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1 Einleitung und Ziele dieser Arbeit

Das Innenohr ist eines der zentralen Bestandteile im Horvorgang. Im Besonderen sind dort
neben den &uBleren Haarzellen die inneren Haarzellen (IHZ) als sekundire Sinneszellen
lokalisiert. Um die Weiterleitung von Stimuli zu gewdéhrleisten, miissen sie fortwdhrend
Exozytose mit einer hohen Rate unterhalten. Im Sinne des Vesikelrecyclings ist daher auch
die kompensatorische Endozytose zur Riickgewinnung der Membran entscheidend. Dieser
Vorgang der Endozytose ist zwar Bestandteil einer jeden funktionierenden Zelle, differiert
jedoch in Abhéngigkeit vom Zelltyp in Bezug auf die verschiedenen Formen und beteiligten
Proteine.
Bis zu dem jetzigen Zeitpunkt existieren wenige Arbeiten, die den Fokus auf die Endozytose
in IHZ legen. Aus diesem Grund ist es Ziel der Arbeit, Erkenntnisse iiber die Endozytose in
IHZ zu gewinnen. Dariiber hinaus wird eines der zentralen Proteine der Vesikelabspaltung —
Dynamin 1 —im Detail untersucht.
Um eine Vorstellung davon zu erhalten, welche Wege der Endozytose an der sogenannten
Bénder-Synapse der Cochlea ablaufen, wird die Expression einzelner endozytotischer Pro-
teine gepriift. Es soll mittels immunhistochemischer Férbung ermittelt werden, ob sich be-
stimmte Proteine als Vertreter verschiedener Wege darstellen lassen.
In einem zweiten Schritt geht es spezifisch um die Auswirkung einer Punktmutation im
Dynamin-1-Gen, fitful (ftfl) bezeichnet. Das Besondere dieser Mutation besteht darin, dass
im Gegensatz zu bisherigen Arbeiten nur eine der zwei Isoformen, Dynamin 1A (DNM 1A),
betroffen ist. Unter Verwendung dieser Maus-Mutante eroffnet sich die Moglichkeit,
Isoform-spezifische Aussagen treffen zu konnen. Zu diesem Zweck sollen sowohl immun-
histochemische Farbungen vorgenommen als auch objektive Hortests durchgefiihrt werden.
Im Einzelnen ergeben sich aus den beiden Aspekten folgende Fragestellungen:
1. Welche endozytotischen Proteine exprimiert die IHZ? Welche Wege der Endozytose
sind dadurch potentiell moglich?
2. Hat die Mutation des Dynamin-1A-Gens Auswirkungen auf die Morphologie und
Synapsenanzahl der Haarzellen oder auf die Verteilung endozytotischer Proteine?
3. Ist ein intaktes Dynamin 1A wichtig fiir den Horvorgang? Wenn ja, wie préasentiert
sich ein moglicher Defekt und auf welcher Grundlage? Wo ist er zu lokalisieren?
Ergeben sich aus den Ergebnissen Charakteristika fiir die Funktion von Dynamin

1A?
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2 Theorie und Grundlagen

2.1 Der Horvorgang und beteiligte Strukturen

Um aus einem akustischen Stimulus eine Reizantwort im Gehirn generieren zu konnen,
bedarf es des komplexen Aufbaus des Hororgans im Zusammenspiel mit der hochspeziali-
sierten synaptischen Verschaltung des zentralen Nervensystems.

Nachdem der Schall den duBBeren Gehdrgang passiert hat, werden die Druckschwankungen
der Luft in Schwingungen der folgenden Strukturen umgesetzt. Im Anschluss an das Trom-
melfell und die Gehorknochelchen des Mittelohrs werden die Fliissigkeiten und Membranen
des Innenohrs entsprechend ausgelenkt. Entlang der Basilarmembran, siehe Abb. 2.1,
entsteht dadurch eine so genannte Wanderwelle, die sich von der Basis bis zum Apex der
Cochlea fortsetzt. Die eingangs sehr kleinen Amplituden werden unter anderem aufgrund
der Schwingungseigenschaften der Basilarmembran an einem frequenzspezifischen Ort
verstirkt, wobei tiefe Frequenzen in der Ndhe des Apex und hohe Frequenzen in der Néhe

der Basis abgebildet werden.

2.1.1 Das Corti-Organ
Der Basilarmembran sitzt als eigentlicher sensorischer Apparat des Innenohres das Corti-

Organ auf, siche Abb. 2.1.

Tektorialmembran

SN
N )

Stereovilli

AuBere ——

innere
Haarzellen

Stiitzzellen +—— : : -
™=

afferente
Nervenfasern

Basilarmembran

Abb. 2.1: Querschnitt durch das Corti-Organ. Entnommen aus Klinke (2005), S. 663.
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Es enthélt 16 000 Haarzellen (Hudspeth 2000) sowie eine Vielzahl an Stiitzzellen. Wie der
Abb. 2.1 zu entnehmen ist, existieren eine einzelne Reihe innerer Haarzellen (IHZ) und drei
Reihen duBerer Haarzellen (AHZ), an deren oberem Pol sich jeweils bis zu 100 Stereozilien
befinden. Aufgabe der Sinneszellen ist die Umwandlung des mechanischen Schallsignals in
ein bioelektrisches bzw. ein biochemisches korpereigenes Signal. Der erste Schritt besteht in
der mechanoelektrischen Transduktion. Aufgrund einer Deflektion der Stereozilien am Ort
der maximalen Amplitudenverstirkung kommt es zur Offnung mechanosensitiver Transduk-
tionskandle, die durch einen Kationeneinstrom zu einer Depolarisation der Zelle fiihrt. Die
AHZ nutzen das durch diesen Vorgang entstehende Rezeptorpotential, um sich zu verkiirzen
und bei Hyperpolarisation wieder zu verlangern, wobei das Protein Prestin den molekularen
Motor darstellt (Zheng et al. 2000). Diese oszillierenden Lingenbewegungen fiihren bis zu
einem bestimmten Lautstdrkepegel im Sinne eines Verstdrkerprozesses (Dallos und Fakler
2002; Ashmore 2008) zu einer gesteigerten Aktivierung der IHZ, bei sehr hohen Pegeln

dagegen wirken sie dimpfend (Kompression).

2.1.2  Innere Haarzelle

Die THZ ist eine polarisierte Zelle epithelialen Ursprungs (Streit 2001), deren Funktionen
sich einem apikalen und einem basolateralen Kompartiment zuordnen lassen. Ersteres ist
zustindig fiir die zuvor beschriebene mechanoelektrische Transduktion, wéihrend der baso-
laterale Anteil den zweiten Schritt der Umsetzung des akustischen Stimulus {ibernimmt.
Dieser besteht in der Signaliibertragung von der sekundiren Sinneszelle auf die afferente
Synapse, die so genannte Transformation.

Dabei 16st das Rezeptorpotential, das bis zu 25 mV annimmt (Hudspeth 2000), einen
Kalziumeinstrom aus. Getriggert durch diesen Einstrom kommt es zur Fusion der prasynap-
tischen Vesikel mit der Plasmamembran (Roberts et al. 1990) und damit zur Freisetzung des
Transmitters in den synaptischen Spalt. Als Transmitter fungiert Glutamat, das an post-

synaptische AMPA-Rezeptoren bindet (Matsubara et al. 1996; Glowatzki und Fuchs 2002).

2.1.3  Afferente Synapse

Wihrend die AHZ vorwiegend efferent innerviert werden, bildet die IHZ hauptsichlich
afferente Synapsen aus — die der Maus beispielsweise insgesamt 5-20 (Meyer AC et al.
2009; Meyer AC und Moser 2010). Uber 90% der Ganglienzellen enden an den IHZ, wobei

eine jede nur input von einer einzelnen Haarzelle erhilt (Kiang et al. 1982). So ist
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gewihrleistet, dass unterschiedliche Qualitdten des Stimulus auf Ebene von Intensitidt und
Frequenz getrennt voneinander weitergeleitet werden konnen.

Im Gegensatz zu anderen Synapsen des zentralen Nervensystems zeichnet sich die Haarzelle
dadurch aus, dass sie den initialen Stimulus nicht in Form eines Aktionspotentials, sondern
als Rezeptorpotential umsetzt, das nachfolgend in ein bestimmtes Muster postsynaptischer
Spikes transformiert wird. Dariiber hinaus erzeugt die IHZ auch ohne jeglichen Stimulus
stetig spontan postsynaptische Aktionspotentiale bis liber 100 Hz (Rose et al. 1967;
Liberman 1978; Sewell 1984; Guth et al. 1991).

Um dieser Funktion gerecht zu werden, bedarf es nach dem Stand der derzeitigen Forschung
spezieller Strukturen — der so genannten Béander oder ribbons, siche Abb. 2.2. Es handelt
sich dabei um préisynaptische Organelle, die neben den IHZ auch in den Photorezeptoren
und Bipolarzellen der Retina sowie in den Haarzellen des Vestibularorgans wiederzufinden
sind (LoGiudice und Matthews 2009). Jeweils eine aktive Zone der Priasynapse enthélt ein
synaptisches Band, das genau einem postsynaptischen Terminal gegeniiberliegt. Die Anzahl
der Bénder und damit auch der Synapsen pro Haarzelle variiert unter den Spezies (Nouvian
et al. 2006) sowie teilweise entlang der tonotopischen Achse (Meyer AC et al. 2009).

Neben einer Vielzahl zytosolischer Vesikel (Spicer et al. 1999) und dem an die Plasma-
membran gebundenen ready releasable pool (RRP) sind abhidngig von der Spezies 50-380
Vesikel (Nouvian et al. 2006) iiber 20 nm lange Armchen an den Biindern selber befestigt
(Lenzi et al. 1999).

Abb. 2.2: Elektronenmikroskopische Aufnahme einer afferenten Synapse. In der Bildmitte ist ein Band der
Haarzelle in Form einer elektronendichten, ovalen Struktur (Pfeil) mit angelagerten synaptischen
Vesikeln zu sehen. Unverdffentlichtes Material der Arbeitsgruppe Moser in Zusammenarbeit mit
Riedel, Max-Planck-Institut fiir biophysikalische Chemie.

Diese in Form von so genannten Bénder-Synapsen spezialisierten Zellen sind nicht nur in

der Lage, innerhalb kiirzester Zeit auBerordentlich hohe Raten an Exozytose zu erzielen
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(Moser und Beutner 2000), sondern auch die synaptische Transmission fiir Sekunden zu
unterhalten (Parsons et al. 1994; Moser und Beutner 2000). Angesichts dessen ist es
zwingend erforderlich, dass die in dem hohen MaB3 exozytierte Membran zuriickgewonnen
wird, um wieder als Vesikel bereitgestellt zu werden und die Plasmamembran im Gleich-
gewicht halten zu konnen. Dies wird in Form von Endozytose erfiillt — anhand von Kapazi-
tdtsmessungen ldsst sich die Membranwiedergewinnung im Anschluss an Stimulation von
IHZ und damit im Anschluss an den Vorgang der Exozytose detektieren (Beutner et al.
2001).

Ein weiterer Gesichtspunkt, der unter der anhaltenden Transmitterausschiittung an Bedeu-
tung gewinnt, besteht in der Regulation postsynaptischer AMPA-Rezeptoren. Durch die
Prédsentation einer unterschiedlichen Anzahl von Rezeptoren an der postsynaptischen
Zelloberfliche konnen die Stirke der synaptischen Ubertragung gesteuert und exzitotoxische
Effekte verhindert werden (Chen Z et al. 2007). Durch die Reinternalisierung der
Rezeptoren mittels Endozytose wird diese Regulation gewihrleistet.

Im Folgenden soll zunichst ein allgemeiner Uberblick iiber den Vorgang der Endozytose
gegeben werden, um diesen anschlieBend im Speziellen an Synapsen und an der Bénder-

Synapse zu betrachten.

2.2 Endozytose

Die Plasmamembran stellt eine selektive Barriere dar, die von Makromolekiilen meist nicht
tiberwunden werden kann. Dennoch ist es notwendig, dass die Zelle unabhédngig von den
Permeabilitdtseigenschaften der Membran bestimmte Stoffe aufnehmen kann. Diese Auf-
nahme findet in von Zellmembran-Abschnitten umschlossenen Vesikeln statt und wird als
Endozytose bezeichnet. Im Einzelnen ist der Vorgang elementar zur Internalisierung von
flissigem AuBenmedium, geformten Elementen (Viren, Bakterien, Parasiten), Rezeptoren,
extrazelluldren Liganden und Oberflachenproteinen, die zum weiteren Abbau bestimmt sind.
Des Weiteren spielt, wie oben dargestellt, die Exozytose-gekoppelte Endozytose im Sinne
des so genannten Vesikel-Recyclings und zur Wahrung der GréBe und Spezifitit der Zell-
oberfliche besonders in transmitter- bzw. hormonausschiittenden Zellen eine entscheidende
Rolle. Es existieren verschiedene Wege der Endozytose, der Ablauf jedoch umfasst bei allen
1. die Erkennung des Membranabschnittes, 2. das Einstiilpen der Membran und 3. das

anschlieBende Abschniiren des Vesikels.
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2.2.1  Ubersicht tiber verschiedene Endozytosemechanismen

Die allgemeine Klassifizierung der unterschiedlichen Mechanismen der Endozytose an der
Zelle erfolgt anhand verschiedener Kriterien wie Grofle der Membranabschnitte, Inhalt der
endozytierten Vesikel und beteiligte Proteine.

Hinsichtlich der Endozytose kleinerer Vesikel, der Mikropinozytose, kann nach einer in der
Literatur sehr gidngigen Einteilung unter Beriicksichtigung der involvierten Proteine zwi-

schen Clathrin-abhidngiger und Clathrin-unabhéngiger Endozytose unterschieden werden,

siche Abb. 2.3.

Clathrin-abhangige Clathrin-unabhéngige
Endozytose Endozytose
Dynamin-abhéangig Dynamin-abhéangig Dynamin-unabhangig
/ \ |
Caveolin

- I e

Abb. 2.3: Einteilung der Endozytose-Formen entsprechend der Beteiligung verschiedener Proteine. Clathrin -
rote gitterformige Struktur, Dynamin - perlschnurartige Struktur am Vesikelhals, Caveolin - blauer
Saum. Modifiziert nach Conner und Schmid (2003), S.37.

In einem zweiten Betrachtungsschritt wird die Erforderlichkeit Dynamins fiir den jeweiligen
Weg als Kriterium herangezogen. Bei dem Protein handelt es sich um eine Guanosin-
triphosphat(GTP)ase, die als kettenformige Struktur am Vesikelhals fiir dessen Abschniirung
sorgt. Die Clathrin-abhéngige Endozytose setzt die Anwesenheit Dynamins als unentbehr-
lich voraus. Die Clathrin-unabhédngigen Formen sind dagegen nur anteilig darauf angewie-

sen, beispielhaft wird hier der Caveolin-abhéngige Weg dargestellt.

Clathrin-abhangige Endozytose

Bei der Clathrin-vermittelten Endozytose handelt es sich um den Weg, der am

intensivsten erforscht und dadurch auf molekularer Ebene am genauesten beschrieben ist.
Lange Zeit wurde er mit dem Begriff der ,,Rezeptor-vermittelten Endozytose* gleichgesetzt,

wobei dies eine Fehlbezeichnung ist, da einerseits andere Wege gleichermal3en Interaktionen
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zwischen Rezeptor und Ligand voraussetzen und andererseits auch die konstitutive Form der
Endozytose eine Variante der Clathrin-vermittelten Endozytose darstellt. Aufgrund der
Formation eines polygonalen, gitterartigen Clathrin-Mantels entlang des entsprechenden
Membranabschnittes entstehen morphologisch charakteristisch umhiillte Vesikel, siche Abb.
2.4.

Abb. 2.4: Verschiedene Stadien der Vesikelformation mit charakteristischem Clathrin-Saum. Entnommen aus
Perry und Gilbert (1979), S.266.

Clathrin ist eine dreiarmige Struktur bestehend aus drei schweren Untereinheiten
(Kirchhausen et al. 1987), die jeweils mit einer leichten Untereinheit fest verbunden sind.
Bei diesen so genannten leichten Ketten (light chain = LC) lassen sich nicht nur im
Allgemeinen zwei verschiedene Formen — LC, und LC, — unterscheiden (Creutz und
Harrison 1984), durch alternatives Splicing hervorgerufen existieren aulerdem neuronale
Varianten (Jackson et al. 1987). Gemeinsam bilden die schweren und leichten Ketten die
Struktur eines so genannten Triskelions aus (Ungewickell und Branton 1981), siche Abb. 2.5
(a). Mehrere dieser Triskelien wiederum formieren sich zu der gitterartigen Struktur auf der
Oberfldche der Vesikel.

Neben der Anwesenheit von Clathrin ist eine Vielzahl an Adapter- und akzessorischen
Proteinen erforderlich, um den Vorgang von der Anreicherung der zu befordernden Mole-
kiile innerhalb des bestimmten Membranabschnittes bis hin zu dessen Invagination und an-
schlieBender Abschniirung zu gewahrleisten, siche auch Abb. 2.5 (c) (Mousavi et al. 2004;
Doherty und McMahon 2009; Traub 2009).

Die Adapter-Proteine (AP) sind definiert als eine Klasse von Proteinen, die in der Lage sind,
die zu transportierenden Molekiile der Membran mit den Elementen des Clathrin-Mantels zu
verbinden (Traub 2003). Darunter stellt AP2 einen zentralen Proteinkomplex dar (Keen

1987), siche Abb. 2.5 (b).
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<«— schwere Kette
\ = leichte Kette

p Abspaltung

Dynamin

Uncoating

& WH" &

Transport- PtdIns AP2 Akzessorische- Clathrin Plasma- Dynamin
molekiil  (4,5)P, + Adapter-Proteine membran

Abb. 2.5: (a) Clathrin Triskelion. (b) AP2. (c) Clathrin-vermittelten Endozytose schematisch dargestellt.
Schritte von der Anlagerung der Adapter-Proteine iiber die Invagination der Membran unter der
Gitterausbildung Clathrins bis hin zur Abspaltung des Vesikels sowie dessen Hiille. Teilweise
modifiziert nach Schmid und McMahon (2007), S.885.

Nach der Selektion des Membranabschnittes und Bildung des Clathrin-Mantels wird in
einem weiteren Schritt durch akzessorische Proteine die Membrankriimmung induziert
(McMahon und Gallop 2005; Itoh und De Camilli 2006; Ungewickell und Hinrichsen 2007).
Fiir die anschlieBende Einwértsbewegung der Membran ist die Beteiligung von Aktin-
filamenten und zugehorigen Proteinen erforderlich (Galletta und Cooper 2009). Um die
Abschniirung des Vesikels zu initiieren, interagieren Proteine, die eine so genannte Src-
homology region 3(SH3) Doméne enthalten, mit der Proline rich domain (PRD) der GTPase
Dynamin (Slepnev und De Camilli 2000; Kim und Chang 2006), siche auch Kapitel 2.3. Auf
diese Weise sorgen sie fiir eine Rekrutierung Dynamins zur Membran, welches unter GTP-
Hydrolyse zur Abschniirung und Freisetzung des Vesikels fiihrt. Abschlieend kommt es als
Voraussetzung zur Verschmelzung mit endosomalen Kompartimenten (Altstiel und Branton
1983) zur Abkopplung des Clathrin-Mantels, dem so genannten uncoating (Verstreken et al.
2003; Eisenberg und Greene 2007).



2 Theorie und Grundlagen 10

Clathrin-unabhéngige Endozytose

5]

=

Caveolin-vermittelte Mechanismus recht gut untersucht. Bei Caveolae handelt es sich um

Im Bereich der Clathrin-unabhéngigen und Dynamin-abhédngigen Endozytose ist der

50-80 nm grofe Plasmamembraninvaginationen, die dadurch gekennzeichnet sind, dass sie
eine der drei bekannten Formen der Caveolin-Protein-Familie enthalten (Rothberg et al.
1992), zumeist Caveolin 1. Die Membran ist in dem betroffenen Abschnitt mit Glyko-
sphingolipiden, Sphingomyelin und Cholesterol angereichert (Sharma et al. 2004), wobei
Caveolin-1 Cholesterol bindet (Murata et al. 1995). Fiir die Abschniirung der Vesikel ist hier
die Isoform Dynamin 2 (Yao et al. 2005) erforderlich.

Trotz der beschriebenen Erkenntnisse ist die Bedeutung der Caveolaec bezogen auf
Endozytose strittig. Es konnte gezeigt werden, dass Caveolae in unstimulierten Zellen relativ
stabil entlang der Plasmamembran verbleiben (Thomsen et al. 2002) und nur etwa 2% pro
Minute endozytiert werden (Kirkham et al. 2005). Eine Rolle in der konstitutionellen
Endozytose wurde so weitestgehend ausgeschlossen. Unter Stimulation unter anderem mit
Cholesterol und Glykosphingolipiden konnte jedoch die Caveolin-vermittelte Endozytose
angeregt werden (Sharma et al. 2004). Auch tiber den Umfang und die Details der verschie-
denen weiteren Funktionen wie zum Beispiel im Rahmen der Zelladhésion, Transzytose,
Signalvermittlung, Lipidregulation und als Sensor mechanischer Stimuli besteht noch
Klirungsbedarf, siehe Ubersichtsartikel Parton und Simons (2007) sowie Doherty und
McMahon (2009).

6 25 Dariiber hinaus ist eine Vielzahl weiterer Clathrin-unabhéngiger Wege immer

mehr in den Mittelpunkt der aktuellen Forschung geriickt (Mayor und Pagano 2007; Hansen
und Nichols 2009). Sie setzen je nach Mechanismus unter anderem eine Beteiligung von
Flotillin, kleiner GTPasen wie zum Beispiel RhoA, CDC42 und Arf6 und einer speziellen
Zusammensetzung der Membranlipide in dem entsprechenden Abschnitt voraus. Entgegen
der Vorstellung, dass Dynamin zur Abschniirung jeglicher Vesikel notwendig und dadurch
Voraussetzung aller Endozytoseformen ist, konnte unter anderem anhand von Dynamin-
Mutanten nachgewiesen werden, dass Dynamin-unabhingige Wege existieren (Damke et al.

1995; Guha et al. 2003; Xu et al. 2008).



2 Theorie und Grundlagen 11

2.2.2  Endozytose an der Synapse

An Transmitter-ausschiittenden Zellen findet der Prozess der Endozytose im Unterschied zu
anderen Zellen in erster Linie zwecks Recyclings synaptischer Vesikel statt. In dem
Zusammenhang ist die Tatsache zu sehen, dass an Synapsen noch weitere Formen der
Endozytose als die zuvor besprochenen zu finden sind. Neben dem klassischen Weg der
Clathrin-vermittelten Endozytose existieren alternativ die so genannte ,kiss-and-run*- und
die bulk-Endozytose, siche Abb. 2.6.

Dabei ist es von Interesse, bei welcher Stimulusintensitét welcher der dargestellten Wege
stattfindet. Uberdies bestehen kinetische Unterschiede — es existieren endozytotische Vor-
ginge mit einer schnellen und mit einer langsamen Zeitkonstante (Wu LG et al. 2007; Smith
et al. 2008). Eine genaue Zuordnung von Stimulus, Endozytose-Form und Geschwindigkeit

wird kontrovers diskutiert und ist zu diesem Zeitpunkt nur vereinzelt sicher festzulegen.

Einfluss:
Stimulusintensitét

bulk retrieval

Exozytose °. " . .
»Kiss and run“  Clathrin-vermittelte

Endozytose

—>  Schnelle Endozytose, langsame Endozytose

Abb. 2.6: Wege der Reinternalisierung von Vesikeln an der Synapse in Abhingigkeit der Stimulusintensitét.

Clathrin-vermittelte Endozytose

Generell dhnelt die kompensatorische Endozytose am synaptischen Spalt der zuvor be-
sprochenen konstitutiven oder Liganden-stimulierten Clathrin-abhingigen Endozytose
anderer Zellen. Dennoch ergeben sich einige Synapsen-spezifische Eigenheiten. Gad et al.
(1998) konnten zeigen, dass der Vorgang der Internalisierung in Abhédngigkeit der intra-

zelluldren Kalziumkonzentration und damit der Exozytose steht. Ebenso ist bekannt, dass
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von diversen Proteinen ZNS-spezifische Isoformen oder neuronale Splicing-Varianten
(Grabowski 1998) existieren. Dieses Phdnomen trifft auch auf einige der an der Endozytose
beteiligten Proteine zu — es bestehen unter anderem neuronale Splicing-Varianten der
leichten Untereinheit von Clathrin sowie von AP2a und Dynamin (Slepnev und De Camilli
2000).

Die Clathrin-vermittelte Form stellt mit einer Zeitkonstante von ca. 15 sec einen relativ
langsamen Vorgang dar (Granseth et al. 2006; Balaji und Ryan 2007; Xu et al. 2008), wobei
dies noch nicht fiir alle Synapsenformen belegt werden konnte (Wu LG et al. 2007). Neben
ihrer Rolle an der Prédsynapse ist die Clathrin-vermittelte Endozytose ebenfalls an der

Postsynapse in Form von Rezeptorinternalisierung von Bedeutung (Sheng und Kim 2002).

,.Kiss-and-run“

Bei dem noch immer kontrovers diskutierten Weg ,kiss-and-run“ handelt es sich im
Gegensatz zum klassischen Clathrin-vermittelten Weg um eine sich transient 6ffnende so
genannte ,,Fusions-Pore®, siche Abb. 2.6. Das zwecks Exozytose an die Membran ange-
lagerte Vesikel schiittet dabei tliber jene Pore seinen Inhalt in den synaptischen Spalt aus,
ohne komplett mit der Plasmamembran zu fusionieren. Stattdessen wird das Vesikel direkt
wieder zuriick gewonnen (Ceccarelli et al. 1972; 1973; Ales et al. 1999; Aravanis et al.
2003; Wang et al. 2003; He et al. 2006; Zhang et al. 2009).

Der Mechanismus bote zwei Vorteile. Einerseits konnte die schmale Pore die Transmitter-
ausschiittung aus dem Vesikel regulieren (He et al. 2006; He und Wu LG 2007).
Andererseits kann der Vorstellung nach ein eben wieder aufgenommenes Vesikel direkt
erneut zur Ausschiittung bereit stehen, ohne dass eine langsame enzymatische Abspaltung
eines Clathrin-Mantels und der Weg iiber endosomale Kompartimente stattfinden muss. Aus
diesem Grund gilt ,kiss-and-run“ als potenticlle Form der schnellen Komponente der
Endozytose mit einer Zeitkonstante von < 1 Sekunde (Gandhi und Stevens 2003). Dennoch
ist es aufgrund der Tatsache, dass es schwierig ist, ,,Kiss-and-run* experimentell einwandfrei
zu bestdtigen, strittig, ob diese Form existiert und einen relevanten Anteil der synaptischen

Endozytose tibernimmt (He und Wu LG 2007; Smith et al. 2008).
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bulk retrieval

Dieser Weg unterscheidet sich von den beiden vorhergehenden dadurch, dass keine
einzelnen Vesikel, sondern groBe Abschnitte der Membran, die folgend Endosomen bilden,
invaginiert werden. Synaptische Vesikel werden anschliefend Clathrin-vermittelt aus den
Endosomen generiert (Takei et al. 1996). Dieser Mechanismus konnte fiir verschiedene
neuronale Systeme gezeigt werden, zum Beispiel fiir die neuromuskuldre Endplatte
(Richards et al. 2000; Teng und Wilkinson 2000) und Held sche Calyx (de Lange et al.
2003), siehe auch Ubersichtsartikel Clayton und Cousin (2009). An neuronalen
Primérzellkulturen des Hippocampus konnte nachgewiesen werden, dass diese Form der
Endozytose besonders durch starke Stimulation ausgeldst wird (Evans und Cousin 2007; Wu
W und Wu LG 2007; Clayton et al. 2008). Eine Schliisselrolle in der bulk-Endozytose
scheinen die so genannten Dephosphine und deren Aktivitdts-abhdngige Dephosphorylie-
rung durch die Kalzium-abhéangige Phosphatase Calcineurin zu spielen (Evans und Cousin
2007). Zu Thnen gehort auch Dynamin 1 (Cousin und Robinson 2001).

Insgesamt stellt dieser immer noch nicht vollstindig gekldarte Weg eine Moglichkeit dar,

unter hoher Aktivitit Struktur und Funktion der Prisynapse aufrecht zu erhalten.

2.2.3  Besonderheiten der Endozytose an der Bander-Synapse

Konventionelle Neuronen werden episodisch auf ein Aktionspotential hin aktiv. Im
Gegensatz dazu erhalten Binder-Synapsen eine kontinuierliche Transmitterausschiittung
aufrecht und miissen gleichzeitig in der Lage sein, sehr hohe Raten an Vesikelfusionen zu
erreichen. Deshalb werden die Eigenschaften beziiglich der Membran-Wiedergewinnung
hier gesondert charakterisiert.

Die Rolle des konventionellen Clathrin-vermittelten Weges an Bénder-Synapsen als
potentieller Vertreter der langsamen Komponente ist im Laufe der Zeit mehrfach grund-
sdtzlich in Frage gestellt worden (Heidelberger 2001; Heidelberger et al. 2002; Paillart et al.
2003). Dennoch konnte bereits in sehr frithen Untersuchungen zumindest die Beobachtung
umhiillter Vesikel in Bénder-Synapsen gemacht werden. Dies gelang nicht nur fiir
Photorezeptorzellen der Retina (Rea et al. 2004), sondern auch fiir Sacculus-Haarzellen
(Hama und Saito 1977; Kachar et al. 1997; Lenzi et al. 1999) und fiir IHZ und AHZ der
Cochlea (Siegel und Brownell 1986; Leake und Snyder 1987; Nadol 1990; Sendin et al.
2007). Einen indirekten Nachweis fiir einen Clathrin-vermittelten Weg lieferten Jockusch et

al. (2005), indem sie an der Binder-Synapse der retinalen Bipolarzelle durch Inhibition
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Clathrin-involvierender Interaktionen eine Unterbindung der langsamen Komponente der
Endozytose erzielten.

Generell ist, wie zuvor fiir die konventionelle Synapse beschrieben, sowohl eine langsame
als auch eine schnelle Komponente der Endozytose zu verzeichnen, erstmals durch Von
Gersdorff und Matthews (1994) fiir die Retina nachgewiesen. Fiir die IHZ der Maus konnte
anhand von Kapazititsmessungen gezeigt werden, dass sich in Abhéngigkeit der
intrazelluldren Kalziumkonzentration die Zeitkonstante der Endozytose von ca. 15 s auf ca.
300 ms beschleunigte (Beutner et al. 2001). Dies ist ein Hinweis dafiir, dass die Kalzium-
konzentration nicht nur die Exozytose triggert, sondern gleichzeitig auch den Weg der
Riickgewinnung beeinflusst. Eine Vielzahl von Studien beschiftigt sich damit, welche
endozytotischen Mechanismen den beiden kinetischen Komponenten zugrunde liegen.

Als moglicher Mechanismus fiir die schnelle Komponente wird ,,kiss-and-run® diskutiert.
Dennoch ist es bisher nicht gelungen, diesen Weg fiir die Bander-Synapse zu verifizieren.
Unter Verwendung von total internal reflection fluorescence microscopy (TIRFM), um die
Fusion einzelner mit Membranfarbstoff (FM1-43) markierter Vesikel zu verfolgen, kam es
zu einem vollstdndigen Verlust des Farbstoffes als Hinweis auf eine komplette Fusion
(Zenisek et al. 2002). Llobet et al. (2003) betrachteten mit Hilfe von interference reflection
microscopy (IRM) Anderungen der Membran selbst. Unter Exozytose kam es zur Expansion
derselben, so dass auch hier von einer vollstindigen Fusion ausgegangen wird. Die
beschriebenen Ergebnisse beziehen sich auf retinale Bipolarzellen, Belege fiir die IHZ
stehen aus.

Im Gegensatz zu ,,Kiss-and-run* liegen Daten vor, die das Vorkommen von bulk-Endozytose
an Binder-Synapsen unterstiitzen. Mit Hilfe von Elektronenmikroskopie konnte an
Sacculus-Haarzellen des Frosches gezeigt werden, dass nach langer Stimulation vermehrt
groBe Membraninvaginationen bzw. grofle Zisternen in der Nédhe der Plasmamembran
vorliegen (Lenzi et al. 2002). Ebenfalls anhand von Elektronenmikroskopie wurde der Weg
Ferritin-markierter Membran in Bipolarzellen verfolgt (Paillart et al. 2003). Nach langer
sowie kurzer Stimulation fanden sich vorwiegend Endosomen vielfacher GroBe der
synaptischen Vesikel in der Ndhe der Plasmamembran oder im Begriff, von dieser abge-
schniirt zu werden.

Die Synthese der Resultate unterstreicht, dass grundlegend zu kldren ist, welche endozy-

totischen Mechanismen an der Bander-Synapse existieren. Erschwert wird dies durch die
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Heterogenitit der Bénder-Synapsen. Belege fiir die verschiedenen Endozytose-Formen
miissen zundchst an den einzelnen Bénder-Synapsen (Bipolarzellen, Photorezeporen, Haar-
zellen) erhoben werden, bevor eine fundierte Gesamtaussage formuliert werden kann. Dabei

ist die Datenlage besonders fiir die [HZ spérlich.

Neben der Frage nach den Formen der Internalisierung ist die Lokalisation der Endozytose
in [HZ strittig. Frithe Experimente zeigten Vesikel im Besonderen im basalen Kompartiment
der IHZ mit anschlieBendem Transport in den apikalen Bereich zu lysosomalen und
multivesikuldren Strukturen (Siegel und Brownell 1986; Leake und Snyder 1987). Auch in
Sacculus-Haarzellen wurden endozytotische Ereignisse fast ausschlieBlich im Bereich der
aktiven Zone beobachtet (Lenzi et al. 2002). Meyer J et al. (2001) dagegen konnten mit
Hilfe des fluoreszierenden Membran-Farbstoffes FM1-43 in IHZ und AHZ des
Meerschweinchens Anféarbungen des basalen sowie des apikalen Pols nachweisen. Die
Theorie einer apikalen Form der Endozytose in ITHZ wurde durch weitere Arbeiten
unterstiitzt (Kachar et al. 1997; Seiler und Nicolson 1999; Griesinger et al. 2002), wobei auf
Grundlage dieser Daten nicht auszuschlieBen ist, dass es sich um einen seperaten

Vesikelzyklus handelt.

2.3 Dynamin

Die grofle GTPase Dynamin ist wie zuvor dargestellt essentiell fiir den Vorgang der Endo-
zytose und soll im Hinblick auf die Fragestellung dieser Arbeit detaillierter vorgestellt
werden.

Initial wurde sie als Mikrotubuli-bindendes Protein entdeckt (Shpetner und Vallee 1989),
um kurz darauf mit dem Genprodukt shibire in Drosophila in Verbindung gebracht zu
werden (van der Bliek und Meyerowitz 1991). Shibire-Mutanten weisen aufgrund einer
Blockade eines spiten Stadiums der Endozytose eine temperatursensitive Paralyse auf
(Koenig und Ikeda 1989), so dass auf diese Weise erstmals die Bedeutung Dynamins im
Rahmen der Endozytose vermutet wurde. Versuche an Zellkulturen mit Uberexpression
dominant negativer Mutanten-Formen Dynamins stiitzten diese These (Herskovits et al.
1993; van der Bliek et al. 1993; Damke et al. 1994). Im Folgenden wurde Dynamin an
Clathrin-gesdumten pits und an den Hélsen der daraus entstehenden Clathrin-Vesikel

lokalisiert (Takei et al. 1995), so dass in der Zusammenschau mit weiteren in-vitro-
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Ergebnissen (Hinshaw und Schmid 1995) die Rolle Dynamins in der Vesikel-Abspaltung

gesehen werden konnte.

Es existieren drei Isoformen des klassischen Dynamins, wobei sie ein unterschiedliches
Verteilungsmuster aufweisen. Dynamin 1 (Obar et al. 1990) ist eine ZNS-spezifische Form,
die vorwiegend prasynaptisch lokalisiert ist (Powell und Robinson 1995; Gray et al. 2003),
wohingegen Dynamin 2 ubiquitdr zu finden ist (Cook et al. 1994). Dynamin 3 galt zunéchst
als Testis-spezifisch (Nakata et al. 1993), bis nachgewiesen werden konnte, dass es
zusitzlich sowohl in Herz und Lunge als auch im ZNS vorhanden ist, hier vornehmlich im
Bereich des postsynaptischen Kompartimentes (Cook et al. 1996; Lu et al. 2007).

Des Weiteren bilden die Isoformen jeweils Splicing-Varianten aus (Cao et al. 1998). Fiir
diese Arbeit ist es von Bedeutung, dass unter anderem die Isoformen Dynamin 1A und 1B
existieren, die sich durch ein alternatives in der Mittel-Doméne, siche Abb. 2.7, befindliches
Exon unterscheiden (Cao et al. 1998). Sie nehmen wéhrend der Entwicklung unterschied-
liche Schwerpunkte ein. Wihrend Dynamin 1B die hochste Expression wéhrend der
embryonalen und frithen postnatalen Entwicklung zeigt und anschlieBend bei einsetzender
Synaptogenese wieder abnimmt, steigt die Expression von Dynamin 1A zu diesem Zeit-

punkt an (Boumil et al. 2010).

Das Dynamin-Gen kodiert fiir verschiedene Doménen, siche Abb. 2.7, denen jeweils

bestimmte Funktionen zugeordnet werden konnen.

Abb. 2.7 Schematische Architektur von Dynamin 1, modifiziert nach Slepnev und de Camilli (2000), S.163.

Am N-Terminus befindet sich die GTPase-Domine, die drei GTP-bindende Motive enthélt.
Ihre katalytische Aktivitit kann im Unterschied zu anderen GTPasen durch die Oligo-
merisation Dynamins in Ringe oder Spiralen weit mehr als 50fach stimuliert werden (Sever
et al. 1999; Stowell et al. 1999). Fiir diese Ausbildung tetramerischer Strukturen aus
Monomeren sowie flir eine hohergradige Oligomerisation sorgt die Mittel-Doméne

(Ramachandran et al. 2007). Die pleckstrin homology domain (PH) bindet PtdIns(4,5)P,,
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wobei diese Interaktion zum einen Membran-Bindung garantiert und zum anderen ebenfalls
die GTPase-Aktivitit stimuliert (Zheng et al. 1996). Die GTPase effector domain (GED) ist
ebenfalls an der Oligomerisierung Dynamins beteiligt (Smirnova et al. 1999) und fungiert
als GTPase aktivierendes Protein (Muhlberg et al. 1997). Am C-Terminus liegt die proline-
rich domain (PRD), die in der Lage ist, in den Endozytosevorgang involvierte Proteine mit
einer SH3-Doméne zu binden, wie zum Beispiel Amphiphysin und Endophysin (Hinshaw

2000; Yoshida et al. 2004).

Der genaue Mechanismus der Arbeitsweise Dynamins ist bis zum jetzigen Zeitpunkt
ungeklart. Es liegen beziiglich der Konformationsédnderungen wihrend des GTP-Hydrolyse-
Zyklus divergente Ergebnisse vor. Elektronenmikroskopische Beobachtungen ergaben
einerseits, dass die Bindung von GTP eine Konstriktion der spiralférmig angeordneten
Molekiile nach sich zieht (Chen YJ et al. 2004; Danino et al. 2004), siche Abb. 2.8 (b).
Andererseits zeigten Untersuchungen, dass es unter GTP-Hydrolyse zu einer Verldngerung
der ,,.Dynamin-Spirale* und damit zu einer Vergroferung des Abstands des Vesikels zur

Membran kommt (Stowell et al. 1999), siehe Abb. 2.8 (c).

Abb. 2.8: Modell potentieller Funktionsweisen von Dynamin. (a) Gemeinsamer Ausganspunkt: spiralformige
Anlagerung des Molekiils an den Vesikelhals. (b) Konstriktion. (C) Ausdehnung der Spirale mit
konsekutiver Abspaltung. Entnommen der McMahon Homepage (www.endocytosis.org/).

AuBerdem wird die Rotation des Vesikelhalses als Ursache fiir dessen Abschniirung in
Betracht gezogen (Roux et al. 2006). Eine alternative Aufgabe Dynamins konnte sich im
Rahmen der Regulation der Endozytose befinden (Sever et al. 1999; 2000). Narayanan et al.
(2005) schlagen ein Modell vor, in dem Dynamin beide Aufgaben — sowohl die regula-

torische als auch die mechanische — erfiillt.

Neben der Funktionsweise des Proteins stellt sich nicht nur die Frage, in welche der

verschiedenen Endozytose-Wege Dynamin involviert ist, siche Kapitel 2.2.1, sondern auch,
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bei welcher Stimulationsintensitit es am synaptischen Spalt bendtigt wird und ob es dort
schnelle und/oder langsame Formen unterstiitzt.

Unter dem Einsatz pharmakologischer Inhibitoren konnte gezeigt werden, dass sowohl die
langsame (Yamashita et al. 2005) als auch die schnelle Form der synaptischen Endozytose
in Abhéngigkeit von GTP-Hydrolyse stattfindet (Jockusch et al. 2005). Im Gegensatz zu
diesen beiden Arbeiten, die GTPyS als Inhibitor einsetzen und dadurch eine echer
unspezifische Blockade erzielen, inhibiert das kleine Molekiil dynasore spezifisch die
GTPase-Aktivitit von Dynamin 1 und 2 (Macia et al. 2006). Basierend auf der Applikation
von dynasore fand sich Dynamin als Voraussetzung der synaptischen Endozytose sowohl im
Anschluss an starke als auch an schwache bzw. kurze Stimulation. Die Autoren gehen in
diesem Fall von einer Inhibition der Clathrin-abhéngigen Endozytose sowie von ,.Kiss-and-
run* aus (Newton et al. 2006).

Im Gegensatz zu den angefiihrten Arbeiten erdffnen knock-out-Mausmodelle die Moglich-
keit, Isoform-spezifische Aussagen treffen zu konnen. Unter Verwendung dieser Methode
ergeben sich fiir Dynamin 1 jedoch inkonsistente Aussagen. Ferguson et al. (2007) beob-
achteten an primédren Dynamin-1-knock-out-Neuronen die Entstehung zusammenhédngender
Clathrin-ummantelter Membraninvaginationen. Dies wurde als Hinweis auf einen nicht
intakten Ablauf der Abschniirung Clathrin-umhiillter Vesikel betrachtet. Ferner wurde eine
Zunahme eines endozytotischen Defizits bei starker Stimulation festgestellt. Folglich wire
sowohl eine Beteiligung Dynamins an der Clathrin-vermittelten Endozytose als auch an bulk
retrieval als dominierende Form auf starke Stimulation denkbar. Unterstiitzt wird diese
Uberlegung durch kiirzlich gewonnene Daten, die demonstrieren, dass Dynamin 1 essentiell
fiir den Prozess des bulk retrievals ist (Clayton et al. 2009).

Lou et al. (2008) konnten an Dynamin-1-knock-out-Mausen ebenfalls nachweisen, dass die
an starke Stimulation gekoppelte Endozytose beeintrichtigt ist. Allerdings legen die
Resultate nahe, dass es sich bei dieser Form nicht um bulk retrieval, sondern um einen rein
Clathrin-abhédngigen Weg handelt. Hayashi et al. (2008) beobachteten auf massive Stimula-
tion hin trotz Dynamin-1-knock-out Endosomen-artige Formationen und deuteten diesen
Umstand als Anzeichen Dynamin-1-unabhéngiger bulk-Endozytose.

Aus der Zusammenschau der angefiihrten Ergebnisse wird deutlich, dass nicht nur die
molekulare Funktionsweise Dynamins, sondern auch dessen Beteiligung an den verschie-

denen Endozytose-Mechanismen noch weiter zu kldren ist.
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2.4 Objektive audiologische Testverfahren

2.4.1  Fruhe auditorisch evozierte Poteltiale - FAEP

Die elektrische Reaktionsaudiometrie (electric response audiometry = ERA) ist ein
Verfahren, bei dem durch akustische Reize hervorgerufene elektrische Potentiale mittels
Elektroden abgeleitet werden. Dabei erscheinen die Aktionspotentiale des Hornervs des
Menschen je nach Reizstdrke mit einer Latenz von 1-5 ms, die Hirnstammreaktionen nach
bis zu 10 ms und Subkortex und Kortex erst nach 50-150 ms. Entsprechend ist gegeniiber
anderen auditorischen Verfahren die Moglichkeit gegeben, Schidigungen entlang der
gesamten Horbahn zu diagnostizieren.

Bei der in dieser Arbeit angewandten brainstem electric response audiometry (BERA)
werden frithe auditorisch evozierte Potentiale, die so genannten FAEP, des Hornervs und
des Hirnstamms gemessen. Dabei entsteht ein charakteristisches Antwortmuster, das nach

Erstbeschreiber Jewett (1970) aus sieben Wellen besteht, siche Abb. 2.9.

Amplitude (uVv)

Abb. 2.9: Registrierung akustisch evozierter Potentiale mit Ableitung zwischen Mastoid und Vertex, hier der
Maus.

Ziel intensiver Forschung ist die Zuordnung anatomischer Strukturen zu den einzelnen
Wellen, siche Ubersichtartikel Biacabe et al. (2001) sowie Melcher et al. (1996 a; 1996 b)
bzw. Melcher und Kiang (1996). Voraussetzung dafiir sind Kenntnisse iiber die komplexe

Verschaltung und Fortleitung akustischer Stimuli, siehe Abb. 2.10.
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Abb. 2.10: Schematische Darstellung der Horbahn. Gezeigt sind die wichtigsten, von der linken Cochlea
aufsteigenden Projektionen. Durch kontralaterale Verbindungen findet die Verarbeitung der
Information zu einem groBen Teil in der rechten Gehirnhélfte statt. Entnommen aus Oliver und
Fakler (2004), S.150.

Sowohl Welle I als auch I, werden den cochledren Spiralganglienzellen zugeordnet. Diese
wiederum sind auf eine addquate Stimulation durch die Sinneszellen angewiesen, so dass
sich deren Funktion ebenfalls in der Welle I und I, wiederfindet. Die Welle II wird durch
die Zellen des Nucleus cochlearis generiert. Die Welle III nimmt ihren Ursprung ebenfalls
aus den Zellen des Nucleus cochlearis als auch aus denen des kontralateralen Nucleus
olivaris superior. Die Welle IV entsteht durch ipsi- und kontralaterale Zellen des Nucleus
olivaris superior sowie durch den anteroventralen Kern des Nucleus cochlearis. Letzterer
tragt auch zur Entstehung der Welle V bei sowie auch die Zellen des Lemniscus lateralis und
des Colliculus inferior. Welle VI und VII treten nur unsicher auf, so dass hier auf eine

Zuordnung verzichtet wird.

2.4.2  Otoakustische Emissionen — OAE

Bei den otoakustischen Emissionen (OAE) handelt es sich um Toéne cochledren Ursprungs,
die mit einem in den Gehorgang eingepassten Mikrophon aufgenommen werden konnen.
Dieses Messverfahren stellt im Vergleich zur Hirnstammaudiometrie ein schnelles und
einfaches Verfahren dar und wird klinisch sowie im Bereich der Forschung als nicht-
invasives Instrument vielfach verwendet, siche Ubersichtsartikel Kemp (2002).

Die otoakustischen Emissionen werden von den AHZ und ihren assoziierten mechanischen

Strukturen generiert. Generell kann unterschieden werden in spontane OAE (SOAE), die
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ohne jeglichen akustischen Reiz fortwéhrend emittiert werden und evozierte Emissionen, die
auf akustische Stimulation hin entstehen. Letztere wiederum werden in transitorisch und
simultan evozierte OAE (TEOAE und SEOAE) sowie Distorsionsprodukte otoakustischer
Emissionen (DPOAE) unterteilt. Wahrend TEOAE durch kurze Schallimpulse ausgeldst
werden und die Anregung eines weiten Teils der Cochlea widerspiegeln, haben SEOAE die
Frequenz des anregenden Tones.

Die in dieser Arbeit gemessenen DPOAE werden mit zwei Tonen benachbarter Frequenz
ausgeldst und geben die Emissionen aus der schmalen Uberlappungszone der Wanderwellen
der Primirtone wieder. Thre Frequenz setzt sich aus der Kombination der Primirton-
frequenzen f; und f, zusammen und erreicht bei der Frequenz 2f;-f, die groBte Schalldruck-

amplitude.
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3 Material und Methoden

3.1 Versuchstiere

Die Versuchstiere mit dem Hintergrund FVB/NJ stammen aus dem Jackson Labarotory (Bar
Harbor, ME, USA). Die spontan aufgetretene Mutation fitful befindet sich im Exon 11 des
Dynamin-1A-Gens, das fiir die Mitteldomine kodiert. Es handelt sich dabei um eine
Punktmutation in Form eines Basenaustausches, die zur Substitution der Aminosdure 408
Alanin durch Threonin fiithrt, dabei jedoch die alternative Isoform Dynamin 1B nicht
beeintrachtigt. Phanotypisch sind bei den heterozygoten Tieren nach zundchst unauffalliger
Entwicklung im Alter von 2-3 Monaten generalisierte, tonisch-klonische epileptische
Anfille zu beobachten (darauf basierend erfolgte die Benennung der Mutation, fit = Anfall).

Die homozygoten Tiere hingegen, im Folgenden DNM 1A RVl

genannt, weisen schon nach
Geburt eine erhebliche zerebellire Ataxie und neben einem verzdgerten Wachstum nach
einigen Tagen ebenfalls Anfille auf. Thre Lebenserwartung liegt bei ca. drei Wochen.

Zur Zucht wurden heterozygote Tiere verpaart. Die Haltung fand in den Réumlichkeiten der
Zentralen Tiereinrichtung (ZTE) der Universititsklinik Gottingen statt. Bei identischen
Lebensbedingungen wurden fiir die Versuche sowohl Wildtyp, Heterozygote als auch
Homozygote verwendet. Sie wurden im Alter von ca. 14 Tagen und mit einem Gewicht von
ca. 5-8 g durchgefiihrt, um das Uberleben der homozygoten Tiere bis zu diesem Zeitpunkt

sicher zu stellen. Die Genotypisierung fand mittels PCR anhand von Schwanzspitzen-

material im Anschluss an die Versuche statt.

3.2 Immunhistochemie

3.2.1 Préaparation des Corti-Organes

Nach der Dekapitation des Tieres und der Abpréparation der Schédelhaut wurde die Kalotte
vom Foramen magnum ausgehend in zwei Héilften geschnitten. Diese wurden in eine mit
eisgekiihlter HEPES Hanks Losung befiillte Petrischale verbracht.

Unter dem Mikroskop wurden die Hirnanteile entfernt und die Bulla zur Darstellung der
Cochlea erdffnet. Die knocherne Decke wurde vorsichtig mit einer feinen Pinzette an der

Spitze er6ffnet und anschlieBend so weit entfernt, dass die obere Windung des Corti-Organs
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entnommen werden konnte. Des Weiteren wurde darauf geachtet, dass die Stria vascularis

nicht mehr an dem Préparat haftete und musste gegebenenfalls vorsichtig abgeldst werden.

3.2.2  Farbung

Im Anschluss an die Préparation wurde das Corti-Organ direkt mit einer Pasteurpipette in
das Fixiermedium {iiberfiihrt. Dazu diente entsprechend der Fiarbung 4%iges Formaldehyd
oder 99,9%iges Methanol (Merck). Methanolfixierungen fanden 20 Minuten lang bei —20°C
statt, Formaldehydfixierungen auf einem Eiselement gelagert wahlweise 10, 20 oder 60
Minuten lang.

Nach Auswaschen des Fixiermediums (3x10 Minuten in phosphate buffer solution (PBS) bei
Raumtemperatur) erfolgte in einem feuchten Behiltnis bei Raumtemperatur eine einstiindige
Inkubation in goat serum dilution buffer (GSDB). Die Inkubation mit den in GSDB gelosten
Primédrantikérpern erfolgte tiber Nacht bei 4°C ebenfalls in dem feuchten Behéltnis.

Am nichsten Tag wurde das Prdparat 3x10 Minuten mit Waschpuffer gewaschen und
anschlieBend in einer feuchten, lichtgeschiitzten Box mit den Sekundarantikérpern inkubiert.
Die folgenden Schritte fanden ebenfalls lichtgeschiitzt statt. Das Priparat wurde wiederum
3x10 Minuten mit dem Waschpuffer und ein weiteres Mal 10 Minuten lang mit 5 mM
Phosphatpuffer (PB) gewaschen. AnschlieBend wurde das Priparat in einem Tropfen
mounting-oil auf einen Objekttrager verbracht und mit einem Deckgléschen versehen.

Fiir die Farbungen wurden folgende Antikdrper und Losungen verwendet:

Primérantikorper:

Maus-anti-CtBP2 (C-terminal-binding protein)/RIBEYE(IgG1): BD Bioscience, 1:200,

erkennt B-Doméne von RIBEYE und den Transkriptionsrepressor CtBP2 (Schmitz et al.
2000)

Kaninchen-anti-Glutamat Rezeptor 2 und 3: Chemicon, 1:200, polyklonaler Antikorper
Kaninchen-anti-Dynaminl: Synaptic Systems, 1:200, polyklonaler Antikdrper
Kaninchen-anti-Calbindin D-28K: Swant, 1:1000, monoklonaler Antikdrper
Maus-anti-Calbindin: Swant, 1:500, monoklonaler Antikérper

Maus-anti-Clathrin leichte Kette, neuronenspezifisch: Synaptic Systems, 1:1000,
monoklonaler Antikérper

Kaninchen-anti-Clathrin schwere Kette: Biozol, 1:400, polyklonaler Antikérper
Kaninchen-anti-Caveolin 1: Biozol , 1:500, polyklonaler Antikérper
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Sekundéirantikorper:

Ziege-anti-Kaninchen Alexa Fluor 488: Molecular Probes, 1:200
Ziege-anti-Maus Alexa Fluor 568: Molecular Probes, 1:200

Kernfarbung:
Hoechst 34580: MolecularProbes, 1:1000

Losungen:
HEPES HANKS (in mM): 141 NaCl, 5,4 KCI, 1 MgCl,, 0,5 MgS0Oy4, 6 L-Glutamin, 7

Glucose, 10 NaOH-HEPES

Formaldehyd: 4%ig in PBS

PBS (in mM): 140 NacCl, 2,7 KCl, 8 Na;HPOg4, 1,5 KH,PO4

GSDB: 16%iges Ziegenserum, 450mM NaCl, 0,3%iges Triton X-100, 20 mM
Phosphatpufter, pH=7,4

Waschpuffer: 450 mM NaCl, 20 mM Phosphatpuffer, 0,3%iges Triton X-100

5 mM Phosphatpuffer: 4,17 mM Na,HPO4, 0,83 mM NaH,PO,

3.3 Konfokale Lasermikroskopie

Zur Analyse der fluoreszenzmarkierten Préparate wurde ein Leica TCS SP2 Mikroskop
(Leica, Wetzlar, Deutschland) mit den Lasern Ar 488 und Kr 568 verwendet. Wenn nicht
anders gekennzeichnet, wurde standardmiBig mit 63facher VergroBerung in Ol gearbeitet.
Um dreidimensionale Bilder zu erzeugen, wurde ein stack zweidimensionaler Bilder mit
einer Schichtdicke von 0,5 pm entlang der Z-Achse aufgenommen. Die Anzahl der Pixel
betrug 1024x1024. Die anschlieBende Auswertung der Aufnahmen erfolgte mit der Software
ImageJ (NIH image, Bethesda, MD, USA).

3.4  Synapsenzahlung

Um die Anzahl der Synapsen pro Haarzellen bestimmen zu konnen, wurden je Corti-Organ
in zwei definierten Regionen der Basalmembran stacks aufgenommen. Dabei befand sich
der erste Abschnitt in unmittelbarer Ndhe zum Apex, der zweite Abschnitt visuell bemessen
bei ca. 6-7 kHz. Anhand der Projektionen konnten die mit anti-CtBP2/RIBEYE und anti-

GluR2/3 geférbten Pri- und Postsynapsen manuell mit Hilfe von Imagel ausgezahlt werden.
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3.5  Audiologie

3.5.1 Allgemein

Zur Messung der FAEP sowie der otoakustischen Signale wurden die Tiere mit einem
Ketamin-Xylazingemisch der Dosis 0,0625 mg Ketamin/g KG und 0,125 pg Xylazin/g KG
mittels intraperitonealer Applikation narkotisiert. Auf diese Weise wurden Storsignale durch
die Maus selbst minimiert, ohne die Antwort zu beeintrachtigen. Um eine durchgingige
Narkose sicherzustellen, verblieb ein intraperitoneal gelegener Katheter, {iber den, wenn
erforderlich, jederzeit Narkose nachgegeben werden konnte.

Alle Messungen fanden in einer schallgedimmten Kammer statt, die zur inneren
Schallddmpfung dreidimensional mit ca. 80 c¢cm langen, in den Raum hineinragenden
Schaumstoffkeilen ausgekleidet war. Der Messplatz war mit einer Warmematte (Hugo Sachs
Elektronik-Harvard Apparatus) ausgestattet, die entsprechend der rektal gemessenen

Temperatur diese konstant auf 37°C regelte.

3.5.2  Messung der FAEP

Die Messung mittels BERA erfolgte im Freifeld, die Maus befand sich dafiir jeweils in
8,5cm Entfernung von dem Lautsprecher. Um die Reizantwort abzuleiten, dienten drei
subkutan gestochene Nadelelektroden, siehe Abb. 3.1. Die Erdelektrode wurde in
Schwanznihe, die Differenzelektrode am Vertex und die Referenzelektrode am Mastoid

platziert. Die Impedanz zwischen den Ableitelektroden betrug weniger als 1 kQ.

Abb. 3.1: Position der Nadelelektroden, (a) unverkabelt. (b) verkabelt.
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Signal
Die Messung der FAEP bestand aus zwei verschiedenen Anteilen — der frequenzspezifischen
Tonschwellenbestimmung und der Klickmessung zur Erfassung von Amplituden und

Latenzen der Reizantwort.

Erstere wurde mittels kurzer Tonimpulse durchgefiihrt. Diese Form von Stimulus kann in
verschiedenen Frequenzen in Form von Sinusschwingungen dargeboten werden — im Zuge
dieser Arbeit in 4, 8, 12, 16, 24 und 32 kHz. Die Stimulusldnge betrug 12 ms inklusive
Anstiegs- und Abfallsflanken von jeweils 1 ms. Das Interstimulusintervall belief sich auf

50ms bei einer Stimulationsrate von 20 Hz.

je— 1 —»| < 1 b je— 1 —»

Schalldruckpegel

o 1 2 3 4 5 6 7 g 9 10 1 12

Frequenz Zeitms

Abb. 3.2: Tonimpuls

Es wurde in 10 dB Schritten bis zur Horschwelle gemessen. Die Schwelle wurde bei der
niedrigsten Intensitét, die noch eine reproduzierbare Wellenform hervorrief, festgelegt.

Der Stimulus fiir die Klickmessung bestand aus einem Rechteckimpuls mit einer Pulsdauer
von 30 ps, der mit einer Repetitionsrate von 20 bzw. 90 Hz der Schallquelle zugefiihrt
wurde. Diese Art von Stimulus erregt weite Teile der Basilarmembran. Appliziert wurde er

ebenfalls in 10 dB Schritten.

Die Informationen fiir die verschiedenen Stimuli enthielt eine mit der Software SigGen
(Tucker-Davis-Technologies, Ft Lauderdale, FL, USA) erstellte Konfigurationsdatei, in der
die Reizparameter wie Form (Ton, Klick, Mischform), Dauer, Frequenz und Pegel definiert
waren. Die beiden letzteren wurden als Variablen festgelegt und waren dadurch wéhrend der

Messung iiber BioSig32 (Tucker-Davis-Technologies) verdnderbar.
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Aufbau

Fir die akustische Stimulation und die Aufnahme der auditorisch evozierten Potentiale
wurde eine computergestiitzte Mess-Station (Tucker-Davis-Technologies, TDT System III)
und die bereits erwidhnte Software BioSig32 und SigGen verwendet. Dieses System mit
seinen Komponenten bietet die Mdglichkeit, sowohl psychoakustische als auch neuro-
physiologische und somit auch evozierte Potential-Messungen durchzufiihren. Die Reiz-
signale konnen rechnergesteuert — liber SigGen — erstellt und présentiert sowie deren Ant-

wort anschlieBend aufgezeichnet werden.

Abb. 3.3 stellt das Schaltbild zur Messung der FAEP dar. Die Signalgenerierung erfolgte
tiber den real time processor (RP2.1), der auBerdem den D/A-Wandler beinhaltete. Um
Reizsignale mit genau definiertem Schalldruckpegel erzeugen zu konnen, bedurfte es einer
kontrollierten Abschwéchung des Signals, bevor es der Schallquelle zugefiihrt wurde. Dazu
dienten die beiden hintercinander geschalteten Abschwicher programmable attenuator 5
(PAS). Durch sie kann in 0,1 dB Schritten der Schalldruckpegel von 0 bis 130 dB —
allerdings abhéngig von der jeweiligen Frequenz — angepasst werden. Bevor das Signal zu
dem Lautsprecher geleitet wurde, durchlief es den Leistungsverstirker HB6. Der
Lautsprecher (Monacor DT-119) war fiir beide Teile der Messung in 8,5 cm Entfernung von

dem Tier platziert.
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Abb. 3.3: Schaltbild zur Messung der FAEP.

Die durch den Schallreiz evozierten Potentiale wurden mit Hilfe der Nadelelektroden
abgeleitet, siche Abb. 3.1. Die Reizantwort in Form eines Differentialpotentials zwischen
Referenz- und Aufnahmeelektrode wurde an einen Differenzverstiarker, den Vorverstirker
(M/A-Com Greenpar circuit box), in unmittelbarer Ndhe zur Maus gegeben und von da aus
an den Verstirker JHM NeuroAmp 401 weitergeleitet. Hier erfolgten eine 50.000fache
Verstiarkung und eine Bandpassfilterung von 400 - 4000 Hz des Messsignals. Aullerdem

filterte ein integrierter Notch-Filter die Storungen der Netzfrequenz bei 50 Hz heraus.

Die Datenaufnahme und die A/D-Umwandlung erfolgten in dem real time processor
(RP2.2). Von hier aus wurde das Signal in BioSig32 eingespeist und aufgenommen.

AuBerdem wurde das Signal von dem NeuroAmp aus ebenfalls dem Oszilloskop zur Uber-
priifung des physiologischen Status und der Narkosetiefe zugeleitet. Diese lieBen sich

anhand des EKG-Artefaktes beurteilen.
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Aufzeichnung und Auswertung

Jeder Stimulus wurde zweimal bis zu 2.000 Mal préasentiert und die Antworten gemittelt und
mit Hilfe von BioSig32 aufgezeichnet. Durch die Mittlung wurden Hintergrundaktivitdten
unterdriickt und auflerdem wiederkehrende groBamplitudige Signale, die nicht zu der
gesuchten Antwort gehorten, als Artefakt erkannt und nicht in die Durchschnittsberechnung

miteinbezogen (wie zum Beispiel der Herzschlag).

Zur Bestimmung der frequenzspezifischen Tonschwellen wurden die zwei gemittelten
Spuren iibereinander gelegt und visuell auf eine reproduzierbare Antwort hin gepriift.

Fiir die Ermittlung der Latenzen und Amplituden wurden die Ergebnisse der Klickmessung
herangezogen. Die Amplitude wurde von dem jeweiligen Wellenpeak bis zum néchsten Tal
gemessen. Die Latenzen der Wellen ergaben sich aus der Zeit vom akustischen Reizbeginn

bis zum Auftreten der jeweiligen Potentialspitze.

Kalibrierung

Um sicherzustellen, dass die gewlinschten Schalldruckpegel auch tatsédchlich am Gehorgang
des Tieres vorherrschten, wurde das System kalibriert. Dieser Vorgang wurde im Abstand
von 8,5 cm vom Lautsprecher, den Experimentbedingungen entsprechend, durchgefiihrt.
Das dargebotene Signal wurde mit einem Kalibriermikrophon mit integriertem Vorver-
starker (B&K Typ 4939, Briiel&Kjaer GmbH, Bremen, Deutschland) aufgenommen und an
den Measuring Amplifier (B&K 2610, Briiel&Kjaer GmbH, Bremen, Deutschland) weiter-
geleitet. Die ermittelten Werte wurden zur Berechnung der Abschwicherwerte (PAS) heran-

gezogen.

3.5.3  Messung der DPOAE

Signal

Wie in dem Einleitungskapitel 2.4.2 erldutert, werden Distorsionsprodukte otoakustischer
Emissionen mittels Stimulation mit zwei Tonen ausgeldst. Dazu wurden zwei Primértdne in
Form von Sinustonen unterschiedlicher Frequenz gleichzeitig erzeugt. Das Verhiltnis der
Frequenzen betrug f,/f; = 1,2, der Schalldruckpegel von f, bemal3 dabei 10 dB weniger als

der von fj.
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Zuerst wurde ein so genanntes DP-Gramm erstellt, indem die Tone mit steigender Frequenz,
siche Tab. 3.1, aber gleichbleibendem Schalldruckpegel von f;=60 dB appliziert wurden.
Die Emissionsdruckpegel der DPOAE wurden als Funktion der Primértonfrequenz f, aufge-

tragen.

Tab. 3.1: Verwendete Frequenzen fiir das DP-Gramm bei f; = 60dB

f, (kHz) 5 6,667 10 13,333 16,667
fy (kHZ) 6 8 12 16 20

Im Anschluss daran wurde eine Wachstumsfunktion erstellt, indem bei gleichbleibender
Frequenz — f; = 16 kHz — Pegel von 10 bis 70 dB in 10 dB Schritten dargeboten wurden. Die
Schalldruckpegel der DPOAE wurden dabei als Funktion des Primédrtones L, aufgetragen.

Aufbau

Abb. 3.4 zeigt das Schaltbild zur Messung der DPOAE. Die akustische Stimulation mit den
Primértonen erfolgte mittels eines CD-Players. Die von dort ausgehenden Signale der beiden
Frequenzen wurden getrennt iiber zwei Abschwicher PA4 (TDT System II) geleitet. Zu
ihrer Steuerung diente die Software BioSig32.

Die Signale liefen zu zwei getrennten elektrostatischen Lautsprechern, EC1 (TDT), denen

entsprechend die Treiber ED1 (electrostatic speaker driver) vorgeschaltet waren.
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Abb. 3.4: Schaltbild zur Messung der DPOAE

Da es sich im Gegensatz zur Freifeld-Messung der BERA um eine Messung im
geschlossenen Schallfeld handelte, wurden die applizierten Signale iiber zwei Silikonschldu-
che einer Ohrsonde zugefiihrt. Diese Sonde wurde mit Hilfe eines Mikromanipulators in den
auBeren Gehorgang der Versuchstiere luftdicht eingepasst. Erst an dieser Stelle iiberlagerten

sich die beiden Sinustone mit Ausbildung einer Schwebung, siche Abb. 3.5.
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Abb. 3.5: Schwebung durch Uberlagerung von f;=10 kHz und f,=12 kHz

Als dritte Komponente enthielt die Sonde ein Mikrophon (MKE 2, Sennheiser, Hannover,
Deutschland) zur Registrierung des entstehenden Distorsionsproduktes.

Das durch den Mikrophonvorverstarker DMP3 (dual microphone preamplifier, MIDIMAN,
CA, USA) verstarkte Signal wurde sowohl an das Oszilloskop als auch an den PC
weitergeleitet. Hier diente die Software Soundforge (Sony Creative Software, WI, USA) zur
Aufnahme des eingehenden Signals. Das Oszilloskop wurde zur Optimierung der
Sondenposition genutzt, da nur bei entsprechender Uberlagerung der Téne die in Abb. 3.5

gezeigte Schwebung entsteht.

Neben dem eigentlichen Nutzsignal, den otoakustischen Emissionen, das eher geringer
Intensitit ist, enthielt das registrierte Signal weitere Storanteile. Diese waren, da die
Messung synchron mit der Stimulation erfolgte, vor allem durch die Reiztone selbst, aber
auch durch das Umgebungs- und Korperrauschen durch Atmung, Blutzirkulation und
Muskelarbeit bedingt. Um jene Storanteile herauszumitteln, wurden die Stimulation und
simultane Messung je Frequenz und Schalldruckpegel iiber den Zeitraum von einer Minute
hinweg durchgefiihrt. Zusatzlich wurde eine Minute lang eine Leeraufnahme ohne jeglichen

zugefiihrten Reiz erstellt.
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Zur letztendlichen Auswertung fand eine Spektrumanalyse mit Hilfe von MATLAB (The
Mathworks, Natick, MA, USA) anhand der Fast Fourier Transformation statt, wobei die
Frequenz der ausgelosten DPOAE sich bei 2f -1, findet, siche Abb. 3.6.
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Abb. 3.6: Spektrale Darstellung der Primértone und der DPOAE. Entnommen aus Janssen (2001), S.83.

Kalibrierung

Die Kalibrierung fand mit Hilfe eines Modell-Ohres aus Teflon mit nachgebildetem
Volumen statt. Das Signal wurde iiber die auch bei den Versuchen verwendete Sonde
zugefiihrt und auf der anderen Seite des Modells mit dem Kalibrierungsmikrophon

aufgezeichnet und wiederum an den measuring amplifier weitergeleitet.
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4 Ergebnisse

4.1 Nachweis endozytotischer Proteine der IHZ

Vor dem Hintergrund, dass bis zu dem jetzigen Zeitpunkt kaum Daten beziiglich der
verschiedenen Endozytoseformen und deren beteiligten Proteinen an der IHZ existieren,
wurde im Rahmen dieser Arbeit die IHZ mittels immunhistochemischer Farbung auf die

Expression einzelner endozytotischer Proteine hin untersucht.

Fiir den klassischen Clathrin-vermittelten Weg ist die molekulare Grundlage gut beschrie-
ben, sieche Kapitel 2.2.1, so dass dessen Anwesenheit anhand der Pridsenz bestimmter
Proteine angenommen werden kann.

Zunichst wurde dabei die Expression Clathrins untersucht. Wie in Kapitel 2.2.2 beschrieb-
en, existieren neuronale Isoformen und Splicing-Varianten diverser Proteine, derart auch
von Clathrin. Unter der Vorstellung, dass die IHZ als Transmitter-ausschiittende Zelle
Neuronen-vergleichbare Leistungen erfiillen muss und ebenso Synapsen ausbildet, wurde in
einem ersten Schritt gepriift, ob die ZNS-spezifische Splicing-Variante Clathrins vorliegt.
Zu diesem Zweck wurde ein Antikorper gegen die neuronenspezifische Variante der leichten
Kette Clathrins (rot) verwandt, siche Abb. 4.1 (a). Wie auch in folgenden Féarbungen diente
zur Markierung des Zytosols der IHZ zusitzlich ein Antikdrper gegen Calbindin D-28K
(griin), ein Kalzium-bindendes Protein. Als Ergebnis ergibt sich eine Clathrin-spezifische
Anfiarbung im basalen Bereich der Haarzelle, bzw. unterhalb von ihr, in Form einer netz-
artigen Struktur. Dabei ist nicht sicher zu sagen, ob eine Uberlagerung von Zytosol und
Clathrin stattfindet oder Clathrin sich ausschlieBlich auB8erhalb der Haarzelle und damit im

angrenzenden Nervengeflecht befindet.
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Abb. 4.1: Immunhistochemische Darstellung enodozytotischer Proteine in der IHZ. Wenn nicht anders

bezeichnet, Projektion eines dreidimensionalen stacks, 63fache VergoBerung, MaBstab jeweils Spum,
fiir Verdiinnungen siehe Kapitel 3.2.2.
(a) Anti-Clathrin, neuronenspezifisch (ns), und Anti-Calbindin. (b) Anti-Clathrin, neuronen-
spezifisch, und Kernfiarbung mit Hoechst 34580, Nucleus (Ncl). (c-g) Einzelschichten von 0,5 pm
eines stacks, Anti-Calbindin (griin), Anti-Clathrin, neuronenspezifisch (rot), und Kernfirbung mit
Hoechst 34580 (blau), n=8 (fiir neuronenspezifisches Clathrin). (h) Anti-Clathrin, schwere Kette
(sK) und damit ubiquitir und Anti-CtBP2/RIBEYE, n=7, Einsatz - vermutlich vesikuldre/
membrandse Strukturen. (i) Anti-Dynamin 1 und Anti-CtBP2/RIBEYE, n=12. (j) Anti-Caveolin 1
und Anti-Calbindin, THZ im unteren, AHZ im oberen Bildbereich zu sehen, zentrale Einzelschicht,
n=4.
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Die Abb. 4.1 (b) zeigt eine Farbung gegen die neuronenspezifische leichte Kette Clathrins,
mit Hilfe von Hoechst 34580 (blau) sind zusétzlich die Kerne (Ncl) dargestellt. Das
Auslassen der Calbindin-Farbung vermeidet eine mogliche unspezifische Mitanregung des
Zytosols. Clathrin (rot) ist mit einem regelméBigen Abstand zum Zellkern lokalisiert und
umrahmt die IHZ. In Abb. 4.1 (c-g) sind einzelne konfokale Schichten dargestellt. Die
Farbung besteht in diesem Fall aus Calbindin, Clathrin und Hoechst, um genau
nachvollziechen zu konnen, ob der gezeigte Clathrin-Rahmen sich ausschlielich
extrazelluldr befindet. Es ist ersichtlich, dass die neuronenspezifische Form Clathrins in der
dreidimensionalen Entwicklung zu keinem Zeitpunkt innerhalb der Zelle liegt.

Aus diesem Grund wurde in einem nédchsten Schritt untersucht, ob anstatt dessen die
ubiquitdre Clathrin-Isoform exprimiert wird. Dazu wurde eine Fédrbung mit einem
Antikorper gegen die schwere Kette Clathrins, nicht neuronenspezifisch, vorgenommen
(griin), siehe Abb. 4.1 (h). Zusitzlich wurden die Nuclei mittels Hoechst und die
synaptischen Bédnder mittels eines Antikorpers gegen CtBP2 ein Transkriptionsrepressor,
und die B-Doméne von RIBEYE, Hauptbestandteil der synaptischen Bander, angefarbt (rot).
Es zeigt sich deutlich, dass das gesamte Zytosol ausgenommen der Region der
Kutikularplatte eine Clathrin-spezifische Anfirbung aufweist. Im apikalen Bereich sind
gefarbte zytosolische Strukturen zu erkennen, siehe Einsatz, bei denen es sich vermutlich
um Membranen handelt.

Als ein weiterer wesentlicher Faktor innerhalb der Clathrin-abhéngigen aber auch Clathrin-
unabhéngigen Endozytose wurde die Farbung von Dynamin vorgenommen. Es wurde ein
Antikorper gegen Dynamin 1 verwandt (griin) und auBerdem, wie in Abb. 4.1 (h) zuvor, die
synaptischen Béander zur Lokalisation der Synapsen mit angeférbt (rot), siche Abb. 4.1 (i).
Es findet sich eine homogene Anfiarbung des gesamten Zytosols mit einer Akzentuierung
der Kutikularplatte durch den Dynamin-1-Antikérper. Des Weiteren fallen im basalen
Bereich 1-2 um grofle patches auf, die sich dem Kompartiment der Synapsen zuordnen
lassen.

Der letzte Punkt der Expressionsanalyse behandelt den Caveolin-abhingigen Weg, der
ebenfalls in Abhéingigkeit von Dynamin stattfindet. Um die Relevanz desselben zu priifen,
wurde das Praparat mit Antikorpern gegen Caveolin 1 (griin) sowie gegen Calbindin (rot)
geférbt. Abb. 4.1 (j) demonstriert als Resultat ein Fehlen von Caveolin innerhalb der IHZ

(untere Zellreihe). Apikal der Zellen sind die Konturen anderer Zellen mit angefarbt. Hierbei
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konnte es sich aufgrund ihrer Lokalisation zwischen IHZ und AHZ um die so genannten
Pfeilerzellen handeln. Ferner zeigten sich in anderen Schnittebenen Caveolin-Anfarbungen

der umliegenden Zellen in Form gitterartiger Muster (hier nicht dargestellt).

Zusammenfassend konnte festgestellt werden, dass sowohl Clathrin als auch Dynamin, im
Speziellen die ubiquitidre Form Clathrins und die neuronale Isoform Dynamin 1, in der [HZ

vorhanden sind, Caveolin 1 sich dagegen nicht darstellen ldsst.

4.2 Dynamin-Mutante: DNM 1A "/

Im Folgenden wurde der Fokus auf das endozytotische Protein Dynamin und im Besonderen
auf die Isoform Dynamin 1 gelegt. Um dessen Bedeutung und Funktion genauer analysieren
zu konnen, wurde eine Maus-Mutante fiir Dynamin 1A, siche Kapitel 3.1, eingesetzt.
Zunichst wurden Daten beziiglich der Morphologie und molekularen Ausstattung gewon-
nen. Nachfolgend wurden audiologische Testverfahren vorgenommen, um den Einfluss von
Dynamin 1A auf die Funktion des Innenohres zu untersuchen.

Generell wurden bei den Versuchen ebenfalls stets Heterozygote mit Wildtypen verglichen,
allerdings fanden sich keine visuellen und statistischen Unterschiede, so dass sie als ein Pool

behandelt wurden und im Folgenden als DNM 1A ™" bezeichnet werden.

4.2.1  Morphologische Analyse

4.2.1.1 Anatomie des Corti-Organs

Zur Charakterisierung der DNM-1A "™ _Maus wurde zunichst ein Uberblick dariiber
gewonnen, ob die Anatomie des Corti-Organes Auffalligkeiten aufweist. Zu diesem Zweck
wurden eine Ubersichtsaufnahme, sieche Abb. 4.2 (a), sowie eine VergroBerung der Haar-
zellen, siche Abb. 4.2 (b) und eine DIC (differential interference contrast) Aufnahme am

lebenden Préparat, siche Abb. 4.2 (c), angefertigt.
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10 pm 5 um

Abb. 4.2: (a) Ubersichtsaufnahme eines Abschnitts des Corti-Organs von DNM 1A ™™ Calbindin (griin),
zentrale Einzelschicht. Oben drei Reihen AHZ, unten IHZ. (b) VergroBerte Darstellung der IHZ von
DNM 1A " Calbindin (griin), Hoechst 34580 (blau), Projektion eines stacks. (c) Mikroskopische
DIC-Aufnahme des Corti-Organs. Zilien der AHZ und THZ.

In Abb. 4.2 (a) sind mittels Calbindinfarbung (griin) sowohl eine regelméiflig angeordnete
Reihe IHZ im unteren Bildbereich als auch das Vorhandensein der drei Reihen AHZ apikal
davon zu sehen. Abb. 4.2 (b) zeigt die Existenz der Zilien und der Kutikularplatte der IHZ.
Abb. 4.2 (c) belegt dies am lebenden Priparat, zusitzlich sind die Zilien der AHZ zu

erkennen.

4.2.1.2 Synapsen

Boumil et al. (2010) konnten morphologische Auffilligkeiten an Primédrkulturen von
Neuronen der DNM-1A "™ _Mzuse beobachten — die Axone der homozygoten Tiere
stellten sich als kiirzer und mit Filapodien-&dhnlichen Protusionen versehen dar. AuBlerdem
wiesen sie nach, dass im Wildtyp mit Beginn der Synaptogenese ein Wechsel der
tiberwiegenden Isoform von Dynamin 1B zu Dynamin 1A stattfindet. Vor diesem
Hintergrund wurde die quantitative Synapsenausbildung auf einen potentiellen Effekt der
Mutation hin untersucht.

Dazu wurden immunhistochemische Féarbungen des Corti-Organes sowohl der prasynap-
tischen Bénder (anti-CtBP2/RIBEYE, rot) als auch postsynaptischer Cluster an Gluta-
matrezeptoren (anti-GluR 2/3, griin) vorgenommen. Auf diese Weise konnte die Zuordnung

von Band (= Prisynapse) und Postsynapse sichergestellt werden.
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Abb. 4.3 zeigt exemplarisch ein Pridparat der ersten Windung des Corti-Organes mit
beschriebener Farbung. Da sich die Synapsenanzahl entlang der tonotopischen Achse
verdandert (Meyer AC et al. 2009), wurden zwei Bereiche zur Zdhlung der Synapsen
herangezogen. Der erste Abschnitt findet sich in unmittelbarer Ndhe zum Apex, der zweite

bei ca. 6-7 kHz.

100 um

Abb. 4.3: Immunhistochemische Darstellung der oberen Windung eines Corti-Organes mit 10facher
VergroBerung, zentrale Einzelschicht. Farbung mit Anti-CtBP2/RIBEYE (rot) und Anti-GluR 2/3
(griin). Die Ausschnitte entlang der Reihe der IHZ entsprechen den Bereichen, von denen aus die
Synapsen gezéhlt wurden.

Zur Zidhlung wurden mit Hilfe von konfokaler Mikroskopie dreidimensionale stacks

produziert, deren Projektionen fiir die Auswertung genutzt wurden.

Abb. 4.4 zeigt Ausschnitte dieser Projektionen fir DNM 1A "™/ ** ynd DNM 1A MV
jeweils fiir beide Bereiche. Die hinzugefiigten Linien markieren den schwach angeférbten
Zellkern.

Bereits visuell ist kein ausgeprdgter Unterschied in Bezug auf die Synapsenanzahl
festzustellen. Die Aufnahmen bestétigen die ortsabhéngige Variabilitét der Synapsenanzahl.
Sie nimmt vom Apex aus zu, um im Bereich des schirfsten Horens ein Maximum zu

erreichen und dann wieder abzunehmen (Meyer AC et al. 2009).
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Apex ~ 6-7 kHz
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Abb. 4.4: Projektionen dreidimensionaler stacks von IHZ von DNM 1A " ynd DNM 1A 78/ % mit
Darstellung der Synapsen im Apexbereich und bei 6-7 kHz. Farbung der synaptischen Béinder
(Prasynapse) mittels Anti-CtBP2/RIBEYE (rot) und der Glutamatrezeptoren (Postsynapse) mittels
Anti-GluR2/3 (griin). Umrandung der Nuclei zur exakten Zéhlung, Maf3stab 5 um.

Abb. 4.5 stellt die Auswertung der Zahlung dar. Es fand sich eine Tendenz zu weniger
Synapsen in den Mutanten, die jedoch keine statistische Signifikanz erreichte (Mittelwert +
Standardabweichung des Mittelwertes: DNM 1A ™™ Apex 9,39 + 0,74, 6-7 kHz 12,66 +
1,26, DNM 1A "™M/** Apex 10,64 + 0,42, 6-7 kHz 14,68 + 0,42 bei n (IHZ) = 120).
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Abb. 4.5: Synapsenanzahl/IHZ + Standardabweichung des Mittelwertes im jeweiligen Bereich fir DNM 1A
VAT ynd DNM 1A "7 *" n=mind. 7, entsprechend n (IHZ) = 120 pro Bereich und Pool. p-Wert
Apex=0,15, 4-6 kHz=0,13.

Als eine Synapse wurden ausschlielich diejenigen angesehen, bei denen sich die immun-
fluoreszierenden spots des synaptischen Bandes und der Postsynapse in unmittelbarer Néhe
zueinander befanden. Alleinstehende Prid- und Postsynapsen wurden ebenfalls gezihlt, es

ergaben sich diesbeziiglich keine Unterschiede zwischen den beiden Gruppen (Daten nicht

gezeigt).

4.2.2  Subzellulare Verteilung endozytotischer Proteine

Nach der morphologischen Analyse wurde die Expression einzelner endozytotischer
Proteine in IHZ der DNM-1A "™ _Maus untersucht. Mit Dynamin als einem der Haupt-
akteure in diesem molekularen Ablauf ist im Rahmen der Mutation nicht nur dessen
Expression und Distribution innerhalb der Haarzelle von Interesse, sondern auch jene
interagierender Proteine.

In Abb. 4.6 ist eine Gegeniiberstellung von Homozygoten und Wildtyp/Heterozygoten fiir
drei endozytotische Proteine dargestellt. Zunichst wurde eine Farbung mit Anti-Dynamin-1
(griin) und Anti-CtBP2/RIBEYE zur Synapsendarstellung (rot) durchgefiihrt, siche Abb. 4.6
(@) und (b). Es zeigt sich, dass trotz Mutation die Verteilung inklusive der patches im
basalen Bereich und der Betonung der Kutikularplatte erhalten bleibt. Dabei ist zu beachten,
dass die Farbung nicht zwischen Dynamin 1A und 1B unterscheidet, sondern Dynamin 1 in
seiner Gesamtheit angefarbt wird. Dabei konnen Unterschiede in Quantitdt und Lokalisation

zwischen den Isoformen nicht beurteilt werden.
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Abb. 4.6: Verteilung endozytotischer Proteine von DNM 1A "™ im Vergleich zu DNM 1A "7 ",
(a) und (b) Anti-Dynamin-1 und Anti-CtBP2/RIBEYE, n=7. (c) und (d) Anti-Clathrin, schwere
Kette (Clathr, sK) und Anti-CtBP2/RIBEYE, n=5. (€) und (f) Anti-Clathrin, neuronenspezifisch
(Clathr, ns) und Anti-Calbindin, n=8.

An Neuronen-Kulturen von Dynamin-1-knock-out-Méausen konnte mittels Immunfluo-
reszenz gezeigt werden, dass sich eine Reihe endozytotischer Proteine intensiver und
punktuierter als im Wildtyp darstellt (Hayashi et al. 2008).

Dieses Ergebnis konnte fiir die DNM-1A ™™ _Mzuse weder fiir das ubiquitire Clathrin im
Bereich der Haarzellen, siche Abb. 4.6 (c) und (d), noch fiir das neuronenspezifische
Clathrin im basalen Nervengeflecht, siche Abb. 4.6 (e) und (f), bestitigt werden. Beide
Féarbungen sind mit der des Wildtyp/Heterozygoten identisch.
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4.2.3  Funktionelle Analyse

4.2.3.1 Schwellenunterschiede in frequenzspezifischer BERA

Um den Einfluss der fitful-Mutation auf das Horvermogen zu testen, wurde zunichst eine
frequenzspezifische BERA unter Verwendung von Tonimpulsen durchgefiihrt. Bei einem
Frequenzbereich des Horens der Maus von 1-100 kHz wurden Tonimpulse mit Frequenzen
von 4 bis 32 kHz eingesetzt und mit einer Frequenz von 20 Hz dargeboten. Fiir weitere
Informationen beziiglich Stimulus und Aufbau sieche Abb. 3.2 und Abb. 3.3. Es wurden
jeweils 14 Tiere fiir den pool der Homozygoten sowie fiir den der Heterozygoten und
Wildtypen herangezogen. Letzterer bestand aus 9 Heterozygoten und 5 Wildtypen, die nach
Ausschluss von Unterschieden in der BERA einer gemeinsamen Gruppe zugeordnet wurden
und im Folgenden auch fiir die funktionelle Analyse als eine solche behandelt werden. Das
Durchschnittsalter von 15,5 Tagen garantierte einerseits ein bereits bestehendes Hor-
vermdgen (Mikaelian und Ruben 1965; Ehret 1985) und andererseits das Uberleben der
homozygoten Tiere. Abb. 4.7 zeigt die Ergebnisse in Form der Schwellenkurven fiir beide

Gruppen.

80- -o- fiflfftfl
- +/ftfl / +/+
4 704 ..
o
7]
om i
3 60
= 50
= A
3
S
404
5 .
I 30- ok
]
2c L) T ] T L) Ll Ll
4 8 12 16 24 32 Klick

Frequenz (kHz)

Abb. 4.7: Vermindertes Horvermdgen der homozygoten DNM-1A ""_Miuse Das frequenzspezifische
BERA-Audiogramm zeigt die gemittelten Schwellen + Standardabweichung des Mittelwertes der
DNM 1A ™ (ynausgefiillte Symbole) und der DNM 1A /" (ausgefiillte Symbole) Mause.
Signifikanzniveaus bei p<=0,001 = ***  p<0,01=** p<0,05=*, t-Test fiir unverbundene
Stichproben.
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Uber den gesamten Bereich der getesteten Frequenzen ist ein signifikanter Schwellen-
unterschied zwischen den beiden Gruppen zu verzeichnen. Der grofite Unterschied findet
sich im Bereich der mittleren Frequenzen von 12 und 16 kHz mit bis zu 18 dB. Ebenfalls der

zuletzt aufgefiihrte Klick-Stimulus weist einen signifikanten Schwellenunterschied auf.

4.2.3.2 Stimulation mit Klickreizen — Latenzen, Amplituden

Im Gegensatz zu den durch Tonimpulse ausgelosten Potentialen entsteht bei Stimulation mit
Klickreizen klarer erkennbar die in Kapitel 2.4.1 dargestellte charakteristische Wellenform.
Anhand ihrer kann ebenfalls die Horschwelle bestimmt werden, siche Abb. 4.7. Die bessere
Synchronisierung erlaubt iiberdies eine vereinfachte Ermittlung von Latenzen und
Amplituden sowie eine anndhernde Zuordnung zu anatomischen Strukturen. Dabei ist unter
Latenz die Zeitspanne von Stimulusdarbietung bis zum Eintreten des jeweiligen Wellen-

peaks zu verstehen. Die Amplitude wird vom Wellenpeak bis zum nichsten Tal vermessen

Neben der Standardreizfrequenz von 20 Hz (Pauli-Magnus et al. 2007) wurden die Tiere
zusitzlich mit 90 Hz gereizt. Durch Ferguson et al. (2007) konnte gezeigt werden, dass der
Phénotyp der Dynamin-1-knock-out-Mause aktivititsabhidngig ausprigt ist, so dass es Ziel
der Versuchsplanung war, eventuelle frequenzabhéngige Defizite zu detektieren.

Die in Abb. 4.8 und Abb. 4.9 gezeigten Diagramme stellen als Ubersicht die Antworten auf
einen iliberschwelligen Reiz von 86 dB bei 20 und 90 Hz dar.

fitfl/ftl
4 [ 1l 1] 1% — Htfl ]+

Amplitude (pV)

Abb. 4.8: FAEP als Antwort auf einen 86 dB Klickreiz mit 20 Hz fiir DNM 1A " (grau) und DNM 1A "1/
“* (schwarz), n=9.
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Abb. 4.9: FAEP als Antwort auf einen 86 dB Klickreiz mit 90 Hz fiir DNM 1A "™ (grau) und DNM 1A "1/
“* (schwarz), n=9.

Auffallend sind die unterschiedlichen Latenzen zwischen den beiden untersuchten Gruppen.
Dieser Unterschied setzt sich von Welle I aus fort und besteht in beiden Messreihen. Im
Gegensatz zu den FAEP des Menschen, bei dem die Welle V das wichtigste Kriterium
darstellt, ist bei der Maus die Welle I mit der hochsten Amplitude am prominentesten. Bei
Betrachtung dieser ist eine eindeutige Amplitudendifferenz zwischen DNM 1A VR ynd
DNM 1A "M7*"* auszumachen. Als bekanntes Phéinomen ist den Diagrammen aulerdem zu
entnehmen, dass die Amplituden bei steigender Frequenz grundsétzlich abnehmen und die
Latenzen sich verldngern.

Die folgenden Abschnitte beinhalten eine detailliertere Betrachtung von Latenzen und

Amplituden bei Reizpegeln von 86 dB in 10-dB-Schritten abnehmend bis zur Horschwelle.

Latenzunterschiede zwischen DNM 1A ™™ ynd DNM 1A 1/ +/*

Die Abb. 4.10 zeigt so genannte Latenz-Pegeldiagramme bei Stimulationsfrequenzen von 20
und 90 Hz. Diese werden aus den einzelnen Potentialkurven bei steigenden Reizpegeln
erstellt.

Die leichte negative Steigung der Latenzkurven fiir die jeweiligen Wellen bringt die
Abhéngigkeit der Latenzen von dem Reizpegel zum Ausdruck — bei Abnahme des Pegels
verlingern sich die Latenzen. AuBerdem ist wie zuvor in der Ubersicht bei 86 dB zu

erkennen, dass eine hohere Frequenz von 90 Hz ldngere Latenzen in beiden Gruppen

bewirkt (Don et al. 1977).
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Abb. 4.10: Latenz-Pegeldiagramm fiir Welle I-V bei 20 Hz (links) und 90 Hz (rechts) mit Standardabweichung

des Mittelwertes. Zunehmende Latenzverzogerung von Welle I - V bei DNM 1A ™™ (unausgefiillte

Symbole) gegeniiber DNM 1A 7M1/ (ausgefiillte Symbole). Keine Zunahme des Unterschiedes
von 20 nach 90 Hz. n=9.

Im Vergleich der beiden Gruppen ist deutlich zu sehen, dass sich die ebenfalls in Abb. 4.8
und Abb. 4.9 bei 86 dB dargestellte Latenzverzogerung der DNM-1A "™ _Mzuse iiber den
gesamten Pegelbereich und nahezu alle Wellen fortsetzt. Mit Ausnahme der Welle III ist
dieser Unterschied durchgehend signifikant, zumeist mit p-Werten von < 0,01 und < 0,001.
Als Beispiel fiir Absolutwerte bei 86 dB siehe auch Tab. 4.1.

Die Welle V der DNM-1A ™™ _Mzuse ist bei 90 Hz nicht mehr sicher zu vermessen, da
sich bei steigender Frequenz und abnehmendem Pegel die Amplitude derart verringert, dass

sie in Schwellennihe nicht mehr zu detektieren ist.
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Tab. 4.1: Latenzen mit Standardabweichung des Mittelwertes der einzelnen Wellen von DNM 1A " ypd
DNM 1A bei 86 dB und 20 Hz.

Welle ffl/ftfl +ftfl | +/+ oWert
(ms) (ms)
| 1,34 £ 0,02 1,26 £ 0,02 0,0165
In 1,92 £0,03 1,76 £ 0,02 0,0013
11 2,52+0,05 2,25+0,03 0,0002
11 3,38 +£0,09 3,24 +£0,06 0,2156
v 4,29+ 0,09 3,80 +0,09 0,0020
\Y 5,90 £0,18 5,30£0,14 0,0184

Die Auftragung der Latenzen der einzelnen Wellen liefert den wichtigen Nachweis, dass es
sich nicht um eine zu Beginn entstehende einmalige Verzdgerung der Fortleitung handelt,
die sich anschlieBend konstant fortsetzt. Stattdessen weist der grofler werdende Abstand
zwischen den einzelnen Kurven von Homozygoten und Wildtyp/Heterozygoten darauf hin,
dass diese Verzogerung bei jeder weiteren Welle zunimmt, so dass sich analog der anatomi-
schen Zuordnung nicht nur eine gestdrte Funktion der ersten auditorischen Synapse vermu-

ten ldsst, sondern auch nachfolgender Strukturen.

Wie visuell aus den beiden Diagrammen zu erwarten, ergab die statistische Auswertung
keine signifikante Zunahme des Unterschiedes bei 90 Hz (hier nicht gezeigt) und somit
keinen Anhalt auf einen Einfluss der Reizfrequenz auf die vorliegende Latenzverldngerung.

Als moglichen Erkliarungsansatz fiir die Latenzverzdgerung ist im Rahmen der Dynamin-
Mutation eine Erschopfung der synaptischen Ubertragung in Betracht zu ziehen. Unter der
Vorstellung, dass bei potentiell gestorter Endozytose die Exozytose nicht iiber einen
entsprechenden Zeitraum aufrechterhalten werden kann, entstiinde die Latenzverzogerung
erst iiber die Zeit der 2000 Spuren. Um dieser Theorie auf den Grund zu gehen, wurde im
Abstand von jeweils 500 Spuren die Latenz immer wieder erneut bestimmt. Dabei konnten
jedoch keine signifikanten Unterschiede im zeitlichen Verlauf festgestellt werden (Daten

nicht gezeigt).



Summierte Amplituden |-V (pV)

4 Ergebnisse 48

204

154

104

Amplitudenunterschiede bei hoher Reizrate

Bei den in Abb. 4.8 und Abb. 4.9 gezeigten Potentialkurven als Antwort auf einen
iiberschwelligen Reiz entsteht der Eindruck verminderter Amplituden der homozygoten
Tiere.

In der Einzelanalyse der Amplituden bei einer Reizrate von 20 Hz erweist sich dieser
Unterschied zwar fiir die Welle I besonders bei niedrigen und sehr hohen Pegeln als
signifikant (Daten nicht gezeigt). Fiir die restlichen Wellen jedoch ist dieser Unterschied nur
vereinzelt und nicht iiber den gesamten Pegelbereich hinweg vorhanden. Trigt man die aus
den 5 Wellen summierten Amplituden bei 20 Hz gegen den Reizpegel auf, siche Abb. 4.11
links, bestétigt sich dies. Der Abbildung ist zu entnehmen, dass lediglich bei zwei
verschiedenen Reizpegeln ein Amplitudenunterschied — im Besonderen bedingt durch die
Welle I — besteht.

Die Einzelanalyse der Amplituden bei einer Reizfrequenz von 90 Hz dagegen ergibt
durchweg das Uberwiegen einzelner Wellen bei bestimmten Reizpegeln. Entsprechend ist
tiber den gesamten Messbereich hinweg ein signifikanter Unterschied der summierten

Amplituden festzustellen, siche Abb. 4.11 rechts.
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Abb. 4.11: Summierte Amplituden + Standardabweichung des Mittelwertes bei 20 und 90 Hz von DNM 1A
VAT (unausgefiillte Symbole) und DNM 1A ™ ' ** (qusgefiillte Symbole). Signifikanter
Unterschied bei 90 Hz im Gegensatz zu 20 Hz. Signifikanzniveaus wie in Abb. 4.7 beschrieben.
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Diese Daten zeigen, dass das Amplitudendefizit der DNM-1A MV _Mause im Gegensatz zu
der Latenzverzogerung erst bei hoherer Reizfrequenz deutlich zum Tragen kommt.

Aus der Graphik geht nicht eindeutig hervor, ob der Unterschied zwischen den beiden
Gruppen ebenfalls mit zunehmendem Reizpegel wichst. Dazu zeigt

Abb. 4.12 die zueinander ins Verhéltnis gesetzten summierten Amplituden bei 90 Hz.
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Abb. 4.12: Verhiiltnis der summierten Amplituden von DNM 1A M 7y DNM 1A 7/ bej 90 Hz.

Der Wert bewegt sich zwischen 0,6 und 0,8 und folgt keiner GesetzméBigkeit beziiglich des
Pegels. Der Unterschied besteht demnach lediglich in Abhédngigkeit der Reizfrequenz.

Auch hier wurde gepriift, ob der Amplitudendifferenz eine zeitliche Entwicklung zu Grunde
liegt. Abb. 4.13 stellt die summierten Amplituden bei 86 dB iiber die Dauer der Aufnahme
dar. Es zeigt sich eine signifikante Abnahme der summierten Amplituden der DNM-1A "/t
-Gruppe im zeitlichen Verlauf. Nach Aufnahme von 500 Spuren betrdgt der Durchschnitt
der summierten Amplituden 12,07 + 0,6 uV, wohingegen er nach 4000 Spuren bei 9,12 +
0,6 uV liegt. Fiir die DNM 1A ™ Foa ergibt sich keine signifikante Anderung der

summierten Amplituden im Laufe der Aufnahmezeit.



4 Ergebnisse 50

1 ftfl/ftf
20 * % p=0.0045 ns p=0‘2334 - +r‘rftﬂ4’+l'[+
< 1 [* | ns I
= ns 1 ns
> 18- ns ns
a 1
=
2 16-
3
=
-E- 14-
£
<
@ .
£ 12
2
E  10-
E
=
(77} 8-
o o o o 9 o o e 9o 9
o 2 o o 9 Qo o o 9 o
nw o w o o n o w o o
- = ©™ = - - &N <
Aufnahmesspuren

Abb. 4.13: Summierte Amplituden bei 86 dB von DNM 1A ™ ynd DNM 1A "™/ ** im zeitlichen Verlauf
der Aufnahme. Signifikanzniveaus wie oben beschrieben, ns=nicht signifikant.

4.2.3.3 Unveranderte DPOAE

Die angefiihrten Ergebnisse zeigen eindeutig, dass das Horvermdégen der DNM-1A RivRl
Maiuse beeintrichtigt ist. Ursdchlich kann ein Defekt der Schallverarbeitung bis hin zur
aktiven cochledren Mechanik zugrunde liegen. Um eine dieser Schnittstellen
auszuschlieBen, bedient man sich der Testung der DPOAE. Wie in Kapitel 2.4.2 erldutert,
dient sie der Uberpriifung der Funktionsfihigkeit der AHZ. Dariiber hinaus setzt die
Entstehung von DPOAE eine intakte Schallleitung und damit ein funktionsfahiges Mittelohr
voraus.

Die in Abb. 4.14 links gezeigte Kurve stellt das DP-Gramm bei steigender Frequenz und
gleichbleibendem Pegel von fij= 60 dB zur frequenzspezifischen Lokalisation moglicher
Schiden dar. Rechts ist die so genannte Wachstumsfunktion mit steigendem Pegel und f, =

16 kHz dargestellt. Aus beiden Diagrammen geht hervor, dass kein Unterschied zwischen

den beiden Gruppen besteht.
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Abb. 4.14: DPOAE relativ zum Rauschen von DNM 1A "™ (ynausgefiillte Symbole) und DNM 1A 17+
(ausgefiillte Symbole) = Standardabweichung des Mittelwertes. Links: DP-Gramm bei 60 dB,
rechts: Wachstumsfunktion bei 16 kHz.

Die intakten DPOAE f{iber alle Frequenzen und den gesamten Pegelbereich hinweg
schlieBen daher einen defizitdren mechanischen Verstiarkerprozess als Ausloser fiir die
Hoérminderung bzw. Latenzverzogerung und Amplitudenreduktion aus. Ein Schaden der
AHZ hitte einen verinderten Kurvenverlauf der Wachstumsfunktion zur Folge. Hier liegt
ein physiologischer Kurvenverlauf mit einer nicht-linearen Steigung vor. Eine Dysfunktion
der AHZ zdge eine lineare Steigung nach sich, da eine Verstirkung der niedrigen Pegel
sowie eine Dadmpfung der hohen Pegel ausblieben.

Ein Schaden des Mittelohres als Ursache der verldngerten Latenzen der FAEP konnte
ebenfalls ausgeschlossen werden. Bei Vorliegen eines solchen wire die Kurve der Wachs-
tumsfunktion der DNM 1A ™™ a]s Ausdruck einer verminderten Anregung der AHZ
horizontal nach unten verschoben.

Insgesamt demonstrieren die Daten, dass der Defekt unterhalb der Schallleitung sowie der

mechanoelektrischen Transduktion und Verstiarkung zu suchen ist.
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5 Diskussion

5.1 Expressionsanalyse endozytotischer Proteine

511 Endozytoseformen der IHZ

Im Gegensatz zu der Bander-Synapse der Retina existierte bislang keine molekulare Analyse
der Endozytose an IHZ und der ersten Synapse des auditorischen Weges. Analog der Arbeit
von Sherry und Heidelberger (2005) an retinalen Zellen wurden im Rahmen dieser Arbeit
mittels immunhistochemischer Firbung die Expression, Lokalisation und Ausprigung
einzelner endozytotischer Proteine in [HZ untersucht.

Dabei konnte gezeigt werden, dass IHZ Clathrin und Dynamin exprimieren, siche Abb. 4.1
(h) und (i).

Die Clathrin-Anférbung wirft die Frage nach der Rolle des klassischen Weges der Clathrin-
vermittelten Endozytose an Bénder-Synapsen auf. Es handelt sich dabei um einen
kontrovers diskutierten Aspekt — im Gegensatz zu konventionellen Synapsen ist die Existenz
des Clathrin-abhdngigen Weges an Bander-Synapsen bereits mehrfach in Frage gestellt
worden.

So zeigten Paillart et al. (2003) fiir retinale Bipolarzellen des Goldfisches, dass sowohl nach
kurzer als auch nach repetitiver Stimulation keinerlei Clathrin-umbhiillte Vesikel zu beob-
achten sind und statt dessen die kompensatorische Endozytose in Form von bulk retrieval
stattfindet. Diese Beobachtung geht einher mit fritheren Arbeiten von Heidelberger et al.
(2002) bzw. Heidelberger (2001), in denen die Applikation von GTPase Inhibitoren
(GTPyS) im Gegensatz zu ATPase Inhibitoren (ATPyS) keine Blockade der Endozytose an
Bénder-Synapsen von Bipolarzellen des Goldfisches hervorrufen konnte. Bei Vorliegen
eines Clathrin-vermittelten Mechanismus allerdings — mit der GTPase Dynamin als funda-
mentalem Bestandteil — hitte es zu einer Inhibition der Endozytose kommen miissen.
Ergiinzend ergaben spitere Experimente mittels Immunhistochemie an Bipolarzellen nur
eine leichte Anfarbung der Bipolarzellen fiir Dynamin im Gegensatz zu konventionellen
Synapsen (Sherry und Heidelberger 2005).

Kontridr zu den initialen Resultaten von Heidelberger et al. konnte mit vergleichbaren

Methoden eine Dynamin-Abhingigkeit der langsamen sowie der schnellen Endozytose an
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Bipolarzellen des Goldfisches demonstriert werden (Jockusch et al. 2005). Weiterfiihrend
ergab die Inhibition von Interaktionen zwischen Clathrin und akzessorischen Proteinen eine
selektive Unterbindung der langsamen Komponente. Durch diesen Nachweis ist das
Bestehen eines Clathrin-basierten Mechanismus in IHZ wahrscheinlich, wobei zu
beriicksichtigen ist, dass die Persistenz der schnellen Komponente als Anhalt auf die
Existenz Clathrin-unabhéngiger Wege gesehen werden muss.

In einer kiirzlich veroffentlichten Arbeit konnten an Bipolarzellen der Maus im Gegensatz
zu denen des Goldfisches ausschlieBlich Clathrin-abhéngige Reinternalisierungen beob-
achtet werden (LoGiudice et al. 2009).

Die zundchst widerspriichlich erscheinenden Ergebnisse wurden im Rahmen dieser Studie
auf die unterschiedliche Grofe des synaptischen Terminals und damit gleichzeitig des
Reservepools zuriickgefiihrt. Demnach bedingte die Grofe des Terminals die Wahl des
jeweiligen Endozytoseweges — die betrdchtlich kleineren Bipolarzellen der Maus konnten
aufgrund des entsprechend kleineren Reservepools viel stirker auf einen direkten Weg des
Recyclings, das heiit ohne Umweg iiber Endosomen-gro3e Vorlauferstrukturen im Rahmen

des bulk retrievals, angewiesen sein.

Im Gegensatz zur Retina liegen beziiglich der Existenz eines Clathrin-vermittelten Weges in
IHZ bedeutend weniger Studien dieser Differenziertheit vor.

Fiir ein Uberwiegen der langsamen Clathrin-vermittelten Endozytose in IHZ sprechen im
Besonderen Kapazititsmessungen (Moser und Beutner 2000; Beutner et al. 2001; Khimich
et al. 2005). Nach Stimulation durch Kalzium-Einstrom werden dabei fiir die Membran-
wiedergewinnung Zeitkonstanten im Clathrin-charakteristischen Bereich gemessen. Anhalt
fiir die Anwesenheit dieser Endozytose-Form gibt auBerdem die Beobachtung Clathrin-
ummantelter Vesikel (ungezeigte elektronenmikroskopische Beobachtungen im Rahmen
dieser Arbeit sowie Siegel und Brownell (1986), Leake und Snyder (1987), Nadol (1990),
Sendin et al. (2007), Meyer AC et al. (2009), Neef et al. (2009)). Experimente unter
Durchfithrung von FM1-43 imaging an IHZ dagegen konnten keinen Hinweis einer
Clathrin-abhéngigen Form der Endozytose erbringen, sondern lediglich einen schnellen,
aufgrund der Zeitkonstante vermutlich davon unabhidngigen Weg darstellen (Seiler und
Nicolson 1999; Griesinger et al. 2002; 2005). Es ist jedoch fraglich, ob es sich dabei

tatsdchlich um einen alternativen Endozytose-Mechanismus handelt oder vielmehr eine
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unspezifische Aufnahme des Farbstoffes iiber Ionenkanile erfolgt. Meyers et al. (2003)
sowie Gale et al. (2001) konnten zeigen, dass die Blockade von Mechanotransduktions-
kanédlen zu einer Inhibition der Farbstoffaufnahme fiihrt, so dass diese Methode zur Darstel-

lung von Endozytose entsprechend kritisch zu sehen ist.

Die Tatsache, dass es in dieser Arbeit gelungen ist, die IHZ der Maus spezifisch fiir Clathrin
anzufdrben, unterstiitzt die Hypothese, dass Clathrin-vermittelte Endozytose in IHZ
stattfindet. In diesem Zusammenhang ist auf das bereits erwihnte Charakteristikum
zuriickzukommen, das die Arbeitsgruppe Logiudice et al. (2009) fiir Zellen entwirft, die
elementar einer Clathrin-vermittelten Endozytoseform unterliegen. Es handelt sich dabei um
Zellen mit einem aufgrund ihrer Grof3e geringeren Reservepool und einem besonders hohen
Umsatz an Vesikeln, so dass ein direkter Nachschub dieser essentiell ist. Dies trifft auch auf
die hier untersuchte IHZ der Maus zu. Ihre Grof3e entspricht mit 5-7 pum im Durchmesser der
der Bipolarzelle der Maus und auch der Umsatz der Zelle mit 40.000 Vesikeln auf einen
Stimulus hin ist immens (Beutner et al. 2001). Unterstiitzend konnten Cheung et al. (2010)
zeigen, dass im Besonderen die Clathrin-vermittelte Endozytose fiir die Wiederherstellung
des ready releasable pools (RRP), der in IHZ eine zentrale Rolle einnimmt, stattfindet.

Die Kombination aus dieser Theorie, bisherigen Kapazititsmessungen und der hier
gezeigten spezifischen Clathrinfirbung macht das Vorliegen der Clathrin-vermittelten

Endozytose in der IHZ sehr wahrscheinlich.

Die in dieser Arbeit ebenfalls nachgewiesene Existenz von Dynamin in IHZ ist
Voraussetzung fiir den Ablauf des Clathrin-vermittelten Weges. Umgekehrt sind bei
Vorliegen von Dynamin jedoch auch alternative — Clathrin-unabhidngige — Wege der
Endozytose in IHZ in Betracht zu ziehen. Diese sollen im Folgenden diskutiert werden.

Dynamin ist im Gegensatz zu Clathrin nicht nur fiir die langsame, sondern auch fiir eine
schnelle Form der Endozytose zustdndig (Artalejo et al. 1995; Jockusch et al. 2005). Deren
Existenz an Haarzellen ist nicht nur anhand von FM1-43 imaging detektiert (Griesinger et
al. 2002; Griesinger et al. 2005), sondern ebenfalls bei Kapazititsmessungen beobachtet
worden (Beutner et al. 2001). Im Unterschied zur langsamen Endozytose wird diese
allerdings durch Stimulation in Form von Kalzium-Photolyse hervorgerufen, so dass ihre

Existenz unter physiologischen Bedingungen noch nachzuweisen ist.
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Grundsitzlich ermdoglicht die Anwesenheit von Dynamin neben dem in Kapitel 5.2.2
besprochenen bulk retrieval auerdem den Caveolin-abhidngigen Weg (Oh et al. 1998), siche
auch Kapitel 2.2.1. Aufgrund dessen wurde der Frage nachgegangen, ob die IHZ eine
Caveolin-Expression aufweist. Das Fehlen einer Anfirbung spricht jedoch gegen eine
relevante Rolle dieses Weges, siche Abb. 4.1 (j). Einerseits scheint dieses Ergebnis {iber-
raschend, da THZ entwicklungstechnisch dem Ektoderm entstammen (Streit 2001) und fiir
Zellen epithelialen Ursprungs eine Caveolin-Expression nachgewiesen werden konnte
(Scheiffele et al. 1998; Verkade et al. 2000). Andererseits steht dieses Resultat im Einklang
mit der Neuronen-dhnlichen Funktion der IHZ. Trotz neuerer Ergebnisse, die belegen, dass
Caveolin beispielsweise in die Internalisierung postsynaptischer Rezeptoren involviert ist
(Francesconi et al. 2009), besteht nach wie vor die giangige Auffassung, dass Neuronen nicht
grundsitzlich Caveolin exprimieren (Shogomori und Futerman 2001; Doherty und
McMahon 2009). Der Caveolin-abhingige Weg scheint die Aufgabe der an die Exozytose
gekoppelten und damit kompensatorischen Endozytose nicht zu erfiillen. Dies wird
verstdndlich, wenn man bedenkt, dass es sich um einen sehr langsamen Prozess handelt —
sogar nach Aktivierung des Weges betrigt die Halbwertszeit mehr als 20 min (Conner und
Schmid 2003). Vor diesem Hintergrund wird das Fehlen Caveolins in der IHZ

nachvollziehbar.

5.1.2  Isoformen endozytotischer Proteine der IHZ

Der zuletzt angefiihrte Punkt sowie die Zusammenschau der weiteren Ergebnisse im Bereich
der immunhistochemischen Farbungen machen eine Diskrepanz zwischen Ursprung und
Funktion der IHZ deutlich.

Interessanterweise ldsst sich die Haarzelle fiir die neuronenspezifische Isoform von
Dynamin — Dynamin 1 — anfarben. Dadurch wird die Vorstellung gestiitzt, dass die Funktion
fiir die molekulare Ausstattung der Zelle entscheidend ist. Dieses Ergebnis ist kompatibel
mit der fehlenden Epithel-typischen Caveolin-Expression, da Dynamin 1 im Gegensatz zu
Dynamin 2 nicht an der Caveolin-abhiangigen Endozytose beteiligt ist (Yao et al. 2005).

Der Nachweis jedoch, dass die IHZ ausschlieBlich die ubiquitire Form Clathrins anstatt der
neuronenspezifischen Form exprimiert, steht dem gegeniiber. Dieser Aspekt verdeutlicht,
dass durchaus Unterschiede zu Neuronen existieren und die IHZ als sekunddre Sinneszelle
eine Sonderstellung einnimmt. Die neuronenspezifische Variante der leichten Kette

Clathrins besitzt ein zusétzliches Exon (Jackson et al. 1987), das im Gegensatz zur
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ubiquitdren Form fiir eine vereinfachte Bindung des in Triskelien vorliegenden Clathrins an
Calmodulin sorgt (Pley et al. 1995). Die daraus resultierende erhohte Kalziumsensitivitat
konnte in Abhéngigkeit neuronaler Aktivitéit zur Plastizitidt des ZNS beitragen (Daoud et al.
1999). Neben den neuronalen Isoformen der leichten Kette Clathrins existieren grund-
sitzlich zwei Formen der leichten Kette — LC, und LCy. Deren Verteilung variiert
entsprechend der jeweiligen Funktion auch unter den verschiedenen nicht-neuronalen
Zellen. So ist fiir sekretorische Zellen sowie fiir das ZNS ein Uberwiegen von LCy
festgestellt worden (Acton und Brodsky 1990). In dieser Form konnte auch ohne Expression

der neuronalen Variante der Funktion der IHZ entsprochen werden.

5.1.3  Lokalisation der Endozytose

Neben den verschiedenen Endozytoseformen und der Expression bestimmter Isoformen
endozytotischer Proteine wurde ein Schwerpunkt auf die Verteilung der einzelnen Proteine
gelegt. In dem Zusammenhang besteht ein Konflikt hinsichtlich der Lokalisation der
Endozytose in IHZ, apikal versus basal, siche auch Kapitel 2.2.3. Anhand der erhobenen
Ergebnisse féllt die deutliche Akzentuierung Dynamins im basalen Kompartiment auf, siche
Abb. 4.1 (i). Die GroBe der patches von ca. 1 um tiibersteigt die einer Postsynapse, so dass
die Lokalisation am ehesten der Prasynapse zuzuordnen ist. Dieser Befund entspricht zudem
der gingigen Meinung iiber die Verteilung von Dynamin 1 (Powell und Robinson 1995;
Gray et al. 2003). Die iiberwiegend basale Prdasenz von Dynamin 1 spriche fiir das
Recycling von Membran in unmittelbarer Nihe zum synaptischen Spalt und damit dem
Fusionsort von Vesikeln, so dass eine raumlich enge Kopplung von Exo- und Endozytose
moglich wire, siehe auch LoGiudice et al. (2009). Die Anfarbung fiir Clathrin dagegen
wirkt eher homogen {iber die gesamte Zelle verteilt mit vesikuldren Strukturen im apikalen
Bereich, siche Abb. 4.1 (h). Diese konnten eventuell dem apikal gelegenen Golgi-Apparat
entsprechen und die Beteiligung Clathrins am intrazelluldren Vesikeltransport demonstrieren

(McNiven und Thompson 2006).

Zusammenfassend kann auf Grundlage der Expressionsanalyse die Anwesenheit des
Clathrin-vermittelten Endozytoseweges in der IHZ angenommen werden. Durch den Nach-
weis einer Dynamin-1-Expression sind auBlerdem das Vorliegen alternativer Endozytose-
formen wie eine schnelle Form und bulk retrieval in IHZ in Betracht zu ziehen. Eine

Caveolin-vermittelte Endozytose dagegen konnte ausgeschlossen werden. Insgesamt
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entspricht die Kombination der exprimierten endozytotischen Proteine bzw. ihrer Isoformen
weder einheitlich dem Muster einer epithelialen noch dem einer neuronalen Zelle,

demonstriert jedoch die Sonderstellung der IHZ als sekundére Sinneszelle.

5.2 Intaktes Dynamin 1A ist wesentlich flr den H6rvorgang

Durch die vorliegende spontan aufgetretene Mutation fiir die Isoform 1A des Dynamin-Gens
ist es erstmals moglich geworden, Isoform-spezifische Untersuchungen vorzunehmen. Sie
bot im Rahmen dieser Arbeit die Gelegenheit, etwaige Auswirkungen auf das auditorische

System festzustellen.

Obwohl es sich bei dem betroffenen Genprodukt nur um eine der beiden Splicing-Varianten
des Dynamin-1-Gens handelt, prédsentiert sich bereits der neurologische Phénotyp als
eindriicklich. Die homozygoten Tiere zeigen eine erhebliche Ataxie sowie epileptische
Anfille, die die Lebenserwartung auf ca. 3 Wochen reduzieren. Alleinig diese Beobachtung
verdeutlicht die gravierenden Folgen eines Ausfalls bzw. einer Dysfunktion und damit die
wichtige Rolle von Dynamin 1A.

Eine Untersuchung des Innenohres der DNM-1A MV _Mause ergab eine regelrechte
Morphologie der drei Reihen AHZ und der einzelnen Reihe IHZ, siche Abb. 4.2. Im
Gegensatz zu den Resultaten von Hayashi et al. (2008) an Dynamin-1-knock-out-Méausen
stellten sich fir DNM 1A "™ nicht nur Dynamin 1, sondern auch beide Varianten Clathrins
als unverdndert gegeniiber dem Wildtyp/Heterozygoten dar, siche Abb. 4.6. Dieses Resultat
lasst sich vermutlich auf die Tatsache zuriickfiihren, dass lediglich eine der beiden
Isoformen von Dynamin 1 in mutierter Form vorliegt und Interaktionen dadurch nicht
vollstindig unterbunden zu sein scheinen.

Dartiiber hinaus war die quantitative Auspragung der Synapsen unbeeintrachtigt, siche Abb.
4.4, Abb. 4.5, und entsprach analog der jeweiligen Lokalisation zuvor erhobener Daten
(Meyer AC et al. 2009). Vor dem Hintergrund, dass Boumil et al. (2010) zeigen konnten,
dass Dynamin 1A im Gegensatz zu Dynamin 1B insbesondere mit Einsetzen der
Synaptogenese ansteigt, wire eine Minderung der Synapsenanzahl nicht unerwartet
gewesen. Eine mogliche Erklarung fiir den dennoch reguldaren Befund konnten Ergebnisse
der selben Arbeit von Boumil et al. (2010) bieten. Sie fanden bei der DNM-1A "™ _Maus

eine erhohte mRNA Expression der intakten Isoform Dynamin 1B im Verhéltnis zu der
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mutierten Isoform Dynamin 1A. Vorstellbar wire eine partielle Kompensation durch
Dynamin 1B, die ein Sistieren der Synapsenausbildung verhinderte. Bei dieser Art von
Kompensation wiirde es sich lediglich um einen quantitativen Erhalt handeln, da bei DNM
1A MvRd qualitative Unterschiede im Rahmen der Neuritenausbildung primérer
Neuronenkulturen festgestellt werden konnten (Boumil et al. 2010). Zu beriicksichtigen ist
iiberdies, dass die durchschnittliche Lebenserwartung von 3 Wochen auch durch einen
knock-out beider Isoformen mit 2 Wochen nicht wesentlich unterschritten wird (Ferguson et
al. 2007), so dass die nachgewiesen erhohte Expression von Dynamin 1B im Falle von
DNM 1A " kein bedeutend verbessertes outcome zu bewirken scheint.

Damit stellt Dynamin 1A zwar keine Voraussetzung fiir die embryonale Entwicklung sowie
direktes perinatales Uberleben dar, das Fehlen einer Isoform jedoch bedingt bereits eine

gestorte weitere postnatale Entwicklung mit konsekutiv deutlich reduzierter Lebenser-

wartung.

Im Kontext dieser Arbeit konnte als ein wesentlicher Defekt gezeigt werden, dass das
Horvermdgen der DNM-1A "™ _Mzuse, das in der zweiten Woche postnatalen Lebens
einsetzt, signifikant beeintréchtigt ist. Im Audiogramm ist eine Anhebung der Horschwelle
um ca. 15 dB iiber den gesamten Frequenzbereich zu verzeichnen, dariiber hinaus zeigen
sich die Latenzen der FAEP verlingert sowie die Amplituden bei starker Stimulation
reduziert.

Die Kombination aus Expression von Dynamin 1 in IHZ, siehe Kapitel 5.1.1, und dem
funktionellen Phénotyp der DNM-1A MV _Mause spricht somit fiir eine wichtige Rolle von

Dynamin 1 und 1A im Hoérvorgang.

5.2.1  Lokalisation und Grundlage des Defektes

Um einen Zusammenhang zwischen der Dynamin-1-Expression in IHZ und dem audiolo-
gischen Phinotyp herstellen zu konnen, ist es entscheidend, dem Defekt ein anatomisches
Korrelat zuzuordnen.

Die FAEP mit der Zuordnung der fiinf Wellen zu anatomischen Strukturen ermdéglichen es,
Aussagen zur Lokalisation des Defektes zu treffen. Die Tatsache, dass bereits die erste
Welle mit signifikant verzogerter Latenz auftritt, siche Abb. 4.10, spricht fiir einen Defekt in
der ersten auditorischen Synapse. Dies belegt, dass Dynamin 1A nicht nur generell

wesentlich fiir den Horvorgang ist, sondern als funktionell relevant an der Bander-Synapse
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gesehen werden kann — entgegen der These von Heidelberger et al. (2002) bzw. Heidelber-
ger (2001), sieche oben.

Um nachzuweisen, dass Dynamin in Form von Endozytosebeteiligung in IHZ vorhanden
und essentiell flir deren Funktion ist, ist zeigen, dass dem verminderten Horvermdgen ein
Defekt der Endozytose zugrunde liegt. Dass eine Dysfunktion von Dynamin 1A eine
verminderte Endozytose nach sich zieht, konnte bereits an COS-7 Zellen, die DNM-1A Rl
-Form des Dynamin 1A exprimieren, sowie an neuronalen Primérzellen der Mutante gezeigt
werden (Boumil et al. 2010).

Innerhalb unserer Arbeitsgruppe ist es dariiber hinaus unter Durchfithrung von Kapazitats-
messungen mittels patchclamp-Technik gelungen, sowohl die Lokalisation des Defektes als
auch die Art der Dysfunktion nachzuweisen. Bei Stimulation der IHZ mit Depolarisations-
pulsen von 20 und 200 ms Dauer zeigte sich an denen der DNM-1A "™ _Mzuse ein gering,
jedoch signifikant verminderter Abfall der Kapazitit als Zeichen reduzierter Riickge-
winnung von Membran nach exozytotischer Aktivitdt. (Neef, Jakob, unverdffentlichte
Ergebnisse).

Somit kann die These komplettiert werden, dass Dynamin 1 in der IHZ vorhanden ist, dort

die Isoform 1A an der Endozytose mitwirkt und bei Inhibition derselben der Horvorgang

gestort wird.

Daraus ist nicht abzuleiten, dass der Defekt ausschliefSlich in der IHZ zu finden ist. Im
Folgenden soll kurz auf weitere Strukturen eingegangen werden, die betroffen sein und
dadurch die Hérminderung mit bewirken konnten.

Wie in Kapitel 4.2.3.3 dargestellt, ist eine unbeeintrichtigte Funktion der AHZ der
DNM-1A""" _Miuse festgestellt worden. Dieses Ergebnis wird durch die Aufgabe der
AHZ als verstarkendes Element nachvollziehbar, da diese mechanische Funktion nicht im
direkten Zusammenhang mit dem Prozess der Endozytose steht. Uberdies enden im
Gegensatz zu den IHZ weniger als 10% der afferenten Ganglienzellen an den AHZ. Die
daraus resultierende geringere Synapsenausbildung hat eine untergeordnetere Rolle des
Vesikelrecyclings zur Folge. In diesem Sinne konnte bereits frith nachgewiesen werden,
dass an den iiberwiegend efferent innervierten AHZ erheblich weniger Endozytose
stattfindet (Siegel und Brownell 1986; Leake und Snyder 1987), so dass ein Defekt von

Dynamin 1A hier nicht zum Tragen kommt.



5 Diskussion 60

Im Gegensatz zu den AHZ erfiillen nachgeschaltete Strukturen als fortleitende Instanzen
eine mit den IHZ vergleichbare Aufgabe. Aufgrund dessen ist die zusétzliche Ausprigung
des Defizits durch die Mutation an dieser Stelle wahrscheinlich.

Die Ergebnisse der Latenzbestimmungen bestitigen diese Annahme. Wie in Kapitel 4.2.3.2
erldutert, nehmen die Latenzunterschiede zwischen DNM 1A MM ynd DNM 1A 701/ +*
von Welle I bis Welle V kontinuierlich zu, so dass nicht nur initial einmalig eine sich
fortsetzende Verzogerung auftritt, sondern ebenfalls die Interpeaklatenz verldngert ist.
Analog der anatomischen Zuordnung weist dies auf eine Storung entlang der gesamten
auditorischen Fortleitung — wahrscheinlich im Sinne einer defekten synaptischen Trans-
mission — hin. Im Gegensatz dazu ldge bei einem isolierten Innenohrschaden eine norm-
wertige Interpeaklatenz und aufgrund des Lautheitsausgleiches tendenziell eine Normali-
sierung der Latenzen bei hohen Pegeln vor. Das Ergebnis geht mit den zuvor beschriebenen
Resultaten einer verminderten Endozytose auch in neuronalen Primirkulturen einher

(Boumil et al. 2010).

Auf Grundlage der elektrophysiologischen Ergebnisse mit Untersuchung der Priasynapse ist
hinsichtlich des Defektes von einer Minderung des Membran — und damit des Vesikel-
recyclings auszugehen.

Eine kiirzlich veroffentliche Arbeit stellt die Rolle der Endozytose an der Postsynapse in den
Mittelpunkt der Untersuchungen (Chen Z et al. 2009). Dabei kam ein inhibitorisches Peptid,
dyn-myr (myristoylated peptide), zum Einsatz, um die Rekrutierung Dynamins zur Membran
und damit endozytotische Vorgidnge zu blockieren (Marks und McMahon 1998). Die damit
behandelten Méuse prisentierten nach Lirmexposition dauerhaft erhohte Hoérschwellen, die
auf eine defiziente Endozytose an der Postsynapse zuriickgefiihrt wurde. Aufgrund einer
gestorten Inkorporation postsynaptischer AMPA-Rezeptoren sind diese dem Stimulus
ungeschiitzt ausgesetzt, so dass es zu exitotoxischen Folgen kommt, die auf Grundlage einer
Denervation (Kujawa und Liberman 2006) eine irreversible Erhéhung der Schwellen nach
sich ziehen (Chen Z et al. 2009).

Fiir diese Arbeit ist entscheidend, dass sich der von Chen Z et al. verwendete Stimulus
unterhalb der exitotoxischen Grenze befindet. So ist es denkbar, dass auch geringere Pegel

in entsprechend reduziertem Mafle einen Effekt mit sich bringen. Konsistent damit zeigte die
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Arbeitsgruppe, dass sich die Horschwellen der mit dyn-myr behandelten Tiere auch ohne
Larmapplikation bereits um ca. 5 dB nach oben verschieben.

Aufgrund der Tatsache, dass sich ein Defekt der Endozytose nicht nur an der Prd- sondern
auch an der Postsynapse niederzuschlagen scheint, konnten die audiologischen Befunde der
DNM-1A ™™ _Mzuse auf diese Kombination aus defizitirem Membranrecycling an der

Prasynapse und der beschriebenen Storung an der Postsynapse zuriick zu flihren sein.

Die bisher diskutierten Aspekte betreffen die Lokalisation des Defektes — eine Zuordnung zu
den THZ und den fortleitenden Strukturen konnte gezeigt werden, eine Beteiligung der
Postsynapse ist wahrscheinlich. Zudem haben sie gezeigt, dass dem Defekt eine verringerte
Endozytose zugrunde liegt. Weiterfiihrend ist zu kldren, in welcher Form die Mutation zu
einer Dysfunktion von Dynamin 1A innerhalb der Endozytose fiihrt. Riickschliisse auf den
entsprechenden Mechanismus bietet der Ort der Mutation.

Die Mitteldoméne, in der die Mutation fitful lokalisiert ist, spielt eine wichtige Rolle in der
Oligomerisation Dynamins (Okamoto et al. 1999; Smirnova et al. 1999). Es wurde nachge-
wiesen, dass bei Vorliegen von Mutationen in der Mitteldoméne die Ausbildung tetrame-
rischer Strukturen gestort ist (Ramachandran et al. 2007), wodurch wiederum die Fahigkeit,
an die Membran zu binden sowie hohergradige Strukturen wie Ringe oder Spiralen zu
formieren, unterbunden wird. Fiir die hier behandelte Mutation konnte Entsprechendes
gezeigt werden — die mutierte Isoform Dynamin 1A war zwar in der Lage, Dimere, nicht
jedoch hohergradige Strukturen zu bilden (Boumil et al. 2010). Das bedeutet, dass es sich,
wie erwartet, nicht um einen Totalausfall des Proteins handelt, es sich allerdings in seiner
Konformation beeintrachtigt zeigt.

In diesem Kontext ist die Hypothese von Bedeutung, nach der Dynamin sowohl im
polymeren und gebundenen Zustand, aber auch im ungebundenen Zustand Funktionen
erfiillt (Narayanan et al. 2005; Loerke et al. 2009; Mettlen et al. 2009):

Das ungebundene Dynamin soll in einer frithen Phase der Endozytose eine Art molekularen
Kontrollpunkt darstellen, in dessen Abhéngigkeit es zu einer Reifung oder zu einem
Abbruch der bestehenden Clathrin-beschichteten Invaginate kommt.

Die Oligomerisation Dynamins fiihrt dagegen zu einer >50fachen Stimulation der GTPase-
Aktivitdit (Warnock et al. 1996; Stowell et al. 1999), so dass der Hypothese nach dem
polymeren Zustand die Aufgabe der letztendlichen Abschniirung der Vesikel zufillt.
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Analog konnte gezeigt werden, dass Zellen, die die mutierte Form des Dynamin 1A
exprimieren, lediglich membranverbundene tubuldre Strukturen ohne eine vollstindige
Abschniirung aufweisen (Boumil et al. 2010).

So konnte die gestdrte Polymerisierung und damit fehlende Stimulation der GTPase-
Aktivitdt zur Vesikelabspaltung eine direkte Erkldrung fiir die vorliegende Dysfunktion

bieten.

5.2.2  Aktivitats-abhangig erhéhter Bedarf an Dynamin 1 bzw. 1A?
Um einen Hinweis darauf zu gewinnen, an welchen Wegen der Endozytose Dynamin 1 bzw.
1A mitwirkt, ist in einem abschlieBenden Punkt ist zu kldren, unter welchen Bedingungen

der Bedarf an Dynamin 1A besonders entscheidend ist.

Aus den audiologischen Resultaten lassen sich hinsichtlich dessen zwei Aussagen hervor-
heben.

() Einerseits demonstriert die Erhohung der Horschwellen, dass die Dysfunktion bereits bei
einer Stimulation mit der Standardfrequenz von 20 Hz zum Tragen kommt. Entsprechend
verhélt es sich mit den Latenzen, die bei 20 Hz durchgehend verldngert sind. Bei physio-
logischer und milder Stimulation ist vor allem von dem Vorherrschen einer Clathrin-
vermittelten Endozytose auszugehen (Granseth et al. 2006). Insbesondere dieser Weg wurde
durch Inhibition der GTPase-Aktivitdt mittels dynasore blockiert (Macia et al. 2006).
Aufgrund der dargestellten Beeintrachtigung der Konformation Dynamins ist im Fall der
DNM-1A "™™_Mziuse von einer betrichtlich eingeschrinkten GTPase-Aktivitit auszugehen.
Aus dieser Konstellation heraus erklart sich, warum bereits bei milder Stimulation ein
Defizit vorliegt und stiitzt die These, dass der Clathrin-vermittelte Weg in IHZ entscheidend

ist.

(IT) Andererseits ist beziiglich der Amplituden der FAEP festzustellen, dass es bei einer
hoheren Stimulationsfrequenz sowie zusitzlich bei ldngerer Stimulation zu einer Aggra-
vation des Defektes kommt. Die bei 20 Hz nur vereinzelt reduzierten Amplituden der DNM-
1A "™ Mzuse zeigen sich bei 90 Hz in der Summe durchgehend als hochsignifikant
vermindert und nehmen bei dieser Frequenz zusétzlich noch iiber die Dauer der Stimulation

ab.
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Ahnliche Daten konnten an neuronalen Primirkulturen von Dynamin-1-knock-out-Miusen
erhoben werden (Ferguson et al. 2007). Bei Stimulation mit steigender Frequenz kam es im
Vergleich zum Wildtypen zu signifikant reduzierten endozytotischen Ereignissen. Auch der
endozytotische Defekt der DNM-1A VAT Mzuse konnte erst nach zweifacher Stimulation
dargestellt werden (Boumil et al. 2010). Unstimulierte sowie einmalig stimulierte kortikale
Primérzellkulturen der DNM-1A "™ _Mzuse dagegen wiesen das gleiche Mal} endozyto-
tischer Aktivitdt auf wie die des Wildtypen.

Als Erklirungsansatz fiir diese Ergebnisse kommen folgende Uberlegungen in Betracht.
Ferguson et al. (2007) wiesen an DNM-1-knock-out-Mausen fiir die Stimulation mit nie-
drigeren Frequenzen eine unvollstindige Kompensation des Defekts durch iiberexprimiertes
Dynamin 2 und eine vollstindige Kompensation durch iiberexprimiertes Dynamin 3 nach.
Es ist vorstellbar, dass bei geringeren Anforderungen das Defizit der knock-out- und DNM-
1A "M _Miuse durch die physiologisch exprimierten Isoformen (DNM 2, 3, 1B) zumindest
anteilig ausgeglichen werden kann. Im Fall der DNM-1A MV _Mzuse ist in diesem
Zusammenhang erneut an das hochregulierte Dynamin 1B als kompensierendes Element zu
denken. Bei hoher und anhaltender Stimulation dagegen wire dieser Ausgleich in einem
héheren Mafle unzureichend und fiihrte so zu stirkeren Defiziten. Dieser ungeniigende
Ausgleich konnte einerseits quantitativ bedingt sein, insofern als bei stirkerer Stimulation
ein hoherer Gehalt an Dynamin 1A bendtigt wiirde und so die Kompensation nicht mehr
greift.

Denkbar ist andererseits — oder zusitzlich — aber auch ein qualitativer Unterschied, nach
dem Dynamin 1 bzw. 1A aufgrund einer spezifischen Beschaffenheit im Gegensatz zu den

anderen Formen eher bei stirkerer Stimulation rekrutiert wird.

Diesbeziiglich konnte eine einzelne Endozytoseform bei starker Stimulation im Besonderen
auf Dynamin 1A angewiesen sein. Dabei ist zu diskutieren, ob einer der drei Hauptvertreter
der synaptischen Endozytosewege — Clathrin-vermittelt, ,,kiss-and-run“ oder bulk retrieval —
dafiir in Frage kommt.

Die Arbeit von Lou et al. (2008) zeigt, dass unter starker Stimulation die langsame
Komponente der Endozytose an der Held schen Calyx von Dynamin-1-knock-out-Mausen
beeintrichtigt ist, wodurch der Clathrin-vermittelte Weg in Betracht zu ziehen wére. Gerade

die Eigenschaft einer relativ langsamen Form, fiir die kontinuierlich Zeitkonstanten von 10-
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15 sec gemessen werden (Granseth et al. 2006; Balaji und Ryan 2007), spricht jedoch eher
gegen diesen Weg. Es ist schwer vorstellbar, dass {iber den langsamen Clathrin-abhéngigen
Weg eine ausreichende Reaktion auf gesteigerten Bedarf einsetzt (Cheung et al. 2010).

Da die Form ,kiss-and-run* auf einen starken Reiz hin beobachtet werden konnte (Zhang et
al. 2009), wire es mdglich, dass sie bei hoher Stimulation Dynamin-1-abhédngig mit einer
gesteigerten Rate ablduft und so immerhin iiber eine kurze Dauer dem Bedarf gerecht wird.
Bei der Interpretation der vorliegenden Daten ist allerdings zu bedenken, dass bisher kein
Nachweis fiir ,,kiss-and-run“ an Binder-Synapsen erbracht werden konnte, siche Kapitel
2.2.3, und dieser Weg nur in wenigen Arbeiten mit Dynamin in Zusammenhang gebracht

wurde (Newton et al. 2006), so dass er ebenfalls wenig wahrscheinlich erscheint.

Grundsitzlich bieten die beiden genannten Formen lediglich die Moglichkeit der Interna-
lisierung einzelner Vesikel. Mit Endozytose als Antwort auf eine starke Stimulation wird
dagegen mittlerweile gemeinhin die kompensatorische Form des bulk retrievals verbunden
(Lenzi et al. 2002; Wu LG et al. 2007; Clayton et al. 2008; Clayton und Cousin 2009;
Cheung et al. 2010). Dieser Weg kann aufgrund des enormen Umfangs an endozytierter
Oberfliche prompt auf einen gesteigerten Bedarf an Vesikelnachschub reagieren.
Dementsprechend konnte analog der Stimulationsstirke ein Wechsel des Endozytoseweges
unter Einbeziehung von Dynamin 1 bzw. 1A zu bulk retrieval stattfinden.

Hinsichtlich dessen existieren zwar durchaus divergente Ansichten — neben einer Studie, die
eine Dynamin-1-Abhédngigkeit der bulk-Endozytose negiert (Hayashi et al. 2008), spricht die
Zusammenschau der bisherigen Erkenntnisse aber fiir eine Involvierung von Dynamin 1 in
diesen endozytotischen Mechanismus.

Bereits die zuvor geschilderten Arbeiten, innerhalb derer der endozytotische Defekt der
Dynamin-1-knock-out bzw. Mutante besonders bei hoher Stimulation detektiert werden
konnte, deuteten auf diese Abhédngigkeit hin (Ferguson et al. 2007; Boumil et al. 2010).
Besonders jedoch eine kiirzlich erschienene Arbeit von Clayton et al. (2009) konnte zeigen,
dass die aktivititsabhdngige bulk-Endozytose in Abhingigkeit von der Dephosphorylierung
von Dynamin 1 stattfindet. In dem Zusammenhang ist es evident, dass die Phosphatase
Calcineurin als Kalziumsensor aktivitdtsabhidngig die bulk-Endozytose triggert (Evans und
Cousin 2007; Clayton und Cousin 2008). Dynamin 1 als eines der Schliisselsubstrate dieser

Phosphatase wird dabei oberhalb derselben Aktivitatsschwelle, die bulk retrieval auslost,
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dephosphoryliert (Clayton et al. 2009), um anschlieend eine Phosphorylierung durch GSK3
(Glycogen Synthase Kinase 3) zu erfahren (Clayton et al. 2010). Dariiber hinaus konnte die
Arbeitsgruppe unter Einsatz von dynasore zur Inhibition der GTPase-Aktivitét nicht nur eine
Blockade der Clathrin-vermittelten Endozytose, sondern auch des bulk retrieval nachweisen
(Clayton et al. 2009).

Aus den prisentierten Ergebnissen wird ersichtlich, dass fiir den Prozess des bulk retrievals
sowohl spezifisch die Dephosphorylierung Dynamin 1 als auch generell dessen GTPase

Aktivitdt Voraussetzung zu sein scheint.

Angewandt auf die audiologischen Ergebnisse der DNM-1A MV _Mause erscheint es
plausibel, dass die Mutation zwei voneinander unabhéngige Defizite mit folgenden Auswir-
kungen bedingen kann:

(I) Einerseits ist aufgrund der gestorten Konformation Dynamins von einer eingeschrénkten
Stimulation der GTPase-Aktivitit auszugehen. Dies erkldrte nicht nur die Inhibition des
Clathrin-vermittelten Weges bei milderer Stimulation, sondern ebenfalls des bulk retrievals
bei stirkerer Stimulation, da beide Wege auf die GTPase-Aktivitit angewiesen sind.

(II) Zusitzlich ist eine Storung der spezifischen Dephosphorylierung Dynamins wahr-
scheinlich, da die Mitteldomine interessanterweise mehrere Phosphorylierungsstellen
enthdlt (Graham et al. 2007). Eine Mutation in diesem Bereich kdnnte demnach spezifisch
fiir eine Dysfunktion der bulk-Endozytose bei starkerer Stimulation verantwortlich sein.

Ein entscheidender Unterschied im Gegensatz zu bisherigen Arbeiten, die eine Beteiligung
von Dynamin 1 in bulk retrieval nachweisen, besteht in der Tatsache, dass keine Unterschei-
dung der Isoformen von Dynamin 1 vorgenommen wurde. Unter Einsatz der DNM-1A "/

-Maéuse jedoch kann erstmalig angenommen werden, dass die spezifische Isoform Dynamin

1A in diese Form der Endozytose involviert ist.

Insgesamt deuten die Ergebnisse darauf hin, dass die fitful Mutation sowohl den Clathrin-
vermittelten Weg besonders bei milder als auch eine Form des bulk retrievals bei stirkerer
Stimulation zu stéren scheint, so dass beide Wege im Zusammenhang mit Dynamin 1A

sowie als wesentlich fiir die Fortleitung akustischer Stimuli zu sehen sind.
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6 Zusammenfassung

Endozytose stellt einen elementaren Prozess einer jeden funktionierenden Zelle dar. Jedoch
ergeben sich in Abhingigkeit vom jeweiligen Zelltyp — neuronal versus nicht-neuronal —
sowie der verschiedenen Synapsenformen Unterschiede beziiglich der heterogenen
Internalisierungswege. Innerhalb dieser sind zudem unterschiedliche Proteine beteiligt,
deren exakte Funktionen und Zusammenspiel nicht vollstindig geklért sind.

Die innere Haarzelle (IHZ) des Innenohres bildet als sekundire Sinneszelle so genannte
Bénder-Synapsen aus. Neben der Exozytose ist hier zur Aufrechterhaltung der Stimulus-
fortleitung die Endozytose essentiell. Bisher jedoch existieren wenige Arbeiten, die den
Fokus auf diesen Vorgang legen. Ziel dieser Arbeit war es daher, in Form einer Expressions-
analyse (Immunhistochemie) bestimmte Proteine als Vertreter der potentiellen Wege in der
IHZ der Maus darzustellen. Des Weiteren wurde das Augenmerk auf ein bestimmtes
endozytotisches Protein — Dynamin 1A (DNM 1A) — gelegt und sowohl morphologische als
auch funktionelle Analysen an einer Mausmutante fiir DNM 1A (fitful) vorgenommen.
Immunhistochemisch gelang die Darstellung von Clathrin und Dynamin 1, Caveolin
dagegen konnte nicht nachgewiesen werden. Auf dieser Grundlage kann sowohl der
klassische Clathrin-vermittelte Weg als auch das Vorliegen alternativer Dynamin-
abhingiger Endozytoseformen wie eine schnelle Endozytose und bulk retrieval in THZ
vermutet werden. Der Caveolin-vermittelte Weg jedoch scheint der Funktion der IHZ nicht
gerecht zu werden. Insgesamt zeigte sich dariiber hinaus eine uneinheitliche Expression
neuronaler und nicht-neuronaler Proteine, welche die Sonderstellung der IHZ als sekundire
Sinneszelle demonstriert.

Die DNM-1A-Mausmutante fitful présentierte neben einem eindriicklichen neurologischen
Phénotyp mit epileptischen Anféllen ein signifikant gemindertes Horvermdgen in der BERA
(brainstem electric response audiometry). Es zeigte sich nicht nur eine herabgesetzte Hor-
schwelle, sondern ebenfalls eine Verlingerung der Latenzen und bei hoher Reizrate eine
Reduktion der Amplituden der FAEP (frithe auditorisch evozierte Potentiale). Dabei scheint
sich der Defekt nicht auf die erste auditorische Synapse zu beschrinken, sondern sich
entlang der weiteren Verschaltung fortzusetzen. Die Aggravation des Defizits bei starkerer
und anhaltender Stimulation im Bereich der Amplituden weist auf eine Beteiligung von

Dynamin 1A nicht nur an dem klassischen Clathrin-vermittelten Weg, sondern auch an dem
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endozytotischen Weg bulk retrieval hin, der charakteristischerweise bei starken Stimuli

beobachtet wird.

Zusammenfassend wurde erstmals die molekulare Ausstattung endozytotischer Proteine der
IHZ untersucht. AuBerdem bot die fitful-Mutation die bisher einmalige Gelegenheit,
Funktionen der Isoform Dynamin 1A zu analysieren. Sie iibernimmt entscheidende
Aufgaben im Horvorgang und scheint im Speziellen nicht nur an der klassischen Clathrin-
vermittelten Endozytose, sondern auch am bulk retrieval mitzuwirken.

Weitere Studien sind in Zukunft notwendig, um genauere Einsicht in endozytotische Wege
der IHZ zu gewinnen sowie differenzierte Aussagen beziiglich Isoform-spezifischer

Funktionen von Dynamin 1 treffen zu kdnnen.
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