes, der humanen Retina

Gewebe der humanen Retina dienten bei dieser Studie als Kontrolle (Abbildung
9). Mit Hilfe der Tag-Man® RT-PCR Analyse konnte die qualitative mRNA-
Expression aller untersuchten Komponenten des DAPK in den Zellen der huma-

nen Retina festgestellt werden.
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Abbildung 9 — Tag-Man® RT-PCR Analyse der DAPK-Komponenten der humanen Retina.
In der humanen Retina konnte die mRNA-sequenzabschnitte aller untersuchten DAPK-Kompo-
nenten nachgewiesen werden. Untersuchte DAPK-Komponenten von intra- nach extrazellular:
(AQP4, Aquaporin-4; SNTA1, Syntrophin, alpha 1; DMD, Dystrophin; DAG1, Dystroglykan, 1;
LAMAZ3, Laminin, alpha 3; LAMB1, Laminin, beta 1; LAMC1, Laminin, gamma 1; AGRN, Agrin;
HPRT, Hypoxanthin Phosphoribosyltransferase; TBP, TATA Box Binding Protein; UBC, Ubiquitin
Q).

3.3 Subzellulare Lokalisation einzelner Komponenten des
DAPK's

Zur ldentifizierung des membranaren Verankerungsmechanismus von AQP4
Uber die Komponenten des DAPKs im DC der Ratte wurden die subzellulare Ex-
pression des direkten AQP4-Ankermolekils Syntrophin, dessen intrazellularer
Bindungspartner Dystrophin, das transmembranare B-Dystroglykan, sowie das

extrazellulare Laminin immunhistochemisch an Gefrierschnitten untersucht.

3.3.1 —in den epithelialen Stitzzellen im Ductus cochlearis der funkti-

onell adulten Ratte (p31)

Die Beschreibung der subzellularen Expression der einzelnen Komponenten des

Dystrophin-assoziierten Proteinkomplexes folgt dem gleichen Schema und be-
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ginnt bei den Interdentalzellen, die am weitesten medial innerhalb des midmo-
diolaren Schnitts durch den DC liegen, und endet bei den Wurzelfortsatzen der
aulReren Sulkuszellen, die sich am weitesten lateral befinden. Zur einfacheren
Orientierung (an Abbildung 2 und 18 sowie Tabelle 4) werden zu Beginn jedes
der folgenden Unterkapitel die Abkirzungen der Zellen des DCs genannt. Am
Ende dieser ist eine Zusammenfassung der subzellularen DAPK-Expression im
DC der Ratte in Tabelle 4 aufgefuhrt.

3.3.1.2 Die subzellulare Lokalisation des membranaren AQP4-Anker-

molekuls, Syntrophin, im Ductus cochlearis der Ratte

Im medialen Abschnitt des DCs zeigten die Zellmembranen der Interdentalzellen
(IDZs) fur Syntrophin ein basolaterales Immunfluoreszenzsignal (Abbildung 10).

Abbildung 10 — Immunhistochemische Analyse mit konfokaler (cLSM) Aufnahme der sub-
zellularen Expression von Syntrophin im DC der Ratte (p31). (a) Basolaterale Syntrophin-
Expression in den IDZs und basale Syntrophin-Expression in den ISZs-med. (b) Zu erkennen ist
eine basolaterale Expression von Syntrophin in den 1SZs-lat., der IPhZ und der IPZ (gefillter
Pfeilkopf). Die IHZ wies kein Syntrophin-Signal auf. (c) zeigt das basolaterale Syntrophin-Immun-
fluoreszenzsignal in der APZ (hohler Pfeilkopf), den DZs und den HZs. Die AHZs zeigten keine
spezifische Syntrophin-Expression. In (d) ist die Syntrophin-Expression am basalen Zellpol der
CZs zu erkennen. Die Wurzelfortsitze der ASZs zeigen in (e) eine basolaterale Syntrophin-
Expression. (Maf3stab 10 um)

Weiter entlang des medialen Abschnitts des inneren Sulkus zeigten die inneren
Sulkuszellen (1ISZs-med.) hingegen eine basale Immunfluoreszenzmarkierung
fur Syntrophin. Es konnte sowohl bei den inneren Grenzzellen (1SZs-lat.) als auch
bei der inneren Phalangenzelle (IPhZ) im Corti-Organ eine basolaterale Syn-
trophin-Expression nachgewiesen werden. Im Gegensatz dazu wies die innere
Haarsinneszelle (IHZ) keine Syntrophin-Expression auf. Die innere Pfeilerzelle
(IPZ) und auRere Pfeilerzelle (APZ) zeigten jeweils eine basolaterale Expression
von Syntrophin. Im lateralen Abschnitt des Corti-Organs konnte bei allen drei
Deiterszellen (DZs), eine basolaterale Immunfluoreszenzmarkierung fur Syn-

trophin identifiziert werden. Besonders eindricklich zeigte sich dies entlang des
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Zellmembranabschnitts der Deiterszellen, der den basalen Pol der aul3eren
Haarsinneszellen (AHZs) umgibt. Im Gegensatz zu den Deiterszellen, konnte in
den aul3eren Haarsinneszellen kein positives Immunfluoreszenzsignal fur Syn-
trophin detektiert werden. Die am lateralen Grenzbereich des Corti-Organs
liegenden Hensenzellen (HZs) wiesen in ihren Zellmembranen eine basolaterale
Syntrophin-Expression auf. Weiter im &auf3eren Sulkus konnte in den Zell-
membranen der Claudiuszellen (CZs) ein basales und in den Zellmembranen der
auReren Sulkuszellen (ASZs) entlang deren Wurzelfortséitze ein basolaterales

Immunfluoreszenzsignal flr Syntrophin detektiert werden.

3.3.1.3 Die subzellulare Lokalisation der intrazellularen Dystrophine

im Ductus cochlearis der Ratte

Bei der Immunhistochemische Analyse der Dystrophin-Expression konnte im
medialen Bereich des DCs in den Interdentalzellen (IDZs), den inneren Sulkus-
zellen (ISZs-med.) und den inneren Grenzzellen (ISZs-lat) ein zyto-
plasmatisches Immunfluoreszenzsignal erkannt werden (Abbildung 11). Es
zeigte sich weiter eine zytoplasmatische Dystrophin-Expression in allen Zellen
des Corti-Organs, konkret in der/den inneren Phalangenzelle (IPhZ), inneren
Haarsinneszelle (IHZ), inneren Pfeilerzelle (IPZ), auReren Pfeilerzelle (APZ),
auReren Haarsinneszellen (AHZs) und Deiterszellen (DZs). Die zytoplasmatische
Dystrophin-Expression setzte sich in den Zellen des &ulReren Sulkus fort, konkret
in den Hensenzellen (HZs), den Claudiuszellen (CZs) und den aufl3eren Sulkus-
zellen (ASZs).

Abbildung 11 — Subzellulare immunhistochemische Auswertung der Dystrophin-Expres-
sion im DC der Ratte (p31). (a) Dystrophin-Expression zytoplasmatisch in den IDZs und in den
ISZs-med. (b) Zytoplasmatische Expression von Dystrophin in den ISZs-lat., der IPhZ, der IHZ
und der IPZ (gefillte Pfeilkdpfe). (c) — (c*) Zytoplasmatische Markierung von Dystrophin im late-
ralen Abschnitt des Corti-Organs: APZ (hohle Pfeilkopfe), den DZs, der AHZs und den HZs. (d)
zeigt eine Dystrophin-Markierung am basalen Zellmembranabschnitt der CZs. (e) Zyto-
plasmatische Dystrophin-Expression der Wurzelfortsatze der ASZs. (MaRstab 10 pm)
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3.3.1.4 Die subzellulare Lokalisation des transmembranaren B-Dys-

troglykans im Ductus cochlearis der Ratte

Beginnend im Bereich des inneren Sulkus zeigten die Interdentalzellen (IDZs)
eine basolaterale und die inneren Sulkuszellen (ISZs-med.) eine basale Immun-
fluoreszenzmarkierung fur B-Dystroglykan in ihren Zellmembranen (Abbildung
12). Am medialen Abschnitt des Corti-Organs zeigten die inneren Grenzzellen
(ISz-lat.), die innere Phalangenzelle (IPhZ) und die innere Pfeilerzelle (IPZ) eine
basolaterale B-Dystroglykan-Expression. Die innere Haarsinneszelle (IHZ) hin-
gegen zeigte kein spezifisches Signal fur B-Dystroglykan. Weiter konnte im
lateralen Abschnitt des Corti-Organs in den drei Deiterszellen (DZs), der aul3eren
Pfeilerzelle (APZ) und den Hensenzellen (HZs) eine basolaterale B-Dystroglykan-
Expression identifiziert werden. In den drei duReren Haarsinneszellen (AHZSs)
konnte, analog zu den inneren Haarsinneszellen kein spezifisches Signal fir (3-
Dystroglykan erkannt werden. Zusatzlich war am basalen Pol des inneren Tun-
nels ein Signal in der B-Dystroglykan-Immunfluoreszenzmarkierung zu erkennen,
welches medial an der inneren Pfeilerzelle (IPZ) begann und an der auf3eren
Pfeilerzelle (APZ) endete. Im auRReren Sulkus des DCs zeigten die Claudiuszellen
(CZs) eine basale und die auBeren Sulkuszellen (ASZs) eine basolaterale B-

Dystroglykan-Expression, die sich ebenfalls in den basolateralen Zellmembranen
ihrer Wurzelfortséatze fand.

Abbildung 12 — B-Dystroglykan-Expression und dessen subzellulare Lokalisation im DC
der funktionell adulten Ratte (p31). (a) Basolaterales B-Dystroglykan-Signal in den IDZs und
basales in den ISZs-med. (b) zeigt den medialen Abschnitt des Corti-Organs und einer baso-
lateralen B-Dystroglykan-Expression der 1SZs-lat., der IPhZ und der IPZ (gefillter Pfeilkopf). In
der IHZ konnte keine Expression von B-Dystroglykan detektiert werden. (¢) Zu sehen ist der late-
rale Abschnitt des Corti-Organs mit basolateraler B-Dystroglykan-Expression der APZ (hohle
Pfeilkbpfe), der DZs und der HZs. In (d) ist die basale p-Dystroglykan-Expression der CZs zu
erkennen und in (e) das basolaterale B-Dystroglykan-Signal in den Wurzelfortsatzen der ASZs.
(Maf3stab 10 pm)
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3.3.1.5 Die subzellulare Expression des extrazellularen Laminins im

Ductus cochlearis der Ratte

Bei der immunhistochemischen Analyse von Laminin im DC der Ratte zeigte sich
eine ubiquitare Lokalisation der Mitglieder der extrazellularen Matrixmo-
lekulfamilie in der Basallamina der epithelialen Stitzzellen (Abbildung 13). Im
medialen Abschnitt des DCs konnte bei den Interdentalzellen (IDZs) dariber hin-
aus eine Laminin-Expression um die basolateralen Membranen nachgewiesen

werden. Diese immunhistochemische Markierung fir Laminin zeigte sich eben-

falls um die basolateralen Membranen der Wurzelfortséatze der aulReren Sulkus-
zellen (ASZs).

Abbildung 13 — Immunhistochemische Analyse und konfokale (cLSM) Aufnahme der La-
minin-Expression im DC der funktionell adulten Ratte (p31). Ubiquitdre Laminin-Lokalisation
in der Basallamina der epithelialen Stitzzellen: Zu sehen in (a) den IDZs und den 1SZs-med., in
(b) den I1SZs-lat., der IPhZ- und IPZ, in (c) der/den APZ, DZs, und HZs und in (d) den CZs, ASZs
und deren Wurzelfortsatzen (e). (Mal3stab 10 um)

3.3.1.6 Zusammenfassung der subzellularen Expression von AQP4
und der DAPK-Komponenten im DC der Ratte

Zusammenfassend findet sich die Expression aller Mitglieder des DAPKs in allen
AQP4-exprimierenden Stutzzellen des Ductus cochlearis (Tabelle 4). Die sub-
zellulare Lokalisation der einzelnen Komponenten deckt sich mit der Beschrei-
bung in den Gliazellen und den Miillerzellen: Syntrophin als unmittelbares AQP4-
Ankerprotein von intrazellular, weiter intrazellular Dystrophin, membran-
Uberspannend B-Dystroglykan und extrazellular Laminin. Auch in den Stitzzellen
des Corti-Organs, in dem keine AQP4-Expression festgestellt werden konnte,
konnte die durchgehende Expression aller Komponenten des DAPKSs in ihrer
subzellularen Verteilung nachgewiesen werden. Darlber hinaus exprimierten die
inneren und auleren Haarsinneszellen Dystrophin intrazellular bei fehlender
Lokalisation von AQP4.

42



Tabelle 4 — Zusammenfassung der subzellularen Expression von AQP4 und der DAPK-
komponenten im Ductus cochlearis der Ratte.

Membran 1SZ- 1SZ- M " "
Doméne IDZ med. lat IPhZ IHZ IPZ APZ  AHZ Dz HZ cz ASZ
basal + + + + + +
AQP4 lateral + - + - - - - - - + . +
5 basal + + + + - + + - + + + +
yn lateral + - + + - + + - + + . +
basal + + + + - - + - - + + +
BDI  jateral + - + + y + + - + + _ +
intra-
Dys ellulér + + + + + + + + + + + +
Lam extra- + + . + ) + + . + + + +

zellular

3.3.2 — im Kontrollgewebe, Retina der funktionell adulten Ratte (p31)
Retinagewebe aus der adulten Ratte (p31) wurde fur diese Studie als Kontroll-
gewebe verwendet (Abbildung 14). In der inneren nuklearen und aul3eren
plexiformen Schicht zeigte sich vor allem eine perivaskuldre Expression aller
untersuchter Komponenten des DAPKSs (Syntrophin, Dystrophin, B-Dystroglykan
und Laminin). Weiter ist ein spezifisches Immunfluoreszenzsignal aller Kompo-
nenten des DAPKSs in der inneren Grenzschicht zu erkennen. Zusétzlich konnte
eine Dystrophin-Expression im Bereich der Fotorezeptoren nachgewiesen wer-
den. Die hier gefundenen Ergebnisse stimmen mit friheren Studien Uber die
Expression von Syntrophin, Dystrophin, B-Dystroglykan und Laminin in der Re-

tina der Ratte Uberein.
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Syn Dys B-Dg

Abbildung 14 — Immunhistochemische Analyse und konfokale (cLSM) Aufnahme einzelner
Komponenten des DAPKs in der Retina der Ratte (p3l1). Dargestellt sind die
Immunfluoreszenzsignale der jeweiligen Komponenten des DAPKSs (rot). (a — d) Im Bereich der
inneren nukledren (INL) und aufReren plexiformen Schicht und in der inneren Grenzschicht, die
hinter der Ganglienzellschicht (GCL) lokalisiert ist, zeigte sich vor allem perivaskular eine deutli-
che Expression aller untersuchter DAPK-Komponenten: (a) Syntrophin, (b) Dystrophin, (c) B-Dys-
troglykan und (d) Laminin. In (b) ist die Dystrophin-Expression im Bereich der Fotorezeptoren zu
erkennen. (d) Die immunhistochemische Analyse von Laminin zeigte ein positives perivaskular
lokalisiertes Signal zwischen der inneren nukleéren (INL) und auf3eren nuklearen (ONL) Schicht,
sowie in der inneren Grenzschicht. (Ma3stab 20 pum).

3.3.3 — im humanen Ductus cochlearis
3.3.3.1 Die zellulare Lokalisation des membranédren AQP4-Anker-

molekuls, Syntrophin im humanen Ductus cochlearis

Im postmortal gewonnenen humanen DC konnte in den Interdentalzellen (IDZs)

eine Syntrophin-Expression nachgewiesen werden (Abbildung 15).

Abbildung 15 — Immunhistochemische Analyse der Syntrophin-Expression des humanen
DCs. (a) Syntrophin-Expression in den IDZs. (b) Zu erkennen ist eine Expression von Syntrophin
in den ISZs-med. bis zu den ISZs-lat. Corti-Organ mediale Halfte: Positive Syntrophin-Expression
in den IPhZ und IPZ. Keine Syntrophin-Expression in der IHZ (c) Corti-Organ laterale Halfte und
angrenzende Stiitzzellen: Positive Syntrophin-Expression in der APZ, in den DZs, HZs und CZs.
In den AHZs konnte keine Syntrophin-Expression identifiziert werden. (d) Dargestellt ist die posi-
tive Syntrophin-Expression der ASZs in ihren Wurzelfortsatzen. (MaRstab 10 pum)

In den inneren Sulkuszellen (ISZs-med.) bis hin zu den inneren Grenzzellen
(ISZs-lat.) konnte eine Syntrophin-Expression detektiert werden. Im Corti-Organ

konnte in dessen medialen Stitzzellen, innere Phalangen- (IPhZ) und innere
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Pfeilerzelle (IPZ), ein positives Syntrophin-Immunfluoreszenzsignal nachge-
wiesen werden. Die immunhistochemische Analyse der Stitzzellen der lateralen
Halfte des Corti-Organs, auRRere Pfeilerzelle (APZ) und den Deiterszellen (DZs),
zeigte ein positives Syntrophin-Signal. Weiter liel3 sich in der inneren Haarsinnes-
zelle (IHZ) und den &uReren Haarsinneszellen (AHZs) keine Syntrophin-
Expression nachweisen. An der lateralen Grenze des Corti-Organs konnte in den
Hensenzellen (HZs) eine Syntrophin-Expression nachgewiesen werden. Entlang
des aul3eren Sulkus konnte in der immunhistochemischen cLSM-Aufnahme ein
positives Signal fir Syntrophin beobachtet werden.

3.3.3.2 Die zellulare Lokalisation von AQP4 im humanen Ductus

cochlearis

Die Interdentalzellen (IDZs) im postmortal gewonnenen humanen DC wiesen ein

positives AQP4-Immunfluoreszenzsignal auf (Abbildung 16).

Abbildung 16 — AQP4-Expression entlang des humanen DCs. (a) AQP4-Expression in den
IDZs. (b) zeigt ein AQP4-Signal in den ISZs-med. und den ISZs-lat. Die IHZ und die epithelialen
Stutzzellen des medialen Abschnitts des Corti-Organs, IPhZ und IPZ, zeigten kein spezifisches
AQP4-Signal (c) Im lateralen Abschnitt des Corti-Organs zeigten dessen Stiitzzellen, APZ und
DZs, und die AHZs kein positives AQP4-Signal. Zu erkennen war eine AQP4-Expression in den
HZs und CZs. (d) Dargestellt ist die AQP4-Expression in den Wurzelfortsatzen der ASZ. (MaRstab
10 pm)

Entlang der medialen Halfte des DCs zeigten sich die inneren Sulkus- (ISZs-
med.) und die inneren Grenzzellen (ISZs-lat.) ebenfalls positiv in der AQP4-
Immunfluoreszenzmarkierung. An der Grenze zwischen Corti-Organ und dem
lateralen Abschnitt des DCs konnte in den Hensenzellen (HZs) und den Claudius-
zellen (CZs) eine AQP4-Expression beobachtet werden. In allen Stitzzellen des
Corti-Organs, sowie in den Haarsinneszellen konnte keine AQP4-Expression

nachgewiesen werden. Weiter lateral im DC zeigten die Wurzelfortsatze der
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auReren Sulkuszellen (ASZs) in ihren Zellmembranen ein positives AQP4-

Immunflureszenzsignal.

3.3.3.3 Die zellulare Kolokalisation von Syntrophin und Aquaporin-4

im humanen Ductus cochlearis

Bei der immunhistochemischen Doppelmarkierung von Syntrophin und Aqua-
porin-4 im humanen DC zeigte sich diese in den Interdentalzellen (IDZs), siehe
Abbildung 17. Entlang des medialen Abschnitts des inneren Sulkus konnte in den
inneren Sulkus- (ISZs-med.) und in den inneren Grenzzellen (ISZs-lat.) eine
Kolokalisation von Syntrophin und AQP4 nachgewiesen werden. Die lateral an
das Corti-Organ angrenzenden Hensenzellen (HZs) zeigten, sowie einige
Claudiuszellen (CZs), ebenfalls in der Doppelmarkierung eine Kolokalisation. In
den epithelialen Stiitzzellen des Corti-Organs konnte nur Syntrophin identifiziert
werden, wobei AQP4 nicht nachgewiesen werden konnte. Beide Haarsinnes-
zelltypen zeigten keine Syntrophin- oder AQP4-Expression. Im lateralen Ab-
schnitt des DCs zeigte sich in der Doppelmarkierung in den &uf3eren Sulkuszellen
(ASZs) eine Kolokalisation von Syntrophin und AQPA4.

Abbildung 17— Kolokalisation von Syntrophin (rot) und Aquaporin-4 (griin) im humanen
DC. (a) Zu erkennen ist eine Koimmunfluoreszenz in den IDZs. (b) zeigt die Kolokalisation von
AQP4 und Syntrophin in den ISZs-med. und ISZs-lat. (c) In den lateral an das Corti-Organ gren-
zenden HZs und CZs konnte ein gemeinsames Immunfluoreszenzsignal von Syntrophin und
AQP4 identifiziert werden. In den Zellen des Corti-Organs an sich konnte nur Syntrophin, nicht
aber AQP4, nachgewiesen werden. (d) Dargestellt ist die Koimmunfluoreszenz von Syntrophin
und AQP4 in vereinzelten Membranabschnitten der ASZs. (MaRRstab 10 pm)
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4. Diskussion

Ziel der Arbeit war es eine DAPK abhangige Verankerung von AQP4 in den Sttitz-
zellen des Ductus cochlearis in Analogie zu den Miillerzellen der Retina zu unter-
suchen, die ohne diesen Verankerungsmechanismus keine polare AQP4-Ver-
teilung entlang ihrer Zellmembranen generieren konnen [54]. Die RT-PCR (Ab-
bildung 6 und 7) beziehungsweise TagMan® PCR Analyse (Abbildung 8 und 9)
der mRNA des Ductus cochlearis der Ratte und des Menschen zeigten eine
Expression aller DAPK-Komponenten im Ductus cochlearis und dem Kontroll-
gewebe Retina. In weiteren immunhistochemischen Analysen konnte die Koloka-
lisation von AQP4 und Syntrophin, als direkter Verankerungspartner des DAPKS,
im DC des Menschen und der Ratte gezeigt werden (Abbildung 4 und 17). Zu-
satzlich konnte eine distinkte Verteilung weiterer membraniberspannender
DAPK-Proteine in den epithelialen Stitzzellen des Ductus cochlearis der Ratte
gezeigt werden, was die Hypothese einer Verankerung von AQP4 (ber den
DAPK im Ductus cochlearis weiter bestarkt (Abbildung 10 bis 13).

4.1 Die subzellulare Kolokalisation von AQP4 und Syntro-
phin in den epithelialen Stitzzellen des DCs der Ratte —

Funktionelle Bedeutung flr die Verankerung von AQP4

Die immunhistochemischen Ergebnisse zur subzellularen Kolokalisation von
AQP4 und Syntrophin im Stitzzellepithel des DCs der vorliegenden Arbeit be-
legen, dass beide Proteine in der basalen (innere Sulkus- und Claudiuszellen),
beziehungsweise der basolateralen Membrandoméne (Interdental-, innere
Grenz-, Hensen-, und dulRere Sulkuszellen) der epithelialen Stitzzellen des DCs
aulRerhalb des Corti-Organs kolokalisiert sind. Die Ergebnisse friherer Studien
zur Expression von AQP4 in der Cochlea [5-8, 11, 12] konnten somit detailliert
um die Erkenntnis einer subzellularen Kolokalisation von AQP4 und Syntrophin
sowie um die Expression von Syntrophin im Stitzzellepithel des gesamten Duc-
tus cochlearis, inklusive der Stitzzellen des Corti-Organs, erweitert werden. Der
verwendete Syntrophin-Antikérper detektiert Syntrophin-lsoformen aus der a-

und B-Familie. Die mMRNA-Analyse am DC-Gewebe der Ratte flihrte zu einem as-
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Syntrophin-Transkript, so dass eine Expression des ai-Syntrophin-Proteins in

den epithelialen Stitzzellen des DCs sehr wahrscheinlich ist.

Folgend sollen diese Ergebnisse der Hypothese einer moglichen membranéaren
Verankerung von Aquaporin-4 mit dem DAPK uber Syntrophin in den Stitzzellen
des DCs diskutiert werden: Im ZNS und der Retina erfolgt die Verankerung von
AQP4 dber Syntrophin polar in den Endfu3imembranen der Astrozyten
beziehungsweise den basolateralen Membrandoméanen der Millerzellen [52, 53].
Dies konnte auch durch transmissionselektronenmikroskopische Immuno-
goldstudien im ZNS und in der Retina von ai1-Syntrophin-knock-out-Mausen ge-
zeigt werden, wobei das Fehlen von ai-Syntrophin zu einem Verlust der polaren
Expression von AQP4 in den Membranen dieser Zellen fihrte [31, 54].
Immunpréazipitationsstudien in ZNS-Gewebe der Maus zeigten dort weiter eine
Verbindung der beiden Proteine AQP4 und Syntrophin. Dieser direkte Nachweis
einer Assoziation von AQP4 und Syntrophin im DC der Ratte konnte methodisch
nicht erbracht werden, da aufgrund der wenigen AQP4- und Syntrophin-expri-
mierenden Stlitzzellen im DC der Ratte viel Gewebe und eine unverhaltnismafig

hohe Anzahl an Tieren benétigt werden wiirde.

Der Nachweis von ai-Syntrophin wirft die Frage nach seiner funktionellen Re-
levanz im DC als unmittelbarer Bindungspartner von AQP4 mit dem DAPK und
dem Hoérorgan als Gesamtsystem auf. Weiterfihrende immunhistochemische
Untersuchungen an Syntrophin-knock-out-Mausen kénnten eine Antwort auf die
Frage geben, ob die strikt basale AQP4-Expression in den inneren Sulkuszellen
und den Claudiuszellen tGber den DAPK vermittelt wird, der als polarisations-
generierender Mechanismus aus dem ZNS und der Retina bekannt ist [26, 30-
32, 54, 102, 103]. ai-Syntrophin-depletierte Mause konnten im Rahmen von
Hormessungen eine erste Aussage Uber die funktionelle Relevanz von ai-Syn-

trophin im DC liefern.

48



4.2 Die Expression der einzelnen DAPK-Mitglieder in den
epithelialen Stitzzellen des DCs der Ratte — weitere Hin-
weise fur eine Verankerung von AQP4 tber den DAPK.

4.2.1 Die Dystrophin-Expression im DC der Ratte

In der immunhistochemischen Analyse zeigte sich fur Dystrophin im DC der Ratte
ein durchgehend zytoplasmatisches Signal in den Haarsinneszellen und den
Stutzzellen des Corti-Organs (&ulRere Pfeilerzelle, innere Pfeilerzelle, innere Pha-
langenzelle und Deiterszellen) sowie denen des DCs (Hensen-, innere Grenz-,
Claudius-, innere Sulkus-, aufere Sulkus-, und Interdentalzellen), siehe Ab-
bildung 11. In der mRNA-Analyse konnte die Expression der Dystrophinisoform
Dp71 nachgewiesen werden. Kombiniert mit Expressionsdaten der Dystrophin-
familie aus friheren Studien am DC des Meerschweinchens, Dp427 und Dp116-
Expression in der inneren Haarsinneszelle und den &uf3eren Haarsinneszellen,
kann aus dem mRNA-Nachweis von Dp71 und der immunhistochemischen pan-
Dystrophin-Analyse auf eine hohe Beteiligung der Dp71-Isoform in den Stitz-
zellen des DCs und des Corti-Organs geschlossen werden [38]. Somit konnten
bisherige Ergebnisse Uber die Expression der Dystrophine auf den DC der Ratte
Ubertragen werden und um die Erkenntnis Uber die Expression in den Stitzzellen
des Corti-Organs und des DCs der Ratte erweitert werden. Dp71 stehtim DC als
Mitglied einer DAPK-Komposition, die nachweislich AQP4 im ZNS polar ver-
ankert [55, 104], zur Verfugung.

Interessanterweise konnte bei der Messung akustischer Hirnstammpotenziale
(brainstem auditory evoked potentials - BAEPS) in einer Studie an Dp427 deple-
tierten mdx-Mausen nach mehrwochiger Schallexposition eine Erhohung der
Horschwelle beobachtet werden, deren Ursache unter anderem in einem coch-
learen Schaden, genauer der Haarsinneszellen, vermutet wurde. Eine Be-
grindung dieser erhéhten Vulnerabilitdt wurde bei den mdx-Mausen in mecha-
nischen Mikroldsionen der Haarsinneszellen vermutet, die zusatzlich zu einer er-
hohten Kalziumaufnahme durch eine Permeabilitdtsstorung der Zellmembran

fuhren soll [35, 105, 106]. Eine Ermidung der fortwahrenden Glutamat-
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ausschittung durch die kalziumvermittelte Vesikelfusion kdnnte diese Vul-
nerabilitat bedingen [45]. Mit der Erkenntnis der Dp71-Expression in den Stutz-
zellen des DCs konnte diese erhodhte Vulnerabilitdt der mdx-Mause auch durch
die insuffiziente osmotische Kompensationsfahigkeit des Stutzzellapparates ver-
ursacht werden; Stérung der AQP4-Verankerung, der AQP4-Polarisation und so-
mit die Reduktion der membranaren AQP4-Dichte. Um diese These zu erharten
musste in zukinftigen Studien zuerst die subzellulare AQP4- und Dp71-
Lokalisation im DC der mdx-Maus untersucht werden. AnschlieRend kdnnte die
genaue Ergrindung und Gewichtung beider Thesen erfolgen.

In der Breite betrachtet vermitteln die Dystrophine als zentrales Glied des DAPKs
sehr viel mehr Interaktionen, die bei Hormessungen von Dystrophin-depletierten
Tieren aller Art in das Messergebnis einflie3en. Beispielhaft sind weitere Dys-
trophin-Interaktionen mit der neuronalen Stickstoffmonoxidsynthetase, nNOS,
mit dem Sarkoglykan- und Sarcospankomponenten und dem Aktinzytoskelett,
die zellulare Grundparameter beeinflussen [57, 95]. Die von Chen et al. be-
obachtete erh6hte Vulnerabilitat sowohl auf cochlearer als auch auf retrocochle-
arer Ebene des Horsystems weisen auf eine Interaktion von Dystrophin hin, die
Uber die AQP4-Verankerung im DC hinaus geht [35]. Beispielsweise beeinflusst
eine Depletion von Dp427 in mdx-Mausen die zentralnervése Expression von
Proteinen der Utrophin-Familie, die den Dystrophinen aquivalente Doménen tra-
gen und alternativ eine Verankerung von AQP4 Uber Syntrophin im DC bewerk-
stelligen konnten [107-109]. Da die bisherige Datenlage von Hor-
messungsstudien an Dp427-depletierten (mdx) und aller Dystrophin-Isoformen
depletierten (mdx®cY) Knock-out-Mausen widerspruchlich ist, kdnnten neue Hor-
messungsstudien an Dp71-null-Mausen erfolgen, deren Knock-out sich gezielt
auf die Dystrophin-Isoform Dp71 in den Stitzzellen des DCs richtet. Eine Hor-
messungsstudie dieser Tiere konnte unter vorheriger immunhistochemischer
Analyse der AQP4-Verteilung im DC eine Aussage Uber die funktionelle Rele-
vanz der AQP4-Verankerung und einer dadurch eventuellen Beeintrachtigung
der osmotischen Kompensationsfahigkeitim DC liefern. Im Rahmen dieser Uber-
legungen ist in einem ersten Schritt zuerst die genaue Kenntnis der Lokalisation

der verschiedenen Dystrophin-Isoformen im DC fur die Auswahl geeigneter
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Knock-out-Tiere unabdingbar. Diese kdnnte direkt immunhistochemisch mit spe-
zifischen Antikorpern, beginnend mit Dp71, im DC der Ratte erfolgen, um die
Expressionsdaten dieser Grundlagenarbeit starker auf das Dystrophin-Iso-

formen-Spektrum zu fokussieren.

Noch weiterfihrend kénnte der Uberlagerung der Hormessungsergebnisse an
einem Dp71-null Tier durch eine mogliche kompensatorische Utrophin-Expres-
sion mit der Analyse von doppelt-depletierten Mausen, Utrophin/mdx-Mause, ent-
gegen gewirkt werden [110-112]. Allerdings ist die eindeutige Zuordnung einer
eventuellen Horbeeintrachtigung durch die AQP4-Verankerung bei einer Deple-
tion von zwei ubiquitdr exprimierten Proteinfamilien ebenfalls schwierig. Die
groBe Anzahl an Tieren mit den verschiedensten Dystrophin-knock-out-Kons-
tellationen und deren zum Teil sehr Uberraschenden Phanotypen zeigt wie
schwierig die Aussage eines spezifischen Zusammenhangs ist, beispielsweise
zwischen dem Einfluss von Dystrophin auf die AQP4-Verankerung im DC und
dessen Relevanz fur das Horen [112].

4.2.2 Die Dystroglykan-Expression im DC der Ratte

Die B-Dystroglykan-Expression konnte in dieser Studie in den Stitzzellen des
Corti-Organs (basolateral: Innere Pfeilerzelle, aul3ere Pfeilerzelle, innere
Phalangenzelle und Deiterszellen) und des DCs (basolateral: innere Grenz-,
Hensen-, Interdental und auf3ere Sulkuszellen; basal: innere Sulkus- und
Claudiuszellen) der Ratte immunhistochemisch auf subzellularer Ebene nach-
gewiesen werden (Abbildung 12). Die positive Amplifikation von DAG1-mRNA-
Abschnitten, gemeinsames Vorlauferprotein von a- und B-Dystroglykan, in der a-
und B-Dystroglykan-Region zeigen direkt die Grundlage fur eine Expression der
beiden Proteine im DC der Ratte [70, 101]. Im Gegensatz zu bisherigen Er-
kenntnissen aus der Maus konnte in dieser Studie im DC der Ratte das trans-
membranare B-Dystroglykan in dessen Stitzzellen und in denen des Corti-
Organs nachgewiesen werden [40]. Wie in den Stitzzellen des Kontrollgewebes,

den Millerzellen in der Retina, konnte im DC der Ratte eine polare [-
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Dystroglykan-Expression gezeigt werden [79, 80]. Somit steht auch das trans-
membranare B-Dystroglykan fir eine mogliche AQP4-Verankerung im DC der
Ratte zur Verfugung. Die Diskrepanz der Ergebnisse dieser Studie mit denen
vorheriger scheint durch Speziesunterschiede allein, aufgrund der hohen Homo-
logie zwischen Maus und Ratte von DAG1, als Begrundung sehr unwahr-
scheinlich [113]. Eine Erklarung dafiir konnte in der hoheren Sensitivitat der
Immunfluoreszenz in der cLSM-Aufnahme oder in der damals verwendeten
Paraffineinbettung liegen, die im Gegensatz zur Gefriereinbettung eine starkere
Maskierung der ohnehin niedrigen Epitopdichte im DC bedingen kann.

Weiterfuhrend ist der noch ausstehende direkte Nachweis der a-Dystroglykan-
Expression im DC der Ratte immunhistochemisch mit einem spezifischen Anti-
korper zu erbringen. Der Nachweis einer a-Dystroglykan-Expression im DC der
Ratte ist sehr wahrscheinlich, da frihere Studien im DC der Maus eine mit [3-
Dystroglykan in der Ratte (Abbildung 12) deckungsgleiche a-Dystroglykan-
Expression zeigten [40]. Weiter erfolgte der Nachweis des a-Dystroglykan-
MRNA-Abschnitts auf DAG1 im DC der Ratte bereits in dieser Studie.

Funktionelle Daten Uber die Dystroglykane im DC wurden bisher noch nicht er-
hoben. Jedoch stehen diese als vermittelnde Komponenten zwischen dem intra-
und extrazellularen Teil des DAPKs an zentraler Stelle und kdnnten analog zu
anderen DAPK-Mitgliedern im Rahmen der Hérmessung von DAG1-depletierten

Tieren erhoben werden.

Einschrankend ist fur das Konzept von Hormessungen mit DAG1-depletierten
Tieren zu nennen, dass die komplette Depletion von DAG1 bei Mausen zu einem
frihen Tod wahrend der embryonalen Entwicklung fuhrt und somit in dieser Form
nicht moglich ist [114]. Eine Untersuchung an konditionierten Knock-out-Mausen,
die bestmdglich nur eine Depletion in den Zellen des DCs tragen, wére denkbar,
aber in der Aussagekraft Uber die AQP4-Verankerung eingeschrankt. Dies zeigt
sich bei der gro3en Rolle der Dystroglykane in der Embryogenese, anschaulich
im ZNS der Maus [115]. Nach derzeitigem Kenntnisstand existiert jedoch keine

entsprechende Knock-out-Mauslinie [116].
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4.2.3 Die Laminin-Expression im DC der Ratte

In dieser Studie konnte gezeigt werden, dass Mitglieder der Laminin-Familie
extrazellular als Bindungspartner fur den DAPK, genauer a-Dystroglykan, entlang
der Basalmembran aller epithelialen Stutzzellen des DCs und des Corti-Organs
der Ratte exprimiert sind.

Diese Ergebnisse stimmen mit den Daten aus friheren Studien tberein [84, 117,
118]. Somit stellen sie an der basalen Membrandomane der Stitzzellen des
Corti-Organs und des DCs ein abschliel3endes Glied fiir eine mdgliche AQP4-
Verankerung Uber den DAPK dar. Einschréankend bestatigt die sehr breit ge-
streute Detektion in dieser Grundlagenarbeit auf mMRNA-Ebene eine grol3e Viel-
falt von Mitgliedern der Lamininfamilie, |&sst aber keine scharfe histoanatomische
Lokalisation von Lamininen, beispielsweise a-Ketten tragenden, zu. Diese kdn-
nen direkt mit a-Dystroglykan interagieren. Weiter stellt die Laminin-Familie einen
ubiquitdren Bestandteil von extrazellularen Matrixmolekilen dar, die vor allem in
der Embryonalentwicklung von entscheidender Bedeutung sind, so versterben
ai-Ketten depletierte Mause wahrend der Embryonalentwicklung [119]. In der a-
Ketten depletierten Dy-Maus konnte bereits eine verédnderte Morphologie des In-
nenohrs beobachtet werden, die sich in einer reduzierten vertikalen Hohe der
Haarsinneszellen und der Stiitzzellen des Corti-Organs bis hin zu dessen kom-
pletter Degeneration zeigte. Der Horverlust wurde in der damaligen Studie in der
strukturellen Veranderung des Halteapparats der Zellen im Corti-Organ und da-
mit einer verstarkten Dampfung der Wellenausbreitung in der Cochlea vermutet
[120]. Deshalb stellt die scharfe Trennung solcher Effekte von denen der AQP4-

Verankerung Uber den DAPK auch hier eine Herausforderung dar.

In zukinftigen Studien kénnten immunhistochemische Farbungen im DC mit a-
Ketten-spezifischen Laminin-Antikbrpern weiteren Aufschluss Uber eine Inter-
aktion mit a-Dystroglykan geben. Fir eine starkere Fokussierung in der
Antikdrperauswahl sollten die restlichen bekannten a-Ketten (a1, a2, as und as)
im Vorfeld auf eine mRNA-Expression untersucht werden [121]. Nachfolgend
ware die immunhistochemische Untersuchung von AQP4 und der DAPK-

Komponenten im DC der Maus mit der Fragestellung einer Umverteilung oder
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Reduktion der AQP4-Konzentration unter anderem in verschiedenen Knock-out-
Linien maoglich. AbschlieBend konnte der direkte Nachweis einer Protein-
interaktion zwischen a-Dystroglykan und a-Ketten tragender Laminine im DC

analog zu Syntrophin-Studien aus dem ZNS angestrebt werden [31].

Aus funktioneller Sicht liegen bereits Daten aus fritheren Studien des DCs vor, in
denen Mause mit inaktivierter Laminin a»-Kette, Dy-Maus, bei Hérmessungen ei-
nen deutlichen Horverlust zeigten [120]. Uber a-Ketten der Laminine, vor allem
a1 und az, interagiert a-Dystroglykan mit den Lamininen und vermittelt so die Ein-
bettung des DAPKSs in die Extrazellularmatrix [82, 122]. Eine gestorte AQP4-Ver-
ankerung und somit eine Umverteilung oder Reduktion der AQP4-Expression,
analog zum ZNS, konnte in den Stitzzellen des DCs und des Corti-Organs ein

tragender Grund fur die gemessene Horminderung sein.

4.2.4 Die Agrin-Expression im DC der Ratte

Mitglieder der Agrin-Familie konnten auf MRNA-Ebene in den Zellen des DCs der
Ratte erstmals nachgewiesen werden. Eine Interaktion von Proteinen der Agrin-
Familie tUber deren LG-Domane mit a-Dystroglykan und dem DAPK wére somit
moglich und stellt, neben den Lamininen, einen weiteren extrazellularen Teil ei-
nes AQP4-Verankerungsmechanismus im DC der Ratte dar. Ziel dieser
Grundlagenstudie war es die Prasenz von Agrin als weiteren extrazelluléaren
DAPK-Bindungspartner im DC der Ratte nachzuweisen. Die Daten lassen keine
konkrete isoformenspezifische und histoanatomische Aussage Uber die Loka-
lisation und Interaktion der Agrine im DC der Ratte zu. Eine Schwierigkeit im Be-
weis der Hypothese einer kompensatorischen Stabilisierung der AQP4-Ver-
ankerung und —Expression durch Agrine liegt in der scharfen Abgrenzung der
Effekte einer Verdnderung von zwei ubiquitéar exprimierten extrazellularen

Matrixmolekdlen, Laminin und Agrin.

In zukUnftigen Studien kénnen spezifische Primerpaare fur Agrin-lsoformen in
MRNA-Analysen im DC der Ratte Aufschluss Uber deren Expression im DC ge-
ben. Weiter kann die immunhistochemische Untersuchung der zellularen und
subzellularen Expressionen von Agrinen im DC der Ratte angestrebt werden.

Dies konnte ferner zum Aufschluss lUber die Relevanz der AQP4-Verankerung
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fur die OPK-Distribution, deren Interaktion mit dem DAPK aus dem ZNS bekannt
ist, im DC der Ratte liefern [21, 25, 26]. Bei gelegten Grundlagen ware eine
funktionelle Hormessung und Gefrierbruchanalyse des DCs an beispielsweise
dy“/mag-tg-Méausen denkbar. Funktionell liegen noch keine Daten Uber Hormes-
sungen von Agrin depletierten Tieren vor. In Muskelgeweben transgener Laminin
ar-Ketten depletierter dy“/mag-tg Mauslinien konnte die verminderte a-Dys-
troglykan-Expression im Vergleich zu dy¥-Masuen durch die Uberexpression ei-
nes Mini-Agrins wieder auf das gleiche Mal3 wie im Wildtyp des Mausmodells
angehoben werden [123, 124]. Die dy"“/mag-tg Mauslinien Uberexprimieren ein
Mini-Agrin aus dem Huhn mit Bindungsfahigkeit an Laminine und a-Dystroglykan,
wohingegen die dy"-Masue eine alleinige a2-Ketten-Depletion tragen. Mitglieder
der Agrin-Familie konnten im DC eine ahnliche Rolle Gbernehmen und als wei-

terer extrazellularer Stutzpfeiler AQP4-Verankerung tiber den DAPK nehmen.

4.2.5 Die Lokalisation der DAPK-Komponenten im DC der Ratte im
funktionellen Zusammenhang und zukinftigem Ausblick

In dieser Grundlagenarbeit konnte erstmals gezeigt werden, dass die DAPK-
Komponenten koharent in den Membrandomanen der Stitzzellen des DCs und
des Corti-Organs der Ratte exprimiert sind und somit AQP4 in diesen verankern
kénnen. Diese Daten bereiten die Grundlage fur weitere funktionelle Studien an
Knock-Out-Tieren, die einen tieferen Einblick in den Verankerungsmechanismus
von AQP4 geben kénnen. Da einige Mitglieder des DAPKSs gleichzeitig ubiquitar
exprimierte Strukturproteine sind, stellt in Knock-Out-Studien die Beurteilung
alleiniger Effekte bedingt durch die gestdorte AQP4-Verankerung im DC eine
Herausforderung dar. Im Vorfeld zur funktionellen Untersuchung des DAPKs
sollte die Isoformen-spezifische DAPK-Komposition und Lokalisation im DC ge-
zeigt werden. Die koharente Expression der DAPK-Komponenten und AQP4 in
den Stutzzellen des DCs und das abrupte Fehlen von AQP4 bei weitergehender
Expression der DAPK-Komponenten im Corti-Organ konnte durch eine fokus-
sierte Isoformen-spezifische AQP4-Analyse der Stitzzellen des Corti-Organs
aufgeklart werden. AbschlieRend sollte der direkte Nachweis einer Verankerung

von AQP4 und Syntrophin im DC, wie im ZNS der Maus, angestrebt werden [31].
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Aus funktioneller Sicht kdnnte die Untersuchung eines moglichen modulato-
rischen Einflusses des DAPKs auf die AQP4-Expression in den Stitzzellen des
DCs angestrebt werden. Eine zielgerichtete Beeinflussung der DAPK-Kompo-
nenten, beispielsweise der Syntrophin-Expression, der Stutzzellen des DCs
konnte im Alter eine Erhohung der AQP4-Expression bedingen. So kdnnte das
Voranschreiten einer altersabhangigen Schwerhorigkeit, deren Pathogenese
zum einen auf einer Reduktion der AQP4-Expression zu basieren scheint, ge-
mildert oder gestoppt werden [10, 15].

4.3 Einfluss des DAPKs auf die OPK-Formierung im DC der
Ratte

Im ZNS und der Retina steht der DAPK in der Diskussion verantwortlich fir die
polare Expression von AQP4 zu sein [29, 31, 32, 55, 104, 125]. Zuséatzlich hat
der DAPK im ZNS einen Einfluss, gezeigt Gber eine Komposition mit Agrin, auf
die ultrastrukturelle Organisation von AQP4 in OPKs [25-27]. In den Stutzzellen
des DCs konnte dies nicht bestétigt werden, da in einer Stiutzzellpopulation des
DCs, den Claudiuszellen, zwar Komponenten des DAPKs und AQP4 exprimiert
sind, aber ultrastrukturell keine OPKs in diesen detektiert werden konnten [11].
Dies legt die Schlussfolgerung nahe, dass die Formierung von OPKs im DC un-
abhangig vom DAPK erfolgt. So kdnnten die Claudiuszellen einen hohen Anteil
der AQP4-Isoform M1 exprimieren, der in Transfektionsstudien zu sehr kleinen
bis nicht-detektierbaren OPKs fuhrte [18, 19, 21]. Da in den Claudiuszellen AQP4
und alle untersuchten DAPK-Mitglieder in ihren vermuteten Membrandomanen
detektiert wurden (Abbildung 10 bis 13), ware eine Verankerung von AQP4 Uber
den DAPK in diesen prinzipiell moglich. Die genannten Zusammenhange lassen
allerdings vermuten, dass die OPK-Formierung im DC Uberwiegend vom expri-
mierten Anteil der AQP4-Isoform M1 zu M23, M1:M23, und weniger vom DAPK
abhangt. Hinweise darauf liefern zusatzlich Studien Gber ,AQP4-Pools” aus dem
ZNS der Ratte und der Maus, die unabhangig vom DAPK exprimiert werden.
Genauere 2D BN-SDS/PAGE- und Gefrierbruchelektronenmikroskopanalysen

zeigten, dass es sich hierbei um vergleichsweise kleine OPKs, < 500 kDa, mit
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einer AQP4-Isoformenkonstellation von Uberwiegend AQP4-M1 handelte, die bei

einer weiteren Schrumpfung unter die Detektionsgrenze fallen kbnnen [104, 126].

Die Daten dieser Studie stellen in der Ergrindung der Assoziation des DAPKs
mit der OPK-Formierung den ersten Schritt dar. Aus den erhobenen Daten kann
histoanatomisch keine Isoformen-spezifische AQP4 Lokalisation von M1 und
M23 im DC abgeleitet werden, da der verwendete AQP4-AntikGrper den gemein-
samen C-Terminus beider AQP4-Isoformen detektiert.

Zukunftige Studien konnten im ersten Schritt in einer immunhistochemischen
Analyse des DCs mit einem M1-spezfischen AQP4-Antikorper, beispielsweise
Regionen nahe des N-Terminus, beginnen und eine M1-spezifische Expression
in den Claudiuszellen untersuchen. Das M1:M23-Verhaltnis kdnnte weiter in den
Claudiuszellen, die zuvor aus einer ,Whole-mount-Praparation“ des DCs extra-
hiert werden kénnen, durch eine 2D BN-SDS/PAGE-Analyse analog zu Studien
aus dem ZNS bestimmt werden [19, 126]. Die Analyse von Dp71-depletierten
Mausen in gleicher Form kdnnte im Anschluss einen tieferen Einblick in die Exis-
tenz und Lokalisation von DAPK-unabhangigen ,AQP4-Pools”im DC und dessen
Claudiuszellen, analog zum ZNS, liefern [104, 126]. Somit kbénnten auch diese
Effekte in die Beurteilung des DAPK-Einflusses auf die OPK-Formierung im DC

einbezogen werden.

4.4 Die zellulare Kolokalisation von AQP4 und Syntrophin im

humanen DC

In den Zellen des humanen DCs konnte die mMRNA-Expression von AQP4 und
aller untersuchter DAPK-Proteine (DAPK-Abschnitt intrazelluldr: oi-Syntrophin,
Dp71 und a-Dystrobrevin; transmembranér: DAG1 — a- und B-Dystroglykan-Vor-

lauferprotein; extrazellular: Agrin und Laminin as-, B1, und yi-Kette) nach-
gewiesen werden (Abbildung 8). Zur Sicherstellung der RNA-Integritat wurden
stets Proben mit einem RIS-Wert Uber 5,5 verwendet. In immunhistochemischen
cLSM-Aufnahmen konnte in den humanen Stitzzellen des Corti-Organs und des
DCs die zellulare Lokalisation von AQP4 (DC: Interdental-, au3ere Sulkus-, in-

nere Sulkus-, Claudius-, innere Grenz- und Hensenzellen), Syntrophin (Corti-
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Organ: innere Pfeilerzelle, &uRere Pfeilerzelle, innere Phalangenzelle und
Deiterszellen; DC: Interdental-, aul3ere Sulkus-, innere Sulkus, Claudius-, innere
Grenz- und Hensenzellen) und deren Doppelmarkierung (DC: Interdental-, au-
Bere Sulkus-, innere Sulkus-, Claudius-, innere Grenz- und Hensenzellen) ge-
zeigt werden (Abbildung 15 bis 17). Damit konnten die Ergebnisse vorheriger
Studien Uber die AQP4-Expression im humanen DC bestatigt werden und um die
Expression von Syntrophin und dessen Kolokalisation mit AQP4 erweitert werden
[8]. Die AQP4/Syntrophin-Doppelmarkierung im humanen DC liefert einen
vielversprechenden Hinweis auf die Verankerung von AQP4 tber den DAPK. Sie
bereitet die Grundlage fur eine analoge Ubertragung der genannten Prinzipien
der AQP4-Verankerung aus Nagetieren (Maus, Ratte und Meerschweinchen) auf

den Menschen.

In humangenetischen Studien von Patienten mit punktmutiertem sowie funktions-
losem AQP4-Gen und Mutation im DFN4-Lokus, der im Dystrophin-Gen (DMD)
lag, konnte in beiden Féllen ein totaler Horverlust festgestellt werden [13, 36, 37].
Pfister et al. vermuteten damals, dass der Horverlust im DFN4-Lokus durch die
Beeintrachtigung von Dystrophin-Isoformen hervorgerufen wird [36]. Zusammen
mit den Daten dieser Studie konnte der beobachtete Horverlust so erklart werden,
dass die Mutation im DFN4-Lokus eine Stérung der DAPK-Zusammensetzung
und somit der AQP4-Verankerung in den Stitzzellen des humanen DCs bedingt.
Die Storung der AQP4-Verankerung in den Stiitzzellen kdnnte zu dessen effek-
tiver Funktionslosigkeit, durch Polarisationsverlust oder Konzentrationsreduktion,
fuhren und so diesen Horverlust bedingen. In den Miullerzellen der Retina von
Mausen konnte bereits beobachtet werden, dass eine Stérung der DAPK-
Komposition (ai-Syntrophin- und Dp71-knock-out) zu einer Aufhebung der
AQP4-Polaritat fuhrte [54, 55, 127]. Folglich bewirkte dies eine massive Reduk-
tion der AQP4-Expression an den perivaskularen Membranabschnitten. Eine sol-
che modulatorische Komponente des DAPKs auf AQP4 im humanen DC ware im
groBeren Zusammenhang als Baustein in der Ergriindung der Presbyakusis inte-
ressant. Eine Reduktion der AQP4-Expression in den Stitzzellen des DCs wird
zurzeit in einem Mausmodell als ein moglicher Pathomechanismus der Pres-
byakusis diskutiert [10, 15].
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Angesichts des stark variablen Zeitfensters bei Beginn der Gewebegewinnung
post mortem, der aufwendigen Extraktion und der anschlieenden Gewebs-
prozessierung wurde der immunhistochemische Nachweis von DAPK-Kompo-
nenten in dieser Grundlagenstudie zunachst auf die unmittelbare AQP4-Ver-
ankerung mit dem DAPK, AQP4 und Syntrophin, fokussiert. Die positive mRNA-
Analyse aller DAPK-Komponenten im humanen DC l&sst eine zusammen-
héangende Lokalisation dieser im humanen DC, analog zum DC der Ratte in die-

ser Studie, vermuten.

Zukunftig konnte der immunhistochemische Nachweis von DAPK-Komponenten
im humanen DC um die noch fehlenden Proteinisoformen, Dp71, a-Dystroglykan,
B-Dystroglycan und Laminin-a-Ketten, erganzt werden. So kdnnte die koh&rente
membraniberspannende und AQP4-verankernde DAPK-Komposition im huma-
nen DC analog zu den Miillerzellen der Retina der Ratte gezeigt werden. In vor-
herigen Studien wurden im humanen DC bereits a-Dystroglykan und B-Ketten
der Laminin-Familie auf zellularer Ebene nachgewiesen [39]. Die positive mMRNA-
Analyse aller DAPK-Komponenten im humanen DC lasst eine zusammen-
hangende Lokalisation dieser im humanen DC, analog zum DC der Ratte in die-

ser Studie, vermuten.
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Abbildung 18— Expression von AQP4, OPKs und des DAPKs im DC im Vergleich (Modi-
fiziert nach Hirt et al [11]). (a) Zusammenfassend sind AQP4 und Syntrophin in den Stitzzellen

des DCs kolokalisiert (orange). Syntrophin (blau) ist entlang der Stitzzellen des Corti-Organs
basolateral und des DCs in den ISZs-med. sowie den CZs basal und in allen Gibrigen basolateral
exprimiert. (b) stellt die koharente subzellulare Expression der untersuchten DAPK-Mitglieder dar.
Dystrophin (grtin), Syntrophin (blau) und Laminin (rot). (c) Zu erkennen ist die bisher beschrie-

bene Verteilung der OPKs (violett) — basolateral in den HZs und den ASZs.
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5. Zusammenfassung

Im Ductus cochlearis (DC) des Innenohrs gilt der Wasserkanal Aquaporin-4
(AQP4) und dessen subzellulare Lokalisation als entscheidender Mechanismus
fiir die osmotische Aquilibration des Stiitzzellsynzytiums beim Kaliumabtransport
wéahrend der mechanoelektrischen Transduktion — Mutationen im AQP4-Gen bei
Maus und Mensch filhren zu einer nahezu vollstandigen Ertaubung. AQP4-
Isoformen M23 und M1 sind ultrastrukturell Teil von orthogonalen Partikel-
komplexen (OPKSs), die zuvor in Zellmembranen von Astrozyten des ZNS und
Miillerzellen der Retina durch Gefrierbruchelektronenmikroskopie nachgewiesen
werden konnten. In den Stlitzzellen des DCs stimmt jedoch die subzellulare Ver-
teilung von AQP4 und der OPKs nicht vollsténdig tberein. Die funktionelle Re-
levanz der Formierung von Aquaporin-4 zu orthogonalen Partikelkomplexen ist
bis heute nicht abschliel3end geklart — die integrierten AQP4-Isoformen M1 und
M23 weisen eine unterschiedlich hohe Wasserpermeabilitat auf. Jedoch gibt es
Hinweise, dass der Zellmembran Uberbrickende Dystrophin-assoziierte
Proteinkomplex (DAPK) in den Astrozyten eine zentrale Rolle bei der Formierung
von AQP4 zu OPKs sowie bei der gerichteten Verankerung von AQP4 in die
Zellmembranen spielt. Im ZNS ist dies ein essenzieller Mechanismus der

Zellmembranpolarisation.

In Analogie zum ZNS zielte diese Studie auf die Analyse der Grundvoraussetzun-
gen einer moglichen AQP4-Verankerung Uber den DAPK im Ductus cochlearis
des Menschen und der Ratte sowie auf den DAPK-Einfluss auf die ultrastruktu-
relle AQP4-Aggregation. In RT-PCR- und gPCR-Analysen wurde im DC zuerst
die Expression eines breiten Isoformenspektrums der DAPK-Mitglieder auf
MRNA-Ebene untersucht. AnschlieRend erfolgte die gezielte Analyse der
subzellularen Lokalisation einzelner DAPK-Mitglieder im DC beider Spezies aus
einzelnen Zellkompartimenten durch Immunfluoreszenzmarkierungen in einem

konfokalen Laserscanningmikroskop.

In dieser Studie konnte im DC der Ratte und des Menschen die Kolokalisation
von AQP4 und seinem DAPK-Verankerungspartner Syntrophin in allen Stitz-

zellen aul3erhalb des Corti-Organs nachgewiesen werden. Somit wurde die
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Grundvoraussetzung im DC fur eine Interaktion von AQP4 mit dem DAPK in
Analogie des ZNS und der Retina gezeigt. Weiter konnten in allen Stutzzellen
des DCs der Ratte histoanatomisch reprasentative DAPK-Mitglieder (Syntrophin,
Dystrophin, B-Dystroglykan, Laminin) in verschiedenen Membrandoménen der
Stiutzzellen nachgewiesen werden, die die Hypothese einer AQP4-Verankerung
Uber den DAPK im DC weiter erharten. Der Nachweis aller untersuchter DAPK-
Komponenten sowohl in den Stitzzellen des Corti-Organs als auch in denen des
DCs der Ratte in Zusammenhang mit dem Fehlen der AQP4-Expression im Corti-
Organ konnte auf eine weitere methodisch nicht-detektierte AQP4-Isoform
hinweisen. Die Aktivitdt der Haarsinneszellen fordert von ihren angrenzenden
Stiutzzellen eine hohe osmotische Kompensationsfahigkeit. Fur die Einordnung
der funktionellen Bedeutung der AQP4-Verankerung tber den DAPK im DC bie-
tet sich eine analoge Analyse von Knock-Out-Tieren zusammen mit deren

HOrmessung an.

Frihere Studien Uber die subzellulare OPK-Verteilung im DC der Ratte konnten
in den Claudiuszellen (CZs), einem Stutzzelltyp des DCs, keine OPKs nachwei-
sen, jedoch eine AQP4-Expression. In dieser Studie konnten alle untersuchten
DAPK-Mitglieder in den CZs nachgewiesen werden und somit kein Einfluss des
DAPKs auf die ultrastrukturelle Formierung von AQP4 zu OPKs festgestellt wer-
den. Somit kénnte die OPK-Formierung im DC Uberwiegend durch das AQP4-
Isoformenverhaltnis M1:M23, eine weitere beschriebene Achse in der Modulation
der OPK-Formierung in Gré3e und Dichte aus dem ZNS und der Retina, gesteu-

ert werden.

Die Kolokalisation von AQP4 mit Syntrophin und der mRNA-Nachweis aller Ub-
rigen DAPK-Komponenten im humanen DC geben Anlass zur Vermutung, dass
die Prinzipien der AQP4-Verankerung tber den DAPK aus Nagetieren analog auf
den Menschen Ubertragbar zu sein scheinen. Grundsatzlich ware ein
pharmakologischer Angriffspunkt auf die AQP4-Expression uber die Modulation
des DAPKs denkbar.
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