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1 Einleitung

1.1 Der Gehorsinn - Anatomie und Funktion

Das Gehor ist fiir Sdugetiere eines der wichtigsten Sinnesorgane, um ihre Auflenwelt wahr-
zunehmen und mit ihr in Kontakt zu treten. Es dient dazu, sich in ihrem Lebensraum zu
orientieren und warnt vor Gefahren. Fiir uns Menschen ist Horen dariiber hinaus unabding-
bare Vorraussetzung fiir die Sprache, unser primires Mittel uns mitzuteilen und mit Anderen

zu kommunizieren.

Die anatomischen Strukturen des Gehors dienen nicht allein zur Schallleitung, sondern
ermoglichen die Erarbeitung weiterer Informationen. So hilft schon das AuBlenohr mit
Ohrmuschel, Gehorgang und Trommelfell bei der Lokalisation der Schallquelle. Das Mittel-
ohr mit der luftgefiillten Paukenhohle beinhaltet die Gehorknochelchenkette aus Hammer,
Amboss und Steigbiigel. Durch sie werden Vibrationen des Trommelfells an das Innenohr
weitergeleitet. Diese Schwingungen konnen durch Zug von kleinen Muskeln am Trommelfell

und Steigbiigel (M. stapedius) in ihrer Intensitét beeinflusst werden.

Der Steigbiigel iibt mit seiner Fullplatte Druck auf das ovale Fenster aus und erzeugt so im

fliissigkeitgefiillten System der Horschnecke Druckwellen.

Die Horschnecke, auch Kochlea genannt, besteht aus drei parallelen, mit Lymphfliissigkeit
gefiillten Rohren, die sich bei Menschen in zwei kompletten Windungen vom rundem
Fenster (basal) bis zum Apex (apikal) hochschrauben. Das ovale Fenster bildet die Basis
der Scala vestibuli. Am Apex ist sie am sogenannten Helicotrema mit der Scala tympani
verbunden. Diese endet wiederum am runden Fenster. Zwischen diesen beiden gewundenen
Rohren liegt die Scala media, durch die Reissner-Membran von der Scala vestibuli und durch
die Basilarmembran von der Scala tympani getrennt. Wihrend Scala tympani und Scala

vestibuli mit Perilymphe, einem liquordhnlichen Plasmafiltrat gefiillt sind, enthélt die Scala
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media kaliumreiche Endolymphe, die aus dem Kapillarnetz der Stria vaskularis sezerniert
wird. Auf der Basilarmembran befindet sich der als Corti-Organ bezeichnete Verband aus

inneren Haarzellen (IHZ), duBeren Haarzellen (AHZ) und Stiitzzellen.

AuBere Haarzellen und kochleiire Verstirkung

Die AHZ befinden sich im Corti-Organ zwischen IHZ und Stria vaskularis. Sie bilden drei
Reihen von Zellkorpern entlang der gesamten Lénge der Basilarmembran. Die Zellen sind
epithelialen Ursprungs und spezialisiert als Sinneszellen. Jede AHZ trigt an ihrem apikalen
Pol ein Biindel aus Stereozilien, die V formig angeordnet sind. Die ldngsten Stereozilien

sind im Kontakt mit der Tektorialmembran, die THZ und AHZ iiberspannt.

AHZ reagieren auf Depolarisation mit einer aktiven Verinderung ihrer Linge. Diese wird
durch spannungsabhingige Konformationsinderung des Membranproteins Prestin erzeugt.
Elektromotilitit der AHZ bewirkt eine Signalverstirkung, die aufgrund der tonotopen Glie-
derung der Kochlea frequenzspezifisch ist. Ihre aktive, nichtlineare Mechanik ist Charakteris-
tikum der Funktion der AHZ als endokochleiirer Verstirker und leistet einen groBen Beitrag
zur Sensitivitdt und Frequenzspezifitit der IHZ entlang der Basilarmembran (Brownell et al.
1985, Dallos 1992, Liberman et al. 2002).

An ihrem basalen Pol bilden AHZ cholinerge Postsynapsen, die von efferenten Axonen
aus dem medialen Anteil des oberen Olivenkerns (MOC) kontaktiert werden. Gleichzeitig
besitzen sie auch einige wenige Bindersynapsen, mit denen sie auf postsynaptischer Seite
Afferenzen von Typ II-Spiralganglienneuronen kontaktieren. Die genaue Funktion dieser
afferenten und efferenten Innervation der AHZ ist noch nicht geklirt. Es wird vermutet,
dass diese Verschaltung zum Auflosungsvermdgen und der Synchronisation der Gruppe der
AHZ dient. Die efferente Innervation ist Teil eines Reflexbogens, der auf laute Gerdusche ca.
ab 75 Dezibel mit einer Abschwichung der Elektromotilitédt durch die efferenten Kontakte
aus dem MOC reagiert. Es wird angenommen, dass dieser Reflex moglicherweise IHZ
und Hornervneurone vor lauten Signalen schiitzen soll oder dass er zur Diskrimination des
Gehors in lauter Umgebung beitridgt (Reiter und Liberman 1995, Liberman und Guinan
1998, Christopher Kirk und Smith 2003, Maison et al. 2013).
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Mechanotransduktion und innere Haarzellen

Die mechanischen Eigenschaften der Basilarmembran und selektive Verstirkung durch die
AHZ ist verantwortlich fiir eine tonotope Auflosung der Frequenzen bei dem Auftreffen der
Schalldruckwellen. Hohe Frequenzen sind am basalen Ende der Basilarmembran reprisen-
tiert und tiefe Frequenzen am apikalen Ende (Liberman 1982, Miiller et al. 2005). Die IHZ
sind die mechanotransduktiven Sinneszellen des Gehors. Sie erstrecken sich in einer Reihe
auf der Basilarmembran entlang der gesamten Linge des Corti-Organs. IHZ tragen an ihrem
apikalen Pol ein ,,Haarbiindel* aus Stereozilien. Bei Auslenkungen der Basilarmembran
werden diese durch Fliissigkeitsbewegungen in der Endolymphe in Bewegung versetzt. Die
Scherbewegung der Stereozilien iibt Zug auf die ,, Tip-Links‘“aus , fildre Strukturen aus
Protocadherin 15 und Cadherin 23, mit denen sie untereinander verbunden sind. Dadurch
offnet sich ein Mechanotransduktionskanal, vermutlich ein TMC (transmembrane channel)
(Holt et al. 2014) und es kommt zum Kaliumeinstrom aus der Endolymphe (Sewell 1996,
Corey 2006).

Die darauf folgende Depolarisation der Zelle fiihrt zu einer kalziumabhiéngigen Exozytose
von glutamatgefiillten synaptischen Vesikeln an den Béindersynapsen der Haarzelle. Diese
Béndersynapse ist in ihrer Morphologie und molekularem Aufbau spezifisch fiir die IHZ und
unterscheidet sich von Béandersynapsen anderer sensorischer Systeme. Stimulusgetriggerte
Ausschiittung von Glutamat in den synaptischen Spalt erzeugt postsynaptische Potentiale
an den Axonendigungen der Typ I-Spiralganglienneuronen, auch postsynaptische Boutons
genannt. Schon die kleinsten postsynaptischen Potentiale konnen dabei Aktionspotentiale in

den Axonen erzeugen (Rutherford und Pangrsi¢ 2012).

Uber diese Fasern, die den Hornerven bilden, wird neuronale Aktividt an den Nucleus
cochlearis und diverse andere zentrale Verschaltungspunkte weitergeleitet. Jedes Spiral-
ganglienneuron (SGN) kontaktiert dabei nur eine einzige Bandersynapse. Diese besondere
Struktur ist vermutlich fiir die einzigartige Leistung der IHZ im Bezug auf zeitliche Préizision

und Bandbreite von Informationsvermittlung verantwortlich.
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Abbildung 1.1 — Akustisch evozierte Potentiale der Maus nach 80 dB Klick-Stimulus

1.2 Audiologische Diagnostik

Akustisch evozierte Potentiale

Um die Funktion des Corti-Organs und seiner Sinneszellen in vivo beurteilen zu konnen,
gibt es einige objektive Untersuchungsmethoden, die bei Menschen und in Tiermodellen
etabliert wurden. Die objektive Horpriifung durch Testung der otoakustischen Emissionen
und die Hirnstammaudiometrie sind seit 2009 in Deutschland ein fester Bestandteil des
Neugeborenen-Screenings, um angeborene Horstorungen so frith wie moglich zu diagnosti-

zieren (Gemeinsamer Bundesausschuss der Arzte und Krankenkassen, Anlage 6 2008).

Die Aufnahme von akustisch evozierten Potentialen (AEP), auch Hirnstammaudiometrie
genannt, ist ein Verfahren zur Horschwellenbestimmung, das keine aktive Mitarbeit des
Versuchsobjektes vorraussetzt. Dabei wird ein akustischer Reiz vielfach wiederholt pri-
sentiert und die neuronale elektrische Aktivitiit iiber Elektroden am Kopf abgeleitet. Uber
meist mehrere tausend Mittelungen der ersten 10 ms nach Stimulusgabe zeichnet sich
die spezifische, evozierte Summenantwort des Hornerven und der Horbahn ab, wihrend

unspezifische neuronale Hintergrundaktivitit herausgemittelt wird.

Die evozierten Potentiale zeigen eine charakteristische Wellenform, die sich in verschiedenen
Spezies leicht unterscheidet, aber innerhalb der Individuen einer Art sehr konstant ist (Jewett

et al. 1970). Es gibt verschiedene Arten von Stimuli, deren Prozessierung in der Hérbahn
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sich unterscheidet. Priasentiert werden z.B. Klickreize, Tone-Bursts verschiedener Frequenz
oder Sprache. Die Bestimmung der AEP-Schwelle erfolgt meist als die geringste Intensitit

des Stimulus, die eine reproduzierbare, abgrenzbare Wellenform verursacht.

Diese Potentiale mit unterschiedlichen Latenzzeiten konnen verschiedenen Ursprungsorten
zugeordnet werden. Nach Studien von Melcher et al. an der Katze stammt die erste Welle
von peripheren Neuronen nahe des Corti-Organs, und die zweite bis vierte Welle von
verschiedenen Zellgruppen aus anteroventralen und posteroventralen Nuclei cochleares-
Neuronen, sowie ipsilateralen und kontralateralen Olivenkern-Neuronen. Die fiinfte Welle
stammt von zentralen Nuclei cochleares-Neuronen mit tiefer charakteristischer Frequenz
(Melcher et al. 1996). So kann periphere und zentrale Beteiligung der Hérbahn durch

Vergleich von Amplitude und Latenzen der neuronalen Potentiale eingeschitzt werden.

Otoakustische Emissionen

1978 beschrieb D. T. Kemp erstmals otoakustische Emissionen: Tone, die er bei Stimulation
der Kochlea mit Tonen anderer Frequenzen im geschlossenen du3eren Gehorgang aufnehmen
konnte. Otoakustische Emissionen (OAE) sind Schallereignisse, von denen angenommen

wird, dass sie durch die aktiven Prozesse der AHZ entstehen.

Die Motilitit der AHZ erzeugt eine eigene Wanderwelle, die das ovale Fenster erreicht
und durch das Mittelohr Impulse an das Trommelfell weiterleitet. Die dort entstehenden
Vibrationen konnen als Schalldruck-Emissionen mit sensiblen Mikrophonen detektiert
werden . Man unterscheidet zwischen unterschiedlichen Formen otoakustischer Emissionen.
Es gibt spontane Emissionen oder durch elektrische Stimulation der Kochlea ausgeldste

elektrisch evozierte otoakustische Emissionen (Kemp 1978).

In der auditorischen Diagnostik werden hauptsidchlich TEOAEs (transiente otoakustische
Emissionen) oder DPOAEs (Distorsionsprodukt otoakustischer Emissionen) verwendet.
Transiente otoakustische Emissionen werden bei einer Stimulation mit kurzem Schaller-
eignis, etwa einem Klick, ausgeldst. Die Prisentation zweier stationdrer Sinustone unter-
schiedlicher Frequenzen erzeugt Intermodulationen anderer Frequenzen, das sogenannte
Distorsionsprodukt otoakustischer Emissionen. Wenn otoakustische Emissionen vorhanden
sind, kann man auf intakte Funktion des endokochledren Verstirkers schlieen. Auferdem ist

unbeeintrichtige Konduktivitit des Mittelohrs eine Vorraussetzung. Damit ist die Messung
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otoakustischer Emissionen eine effiziente und nichtinvasive diagnostische Methode, die
sowohl in der klinischen Medizin als auch in der Forschung vielfach Verwendung findet
(Kemp 2002).

1.3 Erworbene Schwerhorigkeit

Bei Menschen sind Beeintrichtigungen des Horvermogens die hiufigste Funktionsstdrung
eines Sinnesorgans. Laut WHO sind 5,3% der Weltbevokerung betroffen (WHO 2012).
Schwerhorigkeit oder Taubheit konnen das Leben der davon Betroffenen stark beeinflussen.
Vor allem, wenn Taubheit angeboren ist oder sehr friih auftritt und nicht suffizient therapiert
wird, kann der Spracherwerb nicht oder nur teilweise moglich sein. Man spricht in diesen

Fillen von prilingualer Gehorlosigkeit.

Der Grund fiir die Taubheit kann an vielen Orten innerhalb der komplexen Verschaltung
der Horbahn liegen. Man unterscheidet zwischen der Schallleitungsschwerhorigkeit, deren
Ursache im AuBlen- oder Mittelohr liegt und Schallempfindungsschwerhorigkeit, bei der
Innenohr oder Hornerv betroffen sind. Letztere wird weiter unterteilt in Verstiarkerdefekte,
audiologische Synaptopathien und Neuropathien und globale Dysfunktion (Strenzke et al.
2008).

1.3.1 Lirm- und altersabhiingige Schwerhorigkeit

In einer dlter werdenden Gesellschaft, die zudem stindig Beschallungen ausgesetzt ist, wird
Horverlust im Alter ein immer wichtigeres Thema. Schwerhorigkeit ist mittlerweise die
zweithdufigste chronische Einschriankung (years lived with disease) im Erwachsenenalter
(Mathers et al. 2000). Zudem ist diese Sinnesbeeintrichtigung nicht leicht zu behandeln
oder zu verhindern, da zu Ursache und beeinflussenden Faktoren noch zu wenig bekannt
ist. In groBen Querschnittsstudien wurden verschiedene pradisponierende Faktoren gefun-
den, die das Horvermogen im Alter beeinflussen: Die individuelle genetische Ausstattung,
Krankheiten wie Mittelohrentziindungen oder M. Meniere, ototoxische Medikamente und
Larmexposition (Gates et al. 2000, Bielefeld et al. 2010). Altersschwerhorigkeit wird viel-
fach mit Larmschwerhorigkeit in Verbindung gebracht. Die Krankheitsbilder dhneln sich

klinisch und morphologisch und scheinen sich wechselseitig zu beeinflussen. Bei Menschen
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wurde beobachtet, dass Liarmexposition eine spitere Altersschwerhorigkeit beschleunigt
und exazerbiert, auch wenn die Exposition schon Jahre zuriickliegt (Gates et al. 2000).
Das konnte auch im Tiermodell nachgestellt werden (Kujawa und Liberman 2006). Das
Innenohr scheint weiterhin im Alter immer empfindlicher auf Larm zu reagieren (Sun et
al. 1994, Miller et al. 1998). Von der Begutachtung menschlicher Felsenbeine ausgehend,
wurden vier verschiedene morphologische Verdnderungen bei der Altersschwerhorigkeit
mit ihrem audiologischen Phiinotyp assoziiert: 1. sensorisch: Verlust von IHZ und AHZ. 1I.
neural: Verlust von SGN. III. metabolisch: Verdnderungen der Endolymphe durch striale
Pathologien. IV. kochleidr konduktiv: Verinderungen der Schwingungseigenschaften der
Basilarmembran (Schuknecht et al. 1974, Schuknecht und Gacek 1993, Gates und Mills
2005, Perez und Bao 2011).

Lange wurde angenommen, dass vor allem der Haarzellverlust den grofiten Einfluss auf
die Altersschwerhorigkeit hat, da die Hérschwellenverschiebung, vor allem im Hochfre-
quenzbereich sehr gut mit dem Verlust von AHZ und IHZ am basalen Ende der Kochlea
korreliert werden konnte. Die AHZ sind anfillig gegeniiber ototoxischen Medikamenten und
Larm (Wang et al. 2002, Rybak und Ramkumar 2007).Wenn ihre Funktion als kochleirer
Verstarker wegfillt, kann der Schwellenschwund 40 bis 50 dB betragen (Dallos 1992). Doch
eine Akkumulation von Liarmschéddigungen scheint nicht alleine fiir die Altersschwerhorig-
keit verantwortlich zu sein. Auch in Tiermodellen, die in schallarmer Umgebung alterten,
fand sich groBflichiger Verlust von AHZ im Alter (Tarnowski et al. 1991). Eine striale
Dysfunktion wurde ebenfalls vielfach als Ursache fiir Haarzellverlust und Altersschwerho-
rigkeit diskutiert (Hequembourg und Liberman 2001).So scheinen sich die Pathologien auch
untereinander zu beeinflussen. Nach der selektiven Vernichtung von IHZ mittels ototoxischer
Medikamente kommt es zu sekundédrer Degeneration der Spiralganglienneurone (Ding et
al. 1999), aber auch primir, ohne gleichzeitigen Verlust von IHZ wurde ein Verlust von
Nervenfasern beobachtet, z.B. nach Lirm (Kujawa und Liberman 2006, 2009) und bei
einigen genetischen Ursachen fiir Schwerhorigkeit (Stankovic et al. 2004, Seal et al. 2008,
Glueckert et al. 2003).

1.4 Angeborene Schwerhorigkeit

Angeborene Schwerhorigkeit kann im Rahmen von Syndromen auftreten und mit anderen

Symptomen vergesellschaftet sein. Diese Fille machen ca 30% der angeborenen Schwerho-
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rigkeit aus. Dabei ist der Ort der Schddigung sehr heterogen: Mittelohrdefekte, Innenohrde-

fekte oder Mischformen kommen als Ursache in Frage.

Bei nichtsyndromaler, angeborener Schwerhorigkeit liegt die Ursache zumeist bei Innenohr
und Hornerven. Sie wird dann zu den sensorineuralen Schwerhorigkeiten gezahlt (Moser
et al. 2013, Petit et al. 2001). Durch genetische Screeningverfahren wurde mittlerweile in
einigen Fillen die der Schwerhorigkeit zugrunde liegende Genmutation identifiziert und

betroffene Proteine konnten in ihrer Rolle in der Horbahn charakterisiert werden.

Die héufigste Ursache nichtsyndromaler Schwerhorigkeit ist eine Mutation in den Genen,
die fiir die Gap Junction-Proteine Connexin 26 und Connexin 32 codieren (Petit et al. 2001,
Nickel und Forge 2008, Kelsell et al. 1997). In diesen Fillen fiihren Verdnderungen der
endokochledren Ionenhomdoostase zu Dysfunktionen der Rezeptorzellen. Andere Genmu-
tationen beeinflussen die Verstirkerfunktion der AHZ (Liberman et al. 2002) oder die
elektromechanische Transduktion durch die Haarbiindel der IHZ (Gibson et al. 1995). In den
letzten Jahren wurden einige Mutationen identifiziert, die die Funktion der Bindersynapse
der IHZ beeintriachtigen. Eines dieser Proteine ist Otoferlin. Mutationen des fiir Otoferlin
kodierenden Gens wurden 1999 als Ursache der nichtsyndromalen rezessiven Taubheitsform
DFNB9 entdeckt. (Yasunaga et al. 1999, Varga et al. 2003). Mutationen im fiir Otoferlin
kodierenden Gen scheinen in Spanien bis zu 8% der Fille von schwerer nichtsyndromaler

préilingualer Gehorlosigkeit zu verursachen (Rodriguez-Ballesteros et al. 2008).

1.4.1 Otoferlin

Otoferlin is ein Transmembranprotein aus der Familie der Ferline und homolog mit dem
C. elegans-Protein FER-1. Es beeinhaltet 6 C2-Domiénen (Yasunaga et al. 2000, 1999).
Beim Menschen wurden verschiedene, unterschiedlich lange Isoformen identifiziert. Die
kurzen Isoformen, die nur drei C2-Doménen tragen, wurden in verschiedenen Geweben
nachgewiesen, unter anderem Herz und Pankreas, wihrend die lange Isoform mit 6 C2-

Dominen nur im Gehirn und vestibulokochledren System gefunden wurde.

Die genaue Funktion von Otoferlin ist noch nicht giinzlich geklért. Andere Ferline, Dysferlin
und Myoferlin sind beteiligt an Membranfusionen. Die C2 Doménen dieser Ferline kénnen
Lipidmembranen binden und Membranfusionen beschleunigen (Marty et al. 2013). Es wurde

frith vermutet, dass Otoferlin eine dhnliche Rolle in der IHZ iibernehmen kénnte und so
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auch an der Exozytose in der IHZ beteiligt sei (Yasunaga et al. 2000, Roux et al. 2006).
Unterstiitzt und weiter prézisiert wurde diese Hypothese durch eine Vielzahl folgender
Untersuchungen. Es konnte mithilfe von Immunogold-Markierung in Elektronenmikro-
skopischen Aufnahmen die Lokalisation von Otoferlin an synaptischen Vesikeln nahe der
Bandsynapse gezeigt werden (Roux et al. 2006), desweiteren die Interaktion mit synapti-
schen SNARE-Proteinen und den Kalziumkanilen Cay 1.3 (Roux et al. 2006, Ramakrishnan
et al. 2008). In immunhistochemischen Farbungen mit anti-Otoferlin-Antikérpern wurde die
Verteilung von Otoferlin in der gesamten IHZ, seine Kolokalisation mit Membranen und
Golgimarkerproteinen gezeigt (Roux et al. 2006, Schug et al. 2006, Heidrych et al. 2008).

So wurde auch eine Beteiligung an der Regulation des Trans-Golgi-Netzwerks vermutet.

In einem Mausmodell mit Otof-Knockout-Mdadusen (Otof ~/~) konnte die Funktion des
Proteins eingehender charakterisiert werden (Roux et al. 2006, Pangrsic et al. 2010). Otof -
Knockout-Miduse weisen einen audiologischen Phédnotyp auf, der auf eine auditorische
Synaptopathie schlieen ldsst. Akustisch evozierte Potentiale sind nicht auslosbar, doch
die Funktion der AHZ, durch otoakustische Emissionen evaluiert, scheint unbeeintriachtigt.
Elektrische Stimulation des Hornerven ist moglich (eABR). Vestibulidre Defekte oder andere

neurologische Ausfille fielen nicht auf.

Elektrophysiologische Untersuchungen zeigten in vitro, dass es in Abwesenheit von Otofer-
lin zum fast vollstindigen Verschwinden der kalziumabhingigen Exozytose kam, wihrend
Kalziumstrome normal waren.

Was an synaptischer Ubertragung bleibt ist eine langsame, stimulationsunabhéngige Trans-
mitterfreisetzung, die einige seltene exitatorische postsynaptische Potentiale mit geringer
Amplitude erzeugt (Pangrsic et al. 2010, unveroffentlichte Daten, Dr. Hideki Takago). Doch
welche Rolle genau spielt Otoferlin bei der Exozytose? Es scheint nicht notwendig fiir die
Entwicklung oder Reifung der Bandsynapse zu sein, ebensowenig fiir die Bildung synapti-
scher Vesikel und ihren Transport zu der Bandsynapse und Zellmembran (Roux et al. 2006,
Pangrsic et al. 2010). Zunidchst wurde eine Funktion von Otoferlin als Kalziumsensor fiir die
kalziumabhingige Exozytose vermutet (Roux et al. 2006). Eine weitere Vermutung entstand
aus der Studie eines weiteren Mausmodells mit einer missense Mutation der C2F-Doméne
Otoferlins (Pachanga-Mausmodell). Diese Miuse zeigten reduzierte Otoferlinkonzentra-
tionen in den IHZ und in elektrophysiologischen Versuchen eine normale Ausschiittung
des readily releasable pool (RRP), aber reduzierte andauernde Exozytose. Vermutet wurde

ein Defekt bei dem Vorgang, neue synaptische Vesikel dem prisynaptischen RRP bereitzu-
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stellen und somit ein Versagen bei linger andauernder Stimulation. Bei Ableitungen aus
dem Hornerven wurde die Synchronitét der postsynaptischen Aktivitdt zum Stimulus besser,
je langsamer die Wiederholungsrate war (Pangrsic et al. 2010). Otoferlin scheint auch an
der Wiederauftfiillung des RRP und dem priming der synaptischen Vesikel beteiligt zu sein
(Pangrsic et al. 2010, 2012, Duncker et al. 2013).

1.4.2 DFNB9 - eine Synaptopathie

DFNB9 (Deatness, Neurosensory, Autosomal Recessive) ist eine nichtsyndromale Ge-
horlosigkeit, die auf Mutationen im OTOF-Gen beruht. Betroffene Patienten wurden in
mehreren Studien genetisch und audiologisch untersucht. Es sind 42 pathogene Mutationen
des OTOF-Gens bekannt, die meisten davon inaktivierende Mutationen, die zu reduzierter
oder fehlender Expression des Proteins fithren (Rodriguez-Ballesteros et al. 2003, 2008,
Rouillon et al. 2006).

In den meisten Fillen von DFNB9 Betroffenen bestand prilinguale Taubheit. Die akustisch
evozierten Potentiale waren nicht ableitbar oder verzogert und zeigten reduzierte Amplituden
(Santarelli et al. 2009). Die Mittelohrreflexe fehlten bei allen getesteten OTOF-Mutations-
Betroffenen (Rouillon et al. 2006, Santarelli et al. 2009).0Otoakustische Emissionen waren
in vielen Fillen vorhanden und wiesen somit auf eine ungestorte Elektromotilitit der AHZ
hin, passend zu der Definition als auditorische Synaptopathie (Brandt et al. 2003, Moser
et al. 2013). Allerdings war dieses Bild nicht sehr homogen. In einigen Studien hatten
nur die Hilfte der Studienteilnehmer mit DFNB9 messbare OAE auf einem oder beiden
Ohren. In den anderen Fillen fehlten sie schon bei der ersten Untersuchung oder waren
bei spiteren Follow-up-Untersuchungen nicht mehr messbar, obwohl sie initial vorhanden

gewesen waren (Rodriguez-Ballesteros et al. 2003, Varga et al. 2003).

Im Durchschnitt waren die Patienten ohne OAEs um einiges élter als diejenigen mit erhalte-
nen OAE. Rouillon et al. beobachtete 2006 zwei Kinder mit DNFB9, deren otoakustische
Emissionen initial vorhanden waren, jedoch dann im Laufe der ersten zwei Lebensjahre
verschwanden. Es wurde vermutet, dass die Versorgung der Kinder mit leistungsstarken
Horgeriten zu einer Schiadigung der AHZ gefiihrt haben konnte. Eine andere Vermutung
war, dass die Otoferlin Mutation die Funktion oder den Erhalt der AHZ beeinflussen konnte
(Varga et al. 2003, Rouillon et al. 2006).
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1.5 Ziele der Arbeit

Mutationen, die zur Reduktion oder Abwesenheit des Proteins Otoferlin fithren, wurden
in zahlreichen Studien in Menschen mit DFNB9 oder eigens generierten Mausmodellen
untersucht. Dabei wurden unter anderem Locus und Art der Mutation, Ausmal} des Horver-
lusts und Funktion der AHZ, als auch synaptische Transmission an der IHZ in Mutanten
und Ultrastruktur der Bindersynapsen beobachtet, um die Funktion Otoferlins genauer
charakterisieren zu konnen (Yasunaga et al. 1999, Rodriguez-Ballesteros et al. 2003, Roux
et al. 2006, Pangrsic et al. 2010, 2012). Es wurden einige Hinweise auf eine frithe und
schnell progrediente Degeneration des Corti-Organs und des Hornervens in Abwesenheit
von Otoferlin gefunden, wie z.B. die Reduktion der Anzahl von Bindersynapsen um die
Hilfte im Alter von 2 Wochen (Roux et al. 2006).

Desweiteren ergab sich die Vermutung, dass auch externe Faktoren, wie Lirmexposition,
auf Otof-Knockout-Miuse einen stirkeren Einfluss haben konnten als auf normal horende
Mause, da protektive Reflexe, wie in Kapitel auf Seite 2 beschrieben, fehlen. Dadurch
konnte der hiufige Verlust von otoakustischen Emissionen bei Patienten mit DFNB9 erklirt

werden.

In dieser Arbeit sollten die von Degeneration betroffenen Strukuren im Innenohr der Otof -
Knockout-Miuse ausgemacht werden und Ausmal sowie zeitlicher Verlauf der Degeneration
qualitativ und quantitativ untersucht werden. Die Hypothese einer gro3eren Larmempfind-
lichkeit der Otof -Knockout-Miuse sollte mithilfe von Larmexpositionsversuchen getestet

werden.
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2.1 Versuchstiere

Die in dieser Arbeit verwendeten transgenen Miuse wurde von Dr. Ellen Reisinger generiert.
In den Otrof-Knockout-Miusen (Otof ~/=) wurde Exon 14 und 15 des Otof -Gens exzidiert,
was zu einem Translationsabbruch fiithrte (Reisinger et al. 2011). Der Erfolg wurde per
immunhistochemischen Fiarbungen der Kochlea iiberpriift, in denen kein Expression von
Otoferlin in den Ofof-Knockout-Tieren zu entdecken war (Pangrsic et al. 2010). Die Miuse
wurden geziichtet und gehalten in der Tierhaltung des Max-Planck-Instituts fiir Experi-
mentelle Medizin in Gottingen. Die Tierversuche wurden durch die Tierschutzkommission
der Universitdtsmedizin Gottingen und des Niedersdchsischen Landesamtes fiir Verbrau-
cherschutz und Lebensmittelsicherheit (LAVES) im Tierversuchsantrag Nr. 33.9-42502-04-
10/0095 genehmigt. Die hier verwendeten Tiere wurden nach dem Absetzen genotypisiert,

die Taubheit der Mutanten wurde auBerdem per Hirnstammaudiometrie bestitigt.

In dieser Studie wurden 41 Otof-Knockout-Miuse, 19 Weibchen und 22 Minnchen, und 32
gesunde Wurfgeschwister (Otoft/*), 10 Weibchen und 22 Minnchen in den Altersgruppen
6 Tage, 6-8 Wochen, 12 Wochen, 24 Wochen und 48 Wochen untersucht. Fiir die Etablierung
der Immunhistochemie-Protokolle und des Lirmtrauma-Protokolls wurden 29 heterozygote
Tiere (Otof t/~) verwendet. In der Kontrollgruppe der Larmexposition mit 120 dB iiber 2h
wurden vier Wildtyp Miuse und zwei Heterozygote verwendet. Wir konnten in Voruntersu-
chungen keinen Unterschied bei Horschwellen und DPOAE Amplituden zwischen Wildtyp
und heterozygoten Tieren feststellen, wie auch in fritheren Studien bestétigt (Roux et al.
2006).
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2.2 Hortests

Um, wie oben beschrieben, eine objektive Evaluation des Horvermdgens der Versuchstiere
zu erreichen, wurden die Messungen stets im gleichen Raum und mit den gleichen Systemen
durchgefiihrt. Zur Testung des Horvermogens und zur Horschwellenbestimmung wurden
die Miuse intraperitoneal anisthesiert, mit einer Mischung aus Ketamin (125 mg/kg Korper-
gewicht) und Xylazin (2,5 mg/kg Korpergewicht). Die Korpertemperatur der anisthesierten
Tiere wurden mittels einer rektalen Temperatursonde tiberwacht und mit Wirmeplatten
(Homeothermic blanket control apparatus, Harvard apparatus) bei 37,5°C gehalten.

Die Tiefe der Narkose wurde mithilfe der Darstellung der Herzfrequenz per Oszillogra-
phen (HM208, HAMEG GmbH, Frankfurt Germany) und durch regelméfige Kontrollen

iiberwacht.

2.2.1 Hirnstammaudiometrie

In einem reflexionsarmen Raum mit schallabsorbierender Auskleidung wurde das jeweilige
Versuchstier auf der Wiarmematte neben den Lautsprecher (Ultra-high Frequency Transducer
JBL 2402H, JBL Professional Northridge, California 91329 USA) platziert. Zwischen

Lautsprecher und Pinna des Tieres war 7,5 cm Abstand.

Zur Ableitung der evozierten Potentiale wurden drei subkutane Nadelelektroden angebracht.
Die Referenzelektrode wurde unter der Pinna, am Mastoid anliegend platziert, die Indiffe-
renzelektrode am Vertex und die Erdelektrode an der rechten Flanke.

Uber Kabel wurden die Elektroden mit einem empfindlichen Bioverstirker (JHM NeuroAmp
401, J.Helbig Messtechnik, Mainaschaff, Germany) verbunden, durch den eine Verstiarkung
des Signals um den Faktor 10.000 und eine Bandpassfilterung zwischen 0,4 und 4 kHz
erfolgte. Der Stimulus wurde nach Festlegung der Parameter von der SigGen Software
(Biosig32, Open Source Software Library, Sourceforge) generiert und mittels eines Echtzeit-
Prozessors und zwei Abschwichern (beides TDT System II, Tucker-Davies-Technologies,

Ft Lauderdale, FL, USA) ausgegeben und in seiner Intensitit kontrolliert.

Es wurde mit Klickreizen stimuliert in einer Repetitionsrate von 20 Hz und Intensitidten von
20-100 dB. Zusitzlich wurden Tonimpulse (12 ms inkl. 2x1 ms cos?>-Rampe) unterschiedli-

cher Frequenzen von 6-32 kHz und Intensitdten von 10-100 dB verwendet.
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Mithilfe des Biosig-Programms wurden die Messungen weiter gefiltert, gemittelt iiber 2x
ca. 1000 Wiederholungen und anschlieBend gespeichert. Die Horschwelle wurde nach
subjektiver, visueller Beurteilung der Wellenform bestimmt. Die geringste Intensitét, bei
der Potentiale s. Abb 1.1 deutlich von der Hintergrundaktivitit abgrenzbar waren, wurde als

Horschwelle definiert.

2.2.2 Distorsionsprodukte otoakustischer Emissionen

Die Messung der Distorsionsprodukte otoakustischer Emissionen (DPOAE) erfolgte im
geschlossenen Feld. In einer 1,5 m x 1,5 m x 1,5 m Holzbox mit schallabsorbierender
Auskleidung wurde das anisthesierte Versuchstier auf einer Warmeplatte mit riickgekop-
pelter Temperatursonde platziert. Eine selbstangefertigte Plastiksonde wurde im duf3eren
Gehorgang der Maus moglichst nah an das Trommelfell platziert. Die Sonde beeinhaltete ein
sensitives Mikrophon MKE-2 (Sennheiser, Hannover, Germany) und zwei Silikonschlduche,
die in Verbindung mit zwei MF1-S Lautsprechern standen (Tucker Davis Technologies, Ft
Lauderdale, FL, USA). So wurden die zwei Primértone f1 und {2 prisentiert und iiber das Mi-
krophon erfolgte riickgekoppelt die Anpassung der Insensitédt. Mithilfe einer Matlab-Routine
(Mathworks, The MathWorks, Inc., Natick, MA USA; geschrieben von G. Hoch) wurden
die Parameter der Messung bestimmt. Stimuli wurden im Frequenzverhiltnis 2 = 1.2 x f1
prasentiert in jeweils 16 Sekunden Tonen mit f1 Frequenzen von 6-23 kHz und Intensitédten
von 10 bis 60 dB, kontrolliert durch die Abschwicher (TDT). Aufgenommen wurden die
Stimuli tiber Mikrophon und Soundkarte (Terratec DMX 6 Fire USB soundcard, ultron AG,
Alsdorf, Deutschland). Die aufgenommenen Emissionen wurden digitalisiert und verstérkt.
Nach Bearbeitung mittels Fast-Fourier-Transformation wurden die Amplituden der DPOAE
bei 2x f1-f2, die Amplituden der Primértone und das Restrauschen bestimmt, angezeigt und
anschlieBend gespeichert. Otoakustische Emissionen wurden bei allen Versuchstieren an

beiden Ohren gemessen und anschlieend beide Seiten gemittelt.

2.3 Larmtrauma

Das Lirmtrauma wurde in einer 91 cm x 96cm x 91cm Holzbox durchgefiihrt. Durch gut
reflektierende Winde, die in schrigen Winkeln zueinander stehen, wurde ein diffuses Schall-

feld mit gleichmaBiger Beschallung erzeugt.
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Die Versuchstiere, immer paarweise ein Otof~/~-Tier und ein gesundes Wurfgeschwistertier,
wurden in wachem Zustand in einem Kéfig aus Gitterdraht auf einer rotierenden Platte plat-
ziert. Der Lautsprecher (Beyma TD-164) war ca. 53 cm vom Kopfniveau der Versuchstiere
entfernt. Eine Matlab-Routine (Dr. A. Brandt) steuerte iiber die Soundkarte (DMX 6fire
USB, Terratec) einen Verstirker (A500, 600 Watt Behringer, Music Group IP Ltd, Philippi-
nes) der ein auf 4 kHz bis 16 kHz gefiltertes weilles Rauschen produzierte. Lautstiarkepegel
wurde kontrolliert mithilfe eines in die Box eingebauten Mikrophons (ECM8000, Behringer)
und eines weiteren Kalibriermikrophons (Typ2670, Kapsel 4939, Briiel & Kjaer Sound &
Vibration Measurement A/S, Naerum, Denmark), das im Kéfig auf Hohe der Versuchstiere
angebracht war und mitrotierte.

Expositionszeiten waren 15 min mit 103 dB fiir die schwache Lirmexposition und 2 h mit

120 dB fiir das starke Larmexpositionsprotokoll.

2.4 Histologische Untersuchung

2.4.1 Priparation des Corti-Organs

Zur Entnahme des Corti-Organs wurden die Versuchstiere mit CO, tief betdubt, dekapitiert
und die Kopfthaut abpripariert. Der Schiadel wurde sagital in zwei Hélften zerteilt und in eine
Petrischale mit phosphatgepufferter Salzlosung (PBS) transferiert. Darin wurde unter dem
Mikroskop das Gehirn aus der Kalotte entfernt, um den Porus akustikus internus beidseits
freizulegen, dann die Felsenbeinpyramiden aus dem kndchernden Schédel herausgetrennt.
Nach Entfernung von Bulla, Ossikelkette und Stapediusmuskel wurde mit einer feinen
Pinzette die Kochlea im apikalen Bereich und am runden Fenster eroftnet.

Die Priparate wurden in 4%ige, eisgekiihlte Formaldehydlosung platziert und mit einer
feinen Spritze Formaldehyd durch das runde Fenster transfundiert. Darin wurde das Préiparat
zum Fixieren belassen, die Einwirkzeit variierte dabei je nach weiterer geplanter Vorge-
hensweise. Fir Hiutchenpriparate des Corti-Organs wurde die Kochlea fiir 10 Minuten im

Fixativ belassen, fiir Kryoschnitte wurde 25-30 Minuten lang fixiert.

Die fiir Hiutchenpréparate vorgesehene Kochlea wurde nach der Fixierung fiir 15 min in eine
Dekalzifizierlosung nach Morse (Morse 1945) gebracht, um das knéchernde Schneckenhaus

des Corti-Organs aufzuweichen. In PBS Losung wurde anschlieBend vorsichtig mit feinen
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Abbildung 2.1 — Corti-Organ der Maus und Schema der tonotopen Reprisentation der Frequenzen (in
kHz) auf der Basilarmembran nach Miiller et al. 2005, Detailaufnahmen der Inneren
Haarzellen wurden bei ca. 9 kHz, 15 kHz, 28 kHz und 50 kHz gemacht

Pinzetten die weiche Knochenhiille vom Corti-Organ getrennt. Die Miausekochlea besitzt im
Gegensatz zur menschlichen nur 143—1 Windungen. Diese wurden freigelegt, bis das basale
Ende zu sehen war, und abgetrennt. Das Priparat wurde dann mit einer feinen Schere in drei
Abschnitte geteilt. Mit Pinzette und Mikroskalpell wurde schlielich vorsichtig die Stria

vaskularis und die Tektorialmembran abpripariert.

Wenn Kryoschnitte fiir die Priaparate vorgesehen waren, wurden sie fiir mindestens 2 bis
maximal 24 Stunden in der Dekalzifizierungslosung belassen, bis der Knochen ausreichend
nachgiebig war. Je nach Alter des Tieres variierte die Hirte des Knochens und damit die
benotigte Einwirkzeit. Bis zur Einbettung wurde die ganze Kochlea danach in 20%iger
Sulroselésung belassen und dann am Kryotom (2800 Frigocut, Reichert-Jung, Osterreich) in

20 um Scheiben geschnitten

2.4.2 Immunhistochemie
Zur Firbung wurden die Komplettpriparate zunédchst eine Stunde bei Raumtemperatur in

einem feuchtgehaltenen Behilter in Goat Serum Dilution Buffer (GSDB) inkubiert. An-

schlieend wurden sie mit den Primirantikérpern, verdiinnt in GSDB, iiber Nacht bei 4°C
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weiter inkubiert. Am folgenden Tag wurden die Primérantikorper in drei Waschschritten
a 10 Minuten mit Waschpuffer ausgewaschen und die Sekundérantikérper, wiederum ver-
diinnt in GSDB, zugefiigt. Dieser Inkubationsschritt dauerte 1-3 Stunden und wurde bei
Raumtemperatur und in einem abgedunkelten Behilter durchgefiihrt. Im letzten Schritt
wurden auch die Sekundérantikorper mit Waschpuffer ausgewaschen und die Prédparate
auf Objekttrager mit einem Tropfen Mowiol Mounting Medium aufgetragen. Darauf wurde
moglichst luftblasenfrei ein Deckglas platziert und die Objekttriger bis zur Bildaufnahme
lichtgeschiitzt bei 4°C aufbewahrt.

Inhaltsstoffe der Losungen s. Anhang auf S.

Zur Etablierung der Féarbeprotokolle wurden zahlreiche Versuche im Voraus durchgefiihrt.
Um moglichst viele Strukturen des Corti-Organs verldsslich anzufidrben, entwickelten wir
eine Vierfach-Kombination von Antikorperfiarbungen. Die Fiarbung der IHZ ist mithilfe
der Kalziumpuffer Calretinin, Calbindin und Parvalbumin méglich. Hier bevorzugten wir
Parvalbumin, da dieses auch die SGN und AHZ schwach anfirbt sowie die postsynaptischen
Boutons der IHZ. Eine spezifische Fiarbung der postsynaptischen AMPA-Glutamatrezeptoren
war hier nicht erfolgreich, vermutlich aufgrund der Dekalzifizierungschritte. Daher firbten
wir die SGN-Axone und Boutons mit Na/K-ATPase-Antikorpern. Neurofilament-Antikorper
farben ebenfalls die SGN-Axone, allerdings nicht bis zum Kontakt der Boutons mit den
IHZ. Die Farbung von C-terminal-binding protein 2 (CtBP2) zeigt recht verlisslich die
prasynaptische Struktur der synaptischen Binder sowie die Nuclei der IHZ und einiger
Stiitzzellen. Um die Quantifizierung der Nuclei zu vereinfachen, benutzten wir zusétzlich
Hoechst zur sehr verlédsslichen Fiarbung aller Zellkerne. In einigen Priparaten mit sehr
fortgeschrittener Degeneration war die Quantifizierung des Haarzellverlustes nur mithilfe
einer spezifischen Firbung der AHZ durch Oncomodulin und der IHZ durch Parvalbumin
moglich (s. Abb. auf S. 25). In den Kryoschnitten verwendeten wir Neurofilament, um
die Axone und Zellkorper der SGN darzustellen und Parvalbumin ebenfalls um die SGN-
Zellkorper darzustellen, obwohl dies in den Kryoschnitten nicht in allen Féllen erfolgreich
war (s. Abb. auf S. 30).
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Priméarantikorper
mouse CtBP2 1:200 BD Bioscience
rabbit Na/K ATPase 1:100-1:200 Santa Cruz Biotech
guinea pig parvalbumin 1:200 Synaptic Systems
goat calretinin CG1 1:300 Swant
mouse neurofilament 1:400 Sigma
rabbit oncomodulin 1:300-1:1000 Swant
Sekundérantikorper
goat anti guinea pig 488 1:200 Invitrogen
goat anti rabbit IgG 633 1:200 MoBiTec
goat anti mouse IgG H+L 568 1:200 MoBiTec
donkey anti rabbit 647 1:200 Invitrogen
donkey anti goat 568 1:200 Invitrogen
donkey anti mouse 488 1:200 Invitrogen
Hoechst 34580 1:5000 Invitrogen

2.5 Konfokalmikroskopie

Gefarbte Priparate wurden am Konfokalmikroskop untersucht. Verwendete Mikroskope
waren ein Leica TCS SP5 (Leica Microsystems, Wetzlar) mit den Lasern DiodenUV 405 nm,
Ar 488 nm, DPSS 567 nm, HeNa 633 nm und den Objektiven 10x trocken, 40x Olimmersion
und 63x Olimmersion. Desweiteren wurde auch ein Leica TCS SP2 mit Ar 488 nm , DPSS

567 nm, HeNa 633 nm und Objektiven 10x trocken und 63x Glycerinimmersion verwendet.

Aufnahmen wurden mit einer Aufnahmegeschwindigkeit von 400 Hz in einer Auflosung
von 512x512 Pixeln und Lochblende 1 airy mit 2-6 Entrauschungsaufnahmen (frame avera-
ges) gemacht. Von jedem Corti-Organ wurden Ubersichtsaufnahmen der drei Einzelstiicke
gemacht, in Einzelschichtaufnahmen mit 10x Objektiv. Danach wurden mindestens vier
Detailaufnahmen angefertigt, die entlang der Basilarmembran von apikal nach basal in regel-

mifigen Abstinden von ca 1-1,5 mm von Apex aus plaziert waren. Die Aufnahmeorte lagen
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ungeféhr in Oktavenschritten bei 9 kHz, 15 kHz, 28 kHz und 50 kHz nach der tonotopischen

Reprisentation der Frequenzen in der Mausekochlea (Miiller et al. 2005).

Diese Detailaufnahmen bestanden aus Z-Stapeln von 5-15 um Tiefe in z-Achse und 0,2 um
Schrittabstand mit 63x-Objektiv in 3,3fachen digitalem Zoom aufgenommen. Weitere Z-
Stapel-Aufnahmen wurden an derselben Lokalisation mit 40x-Objektiv aufgenommen. Die
Schichtendicke wurde jeweils so gewihlt, dass Reihen von IHZ und AHZ, wenn vorhanden,
sichtbar waren. Gefirbte Priparate der Kryoschnitte wurden mit 40x-Objektiv und 1,6fachen

digitalem Zoom in Einzelschichtaufnahmen aufgenommen.

2.5.1 Bilderfassung und -analyse

Stacks wurden mithilfe der Leica software LAS AF lite (Leica Microsystems, Wetzlar) oder
Image J (freeware, National Institute of Health, USA) geladen und analysisiert. Die Lange
der Basilarmembran jedes Corti-Organs vom Apex bis zum runden Fenster wurde in den
Ubersichtsaufnahmen der Einzelstiicke ausgemessen, wobei per Hand entlang der Reihe
von IHZ eine Linie gezogen wurde. In den Detailaufnahmen wurden die Bandersynapsen
pro IHZ gezihlt. Als Bindersynapse gezdhlt wurden deutlich abgrenzbare, punktférmige
CtBP2 gefirbte Signale (Schmitz et al. 2000), die mit der IHZ-Plasmamembran (Calretinin
und Parvalbuminfarbung) und den postsynaptischen afferenten Nervenfasern (Na/K-ATPase-
Farbung) (McLean et al. 2009) assoziiert waren. Das Vorhandensein von inneren und
duBeren Haarzellen wurde in Stacks von Nuclei und IHZ-Zellkorper-Farbungen (Hoechst
und Parvalbumin) quantifiziert. Gezihlt wurde die Anzahl von Nuclei innerer und duf3erer

Haarzellen, pro Abschnitt Basilarmembran unter den IHZ mit definierter Linge.

In den Kryoschnitten wurde das Areal des Rosenthalkanals mit Image J-Software per
Hand umfahren und ausgemessen. In dieser Flidche liegende Nuclei von Neuronen wurden
durch ihre Fiarbung mit Parvalbumin und Neurofilament und durch ihren Hoechst-gefarbten
charakteristischen runden Zellkern mit hellen, gut sichtbaren Nucleoli identifiziert (Spatz
und Lohle 1995). Alle Neuronen, deren Kern in der Schichtaufnahme angeschnitten war,

wurden manuell gezihlt.
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2.6 Statistik

Die Anwendung statistischer Tests auf die Datensitze wurde mit Hilfe des Instituts fiir
Medizinische Statistik, Géttingen geplant. Statistische Tests wurden mit Statistica (StatSoft
Europe GmbH, Phillipines) durgefiihrt. Es wurden multifaktorielle ANOVA und Mann-
Whitney U-Tests angewandt. In den meisten Gruppen war die Anzahl der Tiere oder Pripa-
rate allerdings zu klein, um aussagekriftige statistische Test durchzufiihren. In diesen Fillen

wurde darauf verzichtet.
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3.1 Degeneration des Corti-Organs bei

Otof -Knockout-Méusen

Um die Degeneration des Corti-Organs bei Otoferlin-Mutanten zu untersuchen, wur-
den Otof-Knockout-Miuse im Altersverlauf untersucht. Als Kontrolle dienten Wildtyp-
Wurfgeschwister im gleichen Alter. Untersucht wurden Tiere im Alter von 1 Woche, 8
Wochen, 12 Wochen, 24 Wochen und 48 Wochen. Bei jedem Tier wurde die Horschwelle und
die Amplituden der akustisch evozierten Potentiale bestimmt. Die Aktivitit der AHZ wurde
mithilfe von DPOAE untersucht. Im Anschluss wurden beide Innenohren der Versuchstiere

histologisch aufbereitet.

3.1.1 Von hochfrequent nach niedrigfrequent sich ausbreitender

Funktionsverlust der auleren Haarzellen

Der genetische Hintergrund der Otof-Mutante ist die C57BL/6-Mauslinie. Fiir diese Maus-
linie ist bekannt, dass sie von frither Altersschwerhorigkeit betroffen ist (Mikaelian et
al. 1974, Johnson et al. 1997). Somit erwarteten wir, bei den gesunden Kontrollen in der
Hirnstammaudiometrie eine im Alter zunehmende Hochtonschwerhorigkeit zu beobachten.
Diese Altersschwerhorigkeit der Otof -Wildtyp-Miuse betrifft zunédchst die hochsten Testfre-
quenzen und breitet sich im Verlauf auf tiefere Frequenzen aus (s. Abb. B)). Die Welle
I-Amplitude der Klickstimulus-Potentiale zeigt ab 24 Wochen eine deutliche Reduktion der
Amplitude um mehr als 60% bei 80 dB Stimulus im Vergleich zu 8 Wochen alten Tieren. Im
Alter von 48 Wochen ist die Amplitude bei 80 dB um mehr als 80% reduziert (s. Abb. 3.1).
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moderat. Im Alter von 48 Wochen sind alle Testfrequenzen betroffen und die Amplituden

gleichformig auf geringes Niveau reduziert.

Otof -Wildtyp-Tiere zeigen einen DPOAE-Amplitudenverlust mit &hnlichem Muster, der zu-
erst die hochsten Testfrequenzen betrifft und mit zunehmendem Alter auch die mittleren und
tiefen Testfrequenzen. Allerdings beginnt dieser Verlust spéter als bei den Otof -Knockout-
Maiusen und scheint langsamer fortzuschreiten. Auch im Alter von 24 Wochen zeigen
Otof -Wildtyp-Miuse bei den hohen Testfrequenzen nur einen dezenten Amplitudenverlust.
Im Alter von 48 Wochen dagegen ist auch beim Wildtypen eine deutliche Funktionseinbuf3e
der AHZ bei F2:22.6 kHz und F2:16 kHz zu erkennen.

Die Wachstumsfunktionen der DPOAE s. Abb.5.3 zeigen einen Amplitudenverlusts der
gleichmiBig voranschreitet und zuerst die hohen Testfrequenzen betrifft und spiter die
tieferen Testfrequenzen. In seiner Form ist dieser in Otof-Knockout- und Orof-Wildtyp-
Tieren sehr @hnlich, beginnt jedoch im Orof-Knockout wesentlich frither und schreitet
schneller voran. Bei F2: 11.3 kHz sind die Amplituden des Otof-Wildtyps bis 48 Wochen
unveridndert, die des Otof-Knockout nehmen dagegen mit dem Alter stetig ab. Bei F2:
22.6 kHz ist auch in Otof-Wildtyp-Méiusen ein Amplitudenverlust zu sehen, der der Otof-
Knockout-Méuse ist wiederum wesentlich weiter fortgeschritten und schon mit 8 Wochen

zu sehen.

3.1.2 Langsame Degeneration von duBeren und inneren Haarzellen

An Héutchenpriparaten des Corti-Organs wurden mittels immunhistochemischer Farbung
die verschiedene Strukturen von Interesse angeférbt und in konfokalmikroskopischen Auf-
nahmen ausgewertet. Dabei wurden sowohl die Haarzellen der Kochlea spezifisch angeférbt

als auch ihre synaptischen Binder, afferente Nervenfasern und Spiralganglienneurone.

Im Vergleich zu Orof-Wildtyp-Méiusen zeigen Otof -Knockout-Miuse einen deutlich gra-
vierenderen Verlust sowohl von THZ als auch von AHZ, der zunichst langsam von basal
ausgehend voranschreitet und sich spéter auch von apikal in Richtung basal ausbreitet. Bei
Otof -Wildtyp-Miusen beobachteten wir einen méfigen Verlust von Haarzellen iiber den
Zeitverlauf. In 24 Wochen alten Tieren waren IHZ zum groften Teil erhalten, erst bei 48
Wochen alten Tieren sah man einen deutlichen Zellverlust, der vor allem basal ausgeprigt

war. Die AHZ waren friiher betroffen und zeigten schon mit 24 Wochen basale Verluste. Mit
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Tabelle 3.1 — IHZ und AHZ Zellzahlen pro mm Basilarmembran von 8 und 48 Wochen alten Otof-
Knockout- und Otof-Wildtyp-Méusen; Messwert &= SEM; Tierzahlen entsprechen Abb.
B) C) Wenn nur ein Messwert in der Gruppe verwendbar war, ist hier kein £ SEM

angegeben

Otof™/+

apikal 2. Wind. apikal 2. Wind. basal basal
8Wo 121.6 % 1.1 123.8 £4.3 100.7 112.5 £ 10.8

IHZ
48 Wo 104.0 £8.5 109.2 +12.6 90.8+0.9 52.9421.0
Az 8 Wo 445.9 +4.2 434.54+16.4 428.4+2.0 386.7
48 Wo 411.2 +£19.5 380.2 £45.6 401.5 +£23.2 59.8+47.3
Otof/~
HZ 8 Wo 106.3+2.9 105.2+1.6 100.0+4.6 100.9+7.0
48 Wo 84.3+19.7 66.2+5.6 28.4424.0 13.2+15.2
AHZ 8 Wo 419.44+6.7 416.5+14.7 406.61+6.3 380.7£10.1

48 Wo 346.1+64.1 427.6£13.6 131.1+47.4 0.0+0.0

48 Wochen waren bei fast allen Tieren basal keine AHZ zu finden, apikal davon waren die
Zellreihen aber gut erhalten (s. Abb. 3.4).

Bei Otof -Knockout-Tieren im Alter von 8 Wochen scheint das Corti-Organ auf den ersten
Blick vollstdndig intakt und nicht von Wildtyp-Tieren zu unterscheiden. Bei Quantifizierung
der Haarzelldichte fillt allerdings eine médBige Reduktion der IHZ-Zellzahlen auf (s. Tbl.

). Bis 24 Wochen wird der Verlust von Haarzellen dann ausgeprigter und ist deutlich als
Liicken in den Reihen der dufleren und inneren Haarzellen zu sehen (s. Abb. 3.4). Bei den
AHZ ist meist zuerst die duBerste Reihe betroffen. Otof Wildtyp Miuse zeigen im Alter von
48 Wochen einen Verlust von ca. 50% der inneren Haarzellen im basalen Abschnitt des Corti-
Organs. Die apikale und 2. Windung sind nur wenig betroffen mit ca. 10% Verlust. Otof -
Knockout-Miuse sind dagegen deutlich ausgeprigter von Haarzelldegeneration betroffen,
Am stérksten ist der Effekt basal mit >80% und am geringsten in der apikalen Windung mit
ca. 20% (s. Abb.3.4).

Auch die duleren Haarzellen der Ofof -Knockout-Mause sind stidrker betroffen als die der
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Tabelle 3.2 — Biandersynapsen pro IHZ von Otof -Knockout und Otof-Wildtyp-Midusen von 8-48 Wochen;
Messwert + SEM; Tierzahlen entsprechen Abb.

apikal 2. Wind. apikal 2. Wind. basal basal

8Wo 14.5+1.1 16£1.5 17.7£1.9 12.7 £1.8
Otof/+ 12Wo 14.8£1.6 14.14£2.7 12.7+1.2 8.7£1.5
24 Wo 10.5+£14 12.5+0.6 12.3+£1.3 8.6t1.3
48 Wo 10.0+0.5 11.0 £1.5 9.3£3.9 6.5£1.5
8 Wo 8.4+1 7.6£0.6 6.3 £0.5 5.6£0.9
Otof—/- 12Wo 10.0+1.4 5.7£0.7 5.3£0.6 4.6+0.6
24 Wo 6.9£0.6 5.94£0.3 6.21+0.6 4.7+1
48 Wo  6.7£0.5 5.1£14 5.9+0.7 4.9+2.4
Abb. 3.5, die GroBe und Lokalisation wurde allerdings nicht genauer analysiert.

Die Dichte der Zellkorper bipolarer Spiralganglienneurone im Rosenthalkanal ist im Alter
von 8 Wochen in Otof-Wildtyp und Otof-Knockout vergleichbar. Im Alter von 48 Wochen
zeigen Otof-Wildtyp einen geringen basalen Verlust und Otof-Knockout-Miuse einen
basalen und apikalen Verlust. Ofof -Knockout-Tiere scheinen von grolerem Verlust betroffen
zu sein, wobei der Unterschied nicht signifikant ist. Bei Otof-Knockout-SGN wurde in
mehreren Tieren in der apikalen Windung eine Verklumpung der SGN-Zellkorper gesehen,

die bei den den gleichaltrigen Wildtyp-Tieren nicht vorkam (s. Abb. O).
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3.2 Larmempfindlichkeit der Ofof -Knockout-Mause

3.2.1 AuBere Haarzellfunktion nach Lirmtrauma

Um einen Unterschied in der Larmempfindlichkeit zwischen Ofof-Knockout-Méusen und
Otof -Wildtyp-Mdusen zu testen wurden Wurfgeschwister im Alter von 8 Wochen zwel
unterschiedlichen Lirmtraumaversuchsreihen unterzogen. Beide Gruppen wurden entweder
15 Minuten mit 103 dB 4-16 kHz Breitbandlirm beschallt, oder 2 Stunden mit 120 dB
4-16 kHz Breitbandlarm. Bei allen Tieren wurden vor der Beschallung und Tag 1 und 3
nach Lirmtrauma akustisch evozierte Potentiale und Distorsionsprodukte otoakustischer

Emissionen gemessen.

Bei einem leichten 103 dB-Larmtrauma iiber 15 min zeigte sich bei den Wildtypen eine
Horschwellenanhebung, betont in den hohen Frequenzen von 16 kHz bis 32 kHz (s. Abb.3.8).
Die Horschwellenanhebung ist am ersten Tag nach Larmtrauma, ca. 24 h spiter, am stirksten
ausgeprigt, mit dem grof3ten Schwellenschwund von 45.8 dB £3.0 bei 16 kHz. Schwellen
erholten sich bis zum 3. Tag leicht, vor allem bei den tieferen Frequenzen 6-12 kHz und
blieben gehoben bei 24-32 kHz. Nach intensivem Lirmtrauma mit 120 dB fiir zwei Stunden
zeigte sich eine starke Horschwellenhebung, am stirksten ausgeprigt bei 16 kHz mit 64.6
dB £5.8, aber auch im Unterschied zum gemiBigten Larmtrauma bei niedrigen Frequenzen
stark ausgeprigt. Die Amplitude der Welle I zeigte eine deutliche Reduktion nach beiden

Larmtraumaparadigmen, die sich von bis zum 3. Tag nach Lirmtrauma kaum erholt (s. Abb.

B)).

Die DPOAE reagieren auf das Larmtrauma ebenfalls mit einer deutlichen Reduktion der
Amplituden (s. Abb. 3.9). Bei leichtem Larmtrauma sind die Amplituden bei F2: 11.3, 16
und 22.6 kHz betroffen, wobei die Knockout-Miuse bei 16 kHz etwas weniger betroffen zu
sein scheinen. Nach starkem Léarmtrauma sind die Amplituden in beiden Gruppen {iber alle

Testfrequenzen reduziert.
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3.2.2 Schweres Lirmtrauma fiihrt zu Verlust von dufleren Haarzellen
in Otof -Knockout und Otof -Wildtyp

Nach leichtem Larmtrauma ist kein Unterschied der IHZ- und AHZ-Zellzahlen zwischen

Otof-Knockout und Otof-Wildtyp unbeschallt und nach Lirmtrauma auszumachen (s.
Abb.3.10).

Auch nach schwerem Lirmtrauma sind die IHZ nicht im Uberleben beeintrichtigt. Die AHZ
zeigen dagegen in Otof-Knockout und Otrof-Wildtyp einen gleich ausgeprigten basalen
Verlust um ca. 60%.

Wie in Kapitel auf Seite beschrieben, besitzen Orof-Knockout-Miuse im Alter
von 8 Wochen nur 30-50% der Anzahl von synaptischen Béander pro IHZ verglichen mit
Wildtyp-Méusen. Dieses Ergebnis ist auch bei den unbeschallten Kontrolltieren zu erkennen
(s. Abb. B)). Nach einem leichten Lirmtrauma von 103 dB Breitbandldrm iiber 15
min ist bei den Orof-Wildtyp-Tieren eine Reduktion der synaptischen Béander bei 30 kHz
und 50 kHz zur erkennen, gleichzeitig ein Anheben der Horschwellen bei 16 kHz, 24
kHz und 32 kHz. In den Orof-Knockout-Tieren ist keine Verdnderung zu erkennen. Nach
schwerem Léarmtrauma sind die synaptischen Béinder im Orof-Wildtyp iiber alle Regionen
stark reduziert, besonders bei 30 kHz und 50 kHz um >70%. Im Otof-Knockout ist die
Anzahl weithin unverindert (s. Tabelle 3.4). Desweiteren beobachteten wir nach Larmtrauma
in Otof -Wildtyp-Miusen vermehrt innere Haarzellen mit schwacher Parvalbuminférbung
und starker CtBP2-Kernféarbung (s. Abb. C), die wir als Anzeichen von Apoptose mit
Kernkondensation interpretierten. Die Parvalbuminfarbung gelang nach Lirmtrauma trotz
des gleichem Firbeprotokolls bei allen Orof-Wildtyp-Tieren wesentlich schlechter und

zeigten in den Aufnahmen schwéchere Fluoreszenz (s. Abb. E).
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Tabelle 3.3 — IHZ- und AHZ-Zellzahlen pro mm Basilarmembran schwer und leicht lirmtraumatisierter

Otof -Knockout- und Otof-Wildtyp-Méausen; Messwert + SEM; Tierzahlen entsprechen

Abb. und Abb.

Wenn nur ein Messwert in der Gruppe verwendbar war ist hier

kein & SEM angegeben

Otof/+
apikal 2. Wind. apikal 2. Wind. basal basal
unbeschallt 121.6 + 1.1 123.8 £4.3 100.7 112.5 £ 10.8
IHZ leichtes Larmtrauma 106.5+8.8 1189 £+1.0 126.2+5.9 98.6t7.8
schweres Larmtrauma 115.2+3.3 116.9+2.9 111.7£8.9 103.3+9.5
unbeschallt 4459 +4.2 434.5+16.4 428.4+2.0 386.7
AHZ leichtes Larmtrauma  406.3+13.6 421.3+13.6 412.0+4.0 363.4+15.9
schweres Larmtrauma  425.54+7.8 4292+11.3 377.1+63.6 157.8+83.1
Otof/~
unbeschallt 106.34+2.9 105.2+1.6 100.0+4.6 100.94+7.0
IHZ leichtes Larmtrauma 102.1£5.0 102.5+6.3 92.7+14.1 91.8+9.8
schweres Larmtrauma  109.9+7.7 101.9+4.5 94.0+6.0 86.1+13.1
unbeschallt 419.4+6.7 416.5+14.7 406.6+6.3 380.74+10.1
AHZ leichtes Lirmtrauma 407.7+7.6 418.24+7.2 442 .34+15.9 359.9+18.6
schweres Larmtrauma 388.0+16.5 386.2+23.0 364.9+36.1 170.0£79.9
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Tabelle 3.4 — Bidndersynapsen pro IHZ von Otof-Knockout- und Orof-Wildtyp-Méusen unbeschallt, nach
leichtem Larmtrauma und nach schwerem Lirmtrauma; Messwert &= SEM; Tierzahlen

entsprechen denen in Abb.

apikal 2. Wind. apikal 2. Wind. basal basal

unbeschallt 14.5+1.1 16£1.5 17.74+1.9 12.7 £1.8
Otoft/* leichtes Lirmtrauma  14.640.7 15.242 7.941.8 8.7+£2.6
schweres Lirmtrauma 11.24+1.3 7.4+2 5.5+0.8 44+1.4
unbeschallt 8.35+1 7.584+0.6 6.28 +0.5 5.6+0.9
Otof /= leichtes Larmtrauma 8.9+0.9 6.8+0.4 5.4+0.4 4.8+1
schweres Lirmtrauma  6.3+0.9 5.1£0.7 5+1.7 44+1.2
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4.1 Friihe altersabhiingige Degeneration in Abwesenheit

von Otoferlin

Beeintrichtigungen des Horvermogens gehoren weltweit zu den héaufigsten chronischen
Einschrinkungen und beeinflussen das Leben der Betroffenen stark. Mittlerweile wurden
hervorragende Hilfsmittel entwickelt, z. B. das Kochlea Implantat. Da dabei die Hornerven-
neurone direkt durch Elektroden erregt werden sollen, ist die Vorraussetzung fiir ein gutes
Resultat ein moglichst intakter Hornerv. Auch fiir mogliche zukiinftige Therapien, z.B.
Stammzell- und Gentherapie, ist eine erhaltene Integritit des Hornerven und auch der
Haarzellen des Innenohrs essentiell. Daher ist das Wissen iiber Ablauf und Griinde fiir
die Degeneration dieser Strukturen bei den verschiedenen Taubheitsformen sehr wichtig.
Sowohl bei angeborenen Taubheitsformen als auch bei erworbenen Taubheitsformen wurden
schon sehr schnelle und starke Degenerationsverldaufe beschrieben. Hier beobachteten wir
die Degeneration des Corti-Organs in einem Mausmodell fiir die menschliche Taubheitsform
DENBO, die auf Mutationen im Gen fiir Otoferlin beruht.

Die Abwesenheit von Otoferlin verhindert fast vollstiandig die kalziumabhingige Neuro-
transmitterausschiittung an den Béndersynapsen der IHZ und verursacht somit schwere
angeborene Taubheit in Menschen (Yasunaga et al. 1999) und im Mausmodell (Roux et al.
2006, Pangrsi¢ 2010, 2012). Im ersten Teil dieser Arbeit sollte untersucht werden, welchen
Einfluss das Fehlen der synaptischen Transmission bei Otof-Knockout-Mdusen auf die

funktionale und morphologische Integritéit des Corti-Organs hat.

Dazu ermittelten wir die Zahl der IHZ und AHZ sowie die Zahl der synaptischen Verbin-
dungen zwischen IHZ und Hornervenfasern und den Verlust von Spiralganglienneuron-

zellkorpern. Ein methodisches Problem unserer Studie beziiglich der Quantifikation von
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Bandsynapsen ist die fehlende Kontrolle mithilfe eines postsynaptischen immunhistochemi-
schen Markers, um beide Seiten von intakten Synapsen und nicht nur die prasynaptische
Struktur des synaptischen Bandes identifizieren zu konnen. Hier konnen wir deshalb keine
sichere Aussage treffen iiber eine mogliche Dissoziation von synaptischen Bindern und
Postsynapsen oder die Anzahl von verwaisten synaptischen Béindern, von Roux et al. 2006
bei 20% der Otof-Knockout-Synapsen im Alter von 15 Tagen beschrieben. Allerdings
erlaubt die hier durchgefiihrte Zytoplasma- und Neuronenfidrbung eine recht verléssliche
Identifikation von zellmembranstindigen und Neuronen-assoziierten CtbP2-positiven syn-
aptischen Béndern. Zuletzt sind unsere Ergebnisse in Quantifikation der Synapsenzahl
anhand der hier durchgefiihrten Firbungen mit fritheren Untersuchungen, die den Vorteil
von postsynaptischen Firbungen oder elektronenmikroskopische Bildern hatten, nahezu
identisch (Meyer et al. 2009, Stamataki et al. 2006). Auch in der Ofof-Mutante kommen
Roux et al. 2006 zu iibereinstimmenden Synapsenzahlen bei jungen Tieren. Eine statistische
Testung der Synapsen- und Zellzahlen war aufgrund der vielen Gruppen und der kleinen
Fallzahl in den meisten Fillen nicht sinnvoll durchfiihrbar oder bot keine zusitzliche
Aussagekraft. Trotzdem mochte ich im folgenden darlegen, welche Trends wir erfassen

konnten.

Wir beobachteten die Degeneration der Kochlea von Otof -Knockout-Miusen bis 48 Wochen
postnatal. Dabei sahen wir initial bei 6 Tage alten Tieren keinen Unterschied zwischen
Knockout und Wildtyp im Bezug auf Anzahl der Bindersynapsen und Morphologie der IHZ
und AHZ. Ausgewachsene Tiere im Alter von 6-8 Wochen wurden eingehender untersucht
und wir sahen eine intakte Morphologie der Kochlea: IHZ und AHZ waren vollstindig iiber
die gesamte Linge der Basilarmembran erhalten. Die Dichte der Spiralganglienneurone
unterschied sich nicht signifikant von Otof-Wildtyp-Tieren. Die otoakustischen Emissionen
waren mit normalen Amplituden vorhanden, auB3er einer leichten Reduktion in den héchsten
Testfrequenzen. Aber bereits bei diesen jungen ausgewachsenen Tieren fiel eine deutliche
Reduktion der Anzahl von synaptischen Béndern auf: Im Alter von 6 Tagen sahen wir keinen
Unterschied in Knockout und Wildtyp, im Alter von 8 Wochen besalen die Knockout-Tiere
ca. die Hilfte der synaptischen Binder der Wildtyp-Tiere. Da Roux et al. eine Reduktion der
Bindersynapsen um die Hilfte schon bei 15 Tage alten Otof-Knockout-Tieren beschreibt,
nehmen wir an, dass diese Reduktion zu Beginn des Horens in Méusen (ca. Tag 10-14)
stattfindet und mit einer veridnderten Ausreifung, bzw. Reorganisation von Synapsen in

dieser Phase zusammenhingt (Beurg et al. 2010, Wong et al. 2013).
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Im weiteren Zeitverlauf sahen wir bei den Otof-Knockout-Miusen zunichst eine Amplitu-
denreduktion der otoakustischen Emissionen, die sich intensivierte und von Bereichen der
hohen Frequenzen zu niedrigfrequenten Bereichen ausbreitete. Dem folgte ein sichtbarer
Verlust der AHZ, der mit 24 Wochen basal schon deutlich ausgepriigt war. Gleichzeitig
kam es zum Verlust von IHZ, der alle Windungen betraf, aber basal am deutlichsten und
in vielen Tieren vollstandig war. In den idltesten untersuchten Otof-Knockout-Tieren mit
48 Wochen sahen wir einen grof3flichigen Haarzellverlust und dazu passende geringe Resi-
dualamplituden otoakustischer Emissionen. Die Zahl der Spiralganglienneuronzellkdrper
im Rosenthalkanal war basal um 50% reduziert und auch apikal und medial leicht. Die
Anzahl der synaptischen Binder in den verbliebenden IHZ blieb dagegen konstant bei 5-7

pro Haarzelle.

4.1.1 Einfluss der Otof-Mutation auf den Erhalt von Bindersynapsen

und inneren Haarzellen

Aufgrund der frithen und ausgeprigten Reduktion der Bindersynapsen in Otof-Knockout-
Miusen erwarteten wir einen weiter voranschreitenden Verlust von synaptischen Bindern,
Synapsen und Spiralganglienneuronen. Auch die bisherigen Untersuchungen an anderen
Mausmodellen mit auditorischen Synaptopathien legten diese Hypothese nah (Moser et al.
2013): In ot1D~/~-Miusen, die keine funktionalen L-Typ-Kalziumkanile Cay 1.3 besitzen,
ist die kalziumabhiingige Exozytose ebenfalls fast komplett unterbunden, und es besteht
angeborene Taubheit. Schon im Alter von einer Woche wurden bei diesen Miusen Zeichen
von Degeneration der afferenten Nervenendigungen gesehen und bis 8 Wochen ein Verlust
von mehr als 50% SGNs iiber alle kochledren Windungen. Dazu gesellte sich ein deutlicher
IHZ- und AHZ-Verlust. Die Bindersynapsen in den verbliebenden Haarzellen blieben bis
zum Alter von vier Wochen in normaler Anzahl erhalten und reduzierten sich danach stetig
bis auf ca. 2 pro IHZ mit 28 Wochen (Nemzou N. et al. 2006, Glueckert et al. 2003).

Ein weiteres Mausmodell der beeintriachtigten synaptischen Transmission an der IHZ sind
Tiere mit Defizienz des vesikuldren Glutamattransporters 3. In ihnen kdnnen exozytotische
Vesikel an der Béandersynapse nicht mit Glutamat gefiillt werden. Diese Miuse zeigen
eine noch frithere und schwerwiegende Degeneration der Spiralganglienneurone. Mit P10
betrifft sie das ganze Corti-Organ und bis 3 Wochen wurde eine Reduktion der Neurone

im Rosenthalkanal um 50% beobachtet. Auch das Volumen des Nucleus cochlearis ist
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bei diesen Mutanten reduziert. Es war moglich, durch viralen Gentransfer in diesen de-
fizienten Haarzellen die Glutamatexozytose zu induzieren und sogar das Horvermogen
konnte teilweise wiederhergestellt werden. Interessanterweise hielt aber auch das nicht
den Verlust von SGNs auf. In diesen Studien wurde die Anzahl der Bindersynapsen pro
IHZ nicht untersucht. Allerdings zeigten sich Auffélligkeiten in elektronenmikroskopischen
Aufnahmen. Die synaptischen Biander wurden als diinn und verldngert im Gegensatz zu den
iiblicherweise runden prisynaptischen Béndern beschrieben (Seal et al. 2008, Akil et al.
2012). Als Grund fiir die Degeneration von Béndersynapsen und Spiralganglienneuronen
wurde in diesen Arbeiten vermutet, dass evozierte synaptische Aktivitét nicht fiir die Bildung
der Béndersynapsen, wohl aber fiir ihren Erhalt und den der afferenten Nervenendigungen
und Neuronen notwendig sei.

Hier beobachteten wir in Otof-Knockout-Miusen, dass synaptische Bénder in normaler
Anzahl gebildet wurden und dann, nach starker Reduktion auf 50% der iiblichen Anzahl,
auf diesem Niveau verblieben. Diese Reduktion findet anscheinend zu der Zeit statt, in der
das Horen einsetzt (Roux et al. 2006). Weiterhin scheint der Verlust der Bindersynapsen im
Otof -Knockout kaum - oder nur mit sehr langer Latenz - den Verlust von SGNs zu bewirken.
Die tonotope Verteilung dieses Verlusts entspricht nicht dem der synaptischen Bénder: SGN
sind mit 48 Wochen basal am stérksten betroffen und apikale und mittlere Windungen méaBig
reduziert, wahrend die synaptischen Binder tiber das gesamte Corti-Organ auf 5-7 pro Haar-
zelle reduziert sind, also im Vergleich zu der Verteilung von Béndersynapsen in Wildtypen
apikal und basal am geringsten beeintriachtigt sind (Meyer et al. 2009). Die Degeneration
von SGN findet eher an den Orten der IHZ Degeneration statt.

Der kausale und zeitliche Zusammenhang der Degeneration von IHZ und SGN ist vielfach
diskutiert worden, s. Review von Perez und Bao 2011. In vielen Fillen wurde eine sekundire
Degeneration der Neuronen nach Verlust der IHZ vermutet, wie in alternden C57BL/6
Maiusen (White et al. 2000). Auch nach Carboplatin-Applikation, die IHZ relativ selektiv
vernichtet, findet ein progressiver SGN-Verlust statt (Takeno et al. 1998). So wird vielfach
als Grund dafiir eine nutritive Versorgung der SGNs durch IHZ und ihre Stiitzzellen ange-
nommen, z.B. Neurotrophin 3 scheint essentiell fiir den SGN-Erhalt zu sein (Stankovic et al.
2004, Ernfors et al. 1995). Jedoch wurde auch beobachtet, dass SGNs die IHZ nach deren
Verlust um viele Monate iiberleben, etwa nach Larmtrauma in jungem Alter (Kujawa und Li-
berman 2006) und Genmutationen, die den isolierten Verlust von IHZ bewirken (Zilberstein
et al. 2012). Auch primédre SGN-Degeneration ohne vorhergehendes IHZ-Sterben wurde

schon beobachtet, wie auch in den oben beschriebenen Vglut3_/ —_und o1D~/~-Miiusen.
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Die Abwesenheit von Otoferlin beeinflusst erst relativ spit und in geringem Ausmal} den
Erhalt der Spiralganglienneurone - trotz erheblichem IHZ Verlust - was fiir den prominenten
Einfluss der Stiitzzellen auf den SGN-Erhalt spricht. Moglicherweise ist das der Grund dafiir,
dass Kinder mit DFNB9 nach Kochlea-Implantat Versorgung ein sehr gutes Ergebnis zeigten
(Rouillon et al. 2006). Falls der Erhalt von Bindersynapsen abhingig von der synaptischen
Aktivitdt ist, steht zu vermuten, dass in den Otoferlin-Mutanten die geringe residuale Exo-
zytose (Pangrsic et al. 2010) den Erhalt von einigen Béndersynapsen ermoglicht. Es wiire
interessant, diese verbleibenden Béndersynapsen und ihre afferenten Nervenfasern genauer

zu charakterisieren, z. B. in ihrer Spontanaktivitdt und der Morphologie der Synapse.

4.1.2 Degeneration von duBBeren Haarzellen und Larmempfindlichkeit

In den Otof-Knockout-Miausen beginnt zwischen 12 und 24 Wochen ein Amplituden-
schwund der otoakustischen Emissionen, der sich von den Bereichen der hohen Frequenzen
zu den tiefen Frequenzen auszubreitet, s. Abb 3.2. In den histologischen Prédparaten der
Corti-Organe sahen wir einen dazu passenden Verlust von AHZ, der ebenfalls von basal
voranschreitet und zwischen 24 und 48 Wochen auch apikal beginnt. Die mittleren Win-
dungen bleiben am ldngsten intakt. Dieses Muster des Haarzellverlusts entspricht dem
vielfach beschriebenen Verlauf der Haarzelldegeneration in C57BL/6-Miusen (Kane et al.
2012, Hequembourg und Liberman 2001, Stamataki et al. 2006). Allerdings sind C57BL/6-
Haarzellen - wie hier auch die der Wildtyp Kontrollen - gewthnlich erst spiter betroffen.
Es sieht so aus als seien die AHZ der Otof-Knockout-Miuse wesentlich frither von den
iiblichen Degenerationsprozessen betroffen. Der hier beobachtete Status der AHZ von 12
Monate alten Otof-Knockout-Miusen scheint vergleichbar mit C57BL/6-Miusen im Alter
von 15-18 Monaten (Hequembourg und Liberman 2001, Kane et al. 2012).

Maoglicherweise sind die AHZ der Otof-Knockout-Miuse empfindlicher gegeniiber bislang
ungeklirten Einfliissen. Es ist unwahrscheinlich, dass die Degeneration auf den Mangel an
Otoferlin zuriickzufiihren ist, da AHZ nur wihrend ihrer Reifung bis zum 6. postnatalen
Tag Otoferlin exprimieren und in adulten Tieren nur in apikalen AHZ Otoferlinexpression
verbleibt (Roux et al. 2006, Engel et al. 2006). Weiterhin konnten wir in jungen Tieren
normale DPOAE-Amplituden messen, und der Amplitudenverlust begann erst relativ spiit,
nach ca 12-24 Wochen, deutlicher in Erscheinung zu treten. Die Storung des Systems aus

afferenter und efferenter Innervation der AHZ konnte einen Einfluss auf den Erhalt der

43



4 Diskussion

AHZ haben. Aber ein derartiger Effekt wurde bis jetzt in der Literatur nicht beobachtet:
Katzen, denen neonatal operativ das efferente Faserbiindel aus dem medialen Olivenkern
(MOC-Fasern) durchtrennt wurde, zeigten keinen auffilligen AHZ Verlust nach einem
Jahr (Walsh et al. 1998). Bei alternden C57BL/6-Miusen wurde eine starke Reduktion der
Efferenzen beobachtet, aber keine Korrelation zwischen Efferenz- und Haarzellverlust (Fu
et al. 2010).

Allerdings wurden mehrfach Hinweise darauf gefunden, dass der MOC-Reflexbogen (s. Ka-
pitel 1.1 auf S.”) die Empfindlichkeit gegeniiber Lirmtrauma beeinflusst, z. B. in Chinchillas
(Zheng et al. 1997), Meerschweinchen (Reiter und Liberman 1995)und Méusen (Maison
et al. 2013). Maison et al. sahen nach einwochiger akustischer Uberstimulation mit 84 dB
eine deutliche Neuropathie mit Reduktion der ABR-Welle I und Bidndersynapsenverlust,
sowie AHZ-Verlust in den Miusen, deren MOC-Faserbiindel vor der Exposition durchtrennt
wurde. Die physiologische Rolle des MOC-Reflexes mag in der Verbesserung des Signal-
Rausch-Verhiltnisses liegen, ein dariiber hinausgehender Schutz vor unphysiologischem
Lirmtrauma bleibt dennoch umstritten, da in vielen Versuchen die Ergebnisse nicht eindeu-
tig darauf verwiesen oder keinen Effekt des MOC-Reflexes zeigten (Christopher Kirk und
Smith 2003, Liberman und Gao 1995).

In den hier beobachteten Otof-Knockout-Miusen sollte aufgrund der angeborenen Taubheit
nicht nur der MOC-Reflex komplett fehlen, sondern auch der Mittelohrreflex. Dieser reagiert
auf tieffrequente laute Gerdusche mit einer Aktivierung des Stapediusmuskels, der Zug auf
den Stapes ausiibt und so die Schallleitung schon im Mittelohr beeinflusst (Mukerji et al.
2010, Liberman und Guinan 1998). Wir konnten dennoch keine erhohte Larmempfindlichkeit
der AHZ in den Otof-Knockout-Miusen ausmachen. Moglicherweise liegt das an den
Konditionen des hier verwendeten Lirmtraumas oder der Unterschied wiirde erst nach
langerer Postexpositionszeit auffdllig werden (Wang et al. 2002). Moglicherweise ist das
Ausmaf der Protektion durch die efferente Innervation in adulten C57BL/6-Méusen generell

zu vernachlédssigen.

Wir vermuten, dass es andere unbekannte Umweltfaktoren gibt oder auch genetische Fakto-
ren, die in Zusammenhang mit der Otof Mutation zu einer aggravierten Degeneration der
AHZ in Otof-Knockout-Miusen fiihren.
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4.2 Alterndes Gehor und das ahl-Allel

Die hier verwendete Otof-Mauslinie basiert auf C57BL/6-Miusen. Es ist bekannt, dass diese
Tiere homozygot das rezessive ahl-Allel (age-related hearing loss) tragen (Johnson et al.
1997, Keithley et al. 2004), das mit einer Splice Variante des Cadherin 23 assoziiert ist
(Noben-Trauth et al. 2003). Cadherin 23 ist involviert in Organisation von Stereozilienent-
wicklung (D1 Palma et al. 2001) und bildet die Tip-Link-Struktur. Diese Méuse sind einer
frithen Altersschwerhorigkeit ausgesetzt (Mikaelian et al. 1974, Li und Borg 1991, White
et al. 2000, Hequembourg und Liberman 2001, Kane et al. 2012). Sie werden vielfach als
Modell fiir frithen, schnellprogrediente Horverlust benutzt, da ein @hnliches Muster des sen-
sorineuralen Horverlusts auch bei Menschen mit Presbycusis beobachtet wurde (Schuknecht
und Gacek 1993).

In der audiometrischen Evaluation dieser Miuse sieht man ein kontinuierliches Ansteigen
der Horschwellen, das schon im Alter von 2-3 Monaten beginnt. Dabei sind die Schwellen
iiber alle Testfrequenzen betroffen, betont aber in den hohen Frequenzen, wie wir hier beob-
achteten und beschrieben war (Li und Borg 1991, Park et al. 2010, Kane et al. 2012).Die
otoakustischen Emissionen werden ebenfalls schwicher im Verlauf der Zeit, wir beobachte-
ten hier ab 24 Wochen einen Amplitudenverlust in den hohen Testfrequenzen. Auch diese

Ergebnisse sind vergleichbar mit fritheren Untersuchungen (Martin et al. 2007, Park et al.
2010).

Der Verlust der DPOAE scheint dem sichtbaren Verlust von AHZ leicht vorauszueilen.
Dieser beginnt am basalen Ende der Kochlea und setzt sich in Richtung apikal fort. Zeitlich
versetzt wird auch ein apikaler Haarzellverlust sichtbar (Stamataki et al. 2006, Kane et al.
2012). Zahlreiche Vermutungen hinsichtlich der Hintergriinde dieses Zellsterbens liegen vor,
darunter die Hypothese, dass es sich um mitochondrial induzierte Apoptose handelt (Someya
et al. 2009), die durch oxidativen Stress verursacht wird. Basale AHZ seien dem gegeniiber
empfindlicher als die apikalen (Sha et al. 2001). Andere Vermutungen besagen, dass die
Cadherin 23 Mutation durch einen Defekt in den Stereozilien-Tip-Links zu chronischer
Depolarisation fiihrt, die den Haarzellen schadet (Johnson et al. 2010). Auch die IHZ sterben
ab 48 Monaten nach und nach ab. Der Verlust schreitet von basal nach apikal fort. Die
Spiralganglienneuronen bleiben in C57BL/6-Miusen vergleichsweise lange erhalten. Im
Alter von 12 Monaten konnten wir keinen markanten Unterschied in der Neuronendichte

im Rosenthalkanal im Vergleich zu 2 Monate alten Tieren feststellen. Stamataki et al.
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kommen zu dhnlichen Ergebnissen (Stamataki et al. 2006, White et al. 2000), wihrend
andere Untersuchungen bei élteren Tieren eine signifikante Reduktion der SGN-Dichte

beobachteten (Park et al. 2010, Someya et al. 2009, Hequembourg und Liberman 2001).

Zellverluste von Haarzellen und Spiralganglienneuronen erkldaren daher nicht die Hor-
schwellenverluste, die wesentlich frither beginnen und frequenzunspezifisch sind. Ison et
al vermutete 2007 daher zwei verschiedene Formen von Degeneration: Eine, die sich auf
die hohen Frequenzen fokussiert und somit mit basalem Verlust von AHZ und IHZ zu
erklédren ist und eine Weitere, die uniform und frequenzunspezifisch von jungem Alter an
fortschreitet (Ison et al. 2007). Als Grund fiir diese letztere Form von Horverlust wurden
verschiedene Ursachen diskutiert, Hequembourg beobachtete 2001 eine frith beginnde De-
generation der Fibrozyten im Spiralligament und eine stetige Volumenabnahme der Stria
vascularis. Allerdings konnte in nachfolgenden Untersuchungen trotz dieser morphologi-
schen Verdanderungen keine Verdnderung des endokochledren Potentials basal oder apikal in
C57BL/6-Miusen gefunden (Lang et al. 2002), das diesen Horverlust erkldren konnte.

4.2.1 Altersabhiingige Synaptopathie der C57BL/6-Mauslinie

White et al. beobachteten 2001 die Dendriten der bipolaren SGNs und stellten fest, dass
die distalen Anteile sehr viel frither verschwinden als proximale Fasern oder Zellkorper
(White et al. 2000). Stamataki et al. untersuchten dann 2006 in elektronenmikroskopischen
Bildern direkt die afferenten Synapsen an den IHZ: Die afferenten Endigungen der SGNs
waren in 12 Monate alten Tieren deutlich gréer und auf der présynaptischen Seite mit
groeren Béndersynapsen mit mehr Vesikeln vergesellschaftet. Insgesamt hatte die Anzahl
der Synapsen in den élteren Tieren jedoch deutlich abgenommen (Stamataki et al. 2006). Die
Quantifikation der Bandsynapsen aus EM Daten von Stamataki et al. stimmt sehr genau mit
unseren Resultaten iiberein. Bei 40-50% Entfernung von basalem Ende eine Reduktion von
16,8 + 2.4 pro IHZ mit zwei Monaten auf 9,2 4 3,1 mit 12 Monaten; bei uns in ungefédhr
gleicher Entfernung von dem basalem Ende: von 17,7 £ 1,9 auf 9,3 + 3,9 pro IHZ.

Es wird angenommen, dass diese Neurodegeneration durch Glutamat-Exzitotoxizitit verur-
sacht wird (Puel et al. 1994, 1998). Glutamatexzitotoxizitdt wurde nach Ischimie (Pujol et al.
1990) und nach Lirmtrauma beobachtet (Puel et al. 1998). Tatsdchlich wurde schon mehr-
fach die Degeneration von Synapsen und afferenten Fasern nach Larmtrauma beschrieben.
Die der SGN folgte teils mit langer Latenz nach (Kujawa und Liberman 2006, 2009).
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Auch unsere Studie ldsst auf den Einfluss von Glutamat-Exzitotoxizitdt auf Synapsenverlust
schlieBen. Wir sahen nach leichtem Larmtrauma eine basale Reduktion der synaptischen
Binder, die dem Bereich des Horschwellenschwundes und DPOAE-Reduktion entsprach (s.
Abb auf S.37). Nach schwerem Lirmtrauma beobachteten wir eine stirker ausgeprigte
Reduktion der synaptischen Binder, die wiederum in den betroffenen Regionen des Corti-
Organs auftrat. Gleichzeitig waren die Orof-Knockout-Méuse, die keine stimulusabhingige
Glutamatexozytose aufweisen, nicht von einem Verlust der Bindersynapsen betroffen.

Interessanterweise zeigte der hier beobachtete Ablauf der altersabhingigen Degeneration des
Innenohrs ein deutlich anderes Muster als in CBA/CAJ-Maus-Innenohren: Sergeyenko et al.
untersuchte alternde Tiere dieser Mauslinie und beobachtete ab 16 Wochen postnatal einen
progressiven Verlust von Bindersynapsen, der bis zur 96sten Woche apikal am stirksten
ausgepragt ist. Gleichzeitig kommt es zum Verlust von SGN, der auch bis zur 64sten Woche
hauptsiichlich apikale und mittlere Windung betrifft. IHZ- und AHZ-Anzahl sind erst ab
96 Wochen betroffen, wiederum zunichst von apikaler Degeneration. Es wird postuliert,
dass diese Neuropathie wesentlich zum Horverlust im Alter beitrigt (Sergeyenko et al.
2013). Auch unsere Ergebnisse zeigen eine frith beginnende, altersabhéngige Synaptopathie,
die dem Haarzellverlust vorausgeht. Wir vermuten, dass diese hauptsichlich verantwort-
lich fiir den altersabhidngigen Horschwellenschwund in den tiefen Frequenzen ist. Unsere
Ergebnisse bestirken uns desweiteren in der Meinung, dass der genetische Hintergrund
bei Mutantenlinien im Bezug auf IHZ-, AHZ- und SGN-Verlust zu beachten ist und die
Wechselwirkungen zwischen den Auswirkungen der im Vordergrund stehenden Mutation

und den Auswirkungen des genetischen Hintergrund schwer einzuschétzen sind.
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Auditorische Synaptopathien verursachen sensorineurale Schwerhorigkeit unterschiedlicher
Ausprigung. Es sind sowohl erworbene Formen bekannt, die durch Lirm oder altersbedingte
Prozesse verursacht werden, als auch angeborene Formen, die zumeist genetische Ursachen
haben. Eine Form der angeborenen Synaptopathie ist die rezessive, nichtsyndromale Taub-
heitsform DFNB9, die auf Genmutationen des Proteins Otoferlin beruht. Otoferlin ist ein
Transmembranprotein, das essentiell fiir die stimulusabhingige Transmitterausschiittung an
der Béandersynapse der IHZ im Innenohr ist. Um die Prognose von Patienten mit auditori-
schen Synaptopathien einschitzen zu konnen, ist es wichtig, den zeitlichen Verlauf und das
Muster der neuronalen Degeneration zu kennen. Aufgrund des Fehlens von schiitzenden
Reflexen - wie dem medialen olivocochledrem Reflex - konnte zusitzlich eine erhohte
Lirmempfindlichkeit bestehen, die einen frithen Verlust der Funktion der AHZ begiinstigen

wiirde.

Wir haben Orof -Knockout-Méuse im Alter von 6 Tagen bis 48 Wochen untersucht und die
Funktion des Corti-Organs mittels Hirnstammaudiometrie und Messung der otoakustischen
Emissionen getestet. In immunhistochemischen Firbungen von Corti-Organ-Priparaten
wurde weiterhin die Degeneration von IHZ und AHZ, Bindersynapsen und Spiralgangli-
enneuronen beobachtet. Weiterhin wurden bei 2 Monate alten Ofof-Knockout-Méusen die

Auswirkungen eines leichten oder schweren Larmtraumas quantifiziert.

Wir beobachteten eine frithe und progrediente Degeneration des Innenohrs in den Otof-
Knockout-Tieren. Im Alter von 24 Wochen waren die Amplituden der otoakustischen
Emissionen im Vergleich zu den Otof-Wildtyp-Kontrollen deutlich reduziert und dieser
Verlust war mit 48 Wochen noch stirker ausgeprigt. Dazu passte der Verlust der AHZ, der
ebenfalls in den Knockout-Miusen gravierender war. Noch stidrker war die mutationsabhén-
gige Degeneration der IHZ ausgeprigt, die bei den Orof-Knockout-Tieren mit 48 Wochen

iiber die gesamte Lidnge des Corti-Organs einen Verlust von 25-85% betrug, wihrend in
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gleichaltrigen Wildtyp-Kontrollen nur basal 10-50% degenerierten. Die Anzahl der Bén-
dersynapsen waren in beiden Gruppen im Alter von 6 Tagen vergleichbar. Danach zeigten
Otof -Knockout-Miuse eine Reduktion auf 5-7 Béndersynapsen pro IHZ, die im weiteren
Altersverlauf konstant blieb. Otof-Wildtyp-Méuse zeigten dagegen einen altersabhéingigen
Verlust von Béndersynapsen, der erst ab 12 Wochen langsam fortschritt. Der altersabhiingige
Verlust von Spiralganglienneuronen schien in den Ofof-Knockout-Tieren etwas stirker

ausgepragt.

Wir fiihrten zwei unterschiedliche Lirmtrauma-Expositionsversuche durch. Im ersten wur-
den 6-8 Wochen alte Orof-Knockout-Méuse gemeinsam mit ihren gesunden Wildtyp-
Wurfgeschwistern fiir 15 min mit 103 dB 4-16 kHz Rauschen beschallt. Wir beobachteten
eine gleichartige Reduktion der otoakustischen Emissionen in Knockout und Wildtyp und
keinen Zellverlust. Die Bandersynapsen waren nur beim Wildtyp in den basalen Abschnitten
der Kochlea, die fiir die hohen Frequenzen kodieren, reduziert. Im Zweiten Larmtrauma
wurden wiederum 6-8 Wochen alte Otof-Knockout-Miuse und Kontrollen gleichzeitig
beschallt, in diesem Fall mit 2 h von 120 dB 4-16 kHz Rauschen. Bei diesen Tieren wa-
ren die otoakustischen Emissionen in beiden Gruppen auf ein Minimum reduziert. Wir
sahen bei beiden Gruppen einen deutlichen Verlust von AHZ in den basalen Abschnitten
des Corti-Organs. Die Biandersynapsen der Wildtyp-Tiere waren iiber die gesamte Linge
des Corti-Organs stark reduziert und die der Knockout-Méause nicht verdndert, was zu der

Theorie der Glutamat-Exzitotoxizitédt als Mechanismus der Larmschidigung passt.

Hier wurden zum ersten Mal die altersabhéngigen Verdnderungen in Ofof-Knockout-Corti-
Organen beobachtet. Die Abwesenheit von Otoferlin scheint einen aggravierten Verlust
von ITHZ und AHZ im Alter zu bewirken, dessen Ursache unklar ist. Wir konnten keinen
Anbhalt dafiir finden, dass dieser durch eine erh6hte Larmempfindlichkeit zustande kommt.
Die geringe Beeinflussung der Spiralganglienneuronenzahl und der Erhalt von Béndersyn-
apsen ldsst auf eine gute Prognose fiir die Implantatversorgung von Patienten mit dieser

Synaptopathie schlie3en.
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Anhang

Losungen

Morse-Losung:
10% Natriumcitrat

22.5% Ameisensiure

Mowiol Mounting Medium:

Mowiol 4-88 (Carl Roth; 0713.1, 50 g)
Glycerol

Tris

DABCO (Carl Roth; 0718.1, 25 g)

Phosphatgepufferte Salzlosung:
8 g NaCl

0.2 g KCI

1.15 g Na,HPO,

0.2 g KH;PO4

dH,O auf 1 1 auffiillen

Formaldehydlosung:

0.4 g PFA in 5 ml 240 mM PB auflosen
dH;0 auf 10 ml hinzufiigen

auf pH 7 adjustieren mit NaOH (1N)

GSDB: Ziegenserum Verdiinnungspuffer
(60 ml):

10 ml Ziegenserum

1.8 ml 10% Triton X-100 (0.3%)

5 ml 240 mM PB

6.75 ml 4 M NaCl

36.45 ml dH,O

aliquotieren und bei -20 Grad Celsius aufbe-

wahren

Waschpuffer:

83 ml 240 mM PB

30 ml 10% Triton X-100
112.5 ml 4 M NaCl
dH,O auf 1 1 auffiillen
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