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1.1

Horen

Die Fahigkeit, Schwingungen des sie umgebenden Mediums wahrzunehmen, haben
Lebewesen bereits frithzeitig in der Entwicklungsgeschichte erworben. Diese mechani-
schen Schwingungen - wir sprechen in einem definierten Frequenzbereich von Schall
- tragen Informationen iiber die unmittelbare, aber auch weitere Umgebung. Ihre
Wahrnehmung ist fiir fast alle hoheren Lebewesen unverzichtbar, um erfolgreich auf
ihre Umwelt reagieren zu kénnen. Form und Funktion der Organe, die sich im Laufe
der Evolution zur Schallwahrnehmung entwickelt haben, sind in ihrer Konstruktion
so vielféltig wie die Spezies, die sie tragen, selbst. Sie besitzen jedoch gemeinsame Bau-
prinzipien, die sich exemplarisch am Ohr der Sdugetiere wiederfinden. Dessen Wahr-
nehmungsleistung kann in jeder Hinsicht als aulergewo6hnlich gelten. Der Umfang
der horbaren Frequenzen beispielsweise beim Menschen betrigt drei Groflenordnun-
gen, der der Intensititswahrnehmung sogar bis zu sieben. Die innerhalb des aufge-
spannten Horfelds erreichte Zeitauflosung erreicht den Sub-Millisekundenbereich,
Frequenz- und Intensitatsauflosung stehen dieser Leistung kaum nach. Erst diese Fa-
higkeiten des Gehors ermdglichen so komplexe Prozesse wie beispielsweise Rich-
tungslokalisation oder Sprachverstehen.

Was befihigt dieses Organ zu einer solchen Leistung? Das Ohr ist eines der strukturell
kompliziertesten Organe, die wir kennen. Mit dem der Umgebung zugewandten dufle-
ren Ohr, welches den Schall aufnimmt, filtert und biindelt, dem Mittelohr als Wandler
von Luft- in Fliissigkeitsschwingungen, dem Innenohr als Verstirker und Umsetzer in
neuronale Signale und schliefllich dem Hérnerv, der Horbahn und dem auditorischen
Cortex, die die Nervenimpulse leiten, verarbeiten und interpretieren, verfiigt das audi-
torische System iiber eine Signalkette, deren Glieder darauf ausgelegt sind, auf jeder
Stufe einen Teil der Verarbeitung zu iibernehmen und gleichzeitig die relevanten De-
tails des Eingangssignals zu erhalten.

Die mit dieser Arbeit vorgelegten Publikationen beschiftigen sich mit der Funktion
der Cochlea, genauer gesagt mit jenen funktionellen Einheiten, die als Teil des Cor-
ti’schen Organs die Umsetzung mechanischer Schwingungen in Nervenimpulse ver-
mitteln: den inneren Haarzellen (IHZ). Es soll die Frage beleuchtet werden, in welcher
Form deren Struktur und Funktion zur Signalverarbeitung und -weiterleitung beitra-
gen.

Von Bekesy (1960) konnte zeigen, dafl durch die mechanischen Eigenschaften der
Cochlea eine Frequenzdispersion der Schallwellen entlang der Schnecke auftritt, die
dazu fiihrt, dafl Schallsignale je nach ihrer Frequenz an definierten Stellen der Cochlea
die Basilarmembran und damit die IHZ zu Schwingungen anregen. Auflere Haarzellen
(AHZ) tragen zur Verstirkung und Schirfung der Frequenztrennung bei (Ryan und
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Dallos, 1975; Kiang et al., 1976; Dallos und Harris, 1978; Drexl et al., 2008; Cheatham
et al., 2009).

Innere Haarzellen sind tonotop, d.h. von der Basis der Cochlea absteigend zum Apex
nach Frequenz angeordnet. Die Tonotopie spiegelt den ersten wichtigen Schritt der Si-
gnalverarbeitung wider. Dies wird durch die Tatsache unterstrichen, dafl das Tonoto-
pieprinzip in fast allen Teilen der Hérbahn - peripheren (Liberman, 1982b; Miiller,
1996; Miiller et al., 2005) wie zentralen Anteilen (Meller, 2006) - verfolgt wird.

Innere Haarzellen und ihre afferente Synapse

Wie sieht die Umsetzung an den IHZ im Detail aus? Mechanosensitive (MET, MEcha-
noTransduktions-) Kandle an den namensgebenden feinen Harchen (Stereozilien) am
apikalen Pol der IHZ fiihren bei Auslenkung durch Schallschwingungen zu einer gra-
duierten Depolarisation der Zelle (Howard et al., 1988; Hudspeth, 1989; Fettiplace,
2009). Der basale Pol der IHZ beherbergt die Synapsen, die Kontakte zu den afferen-
ten bipolaren Spiralganglienneuronen (SGN) des Hornerven formen. Die Synapsen
gehoren zu den sogenannten Béndersynapsen (engl. ribbon synapses), die sich in ihrer
Struktur von Synapsen des ZNS unterscheiden. Namensgebend ist eine prasynaptische
elektronendichte Struktur, das synaptische Band oder Ribbon, das sich in variabler
Grofle und Form in das Innere der Zelle fortsetzt (siche Moser et al., 2006, fiir eine
Ubersicht). Angeheftet daran finden sich synaptische Vesikel, die auf die Freisetzung
ihres Inhalts in den synaptischen Spalt warten. Signal fiir die Freisetzung ist der Ein-
strom von Calciumionen durch Cay1.3-L-Typ-Calciumkanile (Platzer et al., 2000;
Brandt et al., 2003; Brandt et al., 2005) und deren Bindung an den Freisetzungsappa-
rat.

Bandersynapsen finden sich aufler in cochledren auch in vestibularen Haarzellen und
in Photorezeptorzellen und Bipolarzellen der Retina (Ubersicht in Sterling und
Matthews, 2005). Diesen Zellen ist gemein, daf3 sie als Sinneszellen graduelle Rezep-
torpotentiale entwickeln und daher iiber einen langen Zeitraum eine hohe Rate der
Transmitterausschiittung aufrecht erhalten miissen.

Bandersynapsen verwenden einheitlich Glutamat als Transmitter. Dieser diffundiert
nach Freisetzung durch den synaptischen Spalt und bindet an Rezeptoren, die in den
dendritischen Endigungen der postsynaptischen Spiralganglienneurone verankert
sind. Diese bilden an den synaptischen Kontaktstellen zu den inneren Haarzellen Auf-
treibungen, sog. Boutons (Liberman, 1980, 1982a). IHZ werden von mehreren SGN
innerviert, wobei jedes SGN jedoch lediglich eine einzige IHZ kontaktiert (Spoendlin,
1969; Liberman, 1980; Kiang et al., 1982; Spoendlin, 1985). In Boutons von Meer-
schweinchen, Maus und Ratte sind insbesondere Glutamatrezeptoruntereinheiten
vom AMPA-Typ GluR2/3 und GluR4 nachgewiesen worden (Ruel et al., 2000;
Eybalin et al., 2004; Khimich et al., 2005).
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Die Signaliibertragungseigenschaften der afferenten SGN sind in vielen Sdugetierspe-
zies im Detail untersucht worden (Tasaki, 1954; Evans, 1972; Dallos und Harris, 1978;
Liberman, 1978; Ohlemiller und Echteler, 1990; Taberner und Liberman, 2005). Be-
stimmte Eigenschaften der Ubertragung zeigen sich dabei speziesiibergreifend, so dafl
man glaubt, diese als grundlegende Prinzipien des peripheren auditorischen Systems
verstanden zu haben:

Fundamentale Eigenschaft einer auditorischen Nervenfaser ist ihre Charakteristische
Frequenz (CF), die dem Minimum der frequenzabhingigen Abstimmkurve (oder auch
Schwellenkurve, engl. tuning curve) entspricht. Die in Hornervenfasern von Sdugetie-
ren gemessenen funing curves (Kiang et al., 1965; Taberner und Liberman, 2005) wei-
sen typischerweise ein scharf begrenztes Minimum auf, was eine hohe Frequenzselek-
tivitat der einzelnen Faser bei geringen Lautstiarken belegt.

Fasern gleicher CF zeigen in Abwesenheit von Stimulation erhebliche Unterschiede in
ihrer Spontanaktivitit. Das Spektrum kann dabei je nach Spezies multimodal verteilt
sein (z.B. in der Katze) und damit in Klassen von hoher und niedriger Spontanaktivi-
tat fallen (Kiang et al., 1965; Liberman, 1978) oder - wie in der Maus - kontinuierlich
verteilt sein (Taberner und Liberman, 2005). In direkter Korrelation zur Spontanakti-
vitdt steht die Schwelle an der CF, wobei solche mit hoher Spontanaktivitit eine nied-
rige Aktivierungsschwelle besitzen und umgekehrt. Eine Faser mit niedriger Aktivie-
rungsschwelle wird auflerdem bei vergleichsweise niedrigen Schallpegeln ihre maxi-
male Entladungsfrequenz erreichen und so einen anderen Schalldruckbereich ab-
decken als Fasern hoher Aktivierungsschwelle (Taberner und Liberman, 2005). Eine
Gruppe verschiedener Fasertypen, die eine IHZ innerviert, kann so einen groflen dy-
namischen Bereich abbilden.

Klassische, kombiniert elektrophysiologisch-morphologischen Studien am Corti’schen
Organ der Katze berichteten tiber eine unterschiedliche Lokalisation der afferenten
IHZ/SGN-Synapse je nach Faserklasse (Liberman, 1982a; Liberman et al., 1990;
Merchan-Perez und Liberman, 1996). Fasern niedriger Spontanaktivitidt / Empfind-
lichkeit bilden demnach priferentiell Synapsen an der neuralen, modiolus-nahen Seite
der IHZ, Fasern hoher Spontanaktivitdt / Empfindlichkeit eher auf der abneuralen,
pfeilerzellnahen Seite. Die funktionelle Bedeutung dieses Befundes ist jedoch unklar,
ebenso ist ungeklirt, ob eine dhnliche Ordnung auch in Spezies mit einer kontinuierli-
chen Faserverteilung besteht. Auf diese Frage wird in der ersten vorgestellten Publika-
tion eingegangen.

Calciumeinstrom und Transmitterfreisetzung

Wie eingangs erwéhnt, fiihrt die mechanische Auslenkung der Stereozilien zu einem
Einstrom von Kationen durch die MET-Kanile an deren Spitze und Depolarisation
der Membran (Ubersicht in Fettiplace, 2009). Ausloser fiir die Freisetzung von Gluta-
mat aus synaptischen Vesikeln ist der auf die Depolarisation der Zelle folgende Ein-
strom von Calcium durch prasynaptische Calciumkanile. Im Gegensatz zu zentralen
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Neuronen, die im wesentlichen P/Q-, N- oder R-Typ Kanile besitzen, finden sich in
der priasynaptischen Membran innerer Haarzellen vor allem L-Typ-Kanile vom
Ca,1.3-Typ (Platzer et al., 2000; Brandt et al., 2003), die eine schnelle Kinetik mit un-
gewohnlich geringer calciumabhéngiger Calciumstrominaktivierung aufweisen und
bei sehr negativen Potentialen aktivieren (Xu und Lipscombe, 2001).

Die Beziehung zwischen Calciumeinstrom bzw. intrazellularer Calciumkonzentration
und der Freisetzungsrate synaptischer Vesikel ist in IHZ (Beutner et al., 2001) wie
auch zentralen Neuronen (Schneggenburger und Neher, 2000) hochgradig nichtlinear.
Die Calciumbindung an den Freisetzungsapparat laft sich mit Modellen beschreiben,
die zwischen drei und fiinf kooperative Bindungsstellen fordern. Das bedeutet gleich-
zeitig, dafd eine geringe Anderung des Calciumeinstroms zu erheblichen Unterschie-
den in der Freisetzung fithren kann. Eine Regulation des Calciumeinstroms ist somit
ein effektiver Angriffspunkt fiir die Regulation der Transmitterfreisetzung. Es ist eine
ganze Reihe von Mechanismen zur Modulation und Regulation von préasynaptischen
Calciumkanilen bekannt. Dazu gehoren beispielsweise Interaktion mit dem SNARE-
Komplex, G-Protein-vermittelte Modulation oder Ca**/Calmodulin-vermittelte Regu-
lation (Catterall und Few, 2008). Die zweite der in dieser Arbeit vorgestellten Publika-
tionen beschiftigt sich mit einem Mechanismus der Calciumstrom-Regulation, der am
Effekt der calciumabhingigen Inaktivierung angreift.

Ca,1.3-Calciumkanile weisen in heterologen Expressionssystemen eine ausgepragte
calciumabhingige Inaktivierung (engl. Ca’*-dependent inactivation, CDI) auf
(Koschak et al., 2001; Xu und Lipscombe, 2001; Song et al., 2003; Cui et al., 2007). Die-
ser Mechanismus wird durch Bindung von Calmodulin an die IQ-Domine der Cay1-
ou-Untereinheit verursacht (Peterson et al., 1999; Qin et al., 1999). Auffilligerweise
findet sich bei den Cay1.3-gebundenen Calciumstrémen der inneren Haarzellen deut-
lich weniger CDI als nach Messungen in heterologen Expressionssystemen zu erwar-
ten gewesen wire (Platzer et al., 2000; Michna et al., 2003; Schnee und Ricci, 2003;
Song et al., 2003; Cui et al., 2007). Arbeiten der letzten Jahre lieferten Hinweise darauf,
daf} dieser Effekt durch eine Klasse von Proteinen vermittelt wird, die strukturelle
Ahnlichkeit zu Calmodulin besitzen und dieses von seiner Bindungsstelle am Calci-
umkanal verdrangen kénnen, ohne jedoch CDI zu vermitteln - die calcium-binding
proteins (CaBP1-5, Haeseleer et al., 2000; Lee et al., 2002; Zhou et al., 2004; Yang et al,,
2006). Unsere Arbeit behandelt die Frage, welche Mitglieder dieser Proteinfamilie in
inneren Haarzellen vorkommen und die Hemmung der CDI vermitteln.
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Eine detaillierte Beschreibung der verwendeten Methoden findet sich in den jeweiligen
Publikationen bzw. dem iiber die Homepage des Journals online verfiigbaren Supple-
mentary Material. Im Folgenden sollen die Methoden kurz vorgestellt und ihre Bedeu-
tung fiir die vorgelegten Arbeiten erlautert werden.

Versuchstiere

Die Untersuchung von Cochleae von Nagetieren hat eine lange Tradition in der Hor-
forschung, was — abgesehen von deren relativ einfacher Haltung — an der prinzipiellen
Ahnlichkeit zum menschlichen Hororgan liegt. Wir haben zwei Spezies fiir unsere
Untersuchungen ausgewdhlt, die wir fiir besonders geeignet halten, um an ihnen Me-
chanismen exemplarisch aufzukléren:

Die meisten Versuche wurden an Cochleae von Méusen durchgefiihrt. In den letzten
Jahren ist das Hororgan der Maus in seiner grundlegenden Struktur und Funktion
Gegenstand einer Reihe von Publikationen gewesen (Moser und Beutner, 2000; Miiller
et al., 2005; Taberner und Liberman, 2005, um nur einige wenige wichtige zu nennen).
Wichtige Erkenntnisse sind nicht zuletzt durch Untersuchungen an mutanten Méusen
erlangt worden (Platzer et al., 2000; Roux et al., 2006; Cui et al., 2007; Neef et al.,
2009); gerade die Moglichkeit gezielter genetischer Modifikation eroffnet der For-
schung an dieser Spezies neue Wege (siehe Mullen und Ryan, 2001 fiir eine Uber-
sicht).

Wir untersuchten Tiere der Linien Naval Medical Research Institute (NMRI) und
C57/Black 6. Gerade von letzteren ist die frithzeitige Entwicklung einer Presbyakusis
bekannt (Henry und Lepkowski, 1978; Willott, 1986). Aus diesem Grund wurden Tie-
re nur bis zu einem Alter von P30 verwendet.

Nehmen Méuse Frequenzen vor allem im Hochtonbereich (1-100 kHz, Bereich des
besten Hérens zwischen 12 und 32 kHz, Miiller et al., 2005) wahr, so liegt das Horfeld
der mongolischen Wiistenrennmaus mit einem Bereich des besten Hoérens zwischen 1
und 10 kHz eher im Mittelfrequenzbereich (Miiller, 1996) und somit nahe dem des
Menschen. Wir haben daher Daten in beiden Spezies erhoben und verglichen.

Elektrophysiologie

Mit Einfithrung der Patch-clamp-Technik (Hamill et al., 1981; Sakmann und Neher,
1995) wurde es moglich, selbst kleinste Ionenstrome iiber die Membran einer Zelle mit
hohem Signal-zu-Rausch-Abstand und hoher zeitlicher Auflésung zu messen. Die
weite Verbreitung dieser Technik beruht nicht zuletzt auch darauf, dafi sich hiermit
eine uniiberschaubare Anzahl unterschiedlicher Zelltypen untersuchen laf3t. Auch in-
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nere Haarzellen sind der Patch-clamp-Technik z.B. in whole-cell oder perforated patch
Konfiguration zugéanglich (Kros et al., 1998; Moser und Beutner, 2000). Es ist sogar
moglich, die von Lindau und Neher (1988) beschriebene Methode der Abschitzung
von Exo- und Endozytose iiber eine Messung der elektrischen Kapazitat der Zellmem-
bran zu verwenden (Moser und Beutner, 2000). Neuere Arbeiten, in denen erstmals
auch Patch-clamp-Ableitungen von postsynaptischen Boutons erfolgreich durchge-
fithrt wurden (Goutman und Glowatzki, 2007; Li et al., 2009), sprechen dafiir, dafl der
Anstieg der Zellkapazitit — zumindest kurz nach Beginn der Stimulation - gut mit der
Menge an freigesetztem Transmitter korreliert.

Innere Haarzellen exprimieren eine Reihe verschiedener Ionenkandle, allen voran
spannungsabhingige L-Typ-Calciumkanile vom Cay1.3-Subtyp (Brandt et al., 2003),
calciumabhingige Kaliumkanale (Kros et al., 1998) und die MET-Kanile der Stereozi-
lien (Howard et al., 1988; Fettiplace, 2009). Fiir die Messung des Calciumeinstroms
mufite dieser durch pharmakologische Blockierung insbesondere der K*-Strome iso-
liert werden.

Elektronenmikroskopie

Transmissions-elektronenmikroskopische Untersuchungen konnen Strukturen in der
Groflenordnung von Nanometern darstellen. Viele Teile der Nano-Maschinerie des
prasynaptischen Freisetzungsapparates sind auf dieser Ebene zu erkennen, so bei-
spielsweise der synaptische Ribbon oder transmittertragende Speichervesikel
(Liberman et al., 1990; Khimich et al., 2005).

Wir fithrten in Zusammenarbeit mit D. Riedel, MPI fiir biophysikalische Chemie,
Gottingen, eine elektronenmikroskopische Quantifizierung der Dimensionen pra-
synaptischer Elemente durch. Die fiir eine elektronenmikroskopische Darstellung not-
wendige chemische Fixation (zu den Details s. Meyer et al., 2009, Supplementary
Material) ist jedoch mit dem Problem der Schrumpfung behaftet. Es wurden daher
Vergleichsmessungen mit der alternativen Hochdruck-Gefrierfixation (high pressure
quick freeze, HPF) durchgefiihrt, ohne jedoch relevante Unterschiede (Schrumpfung
bei chem. Fixation <10%) festzustellen.

Konventionelle optische Mikroskopie

Auch wenn das Auflosungsvermogen der Elektronenmikroskopie nach wie vor uner-
reicht durch andere Techniken ist, gibt es zwei wesentliche Einschrankungen: Zum
einen wirken Strukturen nach ihrer Elektronendichte kontrastgebend. Das fithrt dazu,
daf vor allem grofiere Proteinkomplexe wie beispielsweise der Ribbon zur Darstellung
kommen. Elemente, die moglicherweise fiir die Funktion der Synapse wichtig sind, je-
doch nur in geringer Dichte vorkommen, werden nicht sichtbar. Zum anderen ist die
Untersuchung an diinnen Schnitten extrem aufwendig, daher ist die Zahl der unter-
suchten Synapsen tiberschaubar - fiir eine aussagefahige Statistik kann dies ein Pro-
blem darstellen.
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Lichtmikroskopische Techniken haben diese Nachteile nicht. Mittels Immunfirbung
lassen sich gezielt einzelne Elemente des synaptischen Komplexes fluoreszierend mar-
kieren. Wir haben so beispielsweise durch Wahl eines prasynaptischen und eines
postsynaptischen Zielproteins eine verldfiliche Darstellung und Zahlung einer grofien
Zahl von Synapsen realisiert.

Problematisch ist jedoch, dafi selbst in den modernsten konfokalen Mikroskopen die
Auflésung durch die Beugung des Lichts begrenzt ist. Ernst Abbe (1873) formulierte
das physikalische Gesetz zur Grenze des Auflésungsvermogens von Lichtmikrosko-
pen. Danach kann ein Lichtmikroskop gerade noch Objekte voneinander trennen, de-
ren Abstand der Wellenldnge des benutzten Lichtes entspricht, geteilt noch durch ei-
nen Faktor, der das Objektiv beschreibt, die sogenannte Numerische Apertur. Unter
optimalen Bedingungen kann so eine Auflésung von etwa 200 Nanometern erreicht
werden. Konfokale Mikroskope (Ubersicht in Pawley, 2006) erreichen diese theoreti-
sche Auflosungsgrenze in der Tat durch ein Ausblenden der nicht zur Bildgebung bei-
tragenden Strahlen auferhalb des Focus. Dies reicht zwar fiir eine qualitative Darstel-
lung synaptischer Strukturen aus, fiir quantitative Messungen der Form und Ausdeh-
nung einzelner Teile einer Synapse ist es jedoch zu grob.

Hochstauflosende optische Mikroskopie

Vor wenigen Jahren wurden nun von Prof. Stefan Hell vom Max-Planck-Institut fiir
biophysikalische Chemie in Gottingen zwei Techniken entwickelt, die es erlauben,
Fluoreszenzmikroskope mit Auflosungen weit jenseits der Abbeschen Grenze zu bau-
en (Hell und Wichmann, 1994; Hell, 2007; Hell et al., 2009).

Die sogenannte 4Pi-Mikroskopie beruht auf dem Prinzip, daf3, anders als bei konven-
tionellen konfokalen Mikroskopen, das Fluoreszenzlicht der zu untersuchenden Probe
von zwei sich gegeniiberliegenden Objektiven aufgefangen und kohirent registriert
wird. Als Resultat ergibt sich ein Interferenzmuster entlang der Objektivachse (z-
Achse), aus dem sich mittels Dekonvolution ein Bild mit einer Auflésung von 70 -
140 nm errechnen laf3t. Damit steigt die Auflosung entlang der z-Achse von etwa

500 nm eines konventionellen konfokalen Mikroskops um den Faktor 4 - 7. Eine Ein-
schrankung der 4Pi-Mikroskopie ist jedoch, dafi sie die hochste Auflosung nur in ei-
ner Achse erbringen kann. Dies ist bei der zweiten Technik anders:

Die STED-Mikroskopie erméglicht es, Fluoreszenzmikroskopie mit einer 2- oder 3-
dimensionalen Auflésung theoretisch bis unterhalb von 50 — 100 nm zu betreiben.
Dabei ist — wie bei der konfokalen Mikroskopie - lediglich ein Objektiv notwendig.
Das Abbildungsverfahren beruht auf dem Prinzip der stimulated emission depletion
(der stimulierten Fluoreszenzabregung, STED). Danach ist es moglich ein Fluores-
zenzfarbstoff-Molekiil, das durch Licht angeregt wurde, durch Licht einer bestimmten
Wellenldnge wieder abzuregen (depletion), ohne dafl Fluoreszenzlicht abgestrahlt
wird. Ein STED-Mikroskop verfiigt daher iiber zwei Laser: Einen zur Anregung der
Probe sowie einen zur Ausldschung der Anregung. Durch einen optischen Trick be-
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kommt dabei der Fokuspunkt des STED-Lasers die Form eines Rings, so daf8 vor allem
Fluoreszenz in der Peripherie des Anregungsspots ausgeloscht wird. Im Zentrum des
Rings verbleibt ein kleines fluoreszierendes Volumen, das zur Abbildung mit hoher
Auflosung beitrigt. Dieses Verfahren ist auch auf drei Dimensionen erweiterbar, in-
dem man dem Fokus des STED-Lasers die Form einer Kugelschale gibt. So ist eine
Abbildung mit einer Auflésung von unter 150 nm in x-, y- und z-Richtung moglich.

Funktionelles Calcium-Imaging

Immunhistochemische Untersuchungen setzen voraus, dafl das Gewebe fixiert wird
und somit alle Abldufe in der Zelle zum Halten kommen. Funktionelle Untersuchun-
gen sind daher nur an der lebenden Zelle méglich, aber auch hier kénnen konfokale
mikroskopische Techniken angewendet werden. Fiir die Freisetzung von Neurotrans-
mitter ist der Einstrom von Calciumionen nach Depolarisation der Zellmembran das
entscheidende Signal. Tucker und Fettiplace (1995) konnten mit Hilfe von Calciumin-
dikatorfarbstoff, der tiber eine Patch-Pipette in das intrazellulire Kompartiment ein-
gebracht wurde, sowie eines konfokalen Scanners die prasynaptischen Mikrodoménen
von Calcium nach Stimulation in Haarzellen der Schildkréte zur Abbildung bringen.
Wir haben das Verfahren auf innere Haarzellen der Maus angewendet (Frank et al.,
2009; Meyer et al., 2009).
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3.1

Was unterscheidet innere Haarzellen an verschiedenen Stellen der Cochlea?

Ausgangspunkt der ersten hier vorgelegten Publikation (Meyer et al., 2009) war der
Befund, daf} die cochledre Funktion tonotope Unterschiede zeigt. Typischerweise fin-
det sich in der Mitte des Horfelds eine niedrige Horschwelle, die zu den Réndern, d.h.
den sehr tiefen und sehr hohen Frequenzen hin ansteigt (Moore und Hine, 1992;
Miiller, 1996; Uzuka et al., 1996; Zheng et al., 1999; Ngan und May, 2001; Wolski et al.,
2003). Wie unterscheiden sich nun innere Haarzellen des empfindlichen, anatomisch
in der Mitte der Cochlea gelegenen Bereichs in ihrer Struktur und Funktion von jenen
an Apex und Basis?

Tonotope Karte der Innervationsdichte innerer Haarzellen

Wie eingangs erwiahnt besitzen innere Haarzellen eine variable Anzahl an Synapsen
und afferenten Nervenfasern (Liberman, 1980; Kiang et al., 1982; Spoendlin, 1985).
Nicht sicher bekannt war bislang, ob ein Zusammenhang zwischen dem tonotopen
Ort einer inneren Haarzelle und der Anzahl der sie versorgenden Spiralganglienneu-
rone besteht (Francis et al., 2004; Stamataki et al., 2006). Um nun eine Karte der In-
nervationsdichte der Cochlea zu erstellen, markierten wir einzelne Bausteine der Sy-
napsen immunhistochemisch. Wir wéhlten als Marker der prasynaptischen Seite das
Protein RIBEYE (Schmitz et al., 2000), einer der Hauptbestandteile des synaptischen
Ribbons, sowie die postsynaptischen Glutamatrezeptoruntereinheiten GluR2/3. Unter-
sucht in einem konfokalen Mikroskop konnten Synapsen gegeniiber unspezifischer
Farbung als kolokalisierte Immunfluoreszenzpunkte identifiziert werden. Zusitzlich
erfolgte noch eine Farbung der Zellkerne mit dem Farbstoff Hoechst 34580 zur Quan-
tifizierung der Zahl der inneren Haarzellen.

Es wurden Farbungen in den Cochleae von Méusen und mongolischen Wiistenrenn-
mausen durchgefithrt. Wir waren damit in der Lage, eine Karte der Cochlea zu erstel-
len, der die durchschnittliche Zahl der Synapsen pro innerer Haarzelle in Abhéngig-
keit von ihrer Position in der Cochlea und somit ihrer charakteristischen Frequenz zu
entnehmen ist. Faszinierenderweise folgt die Innervationsdichte dabei genau der Emp-
findlichkeitskurve der Schallwahrnehmung: In den unempfindlicheren Randbereichen
des horbaren Spektrums, bei der Maus etwa unterhalb von 6 kHz und oberhalb von

48 kHz, finden sich nur etwa 7 bis 10 Synapsen pro innerer Haarzelle, wahrend im Be-
reich des empfindlichsten Horens zwischen 12 und 24 kHz die Dichte mit 15 bis 18
Synapsen etwa doppelt so hoch ist. Eine dhnliche Situation findet sich in der Cochlea
der mongolischen Wiistenrennmaus.

Offenbar ist es fiir die Funktion der Cochlea giinstig, die mogliche Kapazitit an Ner-
venfasern nicht gleichmiaflig iiber das gesamte Spektrum zu verteilen, sondern gerade
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3.2

3.3

3.4

jenen Frequenzbereichen mehr Fasern zuzuordnen, die aufgrund der Ubertragungsei-
genschaften von duflerem Ohr und Mittelohr und der aktiven Mikromechanik der
Cochlea tiber eine hohere Empfindlichkeit verfiigen. Mit Hilfe der zusatzlichen Fasern
wire es so moglich, den grofleren Dynamikbereich hier abzubilden. Man kann speku-
lieren, ob sich der Bereich des besten Horens — wie beispielsweise auch der Haupt-
sprachbereich des Menschen — evolutionar auf die Frequenzen der Signale mit der
grofiten Relevanz fiir das Verhalten hin optimiert wurde.

Verteilung der Synapsen in der Haarzelle

Die afferenten Synapsen der zylinderformigen Haarzellen sind vorzugsweise an deren
basalem Pol lokalisiert. Wir haben hierzu eine Karte erstellt, die in einer Reihe von re-
konstruierten immungefirbten Haarzellen die Synapsendichte sowie deren Verteilung
in Abhéngigkeit von der Seite (modiolus-nah/pfeilerzell-nah) aufzeigt (Publikation I,
Abb. 2). Danach sind nahezu alle Synapsen am basalen Pol der Zelle unterhalb des
Nukleus zu finden. Dariiber hinaus findet sich jedoch keine priferentielle Anordnung
im Hinblick auf den Winkel: Synapsen inserieren gleichverteilt an allen Seiten des ba-
salen Pols. Dies trifft dabei sowohl bei apikalen als auch bei Haarzellen im mittleren
Cochleaabschnitt zu. Hinweise auf eine moglicherweise bestehende differentielle Ver-
teilung entsprechend der Empfindlichkeit der entsprechenden Faser, wie sie beispiels-
weise in der Katze bestehen (Merchan-Perez und Liberman, 1996), haben wir nicht ge-
funden. Dies ist konsistent mit dem Befund der konfokalen Calciummessungen (s.
Abschnitt 3.5), die keine Ortspriferenz fiir Calciumdoménen unterschiedlicher Inten-
sitat in den Haarzellen aufdecken konnten.

Struktur der afferenten Synapse

Nach der Kartierung der Cochlea im Hinblick auf die Innervationsdichte und subzel-
luldre Synapsenlokalisation stellte sich die Frage, ob neben der Anzahl auch die Struk-
tur der Synapsen entlang der Cochlea variiert. Die Grofle einer einzelnen Synapse be-
tragt deutlich weniger als 1 Mikrometer, so dafl zunichst geklart werden mufite, wel-
che Methoden iiberhaupt zur Untersuchung der einzelnen Elemente geeignet waren.

Nach wie vor das grofite Auflosungsvermogen liefert die klassische Transmissions-
Elektronenmikroskopie. Wir untersuchten hiermit Synapsen in inneren Haarzellen
der Maus am apikalen Ende und in der Mitte der Cochlea. An beiden Stellen findet
sich der charakteristische elektronendichte Ribbon der Biandersynapse in vergleichba-
rer Grof3e. Die Anzahl und Grofle der daran angehefteten synaptischen Vesikel
scheint, wenn tiberhaupt, nur in geringem Mafle unterschiedlich zu sein.

Hochstauflosende optische Mikroskopie

Wir haben nun drei fiir die Funktion der Synapse entscheidende Strukturen gewéhlt
und diese mit spezifischen Antikorpern markiert: Auf der prasynaptischen Seite ist
dies zundchst einmal der synaptische Ribbon. Einen Baustein hiervon bildet wie bereits
erwédhnt das Protein RIBEYE. Die Markierung mittels Immunfirbung zeigt dabei
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3.5

nicht nur die Lokalisation der Synapsen in der inneren Haarzelle sondern erlaubt auch
eine Bestimmung der Grofe - ein ausreichendes Auflosungsvermogen des Mikro-
skops vorausgesetzt. Wir haben daher die immungefarbten prasynaptischen Ribbons
sowohl mit der 4Pi- als auch mit der STED-Mikroskopie an mehreren tonotopen Stel-
len untersucht. Danach variiert die Grofle dieser prasynaptischen Struktur kaum: Ein-
heitlich etwa 360 — 380 nm messen die Ribbons in ihrer lingsten Ausdehnung.

Als weitere funktionell wichtige prasynaptische Struktur betrachteten wir die pra-
synaptischen Calciumkanile, die durch ihr Offnen nach Depolarisation die Transmit-
terausschiittung initiieren. Calciumkanile sind an den Synapsen in sogenannten Clu-
stern von geschitzt etwa 80 Kanilen (Brandt et al., 2005) konzentriert, wodurch ein
raumlich definiertes Calciumsignal fiir den Freisetzungsapparat erzeugt wird. Die
Grofle der immunmarkierten Cluster bewegt sich an der Grenze der Auflésung kon-
ventioneller Lichtmikroskope, so dafy wir auch hier die STED-Technik verwenden
mufiten: Die Form und Grofle der Calciumkanalcluster konnen am besten durch ein
flaches Ellipsoid mit einer langen Achse von 420 + 130 nm approximiert werden. Un-
terschiede in ihrer Grofle an verschiedenen tonotopen Orten bestehen auch hier of-
fenbar nicht.

Die dritte funktionell entscheidende Struktur, die wir vermessen haben ist das post-
synaptische Cluster von Glutamatrezeptorkanilen, die das Transmittersignal wieder in
elektrische Signale umwandeln. Die Dichte und Verteilung von Rezeptoren auf der
postsynaptischen Seite hat direkten Einfluf3 auf die synaptische Stirke (Turrigiano,
2008) und kann daher méglicherweise den Schliissel zur Erklarung der Signaliibertra-
gungseigenschaften der afferenten Nervenfasern liefern. Wir markierten Glutamatre-
zeptorkanile des Subtyps GluR2/3 und bildeten diese mittels der STED-Technik in 2-
und 3-dimensionaler Auflgsung ab. Die so gewonnenen Bilder der postsynaptischen
Seite sind gleichermafien wissenschaftlich wie dsthetisch faszinierend: Glutamatrezep-
toren sind ringférmig mit einem Durchmesser von etwa 800 nm um den pri-
synaptischen Ribbon gruppiert und liegen so exakt gegeniiber den vermuteten Stellen
der Transmitterfreisetzung. Damit sind unsere Daten konsistent mit fritheren Mes-
sungen (Matsubara et al., 1996), die mittels Elektronenmikroskopie an immunogold-
gefirbten Synapsen ebenfalls Hinweise auf eine ringférmige Struktur des Glutamatre-
zeptorclusters dhnlicher Grofle fanden.

Funktion der afferenten Synapse

Lieferte die Aufklarung der Morphologie der afferenten Synapse bereits eine ganze
Reihe neuer Erkenntnisse iber den Mechanismus des Horens, so wollten wir diese
Schliisselstelle auch in Funktion untersuchen. Das Corti’sche Organ der Maus laft sich
unter Perfusion mit kiinstlicher Perilymphe fiir mehrere Stunden in vitro am Leben
erhalten und mit funktionellen Methoden untersuchen. Dies haben wir zunéchst mit
der Patch-clamp-Technik getan. Sie ermoglicht unter anderem die Messung der pra-
synaptischen Ca’*-Strome nach Depolarisation der Membran. Auflerdem ist die
Quantifizierung der so ausgelosten Transmitterfreisetzung iiber eine Messung der
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Membrankapazitat moglich. Beide Parameter haben wir in inneren Haarzellen nahe
dem Apex sowie am Ubergang von der ersten zur zweiten Windung der Mauscochlea
gemessen.

Innere Haarzellen in der Ndhe des Apex zeigen im Mittel etwa 40% weniger Transmit-
terfreisetzung als solche in den mittleren Abschnitten der Cochlea. Dabei entspricht
die Differenz genau dem Faktor, der aufgrund der geringeren Synapsenzahl (apikal
etwa 10, mitt-cochledr 14 Synapsen im Durchschnitt) zu erwarten ist. Wir gehen daher
davon aus, dafy im Mittel pro Synapse eine einheitliche Menge an Transmitter freige-
setzt wird. Interessanterweise folgt der Calciumeinstrom nicht ebenso streng dieser
Skalierung, was als ein Hinweis auf extrasynaptische Calciumkanile gewertet werden
konnte.

Uber die Patch-Pipette lif3t sich der Intrazellularraum mit Fluoreszenzfarbstoff fiillen.
Wir habe hierzu den Calciumindikator Fluo-5N gewihlt, um mit Hilfe eines konfoka-
len Laserscanmikroskops den Calciumeinstrom an individuellen Synapsen nahe der
prasynaptischen Membran abzubilden. Als Ergebnis konnten wir feststellen, daf3 —
nach den vorangegangenen Untersuchungen wenig {iberraschend - die Unterschiede
in der Dynamik und Ausdehnung des prasynaptischen Calciumsignals sich an ver-
schiedenen tonotopen Stellen der Cochlea im Mittel wenig unterscheiden. Uberra-
schenderweise jedoch zeigte sich der Calciumeinstrom an verschiedenen Synapsen in-
nerhalb der selben inneren Haarzelle von erheblicher Variabilitit. Wir vermuten, daf3
mit dem Calciumsignal auch die Transmitterfreisetzung von Synapse zu Synapse deut-
liche Unterschiede aufweist. Dies konnte einen Mechanismus darstellen, der das breite
Spektrum an unterschiedlichen Empfindlichkeiten und Aktionspotentialfrequenzen in
den afferenten Nervenfasern bedingt und so zur Codierung von Schallsignalen in ei-
nem breiten Dynamikbereich beitragt.

Calcium-binding Proteins und calciumabhéngige Calciumstrominaktivierung

Die in der zweiten Publikation vorgestellten Arbeiten zur Funktion der calcium-
binding proteins (Cui et al., 2007) wurden in Zusammenarbeit mit dem Labor von
Amy Lee, Emory University, Atlanta, durchgefithrt. Ausgangspunkt war die Frage, ob
die ungewohnlich langsame CDI der Cay1.3-Calciumkanile der inneren Haarzellen
durch ein oder mehrere Vertreter der CaBP-Familie vermittelt wird.

Schwerpunktmaflig wurde in dieser Arbeit die Funktion von CaBP4 untersucht. Von
den Kollegen konnte gezeigt werden, daf3 CaBP4 funktionell mit dem Cay1.3-Kanal
interagiert. Des weiteren wurde eine mutante Mauslinie mit einem knock-out fiir das
CaBP4 generiert. Wir konnten nun mit immunhistochemischen Methoden zeigen,
daf} CaBP4 wie auch CaBP1, 2 und 5 im Corti’schen Organ bei Einsetzen des Horens
exprimiert wird (Abbildung 1 und 5).

Untersuchungen von akustisch evozierten Potentialen sowie otoakustischen Emissio-
nen zeigten, daf} die Funktion von Innenohr und Hérbahn in CaBP4-Mutanten keine
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Defizite gegeniiber Wildtyp-Tieren aufwiesen (Abbildung 4). Zur Bestimmung der
Funktion von préasynaptischen Calciumkanilen und der Freisetzung von Transmitter
fihrten wir Patch-clamp-Messungen an inneren Haarzellen durch. Sowohl Calcium-
strom als auch Cay1.3-vermittelter Strom von Barium zeigten dabei in Grofle und Ki-
netik keine signifikanten Unterschiede zwischen Mutante und Wildtyp. Dies triftt
auch auf die Freisetzung von Transmitter zu, die in der Mutante unverindert scheint
und so das normale Horvermogen erklart (Abbildung 4).

Spielt CaBP4 nun tiberhaupt eine Rolle bei der Modulation der Calciumstrome inne-
rer Haarzellen? Messungen von Calciumstromen in rekombinanten Systemen (Abbil-
dung 3 und 6) legen nun den Schlufl nahe, dafl die Interaktion von Cay1.3-Kanélen
mit CaBP4, dhnlich wie auch CaBP2 und CaBP5, funktionell nur geringe Auswirkun-
gen besitzt. Anders scheint dies jedoch fiir CaBP1 zu sein: Hier weisen Calciumstrome
bei Ko-Expression eine deutlich verminderte CDI auf.

Wir haben daher das Expressionsmuster von CaBP1 in inneren Haarzellen untersucht.
Interessanterweise finden sich CaBP1-immunpositive Punkte kolokalisiert mit dem
prasynaptischen Marker RIBEYE/CtBP2 (Abbildung 5), so dafl wir dieses Mitglied der
CaBP-Familie fiir einen guten Kandidaten des Modulators der Cay1.3-Kinetik in inne-
ren Haarzellen halten.
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Wir konnten zeigen, daf3 die afferenten Fasern des Hornerven sich nicht gleichmaflig
auf die gesamte Cochlea verteilen, sondern die tonotopen Bereiche mit der hochsten
Empfindlichkeit - etwa in deren Mitte - zirka zwei- bis dreimal mehr Synapsen und
damit Fasern pro innerer Haarzelle besitzen als jene an den Enden. Damit kénnte bei-
spielsweise dem grofleren hier zu codierenden Dynamikumfang Rechnung getragen
werden.

Die Verteilung der Synapsen innerhalb der inneren Haarzellen konzentriert sich an
deren basalem Pol. Eine bevorzugte Lokalisation an neuraler oder abneuraler Seite
konnte nicht festgestellt werden. Dies wird auch durch die Ergebnisse der konfokalen
intrazellularen Calciummessungen unterstiitzt. Aufbau und Funktion der einzelnen
Synapse zeigen nur geringe tonotope Unterschiede, die Synapsen erscheinen in ihrem
grundlegenden Aufbau einem ,,Einheitsentwurf™ zu folgen. Auch die Menge an freige-
setztem Neurotransmitter pro Synapse erscheint im Mittel vergleichbar. Ob die mit
unseren Methoden detektierbaren geringen Unterschiede auch funktionell relevant
sind, miissen weitere Experimente, moglicherweise mit gleichzeitiger pra- und post-
synaptischer Ableitung, zeigen.

Préasynaptische Cay1.3-Calciumkanile in inneren Haarzellen zeigen eine ungew6hn-
lich geringe calciumabhingige Calciumstrominaktivierung, die wahrscheinlich von
einem Mitglied der calcium-binding-protein-Familie, namlich CaBP1, vermittelt wird.
Das Fehlen von CaBP4 dagegen scheint nur minimalen Einfluf8 auf die Funktion der
inneren Haarzellen und der gesamten Horbahn zu haben.
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