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1 Einleitung 

1.1 Das periphere auditorische System: Außen-, Mittel- und 
Innenohr 

Hören basiert auf der Fähigkeit zur Umwandlung physikalischer Druckwellen in elektrische 
Signale, die anschließend über sensorische Bahnen an das zentrale Nervensystem 
weitergeleitet werden. Die Wahrnehmung akustische Signale ermöglicht uns die Orientierung 
in der Umwelt, die Erkennung von Gefahrenquellen und ist ein zentraler Bestandteil der 
verbalen Kommunikation. Das Ohr ist das periphere Hörorgan der Säugetiere und daher 
eines der wichtigsten Sinnesorgane für die Perzeption äußerer Umweltreize. 

Das Ohr der Säugetiere wird anatomisch und funktionell in drei Bereiche untergliedert 
(Abbildung 1A). Das Außenohr (auris externa) – der „Schalltrichter“, das Mittelohr (auris 
media) – der „Schallverstärker“ und das Innenohr (auris interna) – der „Schallsensor“. Über 
die Ohrmuschel (auricula auris) werden die Schallwellen aus der Umgebung gesammelt und 
über den äußeren Gehörgang (meatus acusticus externus) auf das Trommelfell (membrana tympani) 
geleitet, welches das Außenohr vom Mittelohr trennt. Das Trommelfell wird durch die 
Schallwellen aus dem äußeren Gehörgang in Schwingung versetzt und überträgt diese auf die 
Gehörknöchelchen – Hammer (malleus), Amboss (incus) und Steigbügel (stapes) – des 
Mittelohrs. Diese wirken als „Schallverstärker“ und ermöglichen die Impedanz-Anpassung 
beim Übergang der Schwallwelle aus der Luft in das flüssigkeitsgefüllte Innenohr. Das 
Innenohr beherbergt im cochleären Teil des Labyrinths das eigentliche sensorische 
Hörorgan, denn erst hier erfolgt die Umwandlung der physikalischen Druckwelle in ein 
elektrisches Signal, welches über die Hörbahn zur primären Hörrinde im Cortex geleitet wird.  

Das cochleären Labyrinth enthält die spiralig gewundene Cochlea („Hörschnecke“). Die 
Cochlea wird durch die Reissnersche Membran und die Basilarmembran in drei 
flüssigkeitsgefüllte Kompartimente unterteilt (Abbildung 1B): Die scala media liegt in der 
Mitte. Sie ist mit kaliumreicher Endolymph-Flüssigkeit gefüllt und enthält das Corti-Organ. 
Oberhalb der scala media befindet sich – durch die Reissnersche Membran getrennt – die scala 
vestibuli und darunter befindet sich – durch die Basilarmembran getrennt – die scala tympani. 
Die mechanische Kopplung von Mittelohr und Innenohr erfolgt an der Basis der Cochlea 
über das ovale Fenster, an welches die scala vestibuli grenzt. Die scala vesitibuli und scala tympani 
sind beide mit Perilymph-Flüssigkeit gefüllt und am Apex der Cochlea über das Helicotrema 
miteinander verbunden. Wenn Schallwellen zur Vibration des ovalen Fensters führen, 
kommt es zu einer periodischen Verschiebung der nicht-komprimierbaren Flüssigkeit in der 
Cochlea und es entsteht eine Wanderwelle. Diese bewegt sich von basal nach apikal in der 
Cochlea fort und induziert Schwingungen der flexiblen Basilarmembran.  
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Die Beschaffenheit der Basilarmembran ändert sich kontinuierlich zwischen der Cochlea 
Basis und dem Apex, sodass durch die unterschiedlichen Resonanz-Eigenschaften eine 
Frequenz-Tonotopie entsteht. Somit erzeugen hohe Frequenzen an der Basis und niedrige 
Frequenzen am Apex der Cochlea ihre maximale Schwingungs-Amplitude.  

 

 
Abbildung 1: Das periphere auditorische System 

[A] Das periphere auditorische System besteht aus dem Außenohr („Schalltrichter“), dem Mittelohr 
(„Schallverstärker“) und dem Innenohr („Schallsensor“). Schallwellen aus der Luft werden in das 
flüssigkeitsgefüllte Innenohr geleitet, wo die Umwandlung der physikalischen Druckwellen in elektrische 
Signale stattfindet, die anschließend über sensorische Bahnen an das zentrale Nervensystem (ZNS) 
weitergeleitet werden. [B] Die Cochlea wird durch die Reissnersche Membran und die Basilarmembran in drei 
flüssigkeitsgefüllte Kompartimente unterteilen: Die scala vestibuli, scala media und scala tympani. Innerhalb der scala 
media, der Basilarmembran aufliegend, befindet sich das Corti-Organ mit den inneren und äußeren Haarzellen. 
[A – B] Die Abbildung wurde nach Moser und Zenner 2019 modifiziert.  

 

1.2 Das Corti-Organ und Physiologie der innere Haarzellen 

Das Corti-Organ (Abbildung 1B und Abbildung 2A) ist das Sinnesepithel des Innenohrs und 
liegt der gesamten Basilarmembran auf. Im Corti-Organ befinden sich neben verschiedenen 
Stützzellen, wie den Pfeilerzellen und Phalangenzellen, die unter anderem der zellulären 
Integrität und Homöostase dienen, die äußeren Haarzellen und die inneren Haarzellen 
(IHZ). Die äußeren Haarzellen sind in drei Reihen angeordnet und erfüllen die Funktion 
eines cochleären „Schallverstärkers“. Die IHZ sind in einer Reihe angeordnet und erfüllen 
als sekundären Sinneszellen die Funktion eines „Schallsensors“, denn sie sind in der Lage, 
das akustische Signal in den neuronalen Code zu transformieren. Für die Namensgebung der 
Haarzellen sind die apikal verankerten Stereozilien (Abbildung 2B) verantwortlich, die wie 
„Haare“ in die scala media ragen. Die Stereozilien sind symmetrisch in hexagonalen Reihen 
angeordnet und miteinander über Tip-links verbunden. Sie werden durch die 
schallinduzierte, mechanische Schwingung der Basilarmembran über die Tectorialmembran 
ausgelenkt.  
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Dabei öffnen sich mechano-sensitive MET-Kanäle, welche eine hohe Leitfähigkeit für 
Kalium besitzen (Howard und Hudspeth 1988; Assad et al. 1991). Die 
Ionenzusammensetzung der scala media entspricht dem kaliumreichen intrazellulären Milieu 
der sensorischen Haarzellen, was bezüglich der Kalium Ionen zu einer chemischen 
Potenzialdifferenz von 0 mV (Nernst Potenzial) führt. Jedoch herrscht durch das positive 
endocochleäre Potenzial (ca. +80 mV), das durch die unterschiedliche Ionenkomposition der 
Endolymphe und der Perilymphe entsteht und dem negativ geladenen Lumen der IHZ 
(Ruhemembranpotenzial von ca. -45 mV) ein starker elektrischer Gradient (ca. 125 mV), der 
als Antriebskraft für den Kaliumeinstrom in die IHZ wirkt. Durch den Kaliumeinstrom 
entsteht in der IHZ ein positives Rezeptorpotenzial, welches sich vom apikalen Pol entlang 
der Plasmamembran nach basal ausbreitet, wo sich die afferenten Bändersynapsen (ribbon 
Synapsen) befinden (Abbildung 2B).  

 
Abbildung 2: Das Corti-Organ und die innere Haarzelle 

[A] Das Corti-Organ ist das Sinnesepithel des Innenohrs, liegt der Basilarmembran auf, ist von der 
Tektorialmembran bedeckt und beinhaltet neben Stützzellen die äußeren und inneren Haarzellen (Box). Die 
Abbildung wurde nach Moser und Zenner 2019 modifiziert. [B] Die Stereozilien am Apex der inneren 
Haarzellen werden durch mechanische Schwingungen ausgelenkt. Der dadurch induzierte Einstrom von 
Kalium (K+) induziert ein positives Rezeptormembranpotenzial (+). Dieses breitet sich zur Basis aus und 
induziert dort die Öffnung spanungsabhängiger Ca2+-Kanäle an den Bändersynapsen. Diese bilden afferente 
Synapsen zu den Spiralganglion Neuronen (gelb). Die Synapsenköpfchen der Spiralganglion Neurone 
wiederum werden von efferenten Neuronen der lateralen Olive (blau) innerviert und moduliert (efferente 
Synapse).  

 

Ein wichtiger Bestandteil der Bändersynapsen sind spannungsabhängige Ca2+-Kanäle (CaV), 
die sich bei akustischer Stimulation durch das positive Rezeptorpotenzial in der IHZ öffnen. 
Das in die IHZ einströmende Ca2+ löst die Exozytose, also die Fusion der synaptischen 
Vesikel (SV) mit der präsynaptischen Plasmamembran aus, wodurch Glutamat aus den SV 
in den synaptischen Spalt gelangt. Dieses diffundiert durch den synaptischen Spalt und löst 
in den postsynaptischen Endigungen der Spiralganglion-Neurone (SGN) exzitatorische 
postsynaptische Potentiale (EPSP) und schließlich Aktionspotenziale (AP) aus.  
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Die Synapse zwischen IHZ und SGN wird als afferente Synapse (Abbildung 2B) bezeichnet. 
Die SGN bilden den Nervus (N.) cochlearis (N. vestibulocochlearis, VIII Hirnnerv), von dem aus 
die auditorischen Information schließlich über verschiedene Kerngebiete und Fasertrakte im 
Rahmen der Hörbahn zur primären Hörrinde im zentralen Nervensystem (ZNS) geleitet 
wird. Zusätzlich projizieren efferente auditorische Fasern aus dem oberen, lateralen 
Olivenkern zum einen auf die äußeren Haarzellen, wo sie die Verstärkeraktivität regulieren, 
und zum anderen auf die Synapsenköpfchen der SGN an der IHZ, wo sie eine efferente 
Synapse bilden und die afferente synaptische Aktivität modulieren (Abbildung 2B). 

Experimentell ermöglichen elektrophysiologische patch-clamp Experimente an IHZ 
(Moser und Beutner 2000) sowohl die Messung von spannungsabhängigem Ca2+-Einstrom, 
als auch der dadurch ausgelösten Exozytose. Bei der Exozytose werden zwei kinetische 
Komponenten unterschieden: Der „readily releasable pool“ (RRP) besteht aus einem Reservoir 
an fusionskompetenten SV, das den Bändersynapsen bei einer Stimulation sofort zur 
Verfügung steht und dessen Exozytose einer schnellen Kinetik folgt (Moser und Beutner 
2000). Experimentell wird der RRP durch kurze Depolarisationen (bis 20 ms) der IHZ 
komplett freigesetzt. Zusätzlich konnte gezeigt werden, dass die Exozytose des RRP durch 
die Zugabe des langsamen Ca2+-Chelators EGTA nur wenig beeinflusst wird (Moser und 
Beutner 2000; Brandt et al. 2005), was auf eine enge räumliche Nähe der Ca2+-Kanäle und 
der SV schließen lässt. Tatsächlich stehen die CaV1.3 Kanäle mit einer Entfernung von 15 –
17 nm (Pangrsic et al. 2015) in engem Kontakt mit den SV: Es handelt sich hier also um eine 
„Ca2+-Nanodomäne“ um den CaV1.3 Kanal, die die Freisetzung der fusionskompetenten SV 
des RRP bestimmt, und die sich durch einen linearen Zusammenhang zwischen Ca2+-
Einstrom und Exozytose auszeichnet. Dies ist ein wichtiger Faktor für die zeitliche Präzision 
der Exozytose und der synchronen synaptischen Aktivität. Bei längeren Depolarisationen (> 
20 ms) ist die Kinetik der Exozytose vom Wiederauffüllen des RRP abhängig und dadurch 
deutlich langsamer (Moser und Beutner 2000; Schnee et al. 2005; Goutman und Glowatzki 
2007; Meyer et al. 2009; Neef et al. 2009).   

1.3 Molekulare Komposition der Bändersynapse  

Die Kodierung der akustischen Information in den IHZ ist von höchster Präzision, höchster 
Geschwindigkeit und ständiger Bereitschaft zur Informationsübertragung. Da die IHZ mit 
ihren Bändersynapsen die erste Station der Hörbahn bildet, ist besonders hier ein hoch-
spezialisiertes und robustes System notwendig, um diesen hohen Anforderungen zu 
entsprechen.  

Daher folgt die Bändersynapse einem Aufbau, der von dem konventioneller Synapsen des 
ZNS abweicht. Ein Unterschied zu konventionellen Synapsen des ZNS ist die Ultrastruktur 
der Bändersynapsen. Im Elektronenmikroskop ist eine prominente elektronendichte oval-
rund bis längliche Struktur – das sogenannte synaptische Band (Abbildung 3A) – zu 
erkennen, dessen Hauptbestandteil das Strukturprotein CtBP2/RIBEYE ist (Schmitz et al. 
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2000; Khimich et al. 2005; Maxeiner et al. 2016; Becker et al. 2018; Jean et al. 2018). Die 
Bänder sind von SV umgeben und über das Gerüstprotein Bassoon (Dick et al. 2003; 
Khimich et al. 2005; tom Dieck et al. 2005) mit der Plasmamembran in der aktiven Zone 
(AZ) verankert (Abbildung 3B). Die AZ ist ein Bereich in der präsynaptischen 
Plasmamembran an der Basis der Bänder, in dem die Exozytose stattfindet und in dem sich 
die spannungsabhängigen Ca2+-Kanäle vom CaV1.3 L-Typ befinden, dessen Mutation bei 
Mensch und Maus zum Hörverlust führt (Platzer et al. 2000; Brandt et al. 2003; Dou et al. 
2004; Mansergh et al. 2005; Baig et al. 2011). Zusätzlich zur Morphologie unterscheidet sich 
auch die Physiologie der IHZ Bändersynapse von der konventioneller ZNS Synapsen. 
Während an den IHZ Bändersynapsen der Maus das Vesikel-Priming und die Exozytose 
scheinbar unabhängig von Munc-13, CAPS (Vogl et al. 2015) und neuronalen SNARE-
Proteinen (Nouvian et al. 2011) abläuft, spielt in IHZ Otoferlin als unkonventioneller Ca2+-
Sensor für die Exozytose eine wichtige Rolle (Pangrsic et al. 2012). Im Menschen lösen 
Mutationen im Otoferlin-Gen eine autosomal rezessiv vererbte auditorische Synaptopathie 
DFNB9 aus (Yasunaga et al. 1999; Rodríguez-Ballesteros et al. 2003; Varga et al. 2003). 

 

 
Abbildung 3: Bändersynapse 

[A] Elektronenmikroskopische Aufnahme einer Bändersynapsen (ribbon Synapse). Das für die Bändersynapsen 
namensgebende synaptische Band (dünne weiße Linie) befindet sich an der präsynaptischen aktiven Zone 
(dicke graue Linie), hat eine elektronendichte oval-rund bis längliche Struktur und ist von synaptischen Vesikeln 
(grau gestrichelter Kreis) umgeben. Maßstabsbalken: 100 nm. Box: Schematische, nicht-maßstabsgetreue 
Darstellung einiger molekularer Komponenten der aktiven Zone von IHZ in [B]. Die Abbildung wurde nach 
Krinner et al. 2017 modifiziert. [B] Schematische Darstellung ausgewählter Proteinkomponenten der IHZ 
Bändersynapse. Hauptbestandteil ist das synaptische Band (orange), der zum Großteil aus RIBEYE/CtBP2 
besteht (orange) und über Bassoon (blau) an der Plasmamembran (grau) verankert ist. Spanungsabhängige 
Ca2+-Kanäle vom CaV1.3 L-Typ (gelb) interagieren sowohl mit RIM (dunkelrot), als auch RIM-BP (grün). 
Synaptische Vesikel (Kreis) sind über Rab3 (hellrot), RIM und RIM-BP mit spanungsabhängige Ca2+-Kanäle 
(gelb) verbunden. RIM-BP (grün) im Zentrum der Abbildung bindet mit der N-terminalen SH3 Domäne (I) 
an Bassoon (blau), mit den zwei C-terminalen SH3 Domänen (II, III) bindet es sowohl Ca2+-Kanäle (gelb) als 
auch RIM (rot). Die Abbildung wurde nach Krinner 2018 modifiziert.  



Einleitung 6 

  

1.4 RIM-BPs 

Ein potenzieller und aus mehreren Gründen interessanter Kandidat für die funktionelle 
Integrität der IHZ Bändersynapse ist RIM-BP1. RIM-BP1 ist Teil der RIM-BPs 
Proteinfamilie, welche aus 3 Mitgliedern (RIM-BP 1-3) besteht. RIM-BP2 wurde bereits in 
vergangenen Arbeiten als funktionell und strukturell wichtige Komponente an der IHZ 
Bändersynapse identifiziert (Krinner et al. 2017; Ortner et al. 2020). RIM-BP2 ist ein 
zentraler Bestandteil der präsynaptischen AZ von IHZ Bändersynapsen (Abbildung 3B) und 
reguliert dabei die Anzahl und räumliche Organisation der synaptischen Ca2+-Kanäle wie 
auch die Exozytose, unter anderem durch einen positiven Effekt auf die Wiederauffüllung 
des RRP (Krinner et al. 2017). Die signifikant reduzierte Exozytose in RIM-BP2 
Mausmutanten lässt sich zum einen durch den um etwa 40 % reduzierten synaptischer Ca2+-
Einstrom erklären, besteht aber zusätzlich in einem Defizit in der Wiederauffüllen des RRP 
(Krinner et al. 2017). Diese Funktionen von RIM-BP2 lassen sich strukturell begründen, 
denn durch diverse Interaktionsdomänen sind RIM-BPs in der Lage, sowohl direkt mit Ca2+-
Kanälen, als auch indirekt mit SV zu interagieren (Abbildung 3B). Alle 3 RIM-BPs sind 
strukturell homolog aufgebaut und verfügen neben einer Fibronectin Typ II Domäne über 
eine N-terminale und zwei C-terminale SH3 Domänen (Src homology domains) Über ihre N-
terminale SH3 Domäne interagieren RIM-BPs mit Bassoon (Davydova et al. 2014) und über 
ihre C-terminalen SH3 Domänen interagieren sie direkt mit dem C-Terminus der CaVα1 
Ca2+-Kanal Untereinheit von P/Q-, N-, and L-Typ Ca2+-Kanälen und RIMs, welche über 
Rab3 direkt mit den SV verbunden sind (Abbildung 3B) (Wang et al. 2000; Hibino et al. 
2002; Kaeser et al. 2011; Acuna et al. 2015; Ortner et al. 2020). RIM-BPs haben dadurch 
möglicherweise überlappende oder gar synergistische Funktion mit RIMs und Bassoon. 
Ähnlich wie RIM-BP2 Mausmutanten (Krinner et al. 2017), zeigten sowohl Bassoon 
(Khimich et al. 2005; Frank et al. 2010), als auch RIM2 (Jung et al. 2015) Mausmutanten an 
der IHZ Bändersynapse Defizite in der Organisation und Anzahl der synaptischen Ca2+-
Kanäle. Dabei interagiert RIM zum einen direkt mit der CaV1.3α und -β Untereinheit der 
Ca2+-Kanäle (Coppola et al. 2001; Kiyonaka et al. 2007; Gebhart et al. 2010; Kaeser et al. 
2011), zum anderen besteht zu den Ca2+-Kanälen eine indirekte Verbindung über RIM-BPs 
(Hibino et al. 2002, S. 200; Kaeser et al. 2011; Liu et al. 2011). Auch Bassoon interagiert mit 
den Ca2+-Kanälen über RIM-BPs nur indirekt (Davydova et al. 2014). RIM-BPs fungieren 
also als zentrale Interaktions-Plattform für diverse Proteine der AZ mit den Ca2+-Kanälen. 
Diese zentrale Rolle von RIM-BPs zeigte sich auch an anderen Synapsen. In drosophila 
melanogaster führte der Verlust von DRPB (drosophila melanogaster RIM-BP) an der 
Neuromuskulären Endplatte zu extremen strukturellen Veränderungen, einer drastischen 
Reduktion der Ca2+-Kanäle, einer Störung in der Kopplung zwischen Ca2+-Kanäle und SV 
und dem Wiederauffüllen des RRP, was sich letztlich durch eine starke Reduktion der 
Vesikel-Fusionswahrscheinlichkeit äußerte (Liu et al. 2011; Müller et al. 2015; Petzoldt et al. 
2020). Ähnliches gilt für die Bändersynapsen in der Retina, wo die separate und kombinierte 
Deletion von RIM-BP1/2 sowohl eine Reduktion der synaptischen L-Typ Ca2+-Kanäle, als 
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auch eine Störung in der Kopplung zwischen Ca2+-Kanäle und SV und dem Wiederauffüllen 
des RRP zur Folge hatte (Luo et al. 2017). In Synapsen des Hippocampus und der Held’schen 
Calyx hatte der Verlust von RIM-BPs zwar keinen Einfluss auf die Anzahl der P/Q- und N-
Typ Ca2+-Kanäle, jedoch wurde auch hier eine Störung in der Kopplung zwischen Ca2+-
Kanäle und SV (Acuna et al. 2015; Grauel et al. 2016) und dem Wiederauffüllen des RRP in 
der Held’schen Calyx beobachtet (Acuna et al. 2015).  

Es bleibt nun zu klären, ob RIM-BP1 auch an der IHZ Bändersynapse eine zentrale Funktion 
einnimmt und ob synergistische Effekte zwischen RIM-BP1 und -2 im peripheren 
auditorischen System eine Rolle spielen. In dieser Arbeit wurden (1) fluoreszenzbasierte 
Expressionsanalysen von RIM-BP1 in IHZ der Maus mittels Immunhistochemie, 
RNAscope® Technik und konfokaler Mikrokopie durchgeführt und (2) in einer RIM-BP1/2 
Doppelknockout-Mauslinie elektrophysiologische patch-clamp Technik angewendet, um den 
Einfluss von RIM-BP1 sowohl auf den spannungsabhängigen Ca2+-Einstrom, als auch die 
Exozytose der cochleären IHZ zu testen. (3) Zusätzlich wurden verschiedene Hörtests 
durchgeführt, um den Effekt des RIM-BP1/2 Verlusts für das auditorische System in vivo 
beurteilen zu können. Die Daten der RIM-BP1/2 Doppelknockout-Mauslinie wurden in 
Krinner et al. 2021 publiziert und mit den Daten der RIM-BP2 Knockout Mauslinie aus 
Krinner et al. 2017 verglichen.  
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2 Material und Methoden 

2.1 Versuchstiere 

Die RIM-BP1/2 Doppelknockout-Mauslinie wurde von Grauel und Kollegen zusammen 
mit genOway durch homologe Rekombination generiert (Grauel et al. 2016). Durch Deletion 
von Exons 23 – 25 (RIM-BP1) und Exon 17 (RIM-BP2) aus C57BL/6 Mäusen wurden RIM-
BP1 (RIM-BP1-/-) und RIM-BP2 (RIM-BP2-/-) Knockout-Mäuse generiert, welche zur 
Generierung von RIM-BP1/2 Doppelknockout-Mäusen (RIM-BP1/2-/-) verpaart wurden 
(Grauel et al. 2016). Die Genotypen wurde durch Polymerasekettenreaktion (PCR) mit den 
publizierten Primern verifiziert (Grauel et al. 2016). RIM-BP1/2 Doppelknockout-Mäuse 
beider Geschlechter wurden postnatal, im Alter zwischen 14 – 16 Tagen (p14 – p16) für 
patch-clamp Experimente und für Immunhistochemie und Immunfluoreszenzmikroskopie 
und zwischen p60 – p65 für die Messung der akustisch evozierten Potenziale (AEP) und der 
Distorsionsprodukte otoakustischer Emissionen (DPOAE) verwendet. C57BL/6 Mäuse 
zwischen p14 – p16 wurden für RNAscope® Experimente, Immunhistochemie und 
Immunfluoreszenz-mikroskopie verwendet. Alle Experimente wurden entsprechend der 
nationalen Leitlinien für tierschutzgerechte Haltung und Forschung durchgeführt und 
wurden durch den Tierschutzbeauftragten der Universität Göttingen und das 
Niedersächsische Landesamt für Verbraucherschutz und Lebensmittelsicherheit (LAVES) 
genehmigt. 

2.2 Chemikalien 

Amphotericin B wurde von Calbiochem bezogen, alle anderen Chemikalien wurden von 
Sigma-Aldrich bezogen. Cs-Glukonat wurde aus CsOH and D-Glukonat hergestellt. 

2.3 Präparation des Corti-Organs 

Die Mäuse wurden nach einer CO2 Narkose enthauptet. Die Haut, der Schädelknochen und 
das Gehirn wurden durch einen Mediansagittalschnitt mit einer feinen Schere geteilt und 
beide Hälften wurden in eine Petrischale mit Salzlösung nach Hanks mit 10 mM HEPES (in 
mM: 142 NaCl, 5,4 KCl, 1,0 MgCl2, 0,5 MgSO4, 0,1 CaCl2, 3,4 L-Glutamin, 11 D-Glukose, 
10 HEPES, pH 7,3, mit 1 M NaOH titriert, Osmolarität 300 mOsm/l) gegeben. Mit 
Pinzetten wurden anschließend unter einem Seziermikroskop jeweils die Gehirnhälften aus 
dem Schädel entfernt und die Cochleae aus den Schläfenbeinen herausgelöst. Feine Pinzetten 
wurden verwendet, um die knöcherne Kapsel der Cochlea vom Apex bis zur mittleren 
Windung zu öffnen, vorsichtig die stria vascularis abzuziehen und die apikale Windung des 
Corti-Organs vom Modiolus zu lösen.   
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2.4 Patch-clamp Experimente 

Das Corti-Organ wurde mittels einer Pasteur Pipette in die Messkammer unter das 
Mikroskop (BX50WI Olympus, Hamburg, Deutschland; 60-fach Vergrößerungs-Objektiv: 
LUMPlan, NA 0,9, Olympus, Hamburg, Deutschland) transferiert. Dort wurde es durch ein 
Nylon-Netz mit den Stereozilien nach oben fixiert und mit modifizierter Ringer-Lösung (in 
mM: 110 NaCl, 35 TEA-Cl, 2,8 KCl, 2 CaCl2, 1 MgCl2, 10 NaOH-HEPES, 11,3 D-Glukose, 
pH 7,3, mit 1 M NaOH titriert, Osmolarität 300 mOsm/l) perfundiert (0,5 – 1 ml/Minute). 
Mit einem piezoelektrischen Mikromanipulator (MP-285, Sutter Instruments Company, 
Novato, USA) wurden die Glaspipetten in der Messkammer navigiert. Dadurch konnte mit 
verschieden weit geöffneten Glaspipetten (Sodalime-Glas Kapillaren: 1,5 x 0,15 x 80 mm, 
Hilgenberg, Germany, Puller: PA-10 E.S.F. Electronic, Göttingen, Germany) die 

Tectorialmembran abgesaugt (Æ 20 – 30 µm) und anschließend die äußeren Haarzellen (Æ 

2 – 5 µm), Pfeilerzellen (Æ 2 – 5 µm), und Phalangenzellen (Æ 1 µm) abgetragen werden, 
sodass die Plasmamembran der IHZ für die patch-clamp Pipette zugängig ist.  

Patch-clamp Messungen: Der patch-clamp Messplatz wurde durch einen Faraday’schen Käfig 
abgeschirmt und durch einen hydraulischen Tisch abgefedert (TMC, Peabody, USA). Eine 
MPCU-3 Pumpe (Lorenz Messgerätebau, Kathlenburg-Lindau, Deutschland) wurde 
verwendet, um das Flüssigkeitsniveau in der Messkammer konstant zu halten und den 
Pipetten-Druck zu kontrollieren. Patch-clamp Messungen an IHZ wurden wie in Moser und 
Beutner 2000 beschrieben durchgeführt. Dafür wurde ein EPC-10 USB-Verstärker (HEKA 
Elektronik, Lambrecht, Germany) gesteuert durch die Patch-Master Software (HEKA 
Elektronik, Lambrecht, Germany) verwendet. Für patch-clamp Messungen wurden Borsilikat-
Glas Pipetten (GB150-8P 0,86 x 1,50 x 80 mm, Science Products, Hofheim, Deutschland) 
verwendet, welche mit dem Sutter P-97 Flaming/Brown Micropipette Puller (Sutter 
Instruments Company, Novato, USA) in Form gezogen und anschließend mit einer 
maßgearbeiteten mikroforge hitze-poliert wurden. Für die whole-cell patch-clamp Messungen 
wurden die Pipetten mit Intrazellulärlösung (in mM: 130 Cs-Glukonat, 10 TEA-Cl, 10 4-AP, 
10 HEPES, 1 MgCl2, 300 µg/ml Amphotericin B in 0,6 % DMSO, pH 7,2 mit konzentrierter 
HCl titriert, Osmolarität 290 mOsm/l) gefüllt. Mit einem Widerstand von 4,5 – 6.0 MΩ 
wurden diese unter Überdruck (2,5 cm H2O) der IHZ-Membran angenähert, um nach der 
Druckentlastung ein gigaseal zwischen Membran und Pipette zu formen. Das über die 
Intrazellulärlösung applizierte Amphotericin B wurde benutzt, um innerhalb weniger 
Minuten die Membran der IHZ für monovalente Ionen zu perforierten und damit den für 
die whole-cell patch-clamp Messungen nötigen elektrischen Zugang zum Intrazellulärraum der 
IHZ herzustellen. Das Haltepotenzial der IHZ wurde in der Spannungsklemme (voltage-clamp) 
auf -84 mV (korrigiert für liquid junction potential, LJP, Diffusionspotenzial) eingestellt. Die 
Kapazitätskompensation für die schnellen transienten Ströme, welche hauptsächlich durch 
die Beladung der Pipette entstehen, wurde über die automatische Patch-Master Software Cfast 
Kompensationsfunktion durchgeführt. 
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 Die Kapazitätskompensation für die während der Perforation zunehmenden langsamen 
transienten Ströme, welche durch die Beladung der IHZ Membran entstehen, wurden über 
die automatische Patch-Master Software Cslow Kompensationsfunktion durchgeführt. Alle 
Ströme wurden durch eine Leckstrom-Korrektur mittels p/10 Protokoll korrigiert, mit 100 
kHz aufgenommen und mit 2,9 kHz tiefpassgefiltert.     

Messung der Membrankapazität: Die durch Exozytose hervorgerufenen Änderungen der 
IHZ Membrankapazität (ΔCm) wurde wie in Moser und Beutner 2000 beschrieben, durch die 
Lindau-Neher Technik gemessen (Lindau und Neher 1988). Dafür wurden IHZ im Abstand 
von 30 – 60 s für unterschiedliche Zeit durch elektrische Depolarisation (-14 mV, LJP 
korrigiert) stimuliert. ΔCm wurde anschließend durch die über 400 ms gemittelte Cm vor und 
nach der IHZ Depolarisation (100 ms post-Stimulus ausgenommen), ermittelt. Jede 
Depolarisationsdauer wurde pro IHZ 2 – 3-mal getestet, um einen Mittelwert pro Stimulus 
für jede IHZ zu erhalten.  

Messung der Kalziumströme und deren Spannungsabhängigkeit: Um die 
Abhängigkeit zwischen Kalziumströmen (ICa) und der Membranspannung (V) (IV, current-
voltage relationship, Strom-Spannungs-Kurve) zu messen, wurden IHZ für 10 ms in 5 mV 
Schritten von -100 mV bis 30 mV depolarisiert. Die letzten 8 ms der evozierten 
Kalziumströme wurden für die Berechnung der Spannungsabhängigkeit benutzt:   

         𝐺(𝑉) 	= 	 !!"
(#$##$%)

 

Dafür wurde zunächst für alle Depolarisationen die Leitfähigkeit (G) berechnet und gegen 
die Spannung (V) abgebildet (fractional activation curves). Das Umkehrpotenzial (Vrev) wurde 
berechnet, indem eine Ausgleichsgerade an die Messpunkte zwischen 6 – 26 mV angepasst 
wurde und zu dem Punkt extrapoliert wurde, an dem kein Strom mehr fließt. Alle Kurven 
wurden zur maximalen Leitfähigkeit (Gmax) normalisiert (Gn, linear zwischen -20 bis 10 mV) 
und eine Boltzmann Gleichung als Fitfunktion angepasst:    

𝐺&(𝑉) 	= 	
𝐺&,()*

1 +	𝑒
#+),-$#

.
 

In der Gleichung ist Vhalf (halb-maximales Aktivierungspotenzial) die Membranspannung, bei 
der die Hälfte der Kalziumkanäle geöffnet sind und k der Steigungsfaktor der 
spannungsabhängigen Kalzium-Kanalaktivierung. 

Analyse und Statistik: Die Auswertung der patch-clamp Daten und die statistischen Tests 
wurden mit der Igor Pro Software (Wavemetrics, Lake Oswego, USA) durchgeführt. Das 
Vorliegen einer Normalverteilung der Datenpunkte wurde durch den Jarque-Bera-Test 
ermittelt. Eine Varianzanalyse wurde mit dem F-Test durchgeführt. Wenn keine 
Normalverteilung oder ungleicher Varianzen vorlagen, wurde der Wilcoxon-
Rangsummentest zur Überprüfung der Nullhypothese, ansonsten der Zweistichproben-t-
Test verwendet. Bei Vergleichen von mehr als zwei Datensätzen wurde eine one-way 
ANOVA mit konsekutivem post-hoc Tukey’s Test verwendet. 
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2.5 Immunhistochemie und Fluoreszenzmikroskopie  

Die Immunhistochemie erfolgte wie in Khimich et al. 2005 beschrieben. Dafür wurde die 
apikale Windung des Corti-Organs präpariert (2.3 Präparation des Corti-Organs) mit 4 % 
Formaldehyd in phosphate-buffered saline (PBS, phosphatgepufferte Salzlösung)  für 10 Minuten 
auf Eis fixiert, dreimal für 10 Minuten mit PBS gewaschen und schließlich 1 Stunde in goat 
serum dilution buffer (GSDB, Ziegenserum): 16 % Ziegenserum und in mM: 450 NaCl, 0,3 % 
Triton X-100, 20 Phosphat-Puffer, pH 7,4) geblockt. Die Corti-Organe wurden anschließend 
in mit GSDB verdünnten Primärantikörpern (Tabelle 1) in einer feuchten Kammer bei 4 °C 
über Nacht inkubiert.  

 
Tabelle 1: Primäre Antikörper  

Antikörper Verdünnung Spezies Hersteller 

anti-Bassoon 1:500 Meerschweinchen Synaptic Systems 

anti-Calretinin (CR7697) 1:1000 Kaninchen Swant 

anti-CtBP2 1:200 Maus BD Biosciences 

anti-RIM-BP1 1:200 Hase Synaptic Systems 

Synapsin1/2 1:500 Meerschweinchen Synaptic Systems 

 

Anschließend wurden die Corti-Organe dreimal für 10 Minuten mit Wasch-Puffer (in mM: 
450 NaCl, 20 Phosphat-Puffer, 0,3 % Triton X-100) gewaschen und in mit GSDB 
verdünnten Sekundärantikörpern (Tabelle 2) in einer lichtgeschützten, feuchten Kammer für 
2 Stunden bei Raumtemperatur inkubiert.  

 
Tabelle 2: Sekundäre Antikörper 

Antikörper Verdünnung Spezies Hersteller 

AlexaFluor647 anti-Hase 1:200 Ziege Invitrogen 

Star580 anti-Maus 1:200 Ziege Abberior Instruments GmbH 

Star635P anti-
Meerschweinchen 1:200 Ziege Abberior Instruments GmbH 

Star470spx anti-Hase 1:200 Ziege Abberior Instruments GmbH 
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Zuletzt wurden die Corti-Organe dreimal für 10 Minuten mit Wasch-Puffer und einmal für 
10 Minuten mit 5 mM Phosphat-Puffer gewaschen, bevor sie mit den Stereozilien nach oben 
auf einen Mikroskop-Objektträger platziert, und mit Eindeck-Medium (Mowiol) und einem 
Deckglas bedeckt wurden.   

Die konfokale Mikroskopie wurde an einem konfokalen/STED Mikroskop (Abberior 
Instruments, Göttingen, Germany) durchgeführt, welches mit einem 100-fach 
Ölimmersionsobjektiv (1,4 NA, Olympus) und 488 nm, 561 nm und 640 nm 
Anregungslasern ausgestattet war. Alle Proben wurden parallel vorbereitet und 
mikroskopiert, sodass die Mikroskop Einstellungen und Laserstärken vergleichbar waren. 
Die Bildanalyse erfolgte mit NIH ImageJ (Schneider et al. 2012).  

2.6 RNAscope® 

Das RNAscope® Experiment wurden mit Unterstützung durch Dinah Burfeind und Dr. 
Christian Vogl durchgeführt, um die Expression von RIM-BP1 in einzelnen IHZ zu 
analysieren. Cochleae von C57BL/6 Mäusen im Alter zwischen p14 – 16 wurden in 4 % 
Formaldehyd (in DEPC-behandeltem PBS) für 2 Stunden auf Eis fixiert. Die apikalen 
Windungen der Cochlea wurden in DEPC-behandeltem PBS präpariert (2.3 Präparation des 
Corti-Organs). Diese wurden anschließend mit einer Ethanol-Reihe (1x 50 % 5 Minuten, 1x 
70 % 5 Minuten, 2x 100 % 5 Minuten) dehydriert und getrocknet. Das RNAscope® 
Experiment wurde nach Herstellerangaben durchgeführt (RNAscope® Multiplex Reagent Kit 
User Manual, 320293-USM, ACDbio): (1.) Inkubation mit Protease III für 30 Minuten bei 40 
°C, (2.) Zweimaliges Waschen mit DEPC-behandeltem, autoklaviertem Wasser, (3.) 
Inkubation mit RNAscope® Sonden (RIM-BP1-C1: Anfertigung von ACDbio auf Anfrage, 
bindet die Region 5565-5927 von RIM-BP1 (NM_172449.2), Otoferlin-C2: ACDbio 
Katalog-Nummer 485671-C2; 1:50 Verdünnung, 50 – 70 μl) für 2 Stunden bei 40 °C, (4.) 
Zweimaliges Waschen mit Wasch-Puffer, (5.) Amplifikation der RNAscope® Fluoreszenz 
Signale bei 40 °C mit Amp 1-FL 30 Minuten, Amp 2-FL 15 Minuten, Amp 3-FL 30 min, Amp 
4-FL 15 Minuten (Variante A: RIM-BP1-C1 mit Alexa 488 Fluorophor, Otoferlin-C2 mit 
ATTO 550 Fluorophor), (6.) Zweimaliges Waschen mit Wasch-Puffer, (7.) Zweimaliges 
Waschen mit PBS. Im Anschluss wurde Immunhistochemie und Konfokalmikroskopie 
durchgeführt (2.5 Immunhistochemie und Fluoreszenzmikroskopie).  

2.7 Audiometrie 

Die Messung der Hirnstammaudiometrie (AEP, akustisch evozierte Potenziale) und 
Distorsionsprodukte otoakustischer Emissionen (DPOAE) wurde von Nadine Dietrich 
durchgeführt. Die Mäuse wurden mit einer Kombination aus Ketamin (125 mg/kg) und 
Xylazine (2,5 mg/kg) intraperitoneal anästhesiert.  
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Die Körpertemperatur wurde über eine rektale Temperatursonde überwacht und über eine 
Heizdecke (Hugo Sachs Elektronik–Harvard Apparatus) bei 37 °C konstant gehalten. Die 
anästhesierten Tiere wurden in einem mit schallabsorbierendem Material ausgekleideten 
Raum neben dem Lautsprecher positioniert. Sowohl für die Generation und Präsentation 
der akustischen Stimuli, als auch für die Datenmessung wurde ein TDT II System verwendet, 
welches über die BioSig Software (Tucker Davis Technologies) gesteuert wurde. Sinustöne 
(4 – 32 kHz, 10 ms Plateau, 1 ms cos2 rise/fall, 40 Hz) oder Klickreize (0,03 ms, 20 und 100 
Hz) wurden ipsilateral über einen JBL 2402 Lautsprecher (JBL Professional Northridge, 
California, USA) präsentiert. Es wurden zwei AEP Mittelwertkurven für jede Tonintensität 
gebildet, indem die Potenziale (Messung bei 50 kHz für 20 ms, 1.300-mal) zwischen den 
subkutanen Nadelelektroden an Vertex und Mastoid 50.000-fach verstärkt und gefiltert (0,4 
– 4 kHz) wurden. Die Hörschwelle wurde mit einer Messgenauigkeit von 10 dB bestimmt, 
indem visuell die niedrigste Stimulus Intensität bestimmt wurde, bei der in beiden AEP 
Mittelwertkurven reproduzierbare Potenziale hervorgerufen werden konnte, die sich von der 
Hintergrundaktivität abgrenzten. Diese wurde durch zwei unabhängige Beobachter 
festgelegt.      

Für die Messung der DPOAEs wurden zwei Reintöne f1 und f2 im Frequenzverhältnis f2	= 
1,2 ×	f1 (Intensität l2 =	l1 − 10 dB SPL, sound pressure level, Schalldruckpegel) über ein MF1 
Lautsprechersystem (Tucker Davis Technologies) im geschlossenen Feld präsentiert. Die 
Emissionen wurden über eine maßgeschneiderte Sonde mit einem MKE-2 Mikrophon 
(Sennheiser, Hannover, Deutschland) im äußeren Gehörgang aufgenommen und verstärkt 
(Soundkarte DMX 6Fire, Terratec). Zur Analyse wurde die DPOAE Amplitude bei einer 
Frequenz fdp	=	2 ×		f1 – f2 über einen individuell geschriebenen MATLAB Software Code 
(Mathworks) durch eine schnelle Fourier-Transformation in seine Frequenzanteile zerlegt 
und die Amplitude und das Rauschen bestimmt. Die Auswertung der Audiometrie Daten 
erfolgte mit der MATLAB Software (Mathworks). Die statistische Analyse der AEP und 
DPOAE Daten erfolgte mit einem one-way ANOVA Test und dem post-hoc Tukey’s Test in 
Graphpad Prism.  

2.8 Statistik  

Signifikanzniveaus sind folgendermaßen gekennzeichnet: * wenn p < 0,05, ** wenn p < 0,01, 
*** wenn p < 0,001. Die Daten sind als Mittelwerte ± SEM (standard error of the mean, 
Standardfehler des Mittelwertes) angegeben, wenn nicht anders spezifiziert. Graphen wurden 
mit der Igor Pro Software (Wavemetrics, Lake Oswego, USA) und Abbildungen mit der 
Adobe Illustrator Software (Adobe Systems Inc., San Jose, USA) erstellt. 
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3 Ergebnisse 

3.1 Eingeschränkte Hörfunktion durch RIM-BP1/2 Verlust  

Um der Hypothese nachzugehen, dass bei RIM-BP2 Knockout-Mäusen eine zusätzliche 
genetische Deletion von RIM-BP1 die bei RIM-BP2 Knockout-Mäusen beobachtete 
auditorische Synaptopathie (Krinner et al. 2017) weiter verstärken würde, wurden 
verschiedene Hörtests 2.7 Audiometrie) mit RIM-BP1/2-Doppelknockout Mäusen 
durchgeführt. Diese zeigten tatsächlich, dass das Hörvermögen von RIM-BP1/2-
Doppelknockout Mäusen im Vergleich zu RIM-BP2-Knockout-Mäusen stärker 
beeinträchtigt ist (Abbildung 4).  

 

 
Abbildung 4: Eingeschränkte Hörfunktion durch RIM-BP1/2 Verlust 

[A] Hörschwellen, [B] AEP und [C] DPOAE Antworten (f1: 13,3 kHz, f2: 16 kHz) der RIM-BP1/2-
Doppelknockout Mäuse (magenta, RIM-BP1/2-/-) im Vergleich zu RIM-BP2-Knockout Mäusen (grün, RIM-
BP2-/-) und deren Wurfgeschwistern (schwarz, RIM-BP2+/+). [A] Die Hörschwellen der RIM-BP1/2-
Doppelknockout Mäuse waren im Vergleich zu RIM-BP2+/+ Mäusen über alle gemessenen Frequenzen 
signifikant erhöht (p4kHz  =  0,0007, p6kHz = 0,01, p8kHz = 0,0001, p12kHz < 0,0001, p16kHz < 0,0001, p24kHz = 0,002, 
p32kHz = 0,003). Auch im Vergleich zu RIM-BP2-Knockout Mäusen unterscheiden sich die Hörschellen in 
Bereichen ≥ 12kHz signifikant (angezeigt durch eckige Klammer: p12kHz = 0,003, p16kHz = 0,004, p24kHz = 0,03, 
p32kHz = 0,02). Die Hörschwelle für 80-dB Klickreize (click) war in RIM-BP1/2-Doppelknockout Mäuse im 
Vergleich zu RIM-BP2-Knockout Mäusen (RIM-BP2-/-) und deren Wurfgeschwistern (RIM-BP2-/-) signifikant 
erhöht (p = 0,01 and p = 0,03, entsprechend). [B] Die AEP zeigen eine charakteristische Wellenform (I – V) 
und bilden die akustisch evozierten Summen-Aktionspotenziale unterschiedlicher Neuronen Populationen der 
Hörbahn ab. Bei akustischer Stimulation von 80 dB mit 20 Hz zeigte sich eine deutliche Reduktion der AEP 
Amplituden von RIM-BP1/2-Doppelknockout Mäusen (magenta) im Vergleich zu RIM-BP2+/+ Mäusen 
(schwarz) (Welle I: p = 0,0006, Welle III: p < 0,0001, Welle IV: p = 0,005). Zusätzlich unterscheidet sich die 
Amplitude der Welle IV zwischen RIM-BP1/2-Doppelknockout Mäusen (magenta) und RIM-BP2-Knockout 
Mäusen (grün) signifikant (angezeigt durch eckige Klammer: p = 0,03). [C] Bei der Frequenz mit dem stärksten 
Hörschwellenanstieg der RIM-BP1/2-Doppelknockout Mäuse (siehe A, 16 kHz) wurde Überprüfung der 
cochleären Schallverstärkung DPOAE Antworten (f1: 13,3 kHz, f2: 16 kHz) gemessen. Die Amplituden 
unterschieden sich nicht zwischen den untersuchten Genotypen. [A – C] Alle Daten sind als Mittelwerte 
abgebildet (Mittelwert ± SEM); Statistik: one-way ANOVA mit konsekutivem post-hoc Tukey’s Test, 
Zusammenfassung der p-Werte in Tabelle 3; Signifikanzniveaus: keine Kennzeichnung bei p ≥ 0,05, *p < 0,05, 
**p < 0,01, ***p < 0,001; n  =  Anzahl der Mäuse; Alter der Mäuse: 8 – 10 Wochen. RIM-BP1/2-
Doppelknockout Mäuse (magenta, RIM-BP1/2-/-, n = 7) wurden mit den Daten der RIM-BP2-Knockout-
Mäuse (RIM-BP2 -/-, n = 8) und deren Wildtyp-Wurfgeschwistern (RIM-BP2+/+, n = 11) verglichen, die in 
Krinner et al. 2017 publiziert wurden. 
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Die eingeschränkte Hörfunktion der RIM-BP1/2-Doppelknockout Mäuse (RIM-BP1/2-/-) 
zeigte sich durch eine signifikante Erhöhung der Hörschwellen um durchschnittlich 20 dB 
SPL (SD ± 4.0 dB SPL) (Abbildung 4A) im Vergleich zu den Wildtyp-Mäusen (RIM-BP2+/+) 
bei allen gemessenen Frequenzen und der 80 dB Klickreiz-Messung (p4kHz = 0,0007, p6kHz = 
0,01, p8kHz = 0,0001, p12kHz < 0,0001, p16kHz < 0,0001, p24kHz = 0,002, p32kHz = 0,003, pclick = 0,01; 
one-way ANOVA mit konsekutivem post-hoc Tukey’s Test). Auch waren die Hörschwellen 
der RIM-BP1/2-Doppelknockout Mäuse im Bereich hoher Frequenzen (≥ 12 kHz) und der 
80 dB Klickreiz-Messung signifikant höher als die Hörschwellen der RIM-BP2-Knockout 
Mäuse (RIM-BP2-/-) (Abbildung 4A angezeigt durch eckige Klammer: p12kHz = 0,003, p16kHz = 
0,004, p24kHz = 0,03, p32kHz = 0,02, pclick = 0,03; one-way ANOVA mit konsekutivem post-hoc 
Tukey’s Test), was insgesamt bedeutet, dass zusätzlich zu RIM-BP2, auch RIM-BP1 im 
auditorischen System eine funktionelle Rolle spielt.  

Um die Ursache für den Anstieg der Hörschwellen durch den zusätzlichen Verlust von RIM-
BP1 weiter eingrenzen zu können, wurde zunächst getestet, ob ihr ein Defekt in der 
mechanoelektrischen Transduktion und cochleären Schallverstärkung durch die äußeren 
Haarzellen zugrunde liegt. Dies wurde durch die Messung der DPOAE, im Bereich des 
stärksten Hörschwellenanstiegs (16 kHz), überprüft (Abbildung 4C). Jedoch waren die 
DPOAE Amplituden (f1: 13,3 kHz, f2: 16 kHz) der RIM-BP1/2-Doppelknockout Mäuse 
sowohl im Vergleich zu RIM-BP2+/+ Wildtyp-Mäusen, als auch RIM-BP2-Knockout Mäusen 
unverändert, was einen Defekt in der cochleäre Schallverstärkung und Funktion der äußeren 
Haarzellen durch die Deletion von RIM-BP1 und -2 ausschließt.  

Im nächsten Schritt wurde mittels Hirnstammaudiometrie überprüft, ob in RIM-BP1/2-
Doppelknockout Mäuse eine cochleäre oder retrocochleäre Schallempfindungsstörung 
vorliegt. Die bei der Hirnstammaudiometrie gemessenen AEP Wellen (Abbildung 4B) bilden 
die akustisch evozierten Summen-AP unterschiedlicher Neuronen-Populationen der 
Hörbahn ab. Während die AEP Welle I die peripheren Summen-AP der SGN (N. cochlearis) 
repräsentiert, repräsentieren Welle II – IV verschiedenen Zellgruppen aus dem Cochlearis-, 
sowie Olivenkern im auditorischen Hirnstamm und Welle V Neurone aus dem Colliculus 
inferior im auditorischen Mittelhirn (Melcher et al. 1996). Bei der akustischen Stimulation 
mit 80 dB und einer Stimulationsrate von 20 Hz zeigte sich eine deutliche Reduktion der 
AEP Amplituden bei den RIM-BP1/2-Doppelknockout Mäusen im Vergleich zu RIM-
BP2+/+ Wildtyp-Mäusen (Welle I: p = 0,0006, Welle III: p < 0,0001, Welle IV: p = 0,005; one-
way ANOVA mit konsekutivem post-hoc Tukey’s Test, Tabelle 3). Bei einer Stimulationsrate 
von 20 Hz war bei RIM-BP1/2-Doppelknockout Mäusen im Vergleich zu RIM-BP2-
Knockout Mäusen nur in der Amplitude der Welle IV ein signifikanter Unterschied zu sehen 
(Welle IV: p = 0,03; one-way ANOVA mit konsekutivem post-hoc Tukey’s Test, Tabelle 3). 
Die Reduktion der Welle IV Amplitude durch den zusätzlichen RIM-BP1 Verlust in RIM-
BP1/2-Doppelknockout Mäusen könnte auf einer Funktionsstörung im auditorischen 
Hirnstamm beruhen und ein möglicher Hinweis auf eine Funktion von RIM-BP1 im 
auditorischen Hirnstamm sein.  
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Im Vergleich mit RIM-BP2-Knockout Mäusen war bei einer Stimulationsrate von 20 Hz 
jedoch kein signifikanter Unterschied in den Amplituden der Wellen I und III in RIM-
BP1/2-Doppelknockout Mäusen zu sehen (Tabelle 3). Erst bei höheren Stimulationsraten 
von 100 Hz zeigte sich zwischen RIM-BP1/2-Doppelknockout und RIM-BP2-Knockout 
Mäusen eine signifikante Reduktion der AEP Welle I Amplitude (p = 0,03, one-way ANOVA 
mit konsekutivem post-hoc Tukey’s Test, Tabelle 3). Da sie Amplitude der AEP Welle I auf 
der synchronen Aktivität der SGN AP basiert, welche durch die Exozytose an der IHZ 
Bändersynapse ausgelöst werden, wurde im nächsten Schritt dieser Arbeit Untersuchungen 
der RIM-BP1/2-Doppelknockout IHZ durchgeführt, um herauszufinden, ob und welche 
Rolle RIM-BP1 an der IHZ-SGN Synapse spielt. 

 
Tabelle 3: Zusammenfassung der p-Werte aus der statistischen AEP Daten Analyse 

  Welle I  Welle II Welle III Welle IV Welle V 

20
 H

z 

RIM-BP1/2-/- vs. 
RIM-BP2+/+ 

0,0006 *** 0,9 0,001 ** 0,005 ** 0,5 

RIM-BP1/2-/- vs. 
RIM-BP2-/- 

0,2 0,9 0,6 0,03 * 0,8 

10
0 

H
z 

RIM-BP1/2-/- vs. 
RIM-BP2+/+ 

0,0004 *** 0,8 0,002 ** 0,002 ** 0,5 

RIM-BP1/2-/- vs. 
RIM-BP2-/- 

0,03 * 0,8 0,008 ** 0,05 0,7 

Zusammenfassung der p-Werte aus der statistischen Analyse der AEP Wellen-Amplituden (Abbildung 4B): 
Vergleich der AEP Wellen I – V Amplituden zwischen RIM-BP1/2-/- (n = 7), RIM-BP2+/+ (n = 11) and RIM-
BP2-/- (n = 8) Mäusen während 20 Hz und 100 Hz Klick-Stimulation. Statistik: one-way ANOVA mit 
konsekutivem post-hoc Tukey’s Test, Signifikanzniveaus: keine Kennzeichnung bei p ≥ 0,05, *p < 0,05, **p < 
0,01, ***p < 0,001. Daten der RIM-BP2-Knockout-Mäuse (RIM-BP2-/-) und deren Wurfgeschwistern (RIM-
BP2+/+) wurden in Krinner et al. 2017 publiziert. 

3.2 Untersuchung der Expression von RIM-BP1 in Maus IHZ 

Experimentell ist die IHZ-Bändersynapse aufgrund ihrer Größe für morphologische 
Untersuchungen durch Immunhistochemie und Lichtmikroskopie gut zugänglich. In 
vorangegangenen Studien wurde bereits die Expression von RIM-BP2 in IHZ bestätigt 
(Krinner et al. 2017; Ortner et al. 2020). Durch spezifische RIM-BP2 Antikörper und STED-
Mikroskopie wurde demonstriert, dass RIM-BP2 als Cluster in Steifen an der Bänder-Basis 
lokalisiert sind (Krinner et al. 2017). Zusätzlich fand sich RIM-BP2 in den durch Synapsin1/2 
Antikörper markierten präsynaptischen Endigungen efferenter Neurone der lateralen Olive 
(Krinner et al. 2017; Ortner et al. 2020). In dieser Arbeit wurde Immunhistochemie mit 
einem RIM-BP1 Antikörper an C57Bl/6 Wildtyp IHZ im Alter p14 – 16 durchgeführt, um 
die Expression von RIM-BP1 in den IHZ der Maus zu überprüfen (Abbildung 5).  
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Abbildung 5: Expressions-Analyse von RIM-BP1 in Maus IHZ mittels Immunhistochemie  

Projektion der maximalen Intensität von konfokal-mikroskopischen Aufnahmen nach Immunhistochemie an 
apikalen Cochlea-Windung von C57BL/6 und RIM-BP1/2-/- Mäusen (Alter p14 – 16). Die Immunfluoreszenz 
Signale der Antikörper gegen RIM-BP1 (grün) kolokalisieren mit CtBP2/RIBEYE (magenta) und Bassoon 
(blau, [A]) oder Synapsin1/2 (blau, [B]). CtBP2/RIBEYE markiert synaptische Bänder, Bassoon markiert die 
präsynaptische AZ, und Synapsin 1/2 markiert die präsynaptischen Endigungen der efferenten Neurone der 
lateralen Olive. Das RIM-BP1 Antikörper Signal ist jedoch auch in parallel-bearbeiteten RIM-BP1/2-
Doppelknockout IHZ (in [A]) zu sehen, was die Spezifität des Antikörpers in Maus IHZ in Frage stellt. 
Maßstabsbalken: 5 μm.  

 

Um die Lokalisation eines RIM-BP1 Antikörper Signals in der IHZ einer subzellulären 
Lokalisation zuordnen zu können, wurden bei der Immunhistochemie zusätzlich Antikörper 
gegen CtBP2/RIBEYE (Abbildung 5), zur Markierung des synaptischen Bandes, und 
Bassoon (Abbildung 5A), zur Markierung der präsynaptische AZ, oder Synapsin 1/2 
(Abbildung 5B), zur Markierung der präsynaptischen Endigungen der efferenten Neurone 
der lateralen Olive kombiniert. In C57Bl/6 Wildtyp IHZ kolokalisiert das RIM-BP1 
Antikörper Signal mit CtBP2/RIBEYE und Synapsin 1/2, was auf ein ähnliches 
Expressionsmuster von RIM-BP1 und RIM-BP2 (Krinner et al. 2017; Ortner et al. 2020) in 
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IHZ Bändersynapsen und efferenten Neuronen der lateralen Olive hindeuten könnte. Um 
die Spezifität des RIM-BP1 Antikörpers zu testen, wurde der RIM-BP1 Antikörper auch an 
parallel-bearbeiteten RIM-BP1/2-Doppelknockout IHZ verwendet, bei denen aufgrund der 
Gendeletion keine Protein-Expression zu erwarten ist (Abbildung 5). Das RIM-BP1 
Antikörper-Signal in RIM-BP1/2-Doppelknockout IHZ ist in der kombinierten Färbung mit 
Synapsin 1/2 (Abbildung 5B) zwar weitestgehend verschwunden, jedoch nicht in der 
kombinierten Färbung mit Bassoon (Abbildung 5A). Dieses Ergebnis lässt daher insgesamt 
keine sichere Aussage über die Expression von RIM-BP1 in Maus IHZ zu, da die Spezifität 
des RIM-BP1 Antikörpers hier nicht belegt werden konnte. Daher wurde eine zusätzliche 
Methode angewendet, um die Expression von RIM-BP1 in den IHZ der Maus auf 
transkriptioneller Ebene mittels RNAscope® (ACDbio) zu überprüfen (Abbildung 6). 
RNAscope® basiert auf dem Nachweis von mRNA, welche durch spezifische, 
komplementäre RNA-Sonden gebunden wird. Diese Sonden werden durch 
Amplifikationsschritte mit fluoreszierenden Molekülen verschiedener Wellenlängen 
gebunden, sodass sie im Konfokal-Mikroskop durch die Anregung mit verschiedenen Lasern 
sichtbar werden.  

 
Abbildung 6: Expressions-Analyse von RIM-BP1 in Maus IHZ mittels RNAscope®  

Projektion der maximalen Intensität von konfokal-mikroskopischen Aufnahmen nach RNAscope® und 
Immunhistochemie an apikalen Cochlea-Windung einer C57BL/6 Maus (Alter p14). Das Immunfluoreszenz 
Signal des Antikörpers gegen Calretinin ([B], blau in kombiniertem Bild [A]) markiert die IHZ. Die Otoferlin 
RNAscope® Sonde ([C], magenta in kombiniertem Bild [A]) wurde als Positiv-Kontrolle benutzt. Otoferlin 
mRNA ist in IHZ besonders im Bereich der Zellkerne sichtbar. RIM-BP1 mRNA konnte nicht durch die 
RNAscope® Sonde nachgewiesen werden ([D], grün in kombiniertem Bild [A]). Maßstabsbalken: 10 µm 
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Die hier verwendete RIM-BP1-C1 RNA-Sonde (Abbildung 6D) wurde speziell für dieses 
Experiment von ACDbio angefertigt und bindet innerhalb der Region 5565-5927 von RIM-
BP1 (NM_172449.2). Die RNA-Sonde für Otoferlin-C2 (Abbildung 6C) wurde als Positiv-
Kontrolle verwendet, da die Expression von Otoferlin in der IHZ bekannt ist. Um die IHZ 
sichtbar zu machen, wurde am Anschluss an das RNAscope® Experiment 
Immunhistochemie mit einem Antikörper gegen Calretinin, einem endogener Ca2+-Puffer 
der IHZ (Pangrsic et al. 2015), durchgeführt (Abbildung 6B). Das Signal der Otoferlin RNA-
Sonde befindet sich in IHZ und ist besonders im Bereich der Zellkerne zu finden (Abbildung 
6C), welche als dunklere Signal-Aussparung in der Calretinin-Antikörper-Färbung 
(Abbildung 6B) zu sehen sind. Die RIM-BP1 RNA-Sonde zeigte jedoch nur ein äußerst 
schwaches Signal, das nur in einer einzigen IHZ zu sehen ist (Abbildung 6D).  Daher kann 
durch das RNAscope® Experiment keine sichere Aussage über die Expression von RIM-
BP1 in 2-Wochen alten Maus IHZ gemacht werden.   

3.3 Ca2+-Einstrom der IHZ ist weitgehend unabhängig von RIM-BP1  

Im nächsten Schritt dieser Arbeit wurden zellphysiologische Untersuchungen mittels der 
patch-clamp Methode (2.4 Patch-clamp Experimente) durchgeführt, um herauszufinden, ob und 
welche Rolle RIM-BP1 an der IHZ-SGN Synapse spielt. In dieser Arbeit wurde dabei die 
whole-cell Konfiguration benutzt, bei der gesamte Ca2+-Ströme über die Plasmazellmembran 
und die Exozytose über alle Synapsen einer IHZ gemessen wird. Um einen intrazellulären 
elektrischen Zugang zu erhalten, wurde Amphotericin B verwendet, welches innerhalb der 
Kontaktfläche zwischen Patch-Pipette und Plasmazellmembran kleine Poren in der 
Plasmazellmembran der IHZ erzeugt, sodass ein geringer elektrischer Widerstand über die 
Membran entsteht, aber Diffusion zwischen der intrazellulären Flüssigkeit in der Patch-
Pipette und dem Zytoplasma der IHZ bis auf monovalente Ionen unterbunden bleibt, um 
den physiologischen Zustand der IHZ weitgehend zu erhalten. IHZ wurden für je 10 ms in 
5 mV Schritten von -100 bis +30 mV in der Spannungsklemme gehalten und die maximale 
Amplitude des spannungs-evozierten Ca2+-Einstroms ermittelt (Abbildung 7A – B). Auf 
diese Weise konnte bereits in einer früheren Arbeit gezeigt werden, dass der Verlust von 
RIM-BP2 zu einer Reduktion des Ca2+-Einstroms in IHZ führt (Krinner et al. 2017). Die 
hier gemessene maximale Amplitude des spannungsabhängigen Ca2+-Einstroms in RIM-
BP1/2-Doppelknockout IHZ (Rohdaten in Abbildung 7A) zeigte sich signifikant reduziert 
im Vergleich zu RIM-BP2-Wildtyp IHZ (p = 0,02; Wilcoxon Rangsummentest), war jedoch 
vergleichbar mit RIM-BP2-Knockout IHZ (Abbildung 7B, Tabelle 4). Auch beim Vergleich 
der integrierten whole-cell Ca2+-Ströme (QCa), die während unterschiedlich langen IHZ 
Depolarisationszeiten (5 – 200 ms) zu -14 mV gemessen wurden (Abbildung 8B, Tabelle 5), 
zeigte sich kein signifikanter Unterschied zwischen RIM-BP1/2-Doppelknockout und RIM-
BP2-Knockout IHZ.  
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Im Gegensatz zu RIM-BP2 (Krinner et al. 2017) sprechen diese Ergebnisse also insgesamt 
gegen eine Funktion von RIM-BP1 in der Regulation der Ca2+-Kanal-Anzahl. Zusätzlich 
wurde die spannungsabhängige Aktivierung der Ca2+-Kanäle aus diesen Daten berechnet (2.4 
Patch-clamp Experimente), indem die letzten 8 ms der evozierten Ca2+-Ströme benutzt wurden 
(Abbildung 7C). Von den normalisierten Aktivierungskurven der IHZ Ca2+-Ströme und 
deren Analyse durch Anpassung einer Boltzmann-Funktion entspricht Vhalf der Spannung 
der halb-maximalen Aktivierung der whole-cell Ca2+-Ströme und der Steigungsfaktor k spiegelt 
das Öffnungsverhalten (gating) der Ca2+-Kanäle wider und repräsentiert damit die 
Spannungsabhängigkeit der Aktivierung des Ca2+-Kanäle (Abbildung 7C, Tabelle 4). Dabei 
konnte zwischen den hier untersuchten Genotypen (RIM-BP2+/+, RIM-BP2-/- und RIM-
BP1/2-/-) bezüglich der Spannungsabhängigkeit (Vhalf und k) der Ca2+-Ströme kein statistisch 
signifikanter Unterschied festgestellt werden (Tabelle 4).  

Zusammenfassend zeigte sich in dieser Arbeit, dass der zusätzliche Verlust von RIM-BP1 in 
RIM-BP1/2-Doppelknockout IHZ im Vergleich zu RIM-BP2-Knockout IHZ nicht zu einer 
stärkeren Reduktion des evozierten Ca2+-Einstroms oder einer Änderung der 
spannungsabhängigen Aktivierung der Ca2+-Kanäle in IHZ führt (Abbildung 7). 

 

 
Abbildung 7: Ca2+-Einstrom in IHZ ist weitgehend unabhängig von RIM-BP1 

Whole-cell Kalziumströme (ICa) der IHZ in Abhängigkeit zum Membranpotenzial (Vm): Rohdaten [A] und 
Mittelwerte [B] der spannungsanhängigen Ca2+-Ströme aus whole-cell patch-clamp Experimenten (schematisch 
dargestellt in A) von RIM-BP1/2-Doppelknockout IHZ (magenta, n = 15) und RIM-BP2+/+ IHZ (schwarz, n 
= 16) und RIM-BP2-/- IHZ (grün, n = 17, nur in B). [C] Die spannungsabhängigen Ca2+-Strom-
Aktivierungsurven wurden aus den Ca2+-Strömen aus [A – B] berechnet. Abgebildet sind normalisierte 
Aktivierungskurven der IHZ Ca2+-Ströme (durchgängige Linie) und deren Boltzmann-Fitfunktion (gestrichelte 
Linie). Vhalf kennzeichnet die Spannung der halb-maximalen Aktivierung der whole-cell Ca2+-Ströme. [A – C] 
Die Datenpunkte [B – C] sind Mittelwerte (± SEM) aller IHZ; Statistik: Wilcoxon-Rangsummentest und 
Zweistichproben-t-Test; Mittelwerte (± SEM) und statistische p-Werte sind in Tabelle 4 angegeben. 
Signifikanzniveaus: keine Kennzeichnung bei p ≥ 0,05, *p < 0,05. n  =  Anzahl der IHZ; Alter der Mäuse: p14 
– p16. Daten der RIM-BP2-Knockout-Mäuse (RIM-BP2-/-) und deren Wurfgeschwistern (RIM-BP2+/+) 
wurden in Krinner et al. 2017 publiziert. 
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Tabelle 4: Zusammenfassung der IHZ whole-cell Ca2+-Ströme und der statistischen Analyse 

 Amplitude (pA) Vhalf (mV) Steigungsfaktor k 

RIM-BP2+/+ (n = 17) -157 ± 6 -29,9 ± 0,9 6,9 ± 0,1 

RIM-BP2-/- (n = 16) -126 ± 9 -30,0 ± 1,5 6,7 ± 0,2 

RIM-BP1/2-/- (n = 15) -131 ± 1 -28,3 ± 0,1 6,9 ± 0,1 

p-Wert (RIM-BP1/2-/- vs. 
RIM-BP2+/+) 

0,02 * 
Wilcoxon-
Rangsummentest 

0,3 
Zweistichproben-
t-Test 

0,7 
Wilcoxon-
Rangsummentest 

p-Wert (RIM-BP1/2-/- vs. 
RIM-BP2-/-) 

0,7 
Zweistichproben-
t-Test 

0,2 
Zweistichproben-
t-Test 

0,4 
Zweistichproben-
t-Test 

Zusammenfassung der whole-cell Kalziumströme (ICa) von IHZ aus RIM-BP1/2-Doppelknockout Mäusen (RIM-
BP1/2-/-), RIM-BP2-Knockout Mäusen (RIM-BP2-/-) und deren Wurfgeschwistern (RIM-BP2+/+), dargestellt in 
Abbildung 7. Diese wurden bezüglich ihrer maximalen Amplitude (pA), Vhalf und des Steigungsfaktor k 
analysiert. Die Datenpunkte [B – C] sind Mittelwerte (± SEM) aller IHZ; Statistik: der verwendete Test ist in 
der Tabelle angegeben. Signifikanzniveaus: n.s. bei p ≥ 0,05, *p < 0,05. n  =  Anzahl der IHZ; Alter der Mäuse: 
p14 – p16. Daten der RIM-BP2-Knockout-Mäuse (RIM-BP2-/-) und deren Wurfgeschwistern (RIM-BP2+/+) 
wurden in Krinner et al. 2017 publiziert. 

 

3.4 RIM-BP1 reguliert die Exozytose des RRP   

Um nun herauszufinden, ob RIM-BP1 direkt an der Exozytose in IHZ beteiligt ist, wurden 
erneut patch-clamp Messungen in der whole-cell Konfiguration durchgeführt, denn die durch 
Ca2+-Einstrom ausgelöste Exozytose der IHZ kann durch die Messung der 
Membrankapazität (Cm) bestimmt werden (Abbildung 8A). Grundlage dafür ist, dass die 
Fusion von SV mit der IHZ Plasmamembran zu einer Vergrößerung der 
Membranoberfläche führt, welche direkt proportional zur Cm ist. Eine Zunahme der 
Membrankapazität (∆Cm) spiegelt daher die Exozytose der IHZ wider. Im Experiment 
wurden IHZ für unterschiedlich lange Zeit (5 – 200 ms) zu -14 mV depolarisiert.  ∆Cm wurde 
berechnet, indem die Datenpunkte über 400 ms vor und nach der Depolarisation gemittelt 
und daraus die Differenz gebildet wurde. Rohdaten einer repräsentative Cm Messung aus 
einem whole-cell patch-clamp Experiment und der dazu korrespondierenden Ca2+-Ströme von 
einer RIM-BP1/2-Doppelknockout IHZ sind in Abbildung 8A dargestellt: Verschiedene 
Grautöne markieren unterschiedliche Depolarisationszeiten zwischen 5 – 50 ms und die 
gestrichelten Linien zeigen dabei die mittlere Cm der IHZ vor und nach der Depolarisation, 
die für die Berechnung der ∆Cm (Abbildung 8B, oben) verwendet wurden. Sowohl die ∆Cm 
als auch die dazu korrespondierende, integrierten whole-cell Ca2+-Ströme (QCa) wurden 
zwischen den einzelnen RIM-BP Genotypen verglichen (Abbildung 8B – C, Tabelle 5).  
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Abbildung 8: RIM-BP1 reguliert die Exozytose des RRP 

[A] Rohdaten von repräsentativen Membran-Kapazitätsmessungen (oben, Cm) aus einem whole-cell patch-clamp 
Experiment (schematisch dargestellt) und der dazu korrespondierenden Ca2+-Ströme (unten, ICa) von einer 
RIM-BP1/2-Doppelknockout IHZ, die für unterschiedlich lange Zeit (5, 10, 20, 50 ms; durch verschiedene 
Grautöne dargestellt) zu -14 mV depolarisiert wurde. Gestrichelte Linien zeigen die mittlere Cm der IHZ vor 
und nach der Depolarisation, die für die Berechnung der ∆Cm [in B] verwendet wurden. Maßstabsbalken: 50 
ms, 25 fF (Cm), 100 pA (ICa). [B – C] Zusammenfassung der durch Exozytose hervorgerufene Änderungen der 
Membrankapazität (ΔCm, obere y-Achse) und dazu korrespondierende, integrierte whole-cell Ca2+-Ströme (QCa, 
untere y-Achse) von IHZ aus RIM-BP1/2-Doppelknockout Mäusen (magenta, RIM-BP1/2-/-, n = 8), RIM-
BP2-Knockout Mäusen (grün, RIM-BP2-/-, n = 10) und deren Wurfgeschwistern (schwarz, RIM-BP2+/+, n = 
12). Wie in [A] beschrieben, wurden IHZ für unterschiedlich lange Zeit (5-200 ms) zu -14 mV depolarisiert. In 
[C] sind die Datenpunkte zwischen 5 – 20 ms zur besseren Sichtbarkeit vergrößert dargestellt. In RIM-BP1/2-
Doppelknockout IHZ zeigte sich eine signifikante Reduktion der Exozytose bei 5 ms (p = 0,003) und 10 ms (p 
= 0,04) im Vergleich zu RIM-BP2+/+ IHZ. Bei 5 ms war die Exozytose zudem im Vergleich zu RIM-BP2-
Knockout IHZ signifikant reduziert (angezeigt durch eckige Klammer:  p = 0,03). Die abgebildeten 
Datenpunkte sind Mittelwerte (± SEM) aller gemessenen IHZ; Statistik: one-way ANOVA mit konsekutivem 
post-hoc Tukey’s Test, Zusammenfassung der p-Werte in Tabelle 5. Signifikanzniveaus: keine Kennzeichnung 
bei p ≥ 0,05, *p < 0,05, **p < 0,01. n  =  Anzahl der IHZ; Alter der Mäuse: p14 – p16. Daten der RIM-BP2-
Knockout-Mäuse (RIM-BP2-/-) und deren Wurfgeschwistern (RIM-BP2+/+) wurden in Krinner et al. 2017 
publiziert.  

 

Beim Vergleich der ∆Cm zwischen den RIM-BP Genotypen zeigte sich bei einer 
Depolarisationszeit von 5 ms und 10 ms eine signifikante Reduktion der Exozytose in RIM-
BP1/2-Doppelknockout IHZ im Vergleich zu RIM-BP2-Wildtyp IHZ (p5ms = 0,003; p10ms = 
0,04; one-way ANOVA mit konsekutivem post-hoc Tukey’s Test, Abbildung 8C, Tabelle 5). 
Bei einer Depolarisationszeit von 5 ms war die Reduktion der Exozytose in RIM-BP1/2-
Doppelknockout IHZ im Vergleich zu RIM-BP2-Wildtyp IHZ noch stärker ausgeprägt und 
auch signifikant kleiner als in RIM-BP2-Knockout IHZ (p5ms = 0,03; one-way ANOVA mit 
konsekutivem post-hoc Tukey’s Test, Abbildung 8C, Tabelle 5). Dies lässt Rückschlüsse auf 
eine Funktion von RIM-BP1 bei der Exozytose des RRP zu, da kurze Depolarisationszeiten 
bis 20 ms (Abbildung 8C) primär zur Exozytose des RRP führen (Moser und Beutner 2000). 
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Das Wiederauffüllen von SV nach der Exozytose des RRP, welches bei längeren 
Depolarisationszeiten ab 20 ms eine Rolle spielt und in RIM-BP2-Knockout IHZ 
beeinträchtigt ist (Krinner et al. 2017), war in RIM-BP1/2-Doppelknockout IHZ nicht 
signifikant verändert (Abbildung 8B, Tabelle 5).  

 
Tabelle 5: Zusammenfassung der p-Werte aus der statistischen patch-clamp Daten Analyse  

  5 ms  10 ms 20 ms  50 ms  100 ms 200 ms 

∆C
m
 

RIM-BP1/2-/- vs. 
RIM-BP2+/+ 

0,003 ** 0,04 * 0,07 0,3 0,3 0,2 

RIM-BP1/2-/- vs. 
RIM-BP2-/- 

0,03 * 0,5 0,8 0,2 0,2 0,3 

Q
re

al
 

RIM-BP1/2-/- vs. 
RIM-BP2+/+ 

0,6 0,9 0,6 0,3 0,3 0,07 

RIM-BP1/2-/- vs. 
RIM-BP2-/- 

0,3 0,1 0,1 0,6 0,6 0,9 

Zusammenfassung der p-Werte aus der statistischen Analyse der whole-cell patch-clamp Membran-
Kapazitätsmessungen (∆Cm) und der dazu korrespondierenden, integrierten whole-cell Ca2+-Ströme (QCa) 
(Abbildung 8B – C): Vergleich der ∆Cm und QCa zwischen RIM-BP1/2-/- (n = 8), RIM-BP2+/+ (n = 12) and 
RIM-BP2-/- (n = 10) IHZ während unterschiedlich langer Depolarisationsdauer (5 – 200 ms) zu -14 mV. 
Statistik: one-way ANOVA mit konsekutivem post-hoc Tukey’s Test, Signifikanzniveaus: keine Kennzeichnung 
bei p ≥ 0,05, *p < 0,05, **p < 0,01. Daten der RIM-BP2-Knockout-Mäuse (RIM-BP2-/-) und deren 
Wurfgeschwistern (RIM-BP2+/+) wurden in Krinner et al. 2017 publiziert. 
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4 Diskussion 

Unter Verwendung der RIM-BP1/2 Doppelknockout-Mauslinie konnte in dieser Arbeit 
gezeigt werden, dass im Vergleich zu Wildtyp Mäusen neben einer Anhebung der 
Hörschwelle um durchschnittlich 20 dB SPL bei erhaltener cochleärer Verstärkerfunktion 
durch die äußeren Haarzellen eine statistisch signifikante Reduktion der AEP 
Wellenamplitude I, III und IV besteht. Zudem war eine statistisch signifikante Reduktion 
der AEP Wellenamplitude IV (20 Hz) und der AEP Wellenamplitude I (100 Hz) der RIM-
BP1/2-Doppelknockout-Mäuse im Vergleich zu den RIM-BP2-Knockout-Mäusen zu sehen. 
Dies zeigt, dass nicht nur RIM-BP2, sondern auch RIM-BP1 für das periphere Hören von 
Mäusen eine wichtige Rolle spielt und der Verlust von RIM-BP1 und -2 zusammen eine 
stärkere auditorische Synaptopathie hervorruft als die Deletion von RIM-BP2 alleine.  

Ursächlich für die auditorische Synaptopathie können durch das Fehlen von RIM-BP1 
bedingte, funktionelle Veränderungen an der IHZ Bändersynapse sein, wie zum Beispiel ein 
Defizit im spannungsabhängigen Ca2+-Einstrom oder der Exozytose. Beide Parameter 
wurden durch elektrophysiologische patch-clamp Messungen an IHZ erfasst: Die Exozytose 
zeigte sich in RIM-BP1/2-Doppelknockout IHZ speziell bei kurzen Depolarisationszeiten 
(< 20 ms) signifikant reduziert. Der Effekt war am stärksten bei 5 ms ausgeprägt, wo sich 
auch eine signifikante Reduktion der Exozytose gegenüber RIM-BP2-Knockout IHZ zeigte. 
Bezüglich des Ca2+-Stroms wirkte sich die zusätzliche RIM-BP1 Deletion in RIM-BP1/2 
Doppelknockout-IHZ im Vergleich zu RIM-BP2 Knockout-IHZ nicht weiter auf die 
Amplitude oder die Spanungsabhängigkeit der whole-cell Ca2+-Ströme aus. Dies spricht primär 
gegen eine Rolle von RIM-BP1 in Bezug auf die Regulierung des spannungsabhängigen Ca2+-
Einstroms in IHZ Bändersynapsen. Dem gegenüber zeigten Daten aus der Retina 
Bändersynapse, dass dort sowohl RIM-BP2, als auch RIM-BP1 eine gleichermaßen große 
Rolle bei der Regulation der synaptischen Dichte und Gruppierung der Ca2+-Kanäle spielen: 
Die Anzahl der präsynaptischen Ca2+-Kanäle war durch den RIM-BP1 oder -2 Verlust 
signifikant reduziert (Luo et al. 2017). Einen ähnlichen Effekt hatte die Deletion von RIM-
BP2 auf die IHZ Bändersynapse, wo in RIM-BP2-Knockout IHZ sowohl die Zahl der 
synaptischen Ca2+-Kanäle als auch der synaptische Ca2+-Einstrom signifikant reduziert waren 
(Krinner et al. 2017). (1) Ein möglicher Grund für die abweichenden Ergebnisse in Bezug 
auf die Beteiligung von RIM-BP1 in der Regulation der Ca2+-Kanäle zwischen der IHZ und 
Retina Bändersynapse könnte die Kompensation eines möglichen Ca2+-Kanal Verlustes an 
der IHZ Bändersynapse durch anderer CAZ Proteine sein. Es wäre primär zu überprüfen, 
ob der Verlust von RIM-BP1/2 in IHZ Bändersynapsen – wie in der Retina Bändersynapse 
(Luo et al. 2017) – zu einer kompensatorischen Hochregulation der RIM Expression führt. 
Eine Synergie von RIMs und RIM-BPs wurde sowohl an konventionellen ZNS Synapsen 
(Acuna et al. 2016), als auch biochemisch (Wu et al. 2019) demonstriert. Das Zusammenspiel 
von RIM und RIM-BPs ist nicht nur für die morphologische und physiologische Integrität 
konventioneller ZNS Synapsen essentiell (Acuna et al. 2016), wo der gemeinsame Verlust 
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von RIM1/2 und RIM-BP1/2 zu einer drastischen Funktionseinschränkung mit extremen 
strukturellen und funktionellen Folgen für die Synapse führte (Acuna et al. 2016), sondern 
auch in vitro, wo durch Selbstorganisation und flüssig-flüssig Phasentrennung, AZ-ähnliche 
biochemische Kondensate entstehen, die spannungsabhängige Ca2+-Kanäle bündeln (Wu et 
al. 2019). Letztlich könnte kompensatorische und synergistische Effekte zwischen RIMs und 
RIM-BPs an der IHZ Bändersynapsen durch quantitative Expressionsanalysen von RIMs 
und RIM-BPs in den jeweilig inversen Mausmutanten oder durch die Analyse von 
RIM2/RIM-BP1/2 Mausmutanten überprüft werden. (2) Zum anderen wäre ein möglicher 
Grund für die abweichenden Ergebnisse in Bezug auf die Beteiligung von RIM-BP1 in der 
Regulation der Ca2+-Kanäle zwischen der IHZ und Retina Bändersynapse, dass die zelluläre 
Gesamtzahl der Ca2+-Kanäle durch den zusätzlichen RIM-BP1-Verlust unverändert blieb, 
diese jedoch weniger synaptisch, sondern teilweise extrasynaptisch lokalisiert sind, was durch 
die durchgeführte whole-cell patch-clamp Messungen nicht erfasst werden konnte. Eine 
Möglichkeit diese Hypothese zu überprüfen wäre es, den synaptischen Ca2+-Einstrom mittels 
whole-cell patch-clamp Messungen kombiniert mit konfokalem Ca2+-Imaging zu messen (Frank 
et al. 2009; Wong et al. 2013) oder Immunhistochemie der Ca2+-Kanäle kombiniert mit 
STED-Mikroskopie durchzuführen (Neef et al. 2018). Beide Methoden zeigten in RIM-BP2-
Knockout IHZ eine signifikante Reduktion der synaptischen Ca2+-Kanaldichte (Krinner et 
al. 2017).  

Wahrscheinlicher ist jedoch, dass die stärkere auditorische Synaptopathie in RIM-BP1/2-
Doppelknockout Mäusen durch ein Defizit in der Exozytose selbst oder einem Defizit in 
der Ca2+-Kanal – SV Kopplung hervorgerufen wurde. Denn ein Einfluss von RIM-BP1 auf 
die Exozytose zeigte sich in RIM-BP1/2-Doppelknockout IHZ speziell bei kurzen 
Depolarisationszeiten (< 20 ms). Sowohl gegenüber Wildtyp IHZ, als auch RIM-BP2 
Knockout-IHZ war die Exozytose in RIM-BP1/2-Doppelknockout IHZ bei kurzen 
Depolarisationszeiten (5 ms) statistisch signifikant reduziert, was auf eine Funktion von 
RIM-BP1 in der Exozytose von SV aus dem RRP spricht: Die Menge und Synchronizität der 
Exozytose von SV aus dem RRP bestimmt maßgeblich die Größe der exzitatorischen 
postsynaptischen Potentiale (EPSP), welche die Generierung von postsynaptischen APs in 
den SGNs auslösen. Da die AEP I Wellenamplitude das Summen-AP der SGNs abbildet, ist 
daher die Größe, kurze Latenz und zeitliche Präzision der EPSPs entscheidend für die AEP 
I Wellenamplitude (Wittig und Parsons 2008; Buran et al. 2010; Rutherford et al. 2012; Li et 
al. 2014). Dazu passt, dass die AEP I Wellenamplitude von RIM-BP1/2-Doppelknockout 
Mausmutanten drastisch reduziert war. Besonders stark ausgeprägt war der Effekt der 
zusätzlichen RIM-BP1 Deletion bei höherer Stimulationsfrequenz (100 Hz), wo sich auch 
im Vergleich zu RIM-BP2 Mausmutanten eine statistisch signifikante Reduktion der AEP I 
Wellenamplitude zeigte. Der beobachtete Effekt wäre durchaus damit zu erklären, dass in 
RIM-BP1/2-Doppelknockout Mausmutanten unabhängig von der Menge der Exozytose 
von SV aus dem RRP ein Defizit in der Ca2+-Kanal – SV Kopplung und damit der zeitlichen 
Präzision der Exozytose besteht. Solch ein Defizit in der Ca2+-Kanal – SV Kopplung wurde 
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für RIM-BPs an diversen Synapsen beschrieben (Liu et al. 2011; Acuna et al. 2015; Müller et 
al. 2015; Grauel et al. 2016; Luo et al. 2017). In der Retina Bändersynapse zum Beispiel 
erhöhte die kombinierte RIM-BP1/2 Deletion bei der Exozytose die Sensitivität für den 
langsamen Ca2+-Chelator EGTA, was dafür spricht, dass auch die enge Kopplung zwischen 
den übrigen Ca2+-Kanälen und den SV durch den RIM-BP1/2 Verlust beeinträchtigt ist (Luo 
et al. 2017). Ob beide RIM-BPs zusammen, oder eines der RIM-BPs (1 oder 2) für die Ca2+-
Kanal – SV Kopplung in den Bändersynapsen der Retina verantwortlich ist, wurde nicht im 
Detail bestimmt (Luo et al. 2017). In der IHZ Bändersynapse wurde für RIM-BP2 kein 
Einfluss auf die Kopplung zwischen Ca2+-Kanälen und den SV festgestellt (Krinner et al. 
2017). Die Ca2+-Kanal – Exozytose Kopplung wurde in RIM-BP2 Knockout-IHZ durch 
eine schrittweise Blockierung der Ca2+-Kanäle mit Isradipin bestimmt (Krinner et al. 2017). 
Es bleibt daher offen, ob nicht gegebenenfalls RIM-BP1 an der Ca2+-Kanal – SV Kopplung 
in IHZ beteiligt ist. 

Weitere Hinweise auf die genaue funktionelle Rolle von RIM-BP1 können durch die 
Bestimmung der zellulären und subzellulären Lokalisation von RIM-BP1 durch 
fluoreszenzbasierte Expressionsanalyse gewonnen werden. Um die Expression und 
Lokalisation von RIM-BP1 in IHZ der Maus zu überprüfen und zu untersuchen, ob RIM-
BP1 möglicherweise – ähnlich wie RIM-BP2 (Krinner et al. 2017) – an der Bändersynapse 
lokalisiert ist, wurde in dieser Arbeit durch zwei verschiedene fluoreszenzbasierte Methoden 
untersucht. i) Dabei waren die Ergebnisse der Expressionsanalyse von RIM-BP1 mittels 
Immunhistochemie aufgrund der ungeklärten Antikörperspezifität nicht eindeutig. ii) Auch 
durch die RNA Expressionsanalyse mittels RNAscope® Technik konnte RIM-BP1 nicht 
sicher in IHZ der Maus Cochlea nachgewiesen werden. Diese Ergebnisse sind in 
Übereinstimmung mit publizierten RT-PCR (Reverse-Transkriptase PCR) Experimenten, 
die keine RIM-BP1 mRNA in IHZ der Maus detektierten (Ortner et al. 2020; Krinner et al. 
2021). In Krinner et al. 2021 konnte RIM-BP1 mRNA jedoch im Corti-Organ der Maus 
nachgewiesen werden, was eine Expression von RIM-BP1 in SGNs und/oder efferenten 
auditorische Fasern aus dem oberen, lateralen Olivenkern nicht ausschließt. Daher – und auf 
Grundlage der in vivo Daten dieser Arbeit – muss die Alternativhypothese, dass RIM-BP1 an 
der IHZ Bändersynapse nicht (nur) präsynaptisch, sondern (auch) postsynaptisch in SGNs 
und/oder efferenten auditorische Fasern eine funktionelle Rolle spielen könnte, diskutiert 
werden. (1) Eine Funktion von RIM-BP1 in den efferenten auditorische Fasern ist auf 
Grundlage der in vivo Daten durchaus denkbar, da die AEP IV Wellenamplitude von RIM-
BP1/2-Doppelknockout Mausmutanten im Vergleich zu RIM-BP2-Knockout Mäusen 
signifikant reduziert war und die AEP Welle IV dem auditorischen Hirnstamm zuzuordnen 
ist, in dem sich auch der laterale obere Olivenkern befindet (Melcher et al. 1996). Die 
efferenten auditorische Fasern aus dem lateralem Olivenkern modulieren durch ihre 
Innervation der SGN Synapsenköpfchen an der IHZ die afferente synaptische Aktivität der 
SGNs. Welche synaptischen Mechanismen der Modulation zugrunde liegen, ist noch nicht 
bekannt (Übersichtsarbeit: Fuchs und Lauer 2018). Ob RIM-BP1, ähnlich wie RIM-BP2 an 
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der efferenten Synapse exprimiert ist (Krinner et al. 2017; Ortner et al. 2020), muss durch 
spezifische RIM-BP1 Antikörper untersucht werden. Des Weiteren könnte die 
Amplitudenverminderung der AEP Wellenamplitude I, die das Summen-AP der SGNs 
repräsentiert, zudem durch postsynaptische Effekte in den SGNs bedingt sein. Dabei wären 
Änderungen in der Anzahl, Dichte oder den physikalischen Eigenschaften der 
postsynaptischen Rezeptoren oder Ionenkanäle der SGNs möglich (Nirenberg und Yifrach 
2020). Verschiedene experimentelle Ansätze, wie extrazelluläre Einzelfaserableitung am N. 
cochlearis, die simultane Messung von präsynaptischem Ca2+-Einstrom und von durch 
Exozytose freigesetztem Glutamat mittels Fluoreszenz-Mikroskopie (Özçete und Moser 
2020) oder „gepaarte“ patch-clamp Messungen der IHZ und Synapsenköpfchen der SGNs 
(Goutman und Glowatzki 2007), wären geeignete Techniken, um ein möglicherweise 
verändertes Spikeverhalten der SGNs in Bezug auf die präsynaptische Aktivität der IHZ zu 
analysieren und korrelieren. Auch Experimente an einer konditionellen RIM-BP1 Knockout-
Mauslinie könnte nützlich sein, um die Funktion von RIM-BP1 in den einzelnen Stationen 
der Hörbahn isoliert untersuchen zu können. Insgesamt scheint RIM-BP1 im Vergleich zu 
RIM-BP2 jedoch trotz der verstärkten Schwerhörigkeit von RIM-BP1/2-Doppelknockout 
Mäusen im Vergleich zu RIM-BP2-Knockout Mäusen, an der IHZ Bändersynapse eine 
subtilere, wenn auch nicht weniger interessante Rolle zu spielen. 
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5 Zusammenfassung 

Die Bändersynapsen von cochleären inneren Haarzellen sind hochspezialisiert, um äußerst 
präzise und mit höchster Geschwindigkeit eintreffende akustische Signale in einen 
neuronalen Kode zu transformieren, der von den Spiralganglion Neuronen (N. cochlearis) über 
den Hörnerv an das zentrale Nervensystem geleitet wird. Um den hohen Anforderungen zu 
entsprechen, folgen die Bändersynapsen einem spezialisierten Aufbau, der von 
konventionellen Synapsen des zentralen Nervensystems abweicht. Eine zentrale Rolle 
spielen die präsynaptisch lokalisierten Rab3-interacting molecule (RIM) binding proteins (RIM-
BPs), welche über mehrere Domänen sowohl mit den Ca2+-Kanälen, als auch RIMs und 
Bassoon interagieren, die strukturell und funktionell an der Exozytose von synaptischen 
Vesikeln beteiligt sind. Bisher wurde in inneren Haarzellen nur die Funktion von RIM-BP2 
untersucht. Dabei wurde entdeckt, dass die genetische Deletion von RIM-BP2 in Mäusen zu 
einer auditorische Synaptopathie führt, die durch eine reduzierte Anzahl an synaptischen 
Ca2+-Kanälen und einer gestörten Exozytose an Bändersynapsen der inneren Haarzellen 
hervorgerufen wurde. Ob auch andere RIM-BPs, wie zum Beispiel RIM-BP1 in IHZ eine 
Rolle spielen, und welche das sein könnte, ist bislang ungeklärt.  

In dieser Arbeit wurden in vivo Hirnstammaudiometrie und in vitro patch-clamp Messungen an 
RIM-BP1/2-Doppelknockout Mäusen, sowie eine Expressionsanalyse von RIM-BP1 in 
inneren Haarzellen durchgeführt. Dabei zeigen die Ergebnisse der Hirnstammaudiometrie, 
dass zusätzlich zu RIM-BP2, auch RIM-BP1 für das periphere Hören der Mäuse wichtig ist 
und der Verlust von RIM-BP1 und 2 zusammen eine stärkere auditorische Synaptopathie 
hervorruft als die Deletion von RIM-BP2 alleine. Durch elektrophysiologische patch-clamp 
Messungen an inneren Haarzellen konnte keine zusätzliche Auswirkung der RIM-BP1 
Deletion auf die Amplitude oder die Spanungsabhängigkeit der Ca2+-Ströme in inneren 
Haarzellen von RIM-BP1/2-Doppelknockout Mäusen gefunden werden. Daher kann 
geschlussfolgert werden, dass zwar RIM-BP2, jedoch nicht RIM-BP1 an der Regulation der 
Ca2+-Kanäle an den Bändersynapsen innerer Haarzellen beteiligt ist. Jedoch wurde eine 
Reduktion der Exozytose von RIM-BP1/2-Doppelknockout inneren Haarzellen bei kurzen 
Depolarisationszeiten (< 20 ms) gefunden, welche sich signifikant von RIM-BP2-Knockout 
inneren Haarzellen unterschied. Dies deutet auf eine Funktion von RIM-BP1 in der 
Exozytose von synaptischen Vesikeln aus dem „readily releasable pool“ hin. Insgesamt scheint 
RIM-BP2 im Vergleich zu RIM-BP1 trotz der verstärkten Schwerhörigkeit von RIM-BP1/2-
Doppelknockout Mäusen im Vergleich zu RIM-BP2-Knockout Mäusen, an der inneren 
Haarzell-Bändersynapse funktionell eine größere Rolle zu spielen.  
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Supplementary Figure 1 | Efforts to establish immunohistochemistry for RIM-BP1 in the mouse cochlea. 
Maximum projections of confocal stacks after immunohistochemistry from apical organ of Corti whole-mount 
explants from 2-week-old C57BL/6 and RIM-BP1/2–/– mice. RIM-BP1 immunofluorescence (green) co-
localizes with presynaptic ribbons (CtBP2/RIBEYE, magenta) and either (A) Bassoon (blue) 
or (B) Synapsin1/2 (blue) in C57BL/6 IHCs. Synapsin1/2 marks presynaptic terminals of efferent lateral 
olivocochlear neurons projecting onto type I SGN synapses. RIM-BP1 is not absent in parallel processed RIM-
BP1/2–/– IHCs, questioning the RIM-BP1 antibody specificity. Scale bar: 5 μm. 
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Supplementary Figure 2 | RNA Analysis of RIM-BP1 expression in the organ of Corti. Maximum projection 
of confocal stack after RNAscope experiment and consecutive immunohistochemistry from apical organ of 
Corti whole-mount explant from 2-week-old C57BL/6mouse. Calretinin [(B), blue in merge image (A)] marks 
IHCs. Otoferlin RNAscope probe [(C), magenta in merge image (A)] was used as positive control. Otoferlin 
mRNA is present in IHCs, mainly localized around the IHC nuclei. RIM-BP1 mRNA could not be detected by 
the RNAscope probe [(D), green in merge image (A)]. Scale bar: 10 μm. 

 

 
Supplementary Figure 3 | RIM-BP1 is expressed in the mouse organ of Corti. Nested RT-PCR from organs 
of Corti, brain, and 10 individual IHCs from 2-week-old C57Bl/6 mice. In the negative control cDNA was 
omitted from the reaction. Nested PCR primers were specific for RIM-BP1 (A)or RIM-BP2 (B) cDNA. The 
following DNA bands were expected: 196 bp for RIM-BP1 (A), 408 bp for RIM-BP2 (B). Both RIM-BPs were 
detected in brain tissue. RIM-BP2 mRNA was detected in individual IHCs. RIM-BP1 was detected in the organ 
of Corti, but not in individual IHCs. 
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