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Zusammenfassung

Zusammenfassung

Im Rahmen dieser Arbeit wurden die elektrophysiologischen und
pharmakologischen  Eigenschaften der Ca’*-Kanal-Strdme in  &uBeren
Haarsinneszellen (AHZ) des neonatalen (postnataler Tag 1 (P1) - P8) und
ausgereiften (P9 - P28) Cortischen Organs von Mausen und Ratten charakterisiert
und denen der inneren Haarsinneszellen (IHZ) gegeniibergestellt. In AHZ wurden
vor und nach Hérbeginn (P12) Ca®*-Kanal-Strdme gemessen, die aufgrund ihrer
Sensitivitdt gegeniiber dem L-Typ-Kanal-Agonisten Bay K 8644 und dem L-Typ-
Kanal-Antagonisten Nifedipin als L-Typ-Kandle identifiziert werden konnten. Der
Ca’*-Kanal-Strom war in AHZ von Cay1.3”" -Mausen auf 3 % des Kontrollwerts
reduziert und der verbleibende Reststrom konnte durch Bay K 8644 nicht
vergréBert werden.

Da die reifen AHZ der Mi&use in den (blicherweise verwendeten
Extrazellularlésungen aduBerst instabil waren und anschwollen, wurden neue
Lésungskombinationen mit dem Zusatz von Tamoxifen oder der Substitution von
CI" durch Laktobionat entwickelt. Zudem wurden elektrophysiologische
Messungen an den robusteren und gréBeren AHZ der Ratte durchgefiihrt.

Sowohl in IHZ als auch in AHZ der Ratte wurde eine entwicklungsabhingige
Regulation des Ca®*-Kanal-Stroms beobachtet. Ein Maximum der Barium-Strom
(Isa)-Amplitude in AHZ wurde um P1-P4, in IHZ um P9-P11 erreicht. In
ausgereiften Altersstadien verblieb der Is; auf niedrigem (AHZ) und mittlerem
(IHZ) Niveau.

Sowohl in inneren als auch in &uBeren HZ flieBt der GroBteil des Ca**-Stroms
durch Cayl.3-Kandle. Dennoch weichen die elektrophysiologischen Eigenschaften
der IHZ leicht von denen &uBerer HZ ab. Beispielsweise zeigen Ca’*-Kanal-
Strome in IHZ wahrend lang anhaltender (300 ms) Depolarisationen eine etwas
starkere spannungsabhangige Inaktivierung (voltage dependent inactivation,
VDI) als in AHZ. Auch die Strom-Spannungs-Kurven weisen mit abweichenden Vy,

und Vmax auf gewisse Unterschiede der Kandle in beiden Haarzelltypen hin.



Zusammenfassung

Spannungsgesteuerte  Ca’*-Kandle bestehen aus vier verschiedenen
Untereinheiten: einer transmembrandren a;-Untereinheit, die die Pore bildet und
den Spannungssensor tragt, einer intrazelluldaren B-Untereinheit (CayB) und den
membranstandigen Untereinheiten y und a5d.

Um zu  dberprifen, ob die geringfligigen  Abweichungen  der
elektrophysiologischen Kanaleigenschaften in IHZ und AHZ auf unterschiedliche
Kombinationen des Kanals aus ai- und B-Untereinheit zurlickzuflihren ist, wurde
mittels RT-PCR B-spezifische mRNA im Cortischen Organ und auch in IHZ- und
AHZ detektiert. Im Widerspruch zu Green et al. (Green et a/., 1996) lieBen sich im
Cortischen Organ alle 4 bekannten B-Untereinheiten des spannungsgesteuerten
Ca’**-Kanals nachweisen. Auch in AHZ gelang die Amplifikation aller 4
B-spezifischen Fragmente. In IHZ dagegen lieBen sich molekularbiologisch
CayB1, CayB2 und CayB3 nachweisen, jedoch nicht Cayp4.

Die direkten Auswirkungen des Fehlens einer einzelnen B-Untereinheit wurden
durch elektrophysiologische Messungen der Ca**-Kanal-Stréme in IHZ und AHZ
von CayB3” -und CaB4” -Mausen im Vergleich zu den jeweiligen
Wildtyp (WT)- Strémen analysiert.

Hierbei wurden Parameter wie Maximalamplitude des Ca**-Kanal-Stroms (Imax),
halbmaximale Aktivierung (Vy,), der Steigungsfaktor der Boltzmann-Funktion (k)
sowie die Zeitkonstante der Aktivierung und der Grad der Inaktivierung bestimmt:
In AHZ der CayB3” -Mé&use filhrte das Fehlen dieser B-Untereinheit zu einer
signifikanten Abnahme der Stromamplitude, zu einer Verschiebung von & und zu
einer Zunahme der spannungsgesteuerten Inaktivierung des Kanals. In IHZ
dagegen fuhrten der Verlust von CayB33 sowie das Fehlen von Cay34 zu einer
signifikant schnelleren Aktivierungskinetik. In neonatalen IHZ der CayB4” -Méuse
waren zudem Vv, k und die Membrankapazitat im Vergleich zu den WT-Zellen
verandert:

AHZ zeigten nach Verlust von Cayf4 eine Verschiebung des Boltzmann-
Parameters & und eine verlangsamte Kinetik der Kanalaktivierung. Diese

Ergebnisse sprechen fiir eine Beteiligung von Cay33 und Cay4 am Aufbau der



Zusammenfassung

Cay1.3-Kanéle sowohl in IHZ als auch in AHZ. Sie sind jedoch fiir die Kanal- und

Horfunktion nicht essentiell.



Einleitung

1 Einleitung

1.1. Das Horen

Bei samtlichen hoéheren Tierarten stellt das Hérorgan ein wichtiges Sinnesorgan
dar. In den akustischen Sinnesorganen der Vertebraten (bernehmen
mechanosensitive Haarsinneszellen (HZ) die Rolle, Schallwellen in elektrische
Erregung umzuwandeln und Uber den Hoérnerv zum Gehirn weiterzuleiten. Hierbei
mussen je nach Tierart Signale unterschiedlicher Frequenzbereiche aufgeldst
werden. Reptilien beispielsweise sind auf niederfrequente Bereiche bis 4000 Hz,
in Ausnahmen sogar bis 7000 Hz, spezialisiert. Vdgel hdéren im allgemeinen
zwischen 150 Hz und 4000 Hz (Fettiplace & Fuchs, 1999), im hohen
Frequenzbereich sogar bis 12000 Hz (Manley & Koppl, 1998). Ein normal
hérender Mensch ist in der Lage, Frequenzen zwischen 16 und 20000 Hz
wahrzunehmen, wohingegen zahlreiche andere Saugetierarten wie Hunde, Katzen
und kleine Nagetiere auch Frequenzen im Ultraschallbereich héren konnen
(Manley & Koppl, 1998).

In der hier vorliegenden Arbeit wurde das Hororgan von Mausen und Ratten
untersucht. Nagetiere dienen in der Horforschung haufig als Modell-Sauger, da
sie einerseits Uber ein gutes Hoérvermdgen verfligen und andererseits
unkompliziert und preisglinstig zu zlichten sind. Fir zahlreiche relevante Gene
existieren inzwischen transgene Maduse, die flir die Erforschung und flir das
Verstandnis vieler horphysiologischer Prozesse eine groBe Bedeutung haben.

Das Innenohr der Sdugetiere besteht aus dem flir den Gleichgewichtssinn
verantwortlichen Vestibularorgan und dem spiralférmig gewundenen Hoérorgan,
der Cochlea. Das Sinnesepithel, das Cortische Organ, befindet sich auf der
Basilarmembran (Abb. 1). Die Haarsinneszellen sind in unterschiedliche Typen
von Stltzzellen eingebettet und werden in innere (IHZ) und &uBere
Haarsinneszellen (AHZ) unterschieden. Die fiir das Horen primar wichtigen IHZ
bilden eine entlang des Cortischen Organs verlaufende Zellreihe. In IHZ erfolgt
die Transduktion der Schallreize in elektrische Erregung und deren Weiterleitung

an den Hornerv.



Einleitung

AHZ sind dagegen in drei parallelen Reihen angeordnet und fungieren aufgrund
ihrer besonderen Membraneigenschaften als cochledre Signalverstarker (siehe
1.2.).

Stereozilien

Tektorialmembran Aufere
Haarsinneszelle

\ Hensen-Zelle
\ /

Innere

Haarsinneszelle

Deiters-Zelle

Afferenzen: Basilarmembran
Efferenzen:

Abbildung 1: Schema der zelluldren Struktur des Cortischen Organs.

Ein Transversalschnitt durch die mittlere Cochlea-Windung zeigt die Anordnung der Stiitzzellen,
sowie die darin eingebetteten duBeren und inneren Haarsinneszellen auf der Basilarmembran. Die
Breite des Cortischen Organs betrdagt ~150 ym. Modifiziert nach Jutta Engel nach (Liberman et
al., 1990)

1.2. Horen unterschiedlicher Frequenzen und cochledre

Verstarkung

Der Mechanismus der Frequenzanalyse bei Saugern ist vor allem den
mechanischen Eigenschaften der Basilarmembran  zuzuschreiben. Ein
eintreffendes Schallereignis breitet sich entlang der Cochlea von basal nach apikal

hin wellenformig aus (Wanderwelle). Aufgrund der zum apikalen Ende der
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Cochlea, dem Helikotrema, abnehmenden Steifigkeit der Basilarmembran existiert
fur jede Frequenz auf dem Cortischen Organ eine charakteristische Stelle, an der
die Wanderwelle ihre maximale Amplitude erreicht. Dabei bewirken hdhere
Frequenzen ein Amplitudenmaximum an basalen Abschnitten der Cochlea, je
niedriger die Frequenz des Schalls, desto ndher liegt der Ort des Maximums am
Apex der Cochlea. Somit werden jeweils nur Haarsinneszellen in definierten
Bereichen des Cortischen Organs erregt.

Da die Schwingungen des Cortischen Organs durch die sich darin befindenden
Flussigkeiten und die Tragheit aller Strukturen gedampft werden, ist eine lokale
Verstarkung durch die AHZ nétig, um scharf begrenzte Amplitudenmaxima zu
erzeugen. AHZ sind in der Lage, auf eine Depolarisation mit Ldngendnderungen
zu reagieren (Brownell et al, 1985). Dies wird durch das in der lateralen
Membran lokalisierte spannnungssensitive Motorprotein Prestin  ermdglicht
(Zheng et al, 2000). Durch diese Kontraktionen wird die Schwingung der
Basilarmembran am Ort des Amplitudenmaximums vergréBert und damit die
Reizung der IHZ verstarkt (Nilsen & Russell, 2000).

1.3. Transduktionsstrom und Rezeptorpotential in

Haarsinneszellen

Eintreffende Schallwellen bewirken eine Verschiebung der Tektorialmembran
gegen die Basilarmembran. Da die am apikalen Pol der Haarsinneszellen
lokalisierten Stereozilien mit der Tektorialmembran in Verbindung stehen, werden
sie so zum langsten Stereozilium hin abgeschert, was der adaquate Reiz fir die
Haarsinneszellen ist. Die dadurch ausgeléste Offnung der Transduktionskanile
fiihrt zu einem Einstrom von K* und Ca®* und damit zu einer Depolarisation der
Zelle. Dieser Transduktionsstrom aktiviert spannungsabhangige Ionenkandle am
basolateralen Pol der HZ.

Spannungsabhéngige K*-Kanale hyperpolarisieren die Zelle zuriick auf ihr
Ruhepotential. Eine Abscherung der Stereozilien in die Gegenrichtung fihrt

dagegen zum SchlieBen der Transduktionskandle. Der Ca**-Einstrom durch
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spannungsabhingige Ca®*-Kanidle filhrt zur Freisetzung von Neurotransmitter
(Glutamat), der afferente Fasern aktiviert.
In der vorliegenden Arbeit stand die Untersuchung der Exocytose-auslésenden

spannungssensitiven Ca**-Kanale der HZ im Vordergrund.

1.3.1. Funktion der inneren Haarsinneszellen

Die inneren Haarsinneszellen (IHZ) bilden die fiir das Horen wichtigsten
sensorischen Rezeptorzellen der Sdugercochlea. Indem sie Neurotransmitter
freisetzen Ubernehmen sie die Rolle, Schallreize in Signale fiir das zentrale
Nervensystem umzuwandeln.

Die afferente synaptische Verschaltung der IHZ verlauft Uber die peripheren
Dendriten der Typ-I-Spiralganglienneuronen. 90-95 % der Spiralganglienneurone
sind Typ-I-Zellen. Ein Typ-I-Spiralganglionneuron besitzt jeweils nur einen
peripheren Dendriten, der mit einer einzigen IHZ verbunden ist. Jede IHZ
wiederum steht mit mehreren (10-30) Typ-I-Afferenzen in Kontakt (Spoendlin,
1969).

Bei Mdusen und Ratten setzt zwischen P10 und P14 die Horfunktion ein. IHZ von
Mausen und Ratten sind vom Zeitpunkt kurz vor der Geburt (E17) bis zum
Erreichen des hdrenden Phanotyps um P12 in der Lage, Aktionspotentiale zu
generieren. Bereits vor diesem Zeitraum werden an der Basis der IHZ die ersten
synaptischen Kontakte gebildet (Pujol et al, 1997) und die Expression einer
Vielzahl von Ionenkandlen heraufreguliert, wie beispielsweise des
einwartsgleichrichtenden K™-Kanal-Stroms Ix; (Marcotti et al., 1999;Marcotti et
al., 2003a) (Marcotti et al,, 2003a), des spannungssensitiven Ca**-Kanals Cay1.3
(Platzer et al, 2000;Dou et al, 2004) sowie des TTX-sensitiven Na*-Kanals
(Ehret, 1977;Marcotti et al, 2003b). Die Anwesenheit dieser Ionenkanadle
ermdglicht die Generierung spontaner Aktionspotentiale, die bereits in der Lage
sind, Exozytose und die Freisetzung von Transmittern auszuldésen (Glowatzki &

Fuchs, 2002). Dies begtinstigt vermutlich die korrekte synaptische Verschaltung.
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Die zum Zeitpunkt der Geburt stark ausgepragte Verastelung der Typ-I-
Afferenzen (Innervation mehrerer IHZ durch eine Afferenz, transiente Kollaterale
zu AHZ und multiple Kontakte einer Afferenz mit derselben IHZ) wird mit Ende
der Spontanaktivitdt zurlickgebildet, so dass mit Erreichen des maturen
Phanotyps der IHZ eine 1:1 Verschaltung mit afferenten Fasern besteht
(Sobkowicz et al., 1982;Echteler, 1992) (Echteler, 1992;Pujol et a/., 1997).

1.3.2. Funktion der auBBeren Haarsinneszellen

AuBere Haarsinneszellen (AHZ) sind in der Lage, auf Schallreize aufgrund ihrer
Elektromotilitdat mit Langenanderungen zu reagieren und fungieren damit als
cochledre Signalverstarker. Dies bildet die Grundlage flir die auBergewdhnliche
Sensitivitat und Frequenzselektivitat des Saugerohrs (Davis, 1983;Dallos & Corey,
1991).

AHZ werden hauptséchlich durch efferente Endigungen innerviert. Der Ursprung
dieser Fasern liegt im Medialen Olivocochlearen Komplex (MOC; 75 %
contralateral, 25 % ipsilateral) (Maison et a/., 2003). Der Grad der Verstarkung
der AHZ kann dadurch von zentral reguliert werden.

Die wenigen Afferenzen (nur ~ 5-10 % aller Spiralganglienneurone) werden
durch Typ-II-Spiralganglienzellen gebildet. Typ-II-Afferenzen sind dinner,
unmyelinisiert und weniger zahlreich als die Typ-I-Afferenzen der IHZ. Eine AHZ
der Maus wird von ~3 Afferenzen innerviert (Berglund & Ryugo, 1987). Bei
Meerschweinchen und beim Mensch wird jede AHZ von 4-8 afferenten Fasern
kontaktiert (Takasaka & Shinkawa, 1987;Felix, 2002) (Nadol, Jr., 1988). Typ-II-
Afferenzen verzweigen sich und innervieren 6-18 AHZ (Berglund & Ryugo,
1987;]Jagger & Housley, 2003), die dann an ein Typ-II-Spiralganglienneuron
weitergeleitet werden.

In vivo -Ableitungen von Typ-II-Fasern konnten keine Aktionspotentiale
nachweisen (Robertson, 1984), was vermutlich technischen Problemen
geschuldet war. Dies, sowie die relativ geringe afferente Innervierung und die

wenigen prasynaptischen Spezialisierungen an der Basis der AHZ fiihrten dazu,
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dass eine afferente Funktion lange Zeit angezweifelt wurde. Durch Patch-Clamp-
Messungen an jungen (P7) Typ-II-Neuronen konnten hier jedoch
Aktionspotentiale gezeigt werden (Jagger & Housley, 2003;Reid et al., 2004), die
einen Hinweis auf funktionierende Typ-II-Afferenzen geben.

Das Ableiten von Aktionspotentialen an einzelnen Typ-II-Fasern ist technisch sehr
schwierig und auch Exozytosemessungen in AHZ blieben bislang erfolglos.
Hinweise auf funktionierende Afferenzen in ausgereiften AHZ gab jedoch der
elektronemikroskopische Nachweis von Ribbons und synaptischen Vesikeln an der
Basis duBerer HZ (Sobkowicz et al, 1986;Nadol, Jr., 1988;Felix, 2002) sowie
Immunfarbungen des Ribbonsynapsen-Proteins RIBEYE/CtBP2 (Schug et al.,
2006;Engel et al, 2006). Auch der Nachweis von Glutamat-Rezeptoren an
postsynaptischen Endigungen und Fasern (Kuriyama et al., 1994;Engel et al.,
2006) und von Glutamat-Transportern in Deiterszellen (Furness et al., 2002)
sprechen fiir einen afferenten Signalweg in AHZ.

AuBere Haarsinneszellen erreichen ihren ausgereiften Phanotyp schon vor
Horbeginn. Bereits an P8 kann der wichtigste K*-Strom durch KCNQ4-Kanéle
nachgewiesen werden (I, (Marcotti & Kros, 1999), die Zelle ist wegen der
Expression des Motorproteins Prestin bereits elektromotil (He et al,
1994;Marcotti & Kros, 1999) und reagiert auf den efferenten Neurotransmitter
Acetylcholin (Dulon & Lenoir, 1996). Weit vor P8 sind in AHZ bereits weitere
Membranstrome, wie der spannungsgesteuerte Ca**-Strom (Michna et a/,, 2003)
und ein Na*-Strom vorhanden (Oliver et al., 1997).

Der Hauptunterschied zwischen unreifen IHZ und AHZ besteht darin, dass in AHZ
experimentell keine spontanen Aktionspotentiale nachzuweisen sind, was
wahrscheinlich auf einem unglinstigen Verhdltnis zwischen depolarisierenden
Ca’*-Stromen und K*-Strdmen beruht. Die Tatsache aber, dass sowohl IHZ als
auch AHZ in M&usen ohne Cayl.3 (alp)-Untereinheit mit zunehmendem Alter
degenerieren (Platzer et al., 2000) spricht fiir eine wichtige Rolle der Ca**-Stréme

bei der Reifung beider HZ-Typen.

14



Einleitung

1.4. Spannungsgesteuerte Ca*-Kanile

Spannungsgesteuerte Ca**-Kanéle (voltage dependent calcium channels, VDCC)
werden anhand ihrer elektrophysiologischen und pharmakologischen
Eigenschaften in 5 Typen eingeteilt. T-Typ-Kandle (Cay3.1, Cay3.2, Cay3.3)
gehoren zu den /ow-voltage activated (LVA) -Kanalen, die bereits bei schwachen
Depolarisationen aktivieren. Sie spielen in den Schrittmacherzellen des
Herzmuskels eine wichtige Rolle.

Die high-voltage activated (HVA) N- (Cay2.2) und P/Q-Typ-Kandle (Cay2.1)
nehmen bei der Neurotransmission eine tragende Funktion ein, R-Typ-Kanadle
(Cay2.3) sind in neuronalen Zellen und Dendriten zu finden. L-Typ-Kanale (L-type
calcium channe/ LTCC) sind sehr weit verbreitet und kommen in der
Skelettmuskulatur (Cayl.1), Herzmuskelzellen (Cayl1.2), glatter Muskulatur,
endokrinen Zellen, cochlearen HZ (Cay1.3) und retinalen Bipolarzellen (Cay1.4)
vor. L-Typ-Kanal-Stréme sind durch ihre Sensitivitat gegeniber Dihydropyridinen,

Phenylalkylaminen und Benzothiazepinen charakterisiert.
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1.4.1. Der Aufbau spannungsgesteuerter Ca%*-Kanile

Spannungsgesteuerte Ca?*-Kanidle bestehen aus einer transmembrandren
al-Untereinheit  sowie  einer intrazelluldren B-Untereinheit, einer
membranstandigen a2&- und in vielen Fallen einer y-Untereinheit (Abb. 2). Die
al-Untereinheit bildet die Pore und tragt den Spannungssensor. Fur die
al-Untereinheit sind 10 unterschiedliche Gene bekannt (Cayl.1-Cay3.3). Fir die
B-Untereinheit (CayB1-CyB4) kodieren 4 verschiedene Gene, wobei zahlreiche

Splice-Varianten bekannt sind.

extrazellular

C

Abbildung 2: Modell eines spannungsgesteuerten Ca?*-Kanals.

Spannungsgesteuerte Ca**-Kanile bestehen aus der porenbildenden ail-Untereinheit und den
zusatzlichen Untereinheiten 020, B, (evtl. auch vy), die alle mit der al-Untereinheit verbunden
sind. Wahrend die a23- und y-Untereinheit transmembrandre Bereiche besitzen, befindet sich die
B-Untereinheit vollstéandig im Intrazellularbereich. Modifiziert nach (Arikkath & Campbell, 2003)
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Die B-Untereinheit ist Uber komplementdre Interaktionsbereiche mit der
al-Untereinheit verbunden (Bichet et a/., 2000) und Ubernimmt zwei Funktionen.
Sie erméglicht den Einbau des Ca®*-Kanals in die Membran und moduliert
dariber hinaus im funktionalen Kanal dessen elektrophysiologische
Eigenschaften. So werden Kanaleigenschaften wie Offnungsdauer, Aktivierung
und Inaktivierung, aber auch die Anzahl der in die Membran integrierten
funktionellen Kanale und damit die Amplitude des Ca**-Kanal-Stroms von der
B-Untereinheit beeinflusst.

Die Spezifitdt der Wechselwirkungen zwischen den al-Untereinheiten und
CayB-Untereinheiten wurden in der Vergangenheit intensiv untersucht, wofir
auch CayB- ,knock out" -Mausmodelle eingesetzt wurden. Cayf1- und
CayB2-Mause sind nicht lebensfahig, weil bei ihnen die Skelettmuskulatur
(CavBl”) bzw. das Myocard (CayB2”) nicht funktionstiichtig ist. Die
Konsequenzen der Gen-Deletion weisen auf die hohe Spezifitat der Interaktion
von Cayl.1 mit Cayp1 und von Cayl.2 mit Cayp2, hin.

Konstitutive Deletionen von CayB3 (Cayp3”) und Cayp4 (Cayp4”) fiihren zu
lebensfahigen Tieren.

Im Gehirn wird die B4-Untereinheit, bei dem eine bestimmte Mutation zum
Phanotyp ,/ethargic mouse" fihrt (Dung & Swigart, 1971;Dung & Swigart, 1972)
wahrend der postnatalen Phase stark heraufreguliert (Vance et al, 1998). Das
Jlethargic mouse* -Modell gilt als ein Modell flir menschliche Absence-Epilepsie
(Hosford & Wang, 1997).

CayB3” -Méuse zeigen im Vergleich zu Wildtyp (WT)-M&usen keinen veranderten
Phanotyp, jedoch kleine Unterschiede der biophysikalischen Eigenschaften der
Ca’*-Strome (Namkung et &/, 1998) sowie eine verminderte Expression der

N-Typ-Kanale in Zervikalganglien.

1.4.2. Besonderheiten der Ca?*-Kanile in Haarsinneszellen

Messungen an Cay1.37 -Mausen zeigten, dass es sich bei spannungsgesteuerten

Ca’*-Kanalen in HZ um Cayl.3-Kandle handelt. In IHZ von Tieren dieses
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Genotyps ist die Amplitude des Ca**-Kanal-Stroms auf weniger als 8 % des
Wildtyp (WT) -Stroms reduziert (Platzer et al., 2000), was darauf hinweist, dass
es sich in diesem Zelltyp beim GroBteil der Ca®*-Kanale um Cay1.3 L-Typ-Kanile
handelt.

Auch die Degeneration &uBerer HZ in Cay1.37" -M&usen ab dem postnatalen Tag
14 (P14) spricht fiir eine Bedeutung dieser Ca**-Kanile fiir die Reifung und
Funktion von AHZ.

Der erste Abschnitt der vorliegenden Arbeit gibt einen Uberblick {ber die
Cay1.3-Strome in neonatalen AHZ (Michna et al., 2003), wihrend im zweiten Teil
die Ca**-Kanal-Stréme ausgereifter AHZ der Maus und Ratte beschrieben werden
(Knirsch et al., 2007).

Als generelle Besonderheit der Ca®*-Kanal-Strédme in HZ gilt ihre schwache
spannungsabhangige (voltage dependent inactivation, VDI) und Ca**-abhédngige
(calcium dependent inactivation, CDI) Inaktivierung, die moglicherweise auf eine
besondere Kombination der Untereinheiten zurtickzuftihren ist.

In heterologen  Expressionssystemen konnte eine Verstdrkung und
Beschleunigung der VDI und CDI durch Injektion der Untereinheiten Cay2.1 oder
Cayl.2 zusammen mit CayfBl,, CayB3 und Cayp4 gezeigt werden. Die Co-
Expression mit Cayf32, bewirkte dagegen eine Reduzierung und Verlangsamung
der Inaktivierung (Cens et al, 1999b). Fir HZ fehlen bislang Untersuchungen
zum Vorhandensein bestimmter B-Untereinheiten.

Da Ca**-Stréme in HZ praktisch vollstandig durch Cayl.3-Kanile flieBen (Platzer
et al., 2000;Michna et al., 2003), bieten sie ein optimales System, die Bedeutung
der B-Untereinheiten fiir die Modulation dieses Kanals zu untersuchen.

Obwohl der Ca**-Kanal beider HZ-Typen durch dieselbe a1-Untereinheit gebildet
wird, bestehen kleine Unterschiede beziglich ihrer elektrophysiologischen
Eigenschaften. So weist der Ba®*-Strom in IHZ eine etwas stérkere Inaktivierung
(VDI) auf als in AHZ, der Ca**-Strom zeigt jedoch in IHZ eine schwachere CDI
(Michna et al., 2003). Auch flir die voneinander abweichenden Werte fiir Vv, und

Vmax des Ca®*-Kanal-Stroms beider Haarzelltypen fehlt bislang eine Erklarung.
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Im Gehirn (Meerschweinchen, Kaninchen) wurden neuronale L-Typ-Ca%*-Kanéle
(Cayl.2 und Cayl.3) in Anordnung mit allen 4 bekannten B-Untereinheiten
identifiziert, wobei die jeweils bevorzugte Kombination von der jeweiligen
Gehirnregion abhangig ist (Pichler et al, 1997). Im Laufe der pra- und
postnatalen  Entwicklung des  Ratten-Gehirns verandert sich  die
Zusammensetzung des Ca”*-Kanals. Die Kombination der al-Untereinheiten mit
der entsprechenden B-Untereinheit und damit die Expression funktioneller Kandle
variiert entwicklungsabhangig (Tanaka et a/., 1995;Vance et al., 1998;McEnery et
al., 1998).

Denkbar sind daher unterschiedliche Kombinationen der al- und B-Untereinheit
auch in den beiden HZ-Typen des Cortischen Organs. Mdglicherweise besteht hier
ebenfalls eine entwicklungsabhangige Regulation.

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurden die Ca®*-Kanal-Stréme in HZ der
Cavp4”-(,lethargic") und CaB37" -Mduse analysiert und die Auswirkung dieser
Mutationen auf funktionelle Ca®*-Kanéle untersucht. Obwohl beide Maus-Modelle
keine eingeschrankte Hoérfunktion zeigten, waren zahlreiche elektrophysiologische

Parameter der Ca®*-Kanéle in HZ signifikant verandert.
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2 Material und Methoden

2.1. Praparation

Flr die Durchfiihrung der elektrophysiologischen Messungen, zur Gewinnung von
Haarsinneszellen und Herz- und Hirngewebe fir die RT-PCR und zur Anfertigung
von Cryoschnitten flir die Immunhistochemie wurden Mause (NMRI und Sv]129)
und Wistar Ratten (Charles River, Sulzfeld, Germany) zwischen dem postnatalen
Tag 1 (P1) und postnatalem Tag 32 (P32) in Ubereinstimmung mit den
Vorschriften des Tierschutzgesetzes zunachst dekapitiert. Tiere >P8 wurden vor
dem Dekapitieren mit CO, anasthesiert. Im Anschluss daran wurden die Cochleae,

bzw. Hirngewebe entnommen.

2.2. Elektrophysiologische Messungen von Ca%*-Kanal-Stromen in

Haarsinneszellen

Das Freilegen des Cortischen Organs erfolgte in steriler Hepes-Hanks-Lésung
unter dem Stereomikroskop. AnschlieBend wurde es mit Hilfe feiner Pinzetten in
ein apikales, ein mediales und ein basales Stiick geteilt und die entsprechenden
Abschnitte mit Hilfe von Cell Tak (Beckton Dickinson, Bedford, USA) auf
Deckglaschen in einer mit Extrazellularldsung gefillten Messkammer geklebt. Die
Messkammer wurde unter optischer Kontrolle mittels eines aufrechten ZEISS
Axioskop Mikroskops differentiellem Interferenz-Kontrast, das mit einem
40-fachen Wasserimmersions-Objektiv.  (num. Ap. 0.4) ausgestattet war,
permanent mit frischer Extrazellularldsung durchspdilt.

Fir Messungen der Ca’**-Kanal-Stréme wurden Extrazelluldrldsungen mit
Bariumionen (Ba®*) anstelle von Calciumionen (Ca®*) als Ladungstrager
verwendet, da diese spannungsgesteuerte Ca’*-Kanile leichter passieren als
Calcium und somit groBere Stromamplituden erzeugen. Zudem blockieren sie

einige K™-Kandle, die mit Cs™ in der Pipettenldsung oder extrazelluldren
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organischen K*-Kanal-Blockern nicht gehemmt werden. Auch werden durch den
Einstrom von Ba®*-Ionen keine intrazelluldren Signalkaskaden ausgel®st.

Die Messungen der Ca®*-Kanal-Stréme in unterschiedlichen Altersstadien der
beiden Typen von Haarsinneszellen erfolgten unter Verwendung unterschiedlicher
Extrazelluldrldsungen. So wurden Ca**-Kanal-Stréme in neonatalen AHZ (P0-P8)
und IHZ (P-1-P12) stets in einer TrisCl-Losung folgender Zusammensetzung
durchgeflhrt (TrisCl-Losung):

160 mM tris-(hydroxymethylamino)-methan-HCl, 10 mM BaCl,, 5.6 mM Glucose,
1 mM MgCl,, pH 7.4, 320 mosmol*kg™. Tris-Ionen wurden hier anstelle von
Na*-und K*-Ionen verwendet, um samtliche Strome durch spannungssensitive
Na*- und K*-Kandle (Oliver et al, 1997) zu blockieren. Teilweise erfolgte die
Aufzeichnung der Ca®*-Kanal-Stréme in physiologischer Lésung (B01) folgender
Zusammensetzung: 10 mM Hepes-Hanks-Lésung, 140 mM NaCl, 5.9 mM Kdl,
5.6 MM Glucose, 0.9 mM MgCl,, 1.3 mM CaCl;, 0.7 mM NaH;PO4, pH 7.4,
320 mosmol*kg™ mit kontinuierlicher Perfusion von TrisCl-L&sung.

Messungen an AHZ von Mausen >P12 erwiesen sich als duBerst schwierig, da die
Haarsinneszellen in Extrazelluldriésungen mit hoher ClI'-Konzentration, wie der
TrisCl-Lésung (155 mM ClI.), anschwollen, was die Etablierung von seals im
GQ-Bereich erschwerte und die Dauer der Ableitungen stark verkiirzte. Das
Anschwellen wurde vermutlich durch Aktivierung bestimmter Cl'-Kanadle
verursacht (Siegel & Zeddies, 2001) und konnte dadurch abgemildert oder
verhindert werden, indem der TrisCl-Losung entweder 10 uM in DMSO gel6stes
Tamoxifen zugefiigt oder alternativ bis auf 15 mM samtliches CI" der
TrisCl-L6sung durch 160 mM Laktobionat ersetzt (Tris-Laktobionat-Lésung).

Flr die Messungen des Barium-Stroms (Ig,) in Ratten-HZ >P12 und IHZ der Maus
(P19-P22) wurde eine Badlésung mit mittlerem extrazellularen CI'-Gehalt (95 oder
100 mM) folgender Zusammensetzung verwendet (TEA-Laktobionat-Losung):
70 mM Na-Lactobionat, 43 mM NaCl, 35 mM Tetraethylammoniumchlorid (TEA),
15 mM 4-Aminopyridin (4-AP), 10 mM BaCl,, 5.6 mM Glukose, 1 mM MgCl,,
pH 7.4, 320 mosmol*kg™.
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Mit Hilfe so genannter Sduberungs-Pipetten aus  Borosilikat-Glas
(Offnungsdurchmesser ca. 1-10 pm), wurden sowohl stdrende Hensen- und
Deiterszellen als auch die Tektorialmembran entfernt und dadurch die HZ
freigelegt. Alle patch clamp -Experimente wurden bei Raumtemperatur
(20-22 °C) im Ganzzell-Modus (whole cell) unter Verwendung eines AXOPATCH
200B  (Axon Instruments, Union City, USA) Patch-Clamp-Verstarkers
durchgefiihrt. Die Daten wurden mit Hilfe der Software Pulse ++1.7 (Ulrich
Rexhausen, Physiologisches Institut II, Universitat Tibingen, und Klaus Bauer,
Max Planck Institut fur Medizinische Forschung, Heidelberg) und eines ITC 16
Interface (Instrutech, Greatneck, USA) aufgezeichnet und auf einem Apple
Macintosh Computer gespeichert. Die Stromspuren wurden mit einer Frequenz
von 50 kHz (langsame Protokolle: 5 kHz) abgetastet und mit 10 kHz (langsame
Protokolle: 1.3 kHz) gefiltert. Die Datenanalyse wurde mit Hilfe der Software
igor software package (Wavemetrics, Lake Oswego, USA) auf einem Apple
Macintosh Computer und einem IBM-kompatiblen PC ausgefiihrt.

Patch clamp -Pipetten wurden mit Hilfe eines Laser Pullers (Sutter Instruments,
Novato, USA) aus Quartz- oder Borosilikatglas zu Offnungsdurchmessern von
ca. 1 ym und Pipettenwidersténden von 4 - 6 MQ ausgezogen. Borosilikat-
Pipetten wurden zur Verminderung des Rauschens anschlieBend knapp hinter der
Offnung mit Sylgard 184 (Dow Corning Corporation, MI, USA) iiberzogen.

Die bei samtlichen elektrophysiologischen Messungen verwendete Pipettenldsung
setzte sich wie folgt zusammen: 120 mM Cs*-Glukonat, 20 mM CsCl,
10 mM Na* Phosphokreatin, 5 mM Hepes, 5 mM EGTA, 4 mM MgCl,, 4 mM
Na,ATP, 0.1 mM CaCl,, 0.3 mM GTP, pH 7.35, 305 mosmol*kg™. Sofern es die
Ableitung zulieB, wurden die Serienwiderstande (Rs) wahrend der Messung bis zu
80 % korrigiert. An den Originalstromen wurde anschlieBend eine
Leckstromkorrektur, an den Spannungspotentialen eine Liguid Junction Potential
(LJP)-Korrektur (Neher, 1992) um -20 mV (TrisCl Ldésung), -14 mV
(Tris-Laktobionat Lésung), bzw. +2.3 mV (TEA-Laktobionat L&sung)
vorgenommen. Im Falle der lokalen Perfusion mit TrisCl-Lésung in

physiologischen Lésung (B01) betrug das LIP -8 mV.
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Ausgehend von einem Haltepotential von -60 mV bzw. -70 mV wurde die Zelle
nach einem hyperpolarisierenden Testpuls auf unterschiedliche Spannungswerte
geklemmt, die je nach Protokoll zwischen 8 ms und 400 ms andauerten und die
Zelle in 5 mV oder 10 mV-Schritten bis zu einem Membranpotential von +30 mV ,
bzw. +40 mV depolarisierten.

Aufgrund des in AHZ beobachteten run-up, einer starken Zunahme der
Isa -Amplitude im Verlauf der Ableitung, wurden ausschlieBlich die Messungen in
die Auswertung des Maximalstroms (Iax) einbezogen, die nach Vollendung der 6.
Minute nach dem Ubergang in den whole cell -Modus aufgezeichnet wurden.

Flir das Erstellen von Strom-Spannungs-Kurven wurde der Ig, der letzten
Millisekunde des jeweiligen 8 ms dauernden Depolarisierungsschrittes
ausgewertet. Strom-Spannungs-Kurven wurden nach folgenden Gleichungen
gefittet:

(1) I= Gmax(V'Vrev)/( 1+eXp{V1/2_V)/ k})

(Neonatale AHZ der Maus (Michna et a/., 2003))

Hierbei ist I der Iz, zum Zeitpunkt der Bestimmung der Strom-Spannungs-Kurve,
V das Membranpotential, V.., das extrapolierte Umkehrpotential, Gmnax die
maximale Leitfahigkeit der Zelle, Vv, die Spannung, bei der die Halfte der Kandle

aktiviert ist und & der Steigungsfaktor der Boltzmann-Funktion.

Im weiteren Verlauf der Arbeit wurde eine alternative Beschreibung

herangezogen:

(2) I="PmaxzFu([Balo/exp(u) — 1) - [Bali/exp (-u) — 1)(1/1+exp((V-Vy,)/K)?

Hierbei ist I der Iz, zum Zeitpunkt der Strom-Spannungs-Kurve und Pnax die
maximale Permeabilitdt. Fir v= zFV/(RT) gilt: z=2; F ist die Faraday-Konstante,

R die Gaskonstante und T die Temperatur. V bezeichnet das Membranpotential,
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[Ba]; und [Ba]y geben jeweils die intra- und extrazelluldre Ba**-Konzentration an,
Vy, entspricht dem Membranpotential der halbmaximalen Aktivierung und & gibt
den Steigungsfaktor der Boltzmann-Funktion an. Diesem Ausdruck (2) liegt die
»~Goldman-Hodgkin-Katz"-Gleichung  zugrunde, die = spannungsabhangige
Anderungen der Membranpermeabilitat fiir beliebige, also auch sehr stark
unterschiedliche Ionen-Konzentrationen auf beiden Seiten der Membran
beschreibt (Hille, 1991). Bei Verwendung des Exponenten 2 Fiir die Boltzmann-
Funktion hatte der Fit an den Daten die beste Giite, was einem Hodgkin-Huxley-

Modell mit zwei ,,gating-particles” (Zidanic & Fuchs, 1995) entspricht.

Die Kinetik der Aktivierung von Ig, wurde mit folgender Gleichung angepasst:

(3) I(t) = s m (t)°

wobei

(4) m(t) = Mo + (Me-Me) exp (-t/1)

Hierbei ist 1 die Zeitkonstante der Aktivierung und my und me bezeichnen die
Wahrscheinlichkeit, dass ein ,gating-particle" des Hodgkin-Huxley-Modells sich

zum Zeitpunkt t = 0 bzw. zum Zeitpunkt t = oo im Zustand ,offen® befindet.

Der prozentuale Grad der Inaktivierung des maximalen Einstroms nach einem

300 ms andauernden Depolarisierungspulses wurde folgendermaBen errechnet:

wobei I eak das Strommaximum der Maximalstromspur zum Zeitpunkt t = tpeax und

Liest der Strom zum Zeitpunkt t = tpeak + 300 ms ist.
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Flr die Dosis-Wirkungs-Kurve flir Nifedipin wurde alle 10 s durch wiederholte
Depolarisiationen auf 0 mV der maximale Bariumstrom ausgeldst. Nachdem der
run up abgeschlossen war erfolgte die 90 s andauernde Applikation der jeweiligen
Nifedipin-Konzentration (gelést in DMSQO) in die TrisCl-Lésung. Durch die
permanende Perfusion mit frischer TrisCl-Losung wurde der Blocker nach
Beendigung der Applikation wieder ausgespilt. Der Prozentsatz der
Iza -Hemmung wurde fiir jede Konzentration an 5-10 AHZ bestimmt, gemittelt

und ein Fit der kleinsten Quadrate der Daten mit der Hill-Gleichung durchgefihrt:

(6) Iss-Hemmung (%) = Imaxgiock/ (1+ ( ICso/[nif] )n "

Hierbei ist Imax ok der maximale Prozentsatz der Ig,-Hemmung und ICsy gibt die
Nifedipin-Konzentration der halbmaximalen Blockierung an. [nif] bezeichnet die

applizierte Nifedipin-Konzentration und 7y den Hill-Koeffizienten.

Die statistischen Mittelwertanalysen erfolgten unter Anwendung des
Student’s two tailed ¢ -test. Fir den Vergleich mehrerer Datensatze miteinander
wurde eine one-way ANOVA (JMP 6.0 software, SAS Institute, USA) durchgefiihrt.

2.3. Gewebsspezifische RT-PCR

cDNA Synthese

mRNA von Herz, Hirn und Cortischem Organ wurde von Mausen und Ratten >P18

gewonnen. Hierflir wurde das jeweilige Organ herausprapariert und jeweils
6 Cortische Organe bzw. ~ 20 pg von Ventrikel oder GroBhirn unmittelbar in
flissigen Stickstoff Uberflihrt. Die Lagerung bis zur Weiterverwendung erfolgte
ebenfalls in flissigem Stickstoff. Fir die cDNA-Synthese wurden die
tiefgefrorenen Gewebe zunachst mittels Ultraschall in 150 pl Lysispuffer
homogenisiert. Nach Zentrifugation (2 min, 10800 xg) wurde die mRNA unter
Verwendung von Dynabeads (Invitrogen, Karlsruhe) und dem Protokoll des

Herstellers folgend isoliert. Die cDNA Synthese erfolgte unmittelbar nach der
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mMRNA Isolierung auf Eis mit Hilfe eines RT-PCR Kits von Invitrogen (Karlsruhe).
Hierfur wurde 1 pl oligo dT Primer(omer) (50 M) mit je 2 pyl mRNA fir 10 min bei
70 ©OC inkubiert. AnschlieBend wurden auf Eis pro Ansatz 4 pl reverse
transcription buffer (5x), 2 ul DTT (0.1 M), 1 pl ANTP-Mix (10 mM), 9 pl H,O und
1 Wl superscript reverse transcriptase III (200 U/ul) zugefiigt. Nach
Inkubationsschritten von 60 min bei 42 °C und 10 min bei 72 °C wurde die cDNA
bei 20 °C gelagert.

2.4. Zellspezifische RT-PCR

cDNA Synthese
Flr HZ-spezifische RT-PCR wurde die apikale Windung des Cortischen Organs

(P4-P18) mit Cell-Tak auf einem Deckgldschen fixiert und in die Badkammer des
Mikroskops Uberfihrt. Nachdem Hensen- und Claudius-Zellen mit Hilfe von
cleaning Pipetten entfernt worden waren, konnten je Pipette zwischen 10 und
30 Haarsinneszellen geerntet werden. Borosilikat-Rohlinge fiir das Einsammeln
des Zellmaterials wurden vorher fiir 3h bei 200 ©C sterilisiert und anschlieBend zu
Offnungsdurchmessern von 10-15 pm ausgezogen. Durch Abbrechen der
Pipettenspitze und mit Uberdruck wurden die isolierten Zellen in ein
autoklaviertes ReaktionsgefaB Uberfuhrt, welches sofort in fllissigen Stickstoff
uberfuhrt wurde.

Flr die cDNA-Synthese wurde das gewonnene Material (10 pl) mit 1 pl ANTP
(10 mM) und 1 pl oligo dTomery Primer (50 pM) versehen und 5 min bei 65 °C
inkubiert. Ein RT-Mix, bestehend aus 4 pl reverse transcription buffer (5 x),
2 IDTT (0.1 M), 1 pl RNase OUT (40 U/ul) und 1 pl reverse transcriptase
superscript III (200 U/ul; Invitrogen) wurde zugegeben und der Ansatz 45 min
bei 50 °C inkubiert. Durch Erhitzen der Proben fur 15 min bei 70 °C wurde die
Enzymreaktion gestoppt, bevor die cDNA bei -70°C bis zur PCR Analyse
eingefroren wurde. Fir Negativkontrollen wurde abgesaugtes Probenmaterial
behandelt wie beschrieben, jedoch keine Reverse Transkriptase (reverse

transcriptase superscript IIl) zugegeben.
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Glycogenfallung

Um die cDNA vor der Verwendung in der PCR von stérenden Chemikalien- und
Enzymresten aus der cDNA Synthese zu reinigen, wurde eine Glycogenfallung
(Liss, 2002) durchgefiihrt. Zu je 10 pl cDNA wurden 2 ul Glycogen (0.5 pg/ul
(Ambion, Tx, USA), 2.5 pl polyC RNA (100 ng/ul; GE Healthcare, Miinchen),
2.5 pl polydC DNA (100 ng/ul; GE Healthcare, Miinchen), 2 u Sodiumacetat (2 M,
pH 4.0), 1 pyl ddH,0 und 70 pl 100 % Ethanol (Sigma, Mlnchen) zugegeben und
die Proben Uber Nacht bei -20 °C geféllt. Nach Zentrifugation (60 min, 4 °C,
13000 xg) und AbgieBen des Uberstandes schlossen sich ein Waschschritt mit
100 pl 75 % Ethanol und ein erneuter Zentrifugationsschritt (15 min, 4 °C,
13000 xg) an. Nach nochmaligem Verwerfen des Uberstandes wurde das Pellet in
einem Heizblock (45 °C) getrocknet und so Uberschiissiger Ethanol verdampft.
AnschlieBend wurde die cDNA in 10 pl sterilem Wasser aufgenommen und durch

erneutes Erhitzen in Lésung gebracht (60 min, 45°C).

Verschachtelte (nested) PCR

Die cDNA Praparationen wurden zunachst in Test-PCRs auf Glite getestet. Hierflir

wurden Glycerinaldehyd-3-Phosphat-dehydrogenase  -spezifische Primer
(GAPDH-Primer) eingesetzt.

Flr das Amplifizieren spezifischer Fragmente der CayB- und Cayo- Untereinheit
auf Basis relativ geringer Mengen cDNA aus HZ-spezifischer wurde die Methode
der verschachtelten (nested) PCR angewendet. Fiir die PCR-Analysen wurden je
nach Zellzahl 1 - 6 pl des RT-PCR-Produktes in einem Reaktionsansatz von
insgesamt 25 pl eingesetzt, der je 1-2 pl des forward Primer (10 pmol/ul) und des
reverse Primer (10 pmol/pl) und 1 puReTaq Ready-To-Go PCR bead (GE
Healthcare, Miinchen) bzw. zur Halfte des Gesamtvolumens MasterMix-S (Peqglab,
Erlangen) enthielt. Je nach Volumen der eingesetzten cDNA wurde der
Reaktionsansatz mit sterilem dH,O auf 25 pl aufgefiillt.

Die 35 Zyklen (PCR-Profil: Denaturierung: 30 s, 94 °C; Primerbindung:
30s58-65°C; Elongation: 40 s 72 °C) folgten einem initialen

Denaturierungsschritt (3 min 94 °C) und wurden abschlieBend mit einem finalen
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Elongationsschritt (10 min 72 °C) beendet. Um Polymerasereste, Nucleotide und
unverbrauchte Primer zu eliminieren, wurde das Produkt nach Beendigung der
ersten PCR Uber Saulen (QIAquick PCR Purification Kit, Qiagen, Hilden) dem
Protokoll des Herstellers folgend aufgereinigt und anschlieBend 5 pl in einer
zweiten (nested) PCR mit einem weiteren Primerpaar versetzt, das an Abschnitte
innerhalb des ersten Fragmentes banden. Im Anschluss an die PCR wurden zum
Nachweis der Fragmente 20 pl der PCR-Produkte mit Ladepuffer (Invitrogen,
Karlsruhe) versetzt und mittels Gelelektrophorese (Agarosegele, 1.5% in 1x TAE)

aufgetrennt. Farbung der DNA erfolgte liber Ethidiumbromid.

Sequenzen der verwendeten Primer (5°-> 37):

Nachweis von Cay1.3

alD_for CTCGGTTGTGAAGATTCTGAG

alD_rev GATGACGAAGCCCACGAAGAT

alD for_nested GAGGGTCTTGCGGCCTCTCAGAGC
alD_rev_nested ATCTCCACAAGGTAGTTGTAGACAGGA

Nachweis von Glycerinaldehyd-3-Phosphat Dehydrogenase (GAPDH)

Gapd _for TCTACTGGCGTCTTCACCACCA

Gapd _rev AGGAGACAACCTGGTCCTCAGT

Gapd _for_nested GAAGGCTGGGGCTCACCTGA

Gapd _rev_nested ATGTTCTGGGCTGCCCCACG

Nachweis von Cay1

B1_for GCCCAAGGACTTCCTACACATCAAGG
B1_rev GGAACGCGTGTTGGAGCGCTCAATG
B1_for_nested CTGGTGAAGGAAGGCTGCGAG
B1_rev_nested GTGTTTGCTGGGGTTGTTGAGGAC
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Nachweis von Cay32

p2_for CTTGCCGACTATCTGGAGGCATACTG

B2_rev CAGCTACCCAAACAGCTTTTGAATTGTTCAGG
B2_for_nested CACCCTCCCAGCGGTAACCC

B2_rev_nested GCTATTGGAGCAACAGCAATACAAATAGAC

Nachweis von Cay33

B3_for CTGTGGCATTTGCTGTGAGGACCAATG
B3_rev CAAAGACGATGATGGGAGCCAGTGAG
B3_for_nested TGGGGTTCTGGATGAGGAGTGC
B3_rev_nested TGCTGGGTGGTTGATGGTGTCAG

Nachweis von Cay34

B4_for GTGCCCTGGACGAAGATGTGCCC
B4_rev GTTGCTGTGTCTCATTCGCTGACTCTG
B4_for_nested GACTGGTAAAAGAGGGCTGTGAGATTG
B4_rev_nested GATTGCTGTGGGATATGGT GAGAGG

2.5. Genotypisierung der Caypf4-Mause

Nachweis von CaypB4KO (,knock out")

CauB4KO_for AAATGGTATCAGGAACATTCCGAGC

Cayp4KO_rev TTTCCAAACCAGTGAAAGCGTTAGC

Fir die Isolierung genomischer DNA der heterozygot ziichtenden
Jlethargic" (CayB4”) -Mause wurden Schwanzspitzenbiopsien vorgenommen.
Dem Protokoll von NucleoSpin Tissue (Takara Bio, Japan) folgend wurde das
Gewebe in 180 pl Lysis-Puffer und 25 pl Proteinase K Uber Nacht bei 56°C
inkubiert. Der Uberstand wurde abgenommen und in 200 pl Lysis-Puffer
aufgenommen. Nach Zugabe von 210 pl Ethanol (99.9%) wurde die genomische
DNA in der Membran der MucleoSpin Saulen gebunden, mit Hilfe von
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Waschpuffern gewaschen und anschlieBend eluiert. Die Konzentration der
genomischen DNA wurde mittels Absorptionsspektroskopie bestimmt, bevor sie
fur die PCR (PCR-Profil: initiale Denaturierung: 5 min 94 °C, Denaturierung: 45 s
94 °C, Primerbindung: 30 s 60 °C, Elongation: 30 s 72 °C finale Elongation: 5 min
72 °C; 35 Zyklen) eingesetzt wurde. Mit spezifischen Primern flir die ,knock out" -
Variante (CayB4KO_for und CayP4KO_rev) erhielt man fiir die Cayp4” -Mause
aufgrund der Insertion von 4 Basen (TGGG) Fragmente von 83 bp und fir
Cayp4™/* -Mause Fragmente von 79 bp Linge. In genomischer DNA von
heterozygoten (CayB4™ -Mausen) waren beide Fragmente vorhanden.

Die PCR-Produkte wurden in einem 9 % Polyacrylamid-Gel elektrophoretisch
aufgetrennt und die DNA anschlieBend mit Ethidiumbromid unter UV-Licht

sichtbar gemacht.
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3 Ergebnisse

Spannungsgesteuerte  Ca’*-Kanale spielen bei der Freisetzung von
Neurotransmittern in Haarsinneszellen (HZ) eine wichtige Rolle. Die durch
mechanische Stimulation hervorgerufene Depolarisation der HZ flihrt zu einem
Einstrom von Ca®*, was die Exozytose von Neurotransmittern in inneren
Haarsinneszellen (IHZ) und vermutlich auch in duBeren Haarsinneszellen (AHZ)
auslost.

Im Folgenden werden die Ergebnisse der Charakterisierung der Ca**-Kandle in

neonatalen und ausgereiften AHZ prasentiert.

3.1. Cayl.3-Ca’*-Kanile in neonatalen (P1-P8) &uBeren

Haarsinneszellen der Maus!

Die Degeneration der AHZ in Cay1.37 Mausen (Platzer et al., 2000;Glueckert et
al,, 2003) legte die Vermutung nahe, dass dieser Kanal auch in diesem HZ-Typ
existiert und fur die Differenzierung und Reifung der HZ von Bedeutung ist. Daher
untersuchten wir spannungssensitive ,whole-cel/™-Ca**-Strdme zunachst in
neonatalen (P1-P8). Um die Beteiligung des Cay1.3 in AHZ beurteilen zu kénnen,
wurde HZ-spezifische RT-PCR und elektrophysiologische Ableitungen an AHZ von
Cay1.37" -Mausen durchgefiihrt.

3.1.1. Biophysikalische Eigenschaften des Ca%*-Kanals in neonatalen
AHZ

Mit Tris™-Ionen in der Extrazellularldsung (Badlosung) und Cs* Ionen in der
Intrazelluldrlésung (Pipettenldsung), Bedingungen also, unter denen der GroBteil
der K*- und Na*-Kanalstréme blockiert war, riefen Depolarisationen Ca**-Stréme

(Ica) in AHZ hervor. Mit Calcium als Ladungstrdger wiesen diese Stréme eine

! Daten von Martina Knirsch und Marcus Michna aus (Michna et a/., 2003)
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geringe (in 1.3 mM Ca®") bis leichte (in 10 mM Ca®") Ca**-abhingige
Inaktivierung (CDI) auf. Die Strdme mit Barium als Ladungstrager (Iga)
inaktivierten nicht, d.h. es lag keine spannunsabhangige Inaktivierung (VDI) vor.
Ca’*-Kanal-Stréme mit 1.3 mM Ca** als Ladungstriger hatten kleine
Maximalamplituden, die in 10 mM Ca** anstiegen und in 10 mM Ba* noch weiter
an GroBe zunahmen. Das Verhdltnis der Stromdichten (Quotient aus
Maximalamplitude und Kapazitat der Zelle) in Abhdngigkeit von den jeweiligen
Ladungstrdgern (1.3 mM Ca** : 10 mM Ca** : 10 mM Ba*") zueinander war
1:1.8: 3.3. Das Membranpotential, an dem der maximale Einwartsstrom (Vmax)
auftrat, wurde ebenfalls durch den Ladungstrager beeinflusst. So wurde Vmax
durch Anderung der extrazelluldren Konzentration von 1.3 mM Ca** auf 10 mM
Ca’* zu positiveren Werten hin verschoben, was die Folge eines
Abschirmungseffekts der negativen Oberflachenladungen ist (Zhou & Jones,
1995). Die Strom-Spannungs-Kurve des Ig, hingegen war, verglichen mit Strom-
Spannungs-Kurven in dquimolarem Ca**, um 5 mV zu negativen Potentialen hin
verschoben. Aufgrund der groBeren Strome bei Verwendung von Ba®* als
Ladungstréger im Vergleich zu Ca** und der Blockierung storender K*-Strome
durch Ba®* (siehe 2.2.) verwendeten wir fir die Untersuchung der
Ca**-Kanal-Stréme im Folgenden Ba®*-Ionen in der Extrazelluldridsung.

Die Stromdichten des Ig, veranderten sich mit dem Alter (Abb. 1E). So wies die
durchschnittliche Stromdichte an P2 mit 35.6 pA/pF ein Maximum auf, verblieb
bis P7 auf einem Niveau >19 pA/pF und sank an P8 auf 6.7 pA/pF ab. Dies steht
in klarem Gegensatz zur altersabhdngigen Regulation der Ca®* Stromdichte in
IHZ, die am postnatalen Tag 6 ein Maximum erreicht und an P2 nur die Halfte
des Maximalstroms aufweist (Beutner & Moser, 2001).

Abb. 3A =zeigt schnell aktivierende Ig,, die durch 8 ms andauernde
Depolarisationen hervorgerufen wurden. Die Aktivierungszeitkonstanten waren
hierbei mit denen von inneren Haarsinneszellen vergleichbar (T, ~0.3 ms bei
Vmax; (Platzer et al., 2000). In Abb. 3B ist eine Strom-Spannungs-Kurve (IV) von
Isa gezeigt, wobei die wahrend der letzten Millisekunde des

Depolarisierungsschrittes gemittelten Ig,-Werte gegen die jeweils angelegte
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Spannung aufgetragen sind. Die Strom-Spannungs-Kurven (Abb. 3B) wiesen die
fiir Strdme spannungsgesteuerter Ca**-Kanéle typische Glockenform auf. Der Ig,
aktivierte hier ab einer Depolarisation vom Haltepotential (-80 mV) auf -40 mV
und erreichte seine maximale Amplitude bei -5 mV. Das Anfitten der IV-Kurve mit
einer Boltzmann-Funktion (Gleichung (1), siehe Methoden) ergab V., = -21.3 mV,
k=69 mV.

A B
‘1 — -80 mvV
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Abbildung 3: Schnell aktivierender und deaktivierender Iz, in neonatalen AHZ der
Maus. A, ausgewahlte Ba®*Stromspuren einer neonatalen AHZ (P2), hervorgerufen durch
Depolarisationsschritte auf die angegebenen Potentiale ausgehend von einem Haltepotential von -
80 mV. B, die zugehdrige Strom-Spannungs-Kurve wurde jeweils durch Mittelung des Iz, wahrend
der letzten Millisekunden des Spannungspulses ermittelt und mit einer Boltzmann-Funktion 1.
Ordnung angefittet

Fir den Vergleich innerer (Platzer et al, 2000) und &uBerer HZ wurden
Parameter wie der Maximalstrom I, die Kapazitdt der Zelle C, die maximale
Stromdichte Ig.p, das Potential des Maximalstroms Vmax, das Potential der
halbmaximalen Aktivierung Vi, und die Steigung der Boltzmann-Funktion &
ermittelt (Tabelle 1).
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Tabelle 1: Biophysikalische Eigenschaften des Iy, in neonatalen duBeren (P1-P7) und
inneren (P2-P9) HZ der Maus. P, postnataler Tag. Angegeben sind die Mittelwerte £ S.D. von
Maximalstrom (I.x), Membrankapazitdt (C), maximaler Stromdichte (Iz,p), Membranpotential des
Maximalstroms (Vmax), halbmaximaler Aktivierung (Vy,) und des Steigungsfaktors (4) fir AHZ und
IHZ. Vi, und k& wurden durch Anfitten der Daten mit einer Boltzmann Funktion 1. Ordnung
ermittelt.

*statistisch signifikanter Unterschied (p<0.05). Werte fiir AHZ aus (Michna et al/., 2003); Werte
fur IHZ z.T. aus (Platzer et a/., 2000).

HZ- Imax C IBaD Vmax v‘/z k
Typ (pA) (pF) (pA*pF™) (mv) (mvV) (mvV)
. 112.4+48.7* | 4.7+0.8* | 24.4+£10.8*% | -1.9+6.9 - 8.2+1.1%*
AHZ n=105 n=105 n=105 n=34 15.0£7.1%* n=34
n=34
IHZ 421+206 6.5£0.4 | 64.7+£29.4 | -5.0+4.1 | -19.6+4.6 | 7.6+0.7
n=5 n=>5 n=5 n=13 n=13 n=13

Alle hier verglichenen Daten wurden unter Verwendung der gleichen
Lésungszusammensetzungen sowie bei Raumtemperatur (20-22 °C) gewonnen.
Der Hauptunterschied des Ig; duBerer und innerer Haarsinneszellen bestand in
der Differenz der Maximalstromamplituden. Neonatale AHZ zeigten
durchschnittliche Ig, Maximalamplituden von -112.4 £ 48.7 pA (n = 105), in
neonatalen IHZ dagegen erreichte Im.x Werte von -421 £ 206 pA (n = 5).
Letztere wiesen zudem signifikant gréBere Membrankapazitdten auf als neonatale
AHZ. Um die unterschiedlichen ZellgréBen der beiden Zelltypen zu
beriicksichtigen, wurden die jeweiligen Stromdichten betrachtet. So ergab sich
eine durchschnittliche Stromdichte in neonatalen AHZ von 24.4 + 10.8 pA/pF, die
38 % der Stromdichte der neonatalen IHZ (64.7 £ 29.4 pA/pF) betrug. Vimax und
Vi, waren in AHZ leicht positiver als in IHZ und die Steigung der Boltzmann-
Funktion & wies in duBeren Haarsinneszellen signifikant héhere Werte auf als in
inneren Haarsinneszellen, was bedeutet, dass in AHZ die Kanaléffnung weniger

stark vom Membranpotential abhing.
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Abbildung 4: Ca?*Kanal-Strome in neonatalen AHZ der Maus.

Durchschnittliche Ig,-Stromdichten der AHZ von neonatalen Midusen = S.D. als Funktion des
Alters. Die Anzahl der jeweils gemessenen Zellen ist in den Sdulen angegeben. Modifiziert nach
(Michna et al., 2003)

3.1.2. Pharmakologische Eigenschaften des Ca®*-Kanals in &uBeren

Haarsinneszellen

Um eine Aussage darliber treffen zu kénnen, ob Dihydropyridin (DHP)-sensitive
L-Typ-Ca**-Kanale (LTCC) am Ca**-Kanal-Strom neonataler AHZ beteiligt sind,
untersuchten wir sowohl den Einfluss des LTCC-Agonisten Bay K 8644 als auch
den Effekt von Nifedipin, einem LTTC Antagonisten.

Eine Aktivierung des Kanals durch Bay K 8644 ist eine sehr spezifische
Eigenschaft von L-Typ Kanélen. In AHZ konnte durch Superfusion mit 5 uM Bay K
8644 ein Anstieg des maximalen Ig, auf 178.5£57.8 % (n = 14) erzielt werden.
Im Vergleich zu IHZ, in denen eine Zunahme des Bariumstroms um 292 %
(Platzer et al, 2000) nach Superfusion von Bay K 8644 bekannt ist, war der
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Bariumstrom in duBeren Haarsinneszellen damit weniger sensitiv gegenliber
diesem Agonisten. Offensichtlich liegt eine unterschiedlich starke Sensitivitat der

Ca’*-Kanale in beiden Haarzelltypen vor.
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Abbildung 5: Blockierung des IBa in AHZ durch den LTCC-Antagonisten Nifedipin. A,
Maximalstromspuren einer AHZ (P4) vor (Kontrolle) und wahrend der Applikation von 10 pM
Nifedipin. B, die zugehdrige Strom-Spannungs-Kurve wurde jeweils durch Mittelung des Ig,
wahrend der letzten Millisekunden des Spannungspulses ermittelt und mit einer Boltzmann-
Funktion 1. Ordnung angefittet.

C, Fir den Vergleich des Gesamtstroms mit dem Nifedipin-resistenten Reststrom wurden die
Strom-Spannungs-Kurven auf ihre jeweiligen Maxima normalisiert. D, Dosis-Wirkungs-Kurve
duBerer HZ fir Nifedipin. Es ist jeweils der Wert der durchschnittlichen prozentualen
Blockierwirkung von je 5-10 AHZ angegeben. Die Kurve wurde mit der Hill-Gleichung (Gleichung
(6)) angepasst (IC5=2.3 = 0.1 uM, Hill-Koeffizient=2.7 + 0.4).

Moadifiziert nach (Michna et a/., 2003).

Gleichfalls  testeten wir die Wirksamkeit des Dihydropyridins und
L-Typ-Kanal-Antagonisten Nifedipin. Abb. 5A und B zeigen Barium-Stréme einer
neonatalen AHZ vor und wihrend der Superfusion mit 10 pM Nifedipin sowie die

entsprechenden Strom-Spannungs-Kurven.
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Nifedipin reduzierte den Maximalstrom auf 56.5 % des Kontrollstroms. Dies liefert
eine weitere Bestatigung daflir, dass zumindest ein Teil des Ig, duBerer HZ durch
LTCC flieBt. Skaliert man die Strom-Spannungs-Kurve des Nifedipin-resistenten
Stroms auf das Maximum des Kontrollstroms, so ergeben sich zwei nahezu
deckungsgleiche Kurven (Abb. 5C). Um die Sensitivitdt des Ca®*-Kanal-Stroms in
AHZ fiir Nifedipin quantifizieren zu kénnen, wurde eine Dosis-Wirkungs-Kurve
erstellt (Abb. 5D). Konzentrationen zwischen 1 und 10 pM blockierten den Ig,
teilweise, wobei eine weitere Erhdhung der Dosis (30 uM) keine zunehmende
Blockierwirkung erzielte. Das Anfitten der Kurve mit einer Hill-Gleichung
(Gleichung (6)) ergab eine maximale Reduzierung des Ig; um 36.3 £ 0.9 %,
einen Hill-Koeffizienten von 2.7 £ 0.4 und einen ICsp von 2.3 £ 0.1 pyM. Der
relativ hohe ICso-Wert spiegelt die niedrige Sensitivitit der LTCC in AHZ
gegentliber Nifedipin wieder. Ein Grund flr diese unvollstindige Hemmwirkung
kdnnte das Vorliegen einer gemischten Population von LTCC und Nicht-LTCC in
diesem Haarsinneszelltyp sein. Die blockierende Wirkung von Nifedipin (10 uM)
auf den Ca**-Kanal-Stroms in AHZ (33.5 £ 0.3 % blockierter Ig.; n = 14) war
durchaus mit der in IHZ (44.5 £ 11.3 % blockierter Is,; n = 4) vergleichbar,
jedoch wesentlich niedriger als bei LTCC von Cayl.2-mediierten Stromen, bei
denen ein vollstéandiger Block von Iga/Ica durch 10 uM Nifedipin beobachtet wurde
(Koschak et al., 2001;Xu & Lipscombe, 2001).

3.1.3. Molekulare Identitat der Ca**-Kanile in auBeren

Haarsinneszellen
Transkripte flr die al-Untereinheit Cay1.3 konnten liber Einzelzell-RT-PCR sowohl

in duBeren als auch in inneren Haarsinneszellen nachgewiesen werden (Abb. 7 in
(Michna et al., 2003).
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Abbildung 6: Ca?*-Kanal-Strome in Cay1.3”/" AHZ.

A, Ba?*Strome einer Cay1.37" AHZ (P2) bei Depolarisationen auf 0 mV vor (Kontrolle) und
wahrend der Applikation von 5 uM Bay K 8644. B, die zugehdrige Strom-Spannungs-Kurve wurde
jeweils durch Mittelung des Iz, wahrend der letzten Millisekunden des Spannungspulses ermittelt
und mit einer Boltzmann-Funktion 1. Ordnung angefittet. C, gemittelte Stromdichten von I, +
S.D. in AHZ von Cay1.37- und Cay1.3*/* -Mausen.

Modifiziert nach (Michna et a/., 2003)

Um den Anteil des Cayl.3-vermittelten Stroms am gesamten Ca**-Strom in AHZ
zu bestimmen, wurden elektrophysiologische Messungen an Cay1.37" -M&usen
durchgefiihrt. AuBere Haarsinneszellen von Cay1.37 -Mausen wiesen drastisch
reduzierte Ig,-Amplituden auf (Abb. 6A). Der gréBte Strom aller getesteten
duBeren Haarsinneszellen von Cayl.37-Miusen zeigte hier eine maximale
Amplitude von -13 pA, die auch durch die Applikation von Bay K 8644 nicht
vergréBert werden konnte (Abb. 6A und B). In einigen dieser AHZ war iberhaupt
kein messbarer Einwartsstrom vorhanden. Die durchschnittliche
Maximalamplitude mit Ba®* als Ladungstréger lag bei -2.8 £+ 3.2 pA und wurde
durch die Applikation von Bay K 8644 (5 pM) nicht verandert (-3.0 + 3.9 pA;
n = 9). Verglichen mit dem Wildtyp war die Kapazitat duBerer Haarsinneszellen in
den ,knock out" -Mausen unverandert (Wildtyp: 4.7 £ 0.8 pF; n = 105;
Cay1.37:4.5 £ 1.1 pF; n = 9). Die Stromdichten von 24.4 + 10.8 pA/pF
(n = 105) in AHZ des Wildtyps und 0.6 £ 0.5 pA/pF (n = 9) in Cay1.37 -Mausen
(Abb. 6C) lassen den Schluss zu, dass mehr als 97 % des Ig, in duBeren

Haarsinneszellen durch Cay1.3-LTCC flieBen.
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3.2. Cayl.3-Ca?*-Kanile in reifen duBeren Haarsinneszellen

von Maus und Ratte?

Die Maximalamplituden der Ca®*-Kanal-Stréme nahmen mit Erreichen ihres
ausgereiften Phanotyps nach dem postnatalen Tag 6 (P6) deutlich ab (Abb. 4).
Um zu untersuchen, ob auch in ausgereiften AHZ funktionelle Ca®*-Kanile
vorliegen, wurden die elektrophysiologischen Eigenschaften der Ba**-Stréme und

Cay1.3-spezifische mRNA in maturen AHZ von Maus und Ratte analysiert.

3.2.1. Optimierung der Versuchsbedingungen fur
elektrophysiologische Messungen an reifen &duBeren

Haarsinneszellen

Elektrophysiologische Ableitungen an duBeren Haarsinneszellen >P7 wurden mit
zunehmendem Alter schwieriger. Die fiir das Aufzeichnen von Ba**-Strémen
ndtigen Seals im Gigaohmbereich waren hierbei erschwert zu etablieren, zudem
war die Dauer der Ableitungen verkirzt, da der Leckwiderstand (Riec«) bereits
nach wenigen Minuten auf sehr geringe Werte absank. Zurtickzuflihren ist dies
vermutlich auf veranderte Membraneigenschaften wie zunehmende Steifigkeit
und erhdhte Fragilitat der auBeren Haarsinneszellen wahrend der Reifung. Auch
wurde ein Anschwellen der Zellen in Hepes-Hanks-Losung (Abb. 7A) und der
Ublicherweise verwendeten TrisCl-Lésung beobachtet. Patch-Clamp-Messungen
an reifen AHZ wurden ab P8 zusétzlich durch das Einsetzen der Elektromotilitét
erschwert (Zheng et al., 2000).

Um das Anschwellen der Haarsinneszellen zu verhindern, wurden der TrisCl-
Lésung 10 uM Tamoxifen hinzugefiigt (Abb. 7D-F) oder ein Teil der CI" durch

2 Die hier beschriebenen Daten sind bei J Neurosci eingereicht und befinden sich in positiver
Begutachtung.

*Knirsch M., *Brandt N., Braig C., Kuhn S., Hirt B., Miinkner S., Knipper M., Engel J.; Persistence
of Cayl.3 Ca®* channels in mature outer hair cells supports outer hair cell afferent signaling.
*gleichberechtigte Autorenschaft.
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Laktobionat ersetzt (Tris-Laktobionat-Losung). Tamoxifen fungiert als Hemmstoff
volumenregulatorischer Cl'-Kanadle (Hoffmann, 2000). Laktobionat, ein groBes
Anion, blockiert diese Cl-Kandle (Siegel & Zeddies, 2001) und verzbgert
vermutlich somit das Anschwellen der Zellen. In Tris-Laktobionat-Lésung
behielten reife AHZ auch (ber einen langeren Zeitraum ihre zylindrische Form
und zeigten keine vergroBerten Zellkerne (Abb. 7A, B). Aus diesem Grund
verwendeten wir fiir die Ableitung von reifenden und ausgereiften AHZ Tris-

Laktobionat-L6sung oder spater TEA-Laktobionat-Lésung.
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Hepes-Hanks-Lasung, AHZ P20, 20 min 10 pM Tamoxifen, AHZ P18, 20 min

Tris-Laktobionat-Ldsung, AHZ P17, 20 min 10 pM Tamoxifen, AHZ P18, 1 h

Tris-Laktobionat-Lésung, AHZ P17, 4 h 10 pyM Tamoxifen, [HZ P11, 1 h

Abbildung 7: Zustand reifer Haarsinneszellen unter verschiedenen extrazelluldren
Losungsbedingungen.

A, AHZ (P20) sind nach 20 min in Hepes-Hanks-Lésung stark angeschwollen. B, C, AHZ (P17)
nach 20 min (B) und 4 h (C) in Tris-Laktobionat-Lésung (160 mM Laktobionat). D, AHZ (P 18)
behielten ihre urspriingliche Form nach 20 min in TrisCl-Lésung mit 10 yM Tamoxifen. E,
geschwollene AHZ nach 1 h in TrisCl-Lésung mit 10 yM Tamoxifen. F, geschwollene IHZ (P11)
nach 1 h in TrisCl-Ldsung mit 10 uM Tamoxifen.
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3.2.2. Biophysikalische Eigenschaften des Ca’*-Kanals in reifen

auBeren Haarsinneszellen der Maus

Der maximale Ig, duBerer Haarsinneszellen sank auch unter optimierten
Bedingungen wahrend der ersten postnatalen Woche von Werten tber -70 pA
(Michna et al.,, 2003) auf unter -45 pA. Abb. 8A-F zeigt Stromspuren (Ig;) mit
entsprechenden  Strom-Spannungs-Kurven duBerer Haarsinneszellen zum
Zeitpunkt des Hoérbeginns (P12) und danach (P19). Sowohl der Verlauf des
Maximalstroms (Iz.) bei einer Depolarisation der AHZ auf 0 mV als auch die
zugehdrige Strom-Spannungs-Kurve (Abb. 8A, B) dhnelten den Daten, die an
neonatalen AHZ erhoben wurden (Michna et a/, 2003). K*-Stréme durch
KCNQ4-Kanile in ausgereiften AHZ erreichen unblockiert Amplituden von bis zu
5nA (Marcotti & Kros, 1999;Kharkovets et al, 2006) Die Kombination aus
extrazelluldren Tris™- und Ba®*- sowie intrazelluldren Cs*-Ionen blockierte somit
ausreichend jegliche K*-Kanal-Auswartsstrome. Einen wichtigen Hinweis, dass
auch in reifen AHZ Ca®*-Ionen durch L-Typ-Kanile flieBen, gab die Sensitivitét
des Ig, gegenliber dem L-Typ-Kanal-Agonisten Bay K 8644 (Abb. 8C). In
Anwesenheit von 5 pM Bay K 8644 lieB sich der Ig, reifer AHZ auf 148 + 21 %
(n = 3, P10-P12) des Kontrollstroms verstarken (neonatal P1-P7: 178 + 58 %;
(Michna et al, 2003). Eine spannungsabhangige Inaktivierung des Ca** Kanals,
eine Eigenschaft von L-Typ-Kanilen, die denen der neonatalen AHZ fehlt (Michna
et al, 2003), trat auch in reifen AHZ selbst nach lang anhaltenden
Depolarisationen nicht auf (Abb. 8D). Abbildung 8F zeigt eine Zusammenstellung
der durchschnittlichen maximalen Einwartsstrome (Ig,) duBerer Haarsinneszellen
der Maus zwischen P1 und P19. Die Amplitude des Ig, sank zwischen P6 und P8,
dem Zeitfenster, in dem in AHZ die Elektromotilitit einsetzt (Oliver & Fakler,
1999) und die KCNQA4-Leitfahigkeit heraufreguliert wird (Marcotti & Kros,
1999;Kharkovets et al, 2006) von -125 pA auf weniger als -50 pA ab. Nach
Hérbeginn (um P12; (Ehret, 1985)) nahm die Maximalamplitude weiter ab und
erreichte am postnatalen Tag P19 Werte zwischen -10 und -15 pA (n = 3).
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Abbildung 8: Ca?*-Kanal-Strome (Is.) in AHZ der Maus zum Zeitpunkt des Horbeginns
(P12) und spaterer Altersstadien. A, Maximalstrom (Ig;), hervorgerufen durch eine 8 ms
andauernde Depolarisation einer apikalen AHZ (P12) ausgehend von einem Haltepotential von -70
mV auf 0 mV. Die durch das Prestin bedingten kapazitiven Transienten, die zu Beginn und Ende
der Stromantwort auftraten, wurden herausgeschnitten. Gestrichelte Linie: Nullstrom. B,
zugehdrige Strom-Spannungs-Kurve. C, Strom-Spannungs-Kurve einer weiteren apikalen AHZ
(P12) vor (Kontrolle) und wahrend der Applikation von 5 pM Bay K 8644. D, nicht-inaktivierender
I, einer apikalen AHZ (P19) wéhrend der lang andauernden Depolarisation eines
Inaktivierungsprotokolls. E, zugehdrige Strom-Spannungs-Kurve, die am Ende der 400 ms
andauernden Depolarisierungsschritte ermittelt wurde. Die groBen kapazitiven Transienten in A
und D sind durch die nichtlineare Kapazitit der AHZ bedingt. F, entwicklungsabhingige
Regulation des maximalen Iz, als Funktion des Alters. Werte von P1-P8 wurden aus Michna et al.,
2003 entnommen. Anzahl der Zellen >P8: P9: 4, P10: 2, P11: 2, P12: 4, P13: 1, P15: 2, P19: 3.
AHZ >P8 stammten ausschlieBlich aus der apikalen Windung, mit Ausnahme zweier medialer AHZ
an P15. Maodifiziert nach (Knirsch et a/., 2007).
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3.2.3. Ca?*-Kanal-Strome in neonatalen HZ der Ratte®

Da es mit steigendem Alter der Mause immer schwieriger wurde, Ganzzellstréme
an ausgereiften AHZ abzuleiten, wurden die Maus-Daten durch Messungen des
Isa in AHZ von Ratten ergdnzt. Der Ig, erreichte hier wie bei den M&usen in
beiden Haarzelltypen wahrend der postnatalen Phase noch vor Horbeginn ein
entwicklungsabhangiges Maximum, was den an HZ der Maus gewonnenen Daten
entsprach (Marcotti & Kros, 1999;Beutner & Moser, 2001;Michna et al., 2003).
Mit einem Tae von 0.30 £ 0.10 ms (P3; n = 5) bei Vimax in AHZ und von 0.35 +
0.06 (P5-P12; n = 7) in IHZ zeigte der Iz, in HZ neonataler Ratten (Abb. 9 A, D)
eine rasche Aktivierungs- und Deaktivierungskinetik, was mit den an HZ der Maus
gewonnenen Daten (Ubereinstimmte (Platzer et al, 2000;Michna et al,
2003;Johnson et al.,, 2005). Die Maxima der glockenférmigen Strom-Spannungs-
Kurven beider Haarzelltypen lagen bei etwa 0 mV (Abb. 9B, E) und auch das
schwach ausgepragte Inaktivierungsverhalten (VDI) des Ig, duBerer HZ glich dem
in IHZ (Abb. 9C, F). Abweichend zu den AHZ war die Ig;-Amplitude des
entwicklungsabhangigen Maximums in IHZ mehr als doppelt so hoch (Abb. 9B, E)
und trat friiher auf (siehe 3.2.5).

3 Daten von Niels Brandt, Stephanie Kuhn und Martina Knirsch
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Abbildung 9: Ca’*Kanal-Strome (Ig.) in neonatalen AHZ und IHZ der Ratte zum
Zeitpunkt der jeweiligen entwicklungsabhingigen Iz, Maxima. A-C Ba’*-Stréme und
Strom-Spannungs-Kurven der AHZ einer Ratten an P1, C=7.1 pF, R..= 6.1 GQ. A, ausgewahlte
Stromspuren einer AHZ als Antwort auf 8 ms andauernde Depolarisierungsstufen, ausgehend von
einem Haltepotential von -68 mV. B, die zugehérige Strom-Spannungs-Kurve wurde jeweils durch
Mittelung des Iz, wahrend der letzten Millisekunden des Spannungspulses ermittelt und mit einem
Boltzmann-Fit nach Gleichung (2) angefittet; (Vy, = -10.4 mV, = 13.8 mV). C Ba**-Strome mit
geringer spannungsabhdngiger Inaktivierung als Antwort auf ein lang andauerndes
Inaktivierungsprotokoll. D-F, Ba**-Stromspuren einer IHZ einer Ratte an P9, C= 10.1 pF,
Rieck = 2.8 MQ. D, ausgewahlte Stromspuren einer IHZ als Antwort auf 8 ms andauernde
Depolarisierungsstufen, ausgehend von einem Haltepotential von -70 mV. E, zugehérige Strom-
Spannungs-Kurve und Boltzmann-Fit nach Gleichung (2) (Vy,, = -19.4 mV, &= 13.6 mV).
F, Ba’* -Stréme mit geringer spannungsabhdngiger Inaktivierung als Antwort auf ein 400 ms
andauerndes Inaktivierungsprotokoll. Modifiziert nach (Knirsch et a/., 2007).
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3.2.4. Ca%*-Kanal-Strome in reifen HZ der Ratte*

Durch Verwendung einer modifizierten Extrazellular-Losung (95 oder 100 mM CI")
und aufgrund der robusteren Natur reifer AHZ der Ratte konnten hier ldngere und
stabilere Ableitungen der Ca**-Kanal-Strdme vorgenommen werden.

Wie auch in AHZ der Maus riefen Depolarisationen reifer AHZ der Ratte neben
kleinen Einwartsstromen (Iga) zundchst groBe kapazitive transiente Strédme
aufgrund der nichtlinearen Kapazitat (Santos-Sacchi, 1991) hervor, die die Kinetik
der Aktivierung und Inaktivierung der Ca**-Kanal-Stréme (berlagerten. Das
Anfitten der Transienten mit einer monoexponentiellen Funktion ergab
Zeitkonstanten (1) von 0.26-0.34 ms. Berticksichtigt man, dass die Amplituden
der Transienten etwa ein 20-Faches der maximalen Ig,-Amplitude erreichten,
kann von einem Abklingen der Transienten nach einem Zeitraum ausgegangen
werden, der dem 7-fachen der Transienten-Zeitkonstanten (~2.8 ms) entspricht.
In der Tat ist 2.8 ms nach Beginn der Depolarisation in ausgereiften AHZ die
maximale Ig;-Amplitude erreicht (Abb. 10B). Die Kinetik der Aktivierung des
Ca**-Kanal-Stroms in ausgereiften AHZ ist demnach nicht langsamer als die der
neonatalen Ca**-Kanal-Stréme (1=0.3 ms bei Vinay).

Im Vergleich zu neonatalen AHZ zeigten die Strom-Spannungs-Kurven reifer AHZ
eine Verschiebung zu positiveren Werten (Abb. 10C). Lange Depolarisationspulse
riefen ebenso wie bei neonatalen AHZ geringe spannungsabhéngige Inaktivierung
hervor (Abb. 10D). Die Maximalamplitude des Iz, reifer AHZ betrug mit
-66 £ 18 pA (n = 13; P28) nur etwa 30 % des Ig, reifer IHZ (-219 + 26 pA,
n = 6; P30). Auch IHZ zeigten eine mit der Reifung in Richtung positiverer Werte
verschobene Strom-Spannungs-Kurve (Abb. 10F) und ebenfalls keine
spannungssensitive Inaktivierung (Abb. 10G). Die Strom-Spannungs-Kurve von
refen AHZ war um 9 mV positiver als die der reifen IHZ. Die
Aktivierungszeitkonstanten des Ca’*-Kanals in ausgereiften IHZ bei Vmax betrug
0.32 £ 0.05 ms (P17-P30; n = 5).

* Daten von Niels Brandt und Stephanie Kuhn
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Abbildung 10: Ca?*Kanal-Strome (Igz,) in maturen AHZ und IHZ der Ratte. A-D
Ba?*-Strédme und Strom-Spannungs-Kurven einer Ratten AHZ, P28, C= 16.1 pF, Rieq= 1.8 MQ. A,
Iz, einer AHZ, hervorgerufen durch 20 ms andauernde Depolarisierungsschritte, ausgehend von
einem Haltepotential von -68 mV auf +52 mV. Die groBen kapazitiven Transienten, die zu Beginn
und Ende der Stromantwort auftraten, waren durch die nichtlineare Kapazitdt der AHZ bedingt.
Die kleinen Einwartsstrome innerhalb des eingezeichneten Rechtecks in A sind in B vergroBert
dargestellt. C, zugehdérige Strom-Spannungs-Kurve mit Boltzmann-Fit nach Gleichung (2),
Vy,= 2.2 mV, k= 13.6 mV. D, Ba**-Stréme mit schwacher spannungsabhéngiger Inaktivierung als
Antwort auf ein lang andauerndes Inaktivierungsprotokoll einer weiteren AHZ, P28 (C= 17.6 pF,
Rex= 1.7 GQ). E-G: Ig, einer Ratten IHZ, P30, C= 14.7 pF, Rex= 1.6 GQ. E, Durch
Depolarisierungsschritte hervorgerufene Ba* Strome, ausgehend von einem Haltepotential von
-68 mV. F, zugehérige Strom-Spannungs-Kurve mit Boltzmann Fit nach Gleichung (2),
Vy,= 7.1 mV, k= 11.8 mV. G, Ba**-Stréme ohne spannungsabhéngige Inaktivierung als Antwort
auf ein 400 ms andauerndes Inaktivierungsprotokoll. Modifiziert nach (Knirsch et al., 2007).
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3.2.5. Die Amplitude des Barium-Stroms zeigte sowohl in AHZ als
auch in IHZ von Maus und Ratte ein entwicklungsabhangiges

Maximum

Wahrend der Reifung innerer und auBerer Haarsinneszellen konnte sowohl bei
Ratten als auch bei Mdusen nach einem neonatalen Maximum des Iz, eine
anschlieBende Reduzierung auf niedrige Amplituden beobachtet werden (Abb. 4
und Abb. 11). Der Ig, duBerer Haarsinneszellen von Ratten war bereits nach
Geburt auf einem hohen Niveau von -174 + 46 pA (n = 6; P1-P4), sank ab P8
drastisch ab und verblieb auf diesem niedrigen Niveau bis zum Alter P28. Innere
Haarsinneszellen von Ratten hingegen wiesen einen stetigen Anstieg des Iz, nach
der Geburt auf, welcher in einem Maximum zwischen P9 und P11 (-421 + 63 pA,
P9-P11; n = 10) gipfelte (Abb. 11B) und nach Hoérbeginn auf ein niedrigeres
Niveau absank. Das Maximum von Ig, in AHZ neonataler Ratten (P1-P4)
entsprach damit etwa 41 % des Ig,-Maximums neonataler IHZ (P9-P11).

Um den zeitlichen Verlauf der Regulation des Iz, zwischen beiden Typen
Haarsinneszellen besser vergleichen zu kénnen, wurden die Iz;-Werte jeweils auf
ihre Maximalwerte normiert (Abb. 11C). Verschob man die Werte der AHZ um 8
Tage in Richtung &lterer Stadien, so ergab sich eine auffallende Ubereinstimmung
der abfallenden Schenkel beider Kurven, was auf eine ahnliche Kinetik der die
Ca**-Kanal-Expression  herabregulierenden  Prozesse in beiden Typen
Haarsinneszellen hinweist.

Der Ig, zeigte auch in HZ von Mausen dieses entwicklungsabhangige
Regulationsmuster. Hier war ein Anstieg der Maximalamplitude in AHZ bis P2
(Abb. 4 und Abb. 11 E) zu beobachten, in IHZ erreicht Iz, an P6 maximale Werte
(Marcotti & Kros, 1999). Eine Verschiebung der in AHZ gemessenen maximalen
Ig-Werte um 4 Tage zeigte hier ebenso einen vergleichbaren Verlauf der
Regulation in beiden Haarsinneszelltypen (Abb. 11F).

Stellt man die Ig;-Amplituden der AHZ und IHZ horender Ratten einander
gegeniiber, so wird offensichtlich, dass sich die Stréme in AHZ >P12 und IHZ
>P15 (Fig. 11B) faktisch nicht mehr anderten. Die durchschnittlichen Werte des
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maturen Ig, betrugen -58 + 9 pA (n = 20) in AHZ (P19-P30) und -181 + 50 pA
(n = 24) in IHZ (P17-P30). Somit entsprach die maximale Ig-Amplitude in reifen
AHZ 32 % des Is, in ausgereiften IHZ. Die entwicklungsabhingige
Herunterregulation des Ig, zeigte in beiden Haarzell-Typen eine dhnliche Kinetik,
jedoch wurde beziiglich der Reifung spannungssensitiver Ca®*-Kanal-Strome ein

zeitlicher Vorsprung der AHZ gegeniiber den IHZ deutlich.
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Abbildung 11: Ca**-Kanal-Strome zeigen sowohl in AHZ als auch in IHZ von Ratte und
Maus eine entwicklungsabhangige Regulation.

A, durchschnittliche Maximalstrome (Ig,) in AHZ der Ratte als Funktion des Alters. Anzahl der AHZ
in P1: 6; P2: 1; P4: 2; P5: 5; P7: 6; P8: 3; P12: 2; P15; 5; P19: 6; P28: 13; P30: 1. AHZ
stammten <P8 aus der apikalen und medialen, >P8 aus der apikalen Cochleawindung. B,
durchschnittliche Maximalstrome (Ig,) in IHZ (A) und AHZ (@) der Ratte als Funktion des Alters.
Anzahl der IHZ in P1: 1; P3: 2; P5: 14; P9: 3; P11: 7; P15: 13; P17: 10; P19: 3; P21: 5; P30: 6.
C, auf das entwicklungsabhangige Maximum normierte Durchschnittswerte des Ig, in IHZ (A) und
AHZ (O) von Ratten. D, die um 8 Tage nach rechts verschobene normalisierte Ig,-Kurve von AHZ
entsprach der Entwicklung des Ig, in IHZ. E, auf das entwicklungsabhdngige Maximum
normalisierte Durchschnittswerte des Ig, in AHZ der Maus (O) (aus Abb. 4) und ebenfalls
normalisierte IHZ- Daten (Ic;) von Mausen aus (Marcotti et a/, 2003b) (A). F, die um 4 Tage

nach rechts verschobene normalisierte Ig,-Kurve von AHZ entsprach der Entwicklung des Ig, in
IHZ. Modifiziert nach (Knirsch et al., 2007).
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3.2.6. Nachweis von Cayl.3 mRNA in ausgereiften Haarsinneszellen

von Maus und Ratte

Dass Cayl.3 die dominierende Ca®*-Kanal-al-Untereinheit in neonatalen und
maturen inneren und neonatalen duBeren HZ bildet (Platzer et a/., 2000;Michna
et al., 2003;Brandt et al., 2003;Dou et al., 2004), konnte durch Messungen der
Ca’*-Kanal-Stréme in HZ von Cay1.37" -Mausen bereits gezeigt werden. Um
hierzu auch fiir ausgereifte AHZ eine Aussage treffen zu kdnnen — AHZ in
Cay1.3”7" -M&usen degenerieren ab P14, IHZ ab P35 — wurde das Vorhandensein
von Cayl.3 mittels zellspezifischer RT-PCR untersucht. Hierzu wurden apikale
Cochleawindungen prépariert und mittels Mikropipetten spezifisch IHZ und AHZ
gewonnen (siehe 2.4.). In reifen HZ (P12, P18, P32) von Ratten und Mdausen
konnten mit Hilfe von verschachtelter PCR Cay1.3-spezifische Transkripte (421bp)

nachgewiesen werden (Abb. 12).

A ~P124  P184 P32
IHZ AHZ IHZ AHZ IHZ AHZ

— 421 bp

B ~P124  P187 (P32
IHZ AHZ IHZ AHZ IHZ AHZ

— 421 bp

Abbildung 12: Nachweis Cayl.3-spezifischer Transkripte in HZ von Maus und Ratte
zum Zeitpunkt des Horbeginns und spaterer Stadien (P12-P32) mittels zellspezifischer
RT-PCR. A, B, Ein Cayl.3-spezifisches Fragment von 421 bp Linge wurde in IHZ und AHZ von
Maus (A) und Ratte (B) in unterschiedlichen Altersstadien nachgewiesen. Modifiziert nach (Knirsch
et al., 2007).
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3.3. Die CaypB-Untereinheiten in &uBeren und inneren

Haarsinneszellen der Maus®

Funktionale L-Typ-Kandle bestehen stets aus der porenbildenden
al-Untereinheit, einer B- und 02d, sowie in den meisten Fallen einer
y-Untereinheit. Die B-Untereinheit nimmt flir die Integration des stabilen Proteins
al in der Plasmamembran sowie bei der Modulation des Kanals eine wichtige
Funktion ein.

Hierbei stellt sich die Frage, ob es praferierte Kombinationen einer bestimmten
al-Untereinheit mit ganz bestimmten CayB-Untereinheiten gibt. Fir manche
Zelltypen scheint dies der Fall zu sein. So liegt im Skelettmuskel Cay1.1 mit Cayf1
kombiniert vor, in ventrikularen Herzmuskelzellen Cay1.2 mit CayB2.. Flir Neurone
sind spezifische Paarungen von Cayal mit CayB nicht bekannt. Aufgrund der
Expression aller 4 CayB-Untereinheiten in Neuronen ist die Untersuchung hierbei
schwierig.

Da in cochledaren HZ fast nur Cayl.3 exprimiert ist (>90 % (Platzer et al,
2000;Michna et al., 2003;Knirsch et al., 2007)), sind HZ ein besonders geeignetes
System, die Kombination der Untereinheiten des Cayl.3 in nativen Zellen zu

untersuchen.

3.3.1. Nachweis Cayp-spezifischer Transkripte in &duBeren und

inneren Haarsinneszellen

(Green et al.,, 1996) konnten erstmals die CayB-Untereinheiten Cay31, CayB3 und
Cayp4, nicht jedoch Cay32 mit Hilfe von RT-PCR-Analysen in cDNA aus der Maus-
Cochlea nachweisen. Als Kontrollen wiesen sie Cayf1, Cay32, Cay33 und Cayf34 im

Gehirn nach.

> Manuskript in Vorbereitung fiir Publikation.

*Knirsch M., *Kuhn S., Riittiger L., Miinkner S., Kasperek S., Freichel M., Flockerzi V., Knipper M.,
Engel J.; The auxiliary beta subunits 1-4 of presynaptic Cav1l.3 channels in cochlear hair cells.
*gleichberechtigte Autorenschaft.
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—872 bp (p4)

— 704 bp EBZ;
580 bp (33

—417 bp (1)

Abbildung 13: Nachweis Cayp-spezifischer Transkripte in &duBeren und inneren
Haarsinneszellen, Cortischem Organ und im Cortex der Maus mittels zellspezifischer
verschachtelter RT-PCR. A, Detektion CayB-spezifischer Fragmente in AHZ (P4):
CayB1 (417 bp), CayB2 (704 bp), CayB3 (580 bp), CayB4 (872 bp) sowie jeweils schwache Banden
fir GAPDH (558 bp). B, Detektion Ca\f3-spezifischer Fragmente in IHZ (P4): CayB1 (417 bp; sehr
schwaches Signal), CayB2 (704 bp), CayB3 (580 bp) sowie jeweils schwache Banden fiir
GAPDH (558 bp). C, D, Detektion aller 4 CayB-spezifischen Fragmente im Cortischen Organ (C)
und Cortex (D) der Maus (P18). CayB1-spezifische Primer amplifizierten in cDNA des Cortischen
Organs (C) 3 Banden unterschiedlicher Lange (~400 bp; ~550 bp; ~700 bp). M, Marker; 0,
Negativkontrolle.

Unklar blieb jedoch, ob mdglicherweise ein spezifisches Verteilungsmuster der
CayB-Untereinheiten in duBeren und inneren Haarsinneszellen der Cochlea
existiert. In beiden Typen HZ flieBt der GroBteil des Ca**-Kanal-Stroms durch
dieselbe al-Untereinheit. Die dennoch bestehenden biophysikalischen
Unterschiede des Ig; in AHZ und IHZ, wie die unterschiedlich ausgeprigte
spannungsabhangige Inaktivierung des Igs (3.6 = 1.5 % in AHZ (Michna et al.,
2003); 11.1 £ 4.8 % in IHZ (Platzer et al, 2000) und die unterschiedliche
Ca**-abhiangige Inaktivierung (Michna et a/, 2003), sowie die unterschiedliche
Sensitivitat der HZ gegenliber Bay K 8644 (Michna et al., 2003), kénnten eine
Folge unterschiedlicher Kombinationen von Cayal- und CayB-Untereinheiten sein.

Mit der entwicklungsabhdngigen Regulation der Strom-Amplitude in HZ (Marcotti
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& Kros, 1999) koénnte ebenfalls die Anwesenheit verschiedener Cayf3-
Untereinheiten verbunden sein.

Um mogliche Kandidaten fiir die Kombination der Cayal-Untereinheit mit einer
spezifischen CayB-Untereinheit in den Sinneszellen des Cortischen Organs zu
identifizieren, wurde mRNA aus dem Cortischen Organ und aus isolierten
neonatalen auBeren und inneren HZ sowie flir Positivkontrollen aus Herzgewebe
und aus dem Cortex der Maus gewonnen und die entsprechende cDNA
synthetisiert. Zur Uberpriifung wurde die cDNA  stets auf
Glycerinaldehyd-3-Phosphat Dehydrogenase (GAPDH) getestet. Hierbei wurden
Fragmente von 558 bp amplifiziert. Flr die Gewinnung HZ-Typ-spezifischer cDNA
wurde die mRNA von nur 10-30 AHZ bzw. IHZ verwendet. Aufgrund des hohen
Aufwands fiir die Gewinnung von AHZ und IHZ enthielten die in der PCR
verwendeten Proben oft nur das Material aus 5-15 Zellen als Matrize, was sich
auf die Detektierbarkeit von Banden negativ auswirkte. Meist konnten
Ca\B-spezifische Amplifikate nur nach verschachtelter (nested) PCR detektiert
werden. Die Aufreinigung des 1. PCR-Produktes vor dem Einsetzen in die 2. PCR
verbesserte ebenfalls die Qualitat der Ergebnisse.

Spezifische Transkripte flir alle 4 CayB-Untereinheiten konnten zunachst in der
cDNA des Cortischen Organs sowie von Hirngewebe der Maus nachgewiesen
werden (Abb. 13 C und D). Die Primer wurden so gewahlt, dass alle bekannten
Splice-Varianten abgedeckt wurden. Die Fragmente der verschachtelten PCR
wiesen die erwarteten Basenpaarlangen von 417 bp (CayB1), 704 bp (CayB2),
580 bp (CayB3) und 872 bp (CayB4) auf und konnten nach Auftrennung des
Produkts Uber Gel-Elektrophorese unter UV-Licht sichtbar gemacht werden. Die
PCR der cDNA des Cortischen Organs mit CayB1 spezifischen Primern erzeugte 2
starke Banden unterschiedlicher GréBe (Abb. 13 C), die anhand ihrer Basenpaar
(bp) -Léangen den ~550 bp und ~400 bp Banden von Green et al. (Green et al.,
1996) zugeordnet wurden. Ein sehr schwaches Signal wurde von einem Fragment
von ~700 bp Lange erzeugt, das auch in den Analysen von Green et al. (1996)
auftrat. Offensichtlich liegen im Cortischen Organ tatsachlich unterschiedliche

Splice-Varianten von CayB1 vor, die jedoch nicht naher untersucht wurden. Ziel
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war es, das Vorhandensein der 4 Cayf-Untereinheiten in den HZ zu klaren.
AuBerdem tauchte die Aufspaltung der Cayp1l-spezifischen Banden in
unterschiedliche Fragmente bei der Charakterisierung der HZ cDNA nicht auf, hier
wurde jeweils nur das 417 bp-Fragment amplifiziert (Abb. 13A und B).

Obwohl die Qualitat der cDNA stets durch die Amplifikation GAPD-spezifischer
Fragmente Uberprift wurde, ergab die CayB-spezifische PCR in HZ nicht immer
einheitliche Ergebnisse. In neonatalen AHZ wurde mRNA aller 4 B-Untereinheiten
detektiert (Abb. 13A). Der Nachweis von Cay32 und CayB3 gelang hierbei in allen
Proben. Die Untereinheiten CayBl und Cayp4 dagegen konnten nicht in allen
Versuchen gezeigt werden.

In cDNA von neonatalen IHZ lieBen sich die Untereinheiten Cayf2 und Cay33
konsistent nachweisen (Abb. 13B). Die Amplifikation von CayB1 erzeugte oft nur
schwache Signale und Cay34 konnte nur duBerst selten detektiert werden. Der
konsistente Nachweis von CayB2 mRNA im Cortischen Organ, in AHZ und IHZ
steht im Gegensatz zu den Ergebnissen von (Green et al, 1996), die diese

B-Untereinheit in der Cochlea der Maus nicht nachweisen konnten.

3.3.2. Biophysikalische Eigenschaften der Ca®*-Kanal-Strome in

Haarsinneszellen von Cayp3”/ - und Cayp4”/" -Miusen

Die widersprichlichen Resultate der RT-PCR lieferten kein eindeutiges
Verteilungsmuster der B-Untereinheiten in duBeren und inneren HZ. Da uns
transgene Mausmodelle fur CayB3 und CayB4 zur Verfligung standen (M. Freichel,
V. Flockerzi, Homburg/Saar) konnten wir diese nutzen, um die Rolle der
akzessorischen Untereinheiten Cay33 und CayB4 und deren mdglichen Einfluss auf
die Feinmodulation der elektrophysiologischen Eigenschaften des Cay1.3 in HZ zu
analysieren.

Bei den Mausstammen handelte es sich zum einen um eine Maus mit konstitutiver
Gendeletion von CayB3 (CayB3”"). Als Kontrolle diente ein Stamm mit demselben
genetischen Hintergrund (Sv] 129). Zum anderen wurde ein Stamm mit einer

Spontanmutation im Cay34-Gen verwendet, die zu einem 4 bp-Einschub und zur
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Verschiebung des Leserasters fiihrt. Diese Mause (CayB4”") sind demnach einem
kosntitutiven ,knock out" -Modell flir Cay4 vergleichbar. Da dieser Mausstamm
nur heterozygot ziichtete, dienten homozygote Wurfgeschwister (Cayp4*/*) als
Kontrolle.

Die Horleistung der CayB3”- und Cayp4”-Mause (P21) und der jeweiligen
Kontrolltiere, die anhand der auditorisch evozierte Hirnstammpotentiale (ABR)
und Messungen der Distorsionspukte otoakustischer Emissionen (DPOAE)
beurteilt wurde, war nicht eingeschrankt (nicht publizierte Daten, Lukas Rttiger).
Um die Auswirkungen der fehlenden B-Untereinheit auf die Feinmodulation der
Ca’*-Kanal-Stréme zu untersuchen, wurden Patch-Clamp-Messungen an
neonatalen (P4-P7) und maturen (P19-P22) inneren und neonatalen (P1-P7)
duBeren HZ der CayB3” - und CayP4”" -Mause und den zugehérigen Kontrolltieren
(Wildtyp, WT) durchgefiihrt. Aufgrund der mit der Reifung &uBerer HZ
einsetzenden Elektromotilitdt sowie der veranderten Membraneigenschaften, die
erfahrungsgemaB (siehe 3.2.1.) groBe Schwierigkeiten beim Messen der kleinen
und empfindlichen Ca®*-Kanal-Strdme bereiten, beschrénken sich die
elektrophysiologischen Messungen hierbei nur auf neonatale AHZ.

Abbildung 14A und F (IHZ) und Abbildung 15A (AHZ) zeigen ausgewéhlte
Barium-Stromspuren der HZ von CayB3” und Cayp4’ -Mausen mit den
zugehdrigen Kontrollen. Es sind hier nur diejenigen Stromspuren gezeigt, die
durch Depolarisationen auf Membranpotentiale hervorgerufen wurden, die der
halbmaximalen und der maximalen Aktivierung entsprachen. Die
korrespondierenden Strom-Spannungs-Kurven, die sich aus der Mittelung des
Stroms wahrend der letzten Millisekunde des Depolarisierungsschrittes gegen die
entsprechend angelegte Spannung (mV) ergaben, zeigten den flr
spannungssensitive Ca>*-Kanale typischen glockenférmigen Verlauf (vgl. auch
(Platzer et al, 2000;Michna et al, 2003;Knirsch et al, 2007). In
Abb. 14B, D, G, I (IHZ) und Abb. 15B und E (AHZ) sind jeweils die gemittelten
Strom-Spannungskurven des Ig, innerer und &uBerer Haarsinneszellen der
CayB3”-, Cayp4” - und Kontrolltiere dargestellt. In beiden Haarzelltypen

aktivierte Ig, ab einer Depolarisation vom Haltepotential (-80 mV) auf -50 mV und
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erreichte seine maximale Amplitude bei ~0 mV (Vmax) in inneren und ~ -2 mV in

auBeren Haarsinneszellen.

3.3.2.1. Elektrophysiologische Messungen der Ca’*-Kanal-Strome in
inneren Haarsinneszellen von CayB3”/- und Cayp4’/" -

M3iusen °

Die Maximalamplituden des Is, innerer Haarsinneszellen von CayB37" -Mausen
zeigten sowohl in neonatalen (-321 + 106 pA; n = 9) als auch in maturen
(-238 £ 56 pA; n = 4) Altersstadien keinen signifikanten Unterschied zu denen
der jeweiligen Kontrolltiere (neonatal -396 + 231 pA; n = 7; matur -240 + 109
pA; n = 3) (Abb. 14C und E). In neonatalen CayB4” -Mausen erreichte der Ig, in
IHZ mit -408 £ 72 pA (n = 7) vergleichbare Werte wie in den Kontrolltieren
(-342 £ 104 pA; n = 8) (Abb. 14H). Auch im ausgereiften Stadium wies der
maximale Ig, innerer Haarsinneszellen keine signifikanten Unterschiede zwischen
CayP4” -Médusen (-213+78 pA; n = 12) und den jeweiligen Kontrollen
(-284 £ 78 pA; n = 13) auf (Abb. 14K). Eine Reduktion des Ig, innerer HZ mit
zunehmendem Alter (Johnson et al, 2005) konnte in den WT-Zellen nicht
beobachtet werden, wohl aber in den ,knock out" -Zellen. In reifen IHZ der
CayB3” -Mause war der Igs, signifikant kleiner (p<0.05) als in neonatalen
Altersstadien, ebenso wiesen reife IHZ der CayB4”-Mause signifikant (p<0.01)
kleinere Ig; Amplituden auf als in entsprechend jliingeren Stadien.

Die Membrankapazitat von IHZ, welche auch ein MaB flir die ZellgréBe darstellt,
nimmt mit dem Alter leicht zu (Brandt et a/, 2003). So wurden zwischen
neonatalen und reifen IHZ der CayB4”" -, CayB3”" - und der CaB3** -Mause
jeweils signifikant unterschiedliche Kapazitditen gemessen. Lediglich die
Membrankapazitdten innerer CayRB4*/* -HZ zeigten bereits im neonatalen Stadium
relativ groBe Werte, die mit der Reifung nicht weiter zunahmen. (Abb. 16A).
Verglich man die Kapazititen der CayB”" -HZ mit denen der Kontrolltiere, so
waren hier nur die Werte der neonatalen CayB4” -HZ (6.1 = 0.5 pF; n = 7)

® An IHZ gewonnene Daten von Stephanie Kuhn
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signifikant kleiner (p<0.01) als die der neonatalen Kontrollen (8.4 + 1.7 pF;
n=9).
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Abbildung 14: Ca®*-Kanal-Strome neonataler und maturer IHZ von Ca,f3”/- und
Ca,f4”" -Miusen im Vergleich zu entsprechenden Wildtyp-Kontrollen (WT). A,
ausgewahlte Stromspuren (Ig,) maturer IHZ von WT- (schwarz) und Ca,B37-Mé&use (grau),
hervorgerufen durch Depolarisationen von einem Haltepotential von -80 mV auf Vy, und V. B,
mittlere Strom-Spannungs-Kurven = S.E.M. fir den Ig, in IHZ neonataler WT- (n = 9) und
CayB37 -Miuse (n = 7); Haltepotential: -70 mV. C, Maximalstrom (Is,) £ S.D. in IHZ neonataler
WT- und Ca,B37-Miuse. D, gemittelte Strom-Spannungs-Kurven + S.E.M. fiir den Ig, in IHZ
maturer WT- (n = 3) und Ca/37-Miuse (n = 4). E, Maximalstrom (Iz,) * S.D. in IHZ maturer
WT- und Ca,B3”" -Mause. F, ausgewahlte Stromspuren (Iz,) in IHZ maturer WT- (schwarz)
Ca,B4” -Mause (grau), hervorgerufen durch Depolarisationen von einem Haltepotential von -80
mV auf Vi, und V.. G, mittlere Strom-Spannungs-Kurven = S.E.M. flir den Ig, in IHZ
neonataler WT- (n = 8) und Ca,B47-Méause (n = 7), Haltepotential: -70 mV H, Maximalstrom (Ig,)
+ S.D. in IHZ neonataler Ca,B4”- und WT-Méuse. I, mittlere Strom-Spannungs-Kurven + S.E.M.
fir den Ig, in IHZ maturer WT- (n = 13) und Ca,B4” -Mause (n = 12). K, Maximalstrom (Ig,)
+ S.D. in IHZ maturer WT- und Ca,B4” -Mause.

In ausgereiften Cayp4” -Mausen und auch in neonatalen und reifen
CayB3”7" -Méusen hatte die Abwesenheit dieser beiden B-Untereinheiten keinen
Einfluss auf die Kapazitét der HZ. Das Anfitten der IV-Kurven mit einer
Boltzmann-Funktion 2. Ordnung nach Goldmann-Hodgkin-Katz (Gleichung (2))

unter Beriicksichtigung der sehr verschiedenen Ba?*-Konzentrationen in
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Extrazelluldr- und Intrazellularlésung ergab nur in den neonatalen IHZ der
Cayp4” -Mause eine signifikante (p<0.05) Verschiebung der halbmaximalen
Spannung Vy, auf positivere Werte (-9.6 £ 5.4 mV (n = 7)) (Abb. 16B). Vs, des
Isa der Kontrolltiere lag durchschnittlich bei -15.7 £ 5.3 mV (n=9).

Auch der Steigungsfaktor & (mV) der Boltzmann-Funktion, ein Parameter, der die
Empfindlichkeit des Kanals gegenliber Spannungsanderungen beschreibt, war in
neonatalen IHZ der Cayp4” -Mause mit 13.9 + 1.0 mV (n = 7) signifikant
(p<0.0001) groBer als in den neonatalen Kontrollen (11.4 £ 1.1; n = 9)
(Abb. 16C).

Die Abwesenheit von Cayf4 hat also eine geringere Spannungssensitivitat des
Kanals zur Folge. Sowohl in den maturen IHZ der CayB4” -Méause als auch in den
IHZ von CayB3”7" -Mausen hatte das Fehlen von B3 oder B4 keinen Einfluss auf
den Faktor k. Interessanterweise war & in reifen IHZ der Ca,B3” - sowie der
Cavp4” -Mause gegeniiber den neonatalen Stadien signifikant erhdht (Abb. 16C),
was bedeutet, dass die Aktivierungskurve als Funktion der Spannung weniger

steil verlauft.

3.3.2.2. Elektrophysiologische Messungen der Ca’*-Kanal-Strome in
duBeren Haarsinneszellen von CayB37- und Cayp4’/" -

Mausen

AHZ der CayB3” -Miuse wiesen mit Maximalamplituden von durchschnittlich
-69 + 36 pA (n = 9) im Vergleich zu -115 + 61 pA (n = 7) der Cay/B3*"* -Mause
eine signifikant reduzierte Is,-Amplitude auf (Abb. 15C). Hingegen war der
Maximalstrom in AHZ von CayB4” -Miusen im Vergleich zu ihren Kontrollen
unverandert (Abb. 15F).
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Abbildung 15: Ca**-Kanal-Strome neonataler AHZ von Ca,B3”"- und Ca,pf4”/-Miusen
im Vergleich zu den entsprechenden Kontrollen. A ausgewahlte Stromspuren (Ig,)
neonataler AHZ von WT- (schwarz) und CayB3” -Mausen (grau), hervorgerufen durch
Depolarisationen von einem Haltepotential von -80 mV auf Vi, und V... B mittlere Strom-
Spannungs-Kurven * S.E.M. fiir den Ig, in AHZ neonataler Ca,B3”" (n = 9) und WT-Mause
(n = 7). € Maximalstrom (Ig,) £ S.D. in AHZ neonataler WT- und Ca,B3”" -Méuse. D ausgewdahlte
Stromspuren (Is,) von AHZ neonataler WT-(schwarz) und Ca,B4”- Mause (grau), hervorgerufen
durch Depolarisationen von einem Haltepotential von -80 mV auf Vy, und V.. E mittlere Strom-
Spannungs-Kurven + S.E.M. fiir den Ig, in AHZ neonataler WT- (n = 7) und Ca/4”-Miuse
(n = 8). F Maximalstrom (Ig,) £ S.D. von AHZ neonataler WT- und CaVB4'/'-Méuse. * (p<0.05)
statistisch signifikanter Unterschied.

Die Kapazitdt C und die halbmaximale Spannung Vy, war in AHZ weder durch das
Fehlen der B3- noch der B4-Untereinheit beeinflusst (Abb. 16A und B) und
entsprach hier sowohl in den , knock out" -Zellen als auch in den Kontrollen den
Werten aus (Michna et al, 2003) (Tabelle 1). Interessanterweise waren die
Kapazititen der WT-Kontrollen (Cay@3** und Cap4*’*) signifikant
unterschiedlich (Abb. 16A und Tabelle 3).

In AHZ hatte jedoch sowohl das Fehlen der B3- als auch der p4-Untereinheit eine
signifikante Verringerung des Steigungsfaktors & zur Folge (Abb. 16C). So ergab
der Boltzmann-Fit nach Gleichung (2) fiir den Ig, in AHZ der CayB37" -Méuse fiir k
einen durchschnittlichen Wert von 12.3 + 0.9 mV (n = 8), in AHZ der Kontrollen
betrug & 13.4 + 0.7 mV (n = 7). Entsprechend erhielt man in AHZ der
CayB4”-Mause ein durchschnittliches & von 12.9 £ 1.0 mV (n = 8), in AHZ der
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Cap4** -Mause hingegen einen signifikant hdheren Wert (13.8 + 0.3; n = 8)
(Abb. 16C).
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Abbildung 16: Einfluss des Fehlens der (3- oder p4-Untereinheit auf die
Membrankapazitit und Eigenschaften des Cayl.3-Ca’*-Kanals in HZ. A,
Membrankapazititen neonataler und maturer IHZ sowie neonataler AHZ der Ca/B37-,
Ca,p47- sowie WT -Mause. B-C: Halbmaximale Aktivierung (Vy,; B) und Steigungsfaktor (& C)
fiir neonatale und mature IHZ, sowie neonatale AHZ der CaVB3"'-, CaVB4"'- sowie WT -Mause. V+,
und k& wurden durch Anfitten der Daten mit einer Boltzmann-Funktion 2. Ordnung (Gleichung (2))
ermittelt. * p<0.05; ** p<0.01; ***p< 0.0001 statistisch signifikanter Unterschied.
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3.3.2.3.  Aktivierung und Inaktivierung der Ca?-Kanal-Strome

Um den Einfluss der B3- und p4-Untereinheit auf die biophysikalischen
Eigenschaften des Ca®*Kanals in den HZ weiter aufzuklaren, wurde sowohl die
spannungsabhangige Aktivierung des Kanals auch seine spannungsabhangige
Inaktivierung untersucht.

Durch Anfitten der Kinetik der Barium-Stromspuren im Bereich der ersten
Millisekunden nach Depolarisationsbeginn erhielt man die Zeitkonstante ta«, die
ein MaB fiir die Offnungsgeschwindigkeit des Kanals darstellt. Je kleiner Taq,
desto schneller reagiert der Kanal auf eine Spannungsanderung. Die Stromspuren
wurden mit einem Exponential-Fit 2. Ordnung unter Berlicksichtigung der
treibenden Spannung nach Goldmann-Hodgkin-Katz (Gleichung (3) und (4))
angefittet. In Abb. 17 sind die Zeitkonstanten t,¢ des Ig; in inneren (Abb. 17A-F)
und &uBeren HZ (Abb. 17E und F) der CayB3”" - und Cay4”" -Mause und ihrer
Kontrollen gegen die jeweils angelegte Spannung aufgetragen. Die Aktivierung
der Ca’*-Kandle verlief in neonatalen IHZ in Abwesenheit sowohl der
B3- (Abb. 17A) als auch der B4-Untereinheit (Abb. 17B) signifikant rascher als in
den Kontrollzellen. Die Aktivierungskinetik in reifen IHZ dagegen wurde durch das
Fehlen der 33-, bzw. der 4-Untereinheit nicht beeinflusst (Abb. 17C und D).

In AHZ wurde die Aktivierung des Kanals durch die Abwesenheit der
B3-Untereinheit nicht verandert (Abb. 17E). Das Fehlen der (34-Untereinheit in
AHZ reduzierte jedoch die Aktivierungsgeschwindigkeit signifikant, was sich in

groBeren t,-Werten widerspiegelte (Abb. 17F).
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Abbildung 17: Aktivierungskinetik der Ca?*-Kanal-Strome in neonatalen und maturen
IHZ und neonatalen AHZ der Ca,B3”" -, Ca\f4”/" - sowie entspechender WT-Miuse.
A-F: Aktivierungszeitkonstanten T,¢ (ms) des Is, neonataler (A) und maturer (B) Ca,B3”" IHZ,
neonataler (C) und maturer (D) Ca,B4” IHZ sowie neonataler Ca,33” (E) und Ca/p4”" (F) AHZ
und entsprechender WT-Kontrollen in Abhangigkeit vom Membranpotential. Fit nach Gleichung (3)
und (4). Die Aktivierungskurven als Funktion des Membranpotentials waren fiir A, C und F
signifikant unterschiedlich in. Gen-Deletion der CayB3 oder CayB4-Untereinheit bewirkte eine
Beschleunigung der Stromaktivierung in neonatalen IHZ (A, C), wahrend das Fehlen der Cayp4-
Untereinheit in neonatalen AHZ die Aktivierung verlangsamte (F). (neonatale IHZ Ca,B3", n = 7;
neonatale CaB3*/*-IHZ, n = 9; mature Ca83”-IHZ, n = 4; mature Ca,B3*/*-IHZ, n = 3;
neonatale Ca/B47-IHZ, n = 6; neonatale Ca,B4*/*-IHZ, n = 9; mature CaB4”-IHZ, n = 7;
mature Ca,B4*/*-IHZ, n = 10; neonatale Ca,B3”-AHZ, n = 5; neonatale Ca,B3*/*-AHZ, n = 4;
neonatale CayB4”/-AHZ, n=6; neonatale Cap4*’*-AHZ, n = 6). p<0.05; ** p<0.01;
***p< 0.0001

64



Ergebnisse

A
Cayp3tt  Cayp3r Caypa*™  Caypar

200 pA
ri

100 ms 100 ms

Cayp3ttt Caypa-t Caypatt Caypar
‘ Mahairnih il

100ms 100ms

100 pA
100 pA

C * %

I * % %
* * M
| 8
£ 25 2 T
w
; 20 — * % 7
Ly ]
4 12
£ 15 9 11
E -
2 10— ; .
3
2 ] ! 5
2 5 7 i 7
=
o
E g
neonatal matur .
IHZ AHZ

1 Cavp3*# &z Cayp3-- = Caypa+/* Caypa-F-

Abbildung 18: Spannungsabhingige Inaktivierung des Ig, in IHZ und AHZ von
Ca\p37/"-, Cayp4”/"- und WT-Miusen. A, Ausgewahlte Ba**-Stromspuren, hervorgerufen durch
eine 400 ms andauernde Depolarisation von einem Haltepotential von -70 mV (-80 mV) auf Vi
+10 mV. Links: Ig, je einer reifen WT- (schwarz) und CayB37-IHZ (grau), (Kasten: neonatale
IHZ). Rechts: I, je einer maturen WT- (schwarz) und Cay,B4” -IHZ (grau). B, Ausgewéhlte Ba**-
Stromspuren, hervorgerufen durch eine 400 ms andauernde Depolarisation von einem
Haltepotential von -80 mV auf V+10 mV. Links: Iz, je einer neonatalen WT- (schwarz) und
CaVB3'/'-AHZ (grau), Rechts: Ig, je einer neonatalen WT- (schwarz) und CaVB4'/' -AHZ (grau). C,
Grad der Inaktivierung (%) des Iz, 300 ms nach Erreichen des Maximalwerts fiir den Strom,
hervorgerufen durch Depolarisation auf V,,+10 mV in neonatalen und reifen IHZ, sowie in
neonatalen AHZ. Fit nach Gleichung (5). Die Inaktivierung war in reifen IHZ sowohl der Ca,B3”-
als auch der Ca,B47-Méuse im Vergleich zu den neonatalen HZ signifikant erhdht. In AHZ wurde
die Inaktivierung durch den Mangel an CayB3 signifikant verstarkt. *p<0.05; ** p<0.01;
***p<0.0001 statistisch signifikanter Unterschied.
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Die spannungsabhingige Inaktivierung (VDI) des Ca®*-Kanals ist in HZ nur
schwach ausgepragt (3.6 + 1.5 % in neonatalen AHZ (Michna et a/,, 2003) (11.1
+ 4.8 % in neonatalen IHZ (Platzer et a/., 2000)).

Anhand langer Depolarisationsprotokolle wurde der Grad der Inaktivierung (%)
300 ms nach Erreichen des Maximalwerts fir die Stromspur ermittelt, die durch
Depolarisation auf Vmax+10 mV hervorgerufen wurde.

Solche Stromspuren sind in Abb. 18A und B fir reife innere und neonatale duBere
HZ mit und ohne 3- bzw. B4-Untereinheit gezeigt. Das Fehlen der 33-, bzw. der
B4-Untereinheit hatte sowohl in neonatalen als auch in maturen Stadien innerer
HZ keinen Einfluss auf die spannungsabhangige Inaktivierung (Abb. 18C).

Der Ig, in neonatalen IHZ der CayB3*/*- und CayB3”" -Mause wies eine geringe
(Cayp3*’*: 3.4 £ 3.2 %; n = 9; CaPB3”: 1.9 £ 1.9 %; n = 7), wihrend der
Reifung signifikant (p<0.01) starker ausgepragte Inaktivierung auf (Abb. 18C ;
Cayp3*/*: 14.0 £ 11.1 %; n= 3; CaB3”: 12.2 £ 2.7 %; n = 4). Der Ig,
neonataler Stadien zeigte z.T. bei anhaltenden Depolarisationen keine
Inaktivierung, sondern wies sogar eine zusatzliche aktivierende Komponente auf
(Abb. 18A, kleines Kastchen). Bemerkenswerterweise inaktivierte der Ig, in IHZ
der Cay4™* -Mause (10.2 £ 3.9 %; n = 9) in neonatalen Stadien signifikant
starker (p<0.01) als bei CayB3** -Méusen (3.4 £ 3.2 %; n = 9; Tabelle 3). Diese
Differenz zwischen beiden Kontrollstémmen existierte in maturen Stadien innerer
HZ nicht mehr (CayB3*/*: 14.0 £ 11.1 %; n = 3; Cayp4™* 10.7 £ 4.2 %; n = 12).
In AHZ hatte das Fehlen der B3-Untereinheit eine signifikante Verstirkung
(p<0.0001) der spannungsabhangigen Inaktivierung der Calcium-Kandle zur
Folge (CayB3**: 4.7 £ 1,6 %; n = 5; CayB37: 19.92 + 5.9 %; n = 8), CayB4
hingegen anderte die Inaktivierung des Ig, in AHZ nicht (CayB4*/*: 4.2 + 2.2 %;
n=6; Cap4”: 2.7 £ 1.3 %; n = 8; Abb. 18C).
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Tabelle 2: Uberblick iiber die signifikanten Effekte des Fehlens von Ca,p3 und Ca,p4
auf die elektrophysiologischen Eigenschaften der Ca?*-Kanal-Strome in inneren und
duBeren Haarsinneszellen. Der Verlust von CayB33 filihrte in neonatalen IHZ zu signifikant
schnelleren  Aktivierungszeitkonstanten (ta) und in neonataln AHZ zu verringerten
Maximalstromamplituden (I.,ax), €iner Verschiebung des Steiungsfaktors (k) und einer Verstarkung
der Inaktivierung (Inakt.). Der Mangel an Cayf34 hatte veranderte Membrankapazitdten (C), eine
Verschiebung der halbmaximalen Aktivierung und des Steigungsfaktors (), sowie eine
beschleunigte Aktivierung des Stroms in IHZ zur Folge. In AHZ wurde durch das Fehlen von Ca,f4
der Steigungsfaktor (k) verschoben und die Aktivierungskinetik des Stroms verlangsamt. *p<0.05;
** p< 0.01; ***p< 0.0001 statistisch signifikanter Unterschied.

HZ-Typ (Alter) | Tnax | C | Vi | & | Taw | Inakt,
CavB3+l+ IHZ (P4-P7) *%
Vs IHZ (P19-P22)
CavﬁB-/- AHZ (P1-P7) * ** Hkk
Cayp4*/* | IHZ (P4-P7) P R ey g
VS IHZ (P19-P22)
Cayp4’/~ |AHZ (P1-P7) P R
Tabelle 3

Uberblick iiber signifikante Unterschiede zwischen den elektrophysiologischen
Eigenschaften von Wildyp-Haarsinneszellen der Ca,#3*/*- und Ca,p4*/* -Miuse.
Neonatale IHZ der Wildtyp-, CayB3**- und Ca/B4** -Mause unterschieden sich signifikant
hinsichtlich ihrer Membrankapazitat (C), des Steigungsfaktors (k) und des Grads der Inaktivierung
(Inakt.) der Ca**-Kanal-Stréme. Auch die Membrankapazititen (C) neonataler AHZ der Wildtyp
CayB3*/*- und CayB4*'* -Mause waren signifikant unterschiedlich.

*p<0.05; ** p< 0.01

HZ-Typ (Alter) Imax C V1/2 ' Takt. Inakt.

Cayp3*/* | IHZ (P4-P7) * ok ok
VS IHZ (P19-P22)
Cayp4*/* | AHZ (P1-p7) *
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4 Diskussion

Im Gegensatz zu den L-Typ-Kandlen (LTCC) Cayl.1, der exklusiv in der
Skelettmuskulatur exprimiert ist, und Cayl.4, einem bisher nur in der Retina
gefundenen Ca**-Kanal, handelt es sich bei Cayl.2 und Cayl.3 um in vielen
Geweben exprimierte Kandle. Oftmals treten beide Isoformen sogar gemeinsam
auf. Beide Kanale existieren in Photorezeptoren der Retina, in endokrinen Zellen,
wie beispielsweise den [3-Zellen des Pankreas und in geringer Dichte auch in den
Schrittmacherzellen des Herzmuskels (Takimoto et al, 1997;Platzer et al.,
2000;Mangoni et al., 2003), glatter Muskulatur (Takimoto et a/., 1997) und vielen
Neuronen (Hell et al., 1993).

Da bisher kein isoform-spezifischer pharmakologischer Modulator bekannt ist,
kann die jeweilige Beteiligung von Cayl.2- bzw. Cayl.3-Kandlen am gesamten
Ca*-Strom in nativem Gewebe nicht bestimmt werden.

Haarsinneszellen exprimieren als L-Typ-Kanale ausschlieBlich Cay1.3 und weniger
als 10 % der Ca**-Stréme flieBen durch andere Kanile. Sie bilden daher ein
gutes Modell, um native isolierte Cay1.3-Stréme zu untersuchen.

In der vorliegenden Arbeit wurden Daten fiir Ca®*-Kanal-Stréme in duBeren (AHZ)
und inneren Haarsinneszellen (IHZ) von Maus und Ratte sowohl neonataler als
auch reiferer Stadien erhoben und analysiert. Des Weiteren wurde die
Kombination der Cay1.3-Kanale mit spezifischen B-Untereinheiten untersucht.

Die  FEigenschaften des nativen  Ca’*Kanal-Stroms  wiesen  viele
Ubereinstimmungen mit den Daten von (Koschak et a/, 2001;Xu & Lipscombe,
2001) an heterolog isoliert exprimierten Cayl.3-Kanadlen auf, wie beispielsweise
die negative Aktivierung und das Fehlen der spannungsabhangigen Inaktivierung
(VDI) des Bariumstroms (Ig,).
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4.1. Calcium-Kanal-Strome in neonatalen aduBeren Haarsinneszellen

von Maus und Ratte

Die Stréme durch Cay1.3-Kanéle in neonatalen AHZ von Maus und Ratte wiesen
groBe Ahnlichkeiten zu den Ca®*-Kanal-Strémen neonataler IHZ der Maus (Platzer
et al., 2000) und auditorischer Haarsinneszellen (HZ) von Huhn (Zidanic & Fuchs,
1995) und Schildkréte (Schnee & Ricci, 2003) auf. Die rasche Kinetik der
Aktivierung, das Fehlen einer schnellen Inaktivierung der Ba**-Stréme, die
unvollstandige Blockierbarkeit durch den L-Typ Antagonisten Nifedipin, sowie das
Verhaltnis Igy/Ica stimmten in duBeren und inneren HZ Uberein. Daneben
bestanden zahlreiche Unterschiede, wie beispielsweise negativere Werte flr Vimax
und Vv, in IHZ und groBere Werte fiir die Steilheit der Strom-Spannungs-Kurve in
AHZ. Auch war Ig, in IHZ sensitiver gegeniiber BayK 8644 als in AHZ.

Diese Differenzen der Stromeigenschaften in neonatalen AHZ und IHZ kdnnten
moglicherweise durch unterschiedliches Splicing der al-Untereinheit verursacht
oder aber eine Folge differentieller Kombinationen der al-Untereinheit mit
assoziierender (- oder a2d-Untereinheit bzw. deren Splice-Varianten in beiden
Haarzelltypen sein.

Der Hauptunterschied aber bestand in der im Vergleich mit IHZ dreifach
niedrigeren Stromdichte in AHZ. Bereits in der ersten postnatalen Woche, also
deutlich vor Hérbeginn um P12 (Ehret, 1985) kommt es in IHZ zu einer Ca**-
abhangigen Transmitterfreisetzung an afferenten Synapsen (Beutner & Moser,
2001;Glowatzki & Fuchs, 2002). Zu diesem Zeitpunkt der Entwicklung sind IHZ
noch nicht in der Lage, auf einen akustischen Reiz mit Rezeptorpotentialen zu
reagieren, sie zeigen jedoch langsame, von extrazellulirem Ca’** abhingige
Spontanoszillationen des Membranpotentials (Kros et a/., 1998;Marcotti & Kros,
1999;Marcotti et al,, 2003a). Derartige Ca**-abhangige Aktionspotentiale stellen
im sich entwickelnden Nervensystem ein bekanntes Phdanomen dar, das flir die
Feinabstimmung der neuronalen Verschaltung von Bedeutung zu sein scheint. So
gehen wir davon aus, dass die durch die Ca®*-Aktionspotentiale hervorgerufene

Glutamatfreisetzung am basalen Pol der IHZ zur Reifung und Verfeinerung der
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synaptischen Verschaltung sowohl in der Peripherie als auch im zentralen
auditorischen Signalweg flihrt. AuBerdem sind die Ca2+-Aktionspotentiale fiir die
Reifung der IHZ selbst wichtig (Brandt ef &/, 2003). Oszillationen des
Membranpotentials, dhnlich den Ca**-Aktionspotentialen der IHZ, konnten in AHZ
nur schwer ausgeldst werden. Hierflir war eine Injektion von mindestens 40 pA
notwendig (Marcotti & Kros, 1999), was moglicherweise mit der /n vitro
gemessenen dreifach niedrigeren Ig-Stromdichte in neonatalen AHZ
zusammenhangt. Offen bleibt jedoch, ob dagegen /n vivo Mechanismen
existieren, die die Zelle bis hin zu Oszillationen auslésenden Membranpotentialen
depolarisieren. Falls diese Ca®*-Aktionspotentiale tatsdchlich auch in AHZ
auftreten, so kénnten diese bei der finalen Differenzierung der AHZ und der
Bildung synaptischer Verbindungen eine Rolle spielen. Wahrend der ersten beiden
postnatalen Wochen etablieren sich die Afferenzen und Efferenzen an den AHZ,
wobei Kollaterale der Afferenzen vom Typ-I am Tag der Geburt an AHZ
ausgebildet sind, die sich anschlieBend zurlickziehen. Gleichzeitig erfolgt die
Innervierung durch Typ-II-Afferenzen (Echteler, 1992). Die efferente
Innervierung durch das mediale olivocochledre Blindel entsteht zwischen P3 und
P10 (Sobkowicz et al, 1982;Simmons, 2002). In zahlreichen Zelltypen und
Geweben nehmen Ca’*-Stréme durch L-Typ Ca®*-Kandle (LTCC) bei der
Regulation der Genexpression eine wichtige Funktion ein. Mdglicherweise gilt dies
auch fiir die Ca**-Kanéle in neonatalen AHZ. Die Tatsache, dass das Fehlen des
Ca*-Einstroms in Cay1.37-M&usen nicht nur zu Defiziten in IHZ fiihrt (Platzer et
al.,, 2000;Brandt et al., 2003), sondern auch in AHZ die Entwicklung zum reifen
Phanotyp unterbindet und zum Zeitpunkt des Horbeginns eine friihzeitige
Degeneration der AHZ in diesen Mausen bewirkt (Platzer et al., 2000;Glueckert et
al., 2003;Dou et al., 2004;Engel et al., 2006), kdnnte ein Hinweis darauf sein.

Offen blieb zunéchst die Frage, ob reife AHZ ebenfalls iiber funktionelle Ca®*-

Kanale verfigen und wenn ja, wozu.
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4.2. Calcium-Kanal-Strome in reifen auBBeren Haarsinneszellen von
Maus und Ratte

Im ersten Teil dieser Arbeit (Michna et al.,, 2003) konnten wir zeigen, dass in dem
Zeitraum, in dem AHZ ihren maturen Phanotyp entwickeln und den schnellen
K*-Strom I, (Marcotti & Kros, 1999) sowie das Motorprotein Prestin (Weber et
al., 2002) exprimieren, die Barium-Stromdichte um 65 % abféllt. (Chen et al,
1995) und (Nakagawa et al, 1991) wiesen nach, dass AHZ von
Meerschweinchen, die bereits am Tag der Geburt liber ein ausgereiftes Cortisches
Organ verfiigen, ebenfalls L-Typ-Ca’*-Kanile besitzen. Wir vermuteten daher,
dass auch in ausgereiften AHZ der Maus LTCC eine Rolle spielen. Da apikale und
mediale AHZ von Cay1.37" -Mausen im Laufe des Reifeprozesses degenerieren
(Engel et al., 2006), stehen sie nicht als geeignetes Modell fiir die Aufklarung der
Rolle von LTCC in reifen Stadien zur Verfiigung. Jedoch konnten wir in AHZ von
Wildtypmdusen auch nach Einsetzen der Elektromotilitat und somit nach
Erreichen des reifen Phanotyps Ca’*-Kanal-Stréme nachweisen. Zudem
analysierten wir die elektrophysiologischen Eigenschaften der neonatalen und
reifen Barium-Strédme in HZ der Ratte. Neonatale Barium-Strome in inneren und
duBeren HZ der Ratte wiesen groBe Ahnlichkeit mit denen neonataler Mause auf
(Michna et al,, 2003). Reife AHZ zeigten dieselbe geringe spannungsabhingige
Inaktivierung und Sensitivitit gegeniiber Bay K 8644 wie neonatale AHZ. Der
Nachweis von Cayl.3 mRNA und entsprechendem Protein in AHZ noch nach
Horbeginn legt den Schluss nahe, dass der Is; sowohl in jungen als auch in
adlteren Altersstadien durch die Cay1.3 al-Untereinheit flieBt.

Der Phanotyp der ausgereiften AHZ war durch eine drastische Reduzierung des
Isa in der zweiten postnatalen Woche gekennzeichnet. Noch kurz nach der Geburt
konnten in AHZ von Maus und Ratte anndhernd gleiche Iz-Amplituden (170-180
pA) gemessen werden, wohingegen die durchschnittlichen Werte des Ig, in AHZ
der Maus an Tag P19 auf etwa 13 pA abfielen, in AHZ der Ratte jedoch noch
Amplituden von 58 pA (P19-P32) erreicht wurden. Angesichts der groBen

Fragilitit reifer AHZ der Maus und der damit verkiirzten Ableitdauer gehen wir
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davon aus, dass in diesem Fall der oftmals beobachtete run-up (Martini et al.,
2000) des Iss noch nicht abgeschlossen war und die in den AHZ der Maus
gemessenen Maximalwerte daher nicht die eigentliche Situation widerspiegeln.
Angesichts des instabilen metabolischen Zustands der reifen AHZ von M&usen in
den verwendeten Losungen kénnte der Abbau der Ca®*-Kanale durch Proteasen
ebenfalls ein Grund fir diese extrem kleinen Ig,-Amplituden sein. Fir die
Interpretation der Ca®*-Stréme in reifen AHZ und deren Bedeutung fiir die
afferente Signalweiterleitung wurden die an AHZ von Ratten erhobenen Daten
herangezogen.

Sowohl in AHZ als auch in IHZ erfolgt postnatal eine Herunterregulation der
Ca’*-Kanal-Stréme, die in AHZ um etwa 4-8 Tage frither erfolgt als in IHZ.
Maximale Ca®*/Ba** Stréme wurden in IHZ in dem Alter gemessen (Maus: P§,
Ratte: P9-P11), in dem auch Spontanaktivitit in Form von Ca**-
Aktionspotentialen auftritt (Beutner & Moser, 2001;Marcotti et a/., 2003b;Brandt
et al, 2007), in AHZ lag der Zeitpunkt des maximalen Ca®*/Ba®* Einstroms
zwischen P1 und P4.

In diesem Zusammenhang stellte sich die Frage, ob der Ca**-Strom in reifen AHZ
der Ratte ausreicht, Exozytose auszuldsen. Vergleicht man die Maximalamplitude
des Ig, der reifen AHZ (~58 pA) mit denen der IHZ (~181 pA), so ergab sich ein
Verhaltnis von 1:3. Berlcksichtig man nun, dass am basalen Pol der IHZ etwa 13
Prasynapsen durch den lokalen Ca®*-Einstrom der Cayl.3-Kanile getriggert
werden (Khimich et al., 2005), so lasst sich daraus schlieBen, dass hierfir ~14 pA
Iza pro afferenter Faser ausreichen. Da fiir AHZ mit 3 Afferenzen pro Zelle eine
viel geringere Anzahl bekannt ist (Berglund & Ryugo, 1987), betragt hier der Ig,
~19 pA pro Afferenz, was etwa in derselben GréBenordnung liegt wie in IHZ. Die
Hypothese, dass der Ca®*-Strom durch Cay1.3-Kanéle am basalen Ende der reifen
AHZ hier Exozytose auslosen kann, wird durch den immunhistochemischen
Nachweis des Cayl.3 ausschlieBlich in der prasynaptischen Region auBerer und
innerer HZ weiter gestlitzt (Knirsch et a/, 2007). Ein weiterer Hinweis auf
funktionale Afferenzen an AHZ lieferte die immunhistochemische Farbung des
Ribbon-Synapsen-Proteins CtBP2/RIBEYE an der Basis neonataler und
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ausgereifter AHZ (Schug et al., 2006;Engel et al., 2006). Ein weiteres Argument
fir eine afferente Innervierung der AHZ liefert das Vorkommen von
spannungsgesteuerten Na™-Kanédlen an Typ-II-Afferenzen direkt unterhalb der
AHZ, die hier bei der Umwandlung von EPSP (erregende postsynaptische
Potentiale) in Aktionspotentiale eine Rolle spielen kdnnten (Hossain et al., 2005).
Zudem weist das Auftreten von postsynaptischen Glutamatrezeptoren unterhalb
der AHZ (Kuriyama et al, 1994;Engel et al, 2006) sowie Glutamat-
transpotierender Proteine in Deiterszellen (Furness et al., 2002) ebenfalls auf eine
Funktion der AHZ in der afferenten Reizweiterleitung hin.

Man nimmt an, dass die AHZ als lokaler Schallverstirker wirken, dessen
Verstarkungsfaktor Uber mediale Efferenzen gesteuert wird. Zu kléren bleibt,
woher die Neurone im medialen Olivocochledaren Komplex (MOC; ipsi- und
contralaterale Neurone) die Signale fiir die Feineinstellung der AHZ-Hemmung
letztendlich bekommen. Berlicksichtig man die kurzen Latenzzeiten der Neurone
des MOC, die innerhalb von <10 ms auf hohe Schalldriicke reagieren, so muss es
sich um die myelinisierten, dicken Typ-I-Afferenzen der IHZ handeln, die dieses
Rlckkopplungssystem aktivieren (Liberman & Brown, 1986;Brown, 1993). Der
GroBteil der MOC-Neurone jedoch reagiert nicht auf kurze akustische Reize,
sondern bendétigt Schallereignisse von >25 ms Dauer (Liberman & Brown, 1986).
Eine Beteiligung der langsameren Typ-II-Afferenzen ist hierbei daher sehr
wahrscheinlich.

Die erstaunliche Leistung, die das menschliche Cortische Organ erbringt, indem
es Schalldriicke von ~6 GréBenordnungen zu verarbeiten vermag, ist zum einen
nur durch den cochledren Verstarkungsmechanismus der AHZ maglich, der durch
Fllssigkeitsverschiebungen im subtektorialen Spalt wiederum die IHZ aktiviert,
zum anderen durch die unterschiedliche Sensitivitat der Typ-I-Fasern (Liberman,
1982) und die Modulation der Typ-I-Fasern unterhalb der IHZ durch die
efferenten Fasern des lateralen Olivocochledren Komplexes (LOC) (Maison et al.,
2003;Ruel et al., 2006). AuBerdem werden bei hohen Schalldruckpegeln auch IHZ

aus angrenzenden Bereichen mit gereizt.
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Die hier beschriebenen elektrophysiologischen Daten und die Ergebnisse der
molekularbiologischen und immunhistochemischen Analysen der
spannungssensitiven Ca®*-Kandle in AHZ machen eine funktionelle afferente
Signalweiterleitung in diesem Haarsinneszelltyp sehr wahrscheinlich.

Abgesehen von der Funktion, Exozytose auszuldsen, ist nicht auszuschlieBen,
dass der Ca*-Einstrom in AHZ auch der Aktivierung benachbarter Ca**-sensitiver
K*-Kandle dient, beispielsweise der SK-Kandle (Oliver et al, 2000) oder der
BK-Kanale (Ruttiger et a/, 2004). Auch ist eine Beteiligung bei der Ca*'-
getriggerten Freisetzung von Ca’* aus intrazelluldren Ca®*-Speichern denkbar
(Lioudyno et al., 2004).

4.3. Die B-Untereinheiten des Cayl1l.3 in cochledren Haarsinneszellen

der Maus

Spannungssensitive Ca®*-Kanile (VDCC) spielen bei der normalen Funktionsweise
sowie der Pathophysiologie von Neuronen und anderen erregbaren Zellen eine
wichtige Rolle. Aufgrund der einzigartigen Eigenschaft der Ca**-Kanile,
elektrische Signale in Signale fur die Regulation zahlreicher zelluldrer Prozesse
umzuwandeln, ist der Transport des Kanals aus dem Endoplasmatischen
Retikulum und der korrekte Einbau in die Plasmamembran fir das normale
Funktionieren der Zelle von groBer Wichtigkeit. Die porenbildende
transmembrandre oal-Untereinheit der VDCC ist mit mehreren Untereinheiten
assoziiert. In samtlichen high voltage activated (HVA) Calcium-Kandlen, zu denen
auch die L-Typ-Kandle gehdren, ist die al-Untereinheit stets mit einer
intrazelluldaren B-Untereinheit und einer membransténdigen a23-Untereinheit
verbunden. Die oa2d-Untereinheit steht in einigen Kandlen mit einer
transmembrandren y-Untereinheit in Kontakt (Chang & Hosey, 1988;Witcher et
al., 1993). Die 4 fiur die B-Untereinheiten codierenden Gene (Castellano & Perez-
Reyes, 1994) liegen sowohl beim Menschen (Gregg et al., 1993;Taviaux et al.,
1997;Park et al, 1997) als auch bei der Ratte auf unterschiedlichen

Chromosomen. Zudem sind zahlreiche Splice-Varianten bekannt.
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Die erste publizierte B-Untereinheit, Cayf31,, tritt ausschlieBlich im Skelettmuskel
auf (Ruth et al, 1989), wahrend CayB1, und CayB1. vornehmlich in Gehirn, Herz
und Milz der Ratte exprimiert sind (Williams et al, 1992). Alle vier Splice-
Varianten der B2-Untereinheit, CaypB2,, CavB2p, CavB2. und CayB24, wurden in
Herz, Aorta, Gehirn, Lunge und Luftréhre gefunden (Yamada et al., 2001). Cay3
(Hullin et al., 1992;Castellano et al., 1993b) und Cayp4 (Castellano et a/., 1993a)
kommen im Gehirn der Ratte sowie in weiteren Geweben vor. Obwohl jede al-
Untereinheit zusammen mit unterschiedlichen p-Untereinheiten aufgereinigt
werden konnte (Scott et a/., 1996) bestehen teilweise Praferenzen beziiglich der
Kombination aus al und ihrer hauptsachlichen B-Untereinheit, die zudem im
Laufe der Entwicklung reguliert werden kénnen. Im Skelettmuskel tritt als
beispielsweise vorrangig mit CayB1l, kombiniert auf, im Herzmuskel liegt alc
gemeinsam mit CayB2. vor, im Gehirn alg mit CayB3 und im Kleinhirn alsy mit
CayB3 oder Cayp4 (Vance et al, 1998). (Green et al, 1996) konnten durch
RT-PCR-Analysen CayB1-CaypB4 im Gehirn und erstmals mehrere Splice-Varianten
von CayB1, sowie CayB3 und CayB4 in der Cochlea der Maus nachweisen, jedoch
nicht CayB2. Dem sind die Ergebnisse der RT-PCR der hier vorliegenden Arbeit
entgegenzuhalten, die alle 4 B-Untereinheiten im Cortischen Organ zeigen. Auch
die hier nicht gezeigten Immunfarbungen mit Antikérpern gegen CayB1-Cayp4
(Marlies Knipper, Harald Winter) wiesen alle 4 B-Untereinheiten im Cortischen
Organ nach.

Ohne B-Untereinheit wird die Cayal-Untereinheit nicht zur Plasmamembran
transportiert und dort verankert (Perez-Reyes et al., 1992): Ein Rickhaltesignal
im I-II Loop nahe der alpha interaction domain (AID), einem Bereich auf der
al-Untereinheit, verhindert den Einbau in die Membran. Erst wenn hier mit einer
auf der B-Untereinheit lokalisierten Bindungsstelle, der beta interaction domain
(BID), eine Bindung mit einer B-Untereinheit ausgebildet wurde, wird das
Rlckhaltesignal unwirksam und der Kanal kann an die vorgesehene Stelle in der
Membran transportiert und eingebaut werden (Bichet et a/, 2000). Aus der
Kombination von al mit einer beliebigen B-Untereinheit resultiert eine enorme

Zunahme der Ca®*-Kanal-Strom-Amplitude, was nicht auf einem Anstieg der
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Einzelkanalleitfahigkeit, sondern auf die vergrdBerte Anzahl der stabil in die
Membran integrierter Kanale zurlickzuflihren ist (Kamp et al., 1996;Altier et al.,
2002).

Wird die al-Untereinheit isoliert heterolog exprimiert, so zeigt sich eine voéllig
andere Spannungsabhangigkeit und Kinetik der Aktivierung und Inaktivierung als
bei nativen Ca**-Kanal-Strémen (Perez-Reyes et al, 1989), was durch die Co-
Expression mit einer (- Untereinheit normalisiert werden kann. Die Co-Expression
einer beliebigen B-Untereinheit mit einer beliebigen al-Untereinheit fihrt stets zu
einer Beschleunigung der Aktivierungskinetik und einer Verschiebung der
Strom-Spannungs-Kurve um 10-15 mV in negative Richtung (Lacerda et al.,
1991;De Waard M. & Campbell, 1995). Nicht nur die Expression in der
Plasmamembran, sondern auch die Modulierung des Kanals unterliegt somit dem
Einfluss der B-Untereinheit. (Cens et al, 1999b) zeigte, dass die Kinetik der
Inaktivierung (VDI und CDI) des Ca**-Kanal-Stroms (Xenopus Oocyten) durch
ala und alC mit Beteiligung von Cayf1,, CayB3 und Cayp4 rascher und starker
verlauft als in Co-Expression mit CayB2.. Durch Cay32 konnte in Oocyten von
Xenopus sogar eine Verlangsamung und Verzogerung der Inaktivierung
beobachtet werden (Sokolov et a/, 2000). Die an &uBeren und inneren
Haarsinneszellen gemessenen Ca”*-Kanal-Stréme dhneln beziiglich ihrer
schwachen oder fehlenden Inaktivierung diesen Stromen mit Beteiligung von
CayB2. Eine Untersuchung der elektrophysiologischen Eigenschaften der Kanale in
HZ von CayB2”" - und CayBl1” -Mausen war zum Zeitpunkt der Arbeit nicht
moglich, da diese ,knock out" - Tiere aufgrund der lebenswichtigen Funktionen
von CayP1 in der Skelettmuskulatur bzw. von Cay2 im Herzmuskel postnatal
nicht lebensfahig sind. Die fehlende B-Untereinheit kann in diesen Geweben nicht
durch andere Untereinheiten substituiert werden. Publiziert sind lediglich
Untersuchungen an isoliert kultivierten, nicht kontraktilen CayB1”" -Muskelzellen
(Gregg et al., 1996).

Im Gehirn (Meerschweinchen, Kaninchen) wurden neuronale L-Typ-Ca**-Kanéle

(Cayl.2 und Cayl.3) in Anordnung mit allen 4 bekannten B-Untereinheiten
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identifiziert, wobei die jeweils bevorzugte Kombination von der jeweiligen
Gehirnregion abhangig ist (Pichler et a/., 1997).

In HZ des Cortischen Organs ist fast ausschlieBlich Cay1.3 exprimiert. Es lag mit
diesen Zellen daher ein optimales Modell zur Untersuchung der Kombination
dieser Cayal-Untereinheit mit einer moglicherweise praferierten B-Untereinheit

VOr.

RT-PCR

Durch die teils widerspriichlichen Ergebnisse der HZ-spezifischen RT-PCR, die
eine Beteiligung aller 4 B-Untereinheiten in AHZ und zumindest die Anwesenheit
von CayB2 und CayB3 in IHZ sicherstellten, konnten keine eindeutigen Aussagen
Uber die Expression der B-Untereinheiten in HZ liefern. Obwohl bei der Isolation
der HZ flir RT-PCR-Experimente Kontaminationen vom jeweils anderen HZ-Typ
strikt vermieden wurden, ist eine Verunreinigung der Proben durch efferente oder
afferente Fasern nicht auszuschlieBen. Mdglicherweise existiert in den Axonen ein
zur Verschaltung mit den HZ zielender mRNA-Transport flir CayB-Untereinheiten
(Cens et al., 1999a;Cens et al., 1999b).

Immunhistochemische Farbungen mit pB-spezifischen Antikdérpern zeigten
deutliche Signale fir alle 4 B-Untereinheiten im Cortischen Organ (Marlies
Knipper, Harald Winter 2006; nicht verdffentlichte Daten). Eine genaue
Zuordnung der Farbungen zu HZ oder efferenten oder afferenten Fasern war auf

lichtmikroskopischer Ebene jedoch hierdurch nicht méglich.

Da die Ergebnisse auf molekularer und immunhistochemischer Ebene kein
aussagekréftiges Verteilungsmuster der Untereinheiten in IHZ und AHZ ergaben,
wurden die Auswirkungen des Fehlens von CayB3 und CayB4 auf die Ca®*-Kanal-
Strome in HZ analysiert.

Die uns zur Verfigung stehenden CayB37" -M&use zeigten phanotypisch keine
Auffalligkeiten. In Neuronen ist CayB3 bevorzugt mit alg kombiniert, der Verlust
von CayB3 flihrt zu einer abgeschwachten Schmerzverarbeitung von

Entzlindungsreizen (Murakami et a/., 2002).
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In lethargic" (/) CayB4” -Mdusen, einem Mausmodell fiir menschliche
Petit-Mal-Epilepsie (Noebels & Sidman, 1979;Hosford et al, 1992), ist durch
einen Einschub von 4bp auf Chromosom 2 das Translations-Leseraster
verschoben, was ein verkirztes Protein mit Verlust der AID und damit der
funktionalen Bindung an die al-Untereinheit zur Folge hat, ohne die der Kanal
nicht in die Plasmamembran integriert wird (Burgess et al, 1997). An beiden
~knock out" -Mausstammen wurden elektrophysiologische Untersuchungen der

Ca**-Kanal-Stréme in inneren und duBeren HZ durchgefiihrt.

Aktivierungskinetik

Ein beschleunigender Effekt durch pB-Untereinheiten wurde in zahlreichen
heterologen Expressionssystemen gezeigt (Castellano et a/., 1993a;Castellano et
al, 1993b). In AHZ der CayP4” -Miuse hatte das Fehlen von CayP4 eine
verlangsamte Aktivierungskinetik zur Folge, ein Hinweis auf eine Beteiligung
dieser Untereinheit im Ca**-Kanal in AHZ im Wildtyp.

Da die Anwesenheit der B-Untereinheiten allgemein die Geschwindigkeit der
Aktivierung erhéht (Welling et al., 1993;Lacinova et al., 1995), in neonatalen IHZ
jedoch die Zeitkonstanten der Aktivierung bei Abwesenheit von Cay3, bzw.
Cayp4 schneller waren als in den Kontrolltieren, kdnnte hier der Ausfall von dieser
Untereinheiten zu einer starken Hochregulation einer anderen B-Untereinheit mit
schneller aktivierendem Effekt gefiihrt haben.

Die Aktivierungskinetik des Ca**-Stroms in reifen IHZ war durch den Verlust von
CayB3 und CayB4 nicht beeinflusst. Mdglicherweise modulieren im maturen
Phanotyp der IHZ andere CayB-Untereinheiten die Aktivierungskinetik.

In dorsal root ganglions (DRG) geht CayB3 als wichtigste B-Untereinheit mit ala,
alg, alc, alp und alg stabile Bindungen ein. Fehlt in diesen Zellen CayB3, so
fuhrt dies ebenfalls nicht zu einer Verlangsamung der Aktivierungskinetik
(Murakami et al, 2002). Vermutlich wird auch hier die fehlende B-Untereinheit
durch Cayp1, Cayp2 oder Cayp34 substituiert.

Maximale Amplitude des Ig,
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In glatter Muskulatur der Aorta (alc) von CayB3” -Mé&usen ist die Amplitude des
Iza um 30% reduziert (Murakami et a/., 2003). Auch in AHZ hatte der Verlust von
CayB33 eine Reduktion der Iz, Amplitude um ~20 % zur Folge. Offenbar ist in den
AHZ der Ca,B3” -Mause aufgrund der fehlenden B3-Untereinheit die Anzahl der
funktional in die Plasmamembran integrierter al-Untereinheiten reduziert, was zu
einer geringeren Ca**-Stromdichte in diesen Zellen fiihrte.

Eine Abnahme des Ig, innerer HZ mit zunehmendem Alter (Johnson et a/., 2005)
wurde im Rahmen der vorliegenden Arbeit interessanterweise ausschlieBlich in
IHZ der CayB”" -Tiere beobachtet, nicht jedoch in den HZ der Kontrolltiere. Cayf3
und CayB4 nehmen in diesen beiden Mausstammen (CayB3”" und CayB3*/*: SvJ
129, Cayp4’*: gemischter genetischer Hintergrund) mdglicherweise eine
elementare Funktion in der Aufrechterhaltung des Expressionsniveaus von al in

der Plasmamembran innerer HZ ein.

Membrankapazitat C

Der Verlust von CayB2 in embryonalen Herzmuskelzellen flihrt zwar zu einem
stark reduzierten Ca**-Kanal-Strom, jedoch zu keiner verdnderten
Membrankapazitat der Zellen (Weissgerber et al., 2006).

Neonatale IHZ ohne Cayf4 wiesen signifikant geringere Kapazitaten auf als die
Kontrollzellen. Erstaunlicherweise hatte hier der Verlust der B-Untereinheit einen
Einfluss auf die ZellgréBe selbst, wahrend der gesamte Ca**-Kanal-Strom nicht
reduziert war, die Stromdichte in IHZ ohne Cayf4 somit zunahm. Fir diesen
Effekt haben wir momentan keine Erklarung. Neonatale IHZ von
Cay1.37"-Mausen beispielsweise zeigten im Vergleich zu den Kontrolltieren keine
veranderten Membrankapazitaten (Platzer et a/., 2000), jedoch war die Kapazitat
durch den Verlust der al-Untereinheit hier in reifen Stadien leicht reduziert
(Brandt et al., 2003).

Halbmaximale Aktivierung Vv,

Die Anwesenheit von Cayf4 zeigte in heterologen Expressionssystemen einen

hyperpolarisierenden Effekt auf die Strom-Spannungs-Kurve (Castellano et al.,
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1993a;Richards et al., 2004). Dies erklart die depolarisierende Verschiebung von
Vy, durch das Fehlen von Cayf32 (Weissgerber et a/., 2006) oder CayB3 (Murakami
et al., 2002).

Dem entspricht die Beobachtung in IHZ neonataler CayRB4”" -M&usen, deren
halbmaximale Aktivierung (V+,) der Ca** Kanale durch das Fehlen von CayB4 in
Richtung positiverer Potentiale verschoben war. Offenbar fehlt hier die
hyperpolarisierende Wirkung von Cayf4, die nicht durch eine der anderen
B-Untereinheiten kompensiert wird.

Der Verlust von Cayp4 hatte auf den Ca®*-Kanal-Strom beider Haarzelltypen
unterschiedliche Effekte: in neonatalen IHZ war die Spannungssensitivitat
reduziert, in AHZ dagegen erhoht. Auch das Fehlen von CayB3 fiihrte in AHZ zu
einer Steigerung der Spannungssensitivitdt. In IHZ wurde die Sensitivitat des
Kanals gegentiber Veranderungen des Membranpotentials durch Cay3 nicht
modifiziert. In reifen IHZ der CapB3” -und Cap4’ -Mause war die
Spannungssensitivitdt gegentiber neonatalen Stadien signifikant erhdht, eine

altersabhangige Anderung, die in den Kontrolltieren nicht beobachtet wurde.

Spannungsabhangige Inaktivierung (VDI)

Angesichts der im Gegensatz zu den meisten anderen L-Typ Kanal-Strémen
duBerst schwach ausgeprdgten spannungsabhingigen und schwachen Ca**-
abhangigen Inaktivierung in HZ ist eine Quantifizierung des Einflusses von Cay(33
und CayB4 auf die Inaktivierung hier problematisch. Das Fehlen von CayB3 hatte
in AHZ einen verstirkenden Effekt auf die spannungsabhingige Inaktivierung des
Kanals, was jedoch aufgrund der schwachen Auspragung und insbesondere der
relativ kleinen Stréme hier nur schwierig einzuordnen ist. Die Untereinheiten
CavB1p, CayB3 und Cayp4 verstarken und beschleunigen die Inaktivierung des
Kanals (Cens et al, 1999a;Cens et al, 1999b), wohingegen CayB2 die
Inaktivierung sowohl verlangsamt als auch verringert (Sokolov et a/., 2000). Fir
eine Beteiligung der B2-Untereinheit am Ca®*-Kanal in Haarsinneszellen spricht
daher die Eigenschaft des Ca®*-Kanal-Stroms in diesen Zellen, kaum oder nur

schwach ausgepragt spannungsabhingig und Ca**-abhéngig zu inaktivieren.

80



Diskussion

Horfunktion

Aus dem Verlust der al-Untereinheit in Cayl.3” (alp”) Mé&usen resultiert
Taubheit und fortschreitende Degeneration der HZ (Platzer et a/., 2000). Auch in
BKa’ -M&usen filhrte das Fehlen der o-Untereinheit des spannungs- und
Ca**-gesteuerten K*-Kanals zu fortschreitendem Hérverlust ab der 8. postnatalen
Woche. Fehlte hingegen in BKB17" -M&usen die B-Untereinheit des BK-Kanals,
fuhrte dies nicht zu einer Beeintrachtigung des Hérvermdgens (Ruttiger et al.,
2004). Auch CayB3”- und Cap4” -Mause wiesen normale DPOAE
(Distorsionspunkte otoakustischer Emissionen) sowie ABR (auditory brainstem
responses) auf (Ruttiger 2006; unverdffentlichte Daten). Ein Fehlen der B3- bzw.
B4-Untereinheit des Ca**-Kanals hatte somit keinen Einfluss auf ableitbare
Hirnstammpotentiale und die Motilitat duBerer HZ.

Grundsatzlich lasst sich aus den hier vorgestellten Ergebnissen ableiten, dass
sowohl in inneren als auch in duBeren HZ eine Mischung aus allen vier
B-Untereinheiten vorliegt. Zwar deuten die elektrophysiologischen Daten darauf
hin, dass das Fehlen von CayB3 und Cayp4 in den HZ die Ca**-Kanaleigenschaften
teilweise signifikant beeinflusst, doch handelt es sich bei diesen beiden
B-Untereinheiten offenbar nicht um die entscheidenden B-Untereinheiten des
Kanals. Viel mehr spricht das auffallend schwache Inaktivierungsverhalten des
Ca’*-Kanals in HZ generell hier fiir eine Beteiligung von Cayf2, der einzigen
B-Untereinheit, die einen deutlich abschwachenden und verlangsamenden Effekt
auf die Inaktivierung von spannungssensitiven Ca®*-Kanalen hat (Sokolov et al,,
2000).

Von groBem Interesse wdre daher die Untersuchung von HZ-Strémen in
lebensfahigen transgenen Mausen, denen Cay2 bzw. CayBl in den HZ fehlt
(konditionale, HZ-spezifische Cayf32- bzw. CaypBl- ,knock out" —Mause oder
konstitutive CayB27- bzw. CayB17-Mause mit kardialem bzw. skelettmuskuldrem
~knock in").

Interessanterweise zeigten zahlreiche elektrophysiologische Parameter des
Ca’*-Kanal-Stroms in neonatalen IHZ ohne Cayf4 signifikante Veranderungen

gegenliber den WT-IHZ, wohingegen mittels RT-PCR CayB4 in jungen
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Altersstadien in IHZ kaum nachgewiesen werden konnte. Mdglicherweise waren
die PCR-Analysen (P2-P4) auf ein Zeitfenster mit sehr niedrigem
Transkriptionsnieveau flr CayB4 beschrankt oder aber das Fehlen von Cayp4
wurde durch die Expression einer weiteren -Untereinheit kompensiert, was die
Kanaleigenschaften entsprechend verandert. Durch quantitative RT-PCR an cDNA
neonataler und ausgereifter IHZ und AHZ konnten eventuell bestehende
altersabhangige Unterschiede in der Expression der B-Untereinheiten aufgeklart
werden.

Eine weitere Erkenntnis der hier vorgestellten Analysen der Ca**-Kanal-Stréme in
Hz der CayB3” - und Cap4’ -Miuse sowie deren Kontrollen war die
Heterogenitat der Wildtypen (Tabelle 3). Die signifikanten Unterschiede zwischen
Membrankapazitaten, Steigungsfaktor & und dem Grad der Inaktivierung der IHZ
neonataler CayB3*/* - und Cayp4*/* -Mause, sowie zwischen Membrankapazititen
der AHZ neonataler CayB3** - und Cay4™* -Mause deuten darauf hin, dass die
beiden hier verwendeten Mausstamme Uber eine leicht abweichende Ausstattung

ihrer Ionenkandle in den HZ verfligen.
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