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1. Zusammenfassung / summary

Einleitung

Die inneren Haarzellen in der Cochlea des Innenohres wandeln die mechanische Energie
einer Schallwelle in ein neuronales Signal um, welches tber den Hornerven und die zentrale
Horbahn an den auditorischen Kortex weitergeleitet wird. An der Ribbon-Synapse zwischen
innerer Haarzelle und Hornerv sind spannungsabhangige Calciumkanale essentiell fur die
Exozytose des Neurotransmitters Glutamat. Die sog. ,ducky“ (du)-Mutation im murinen
Cacna2d2-Gen fuhrt zur Bildung eines verkirzten Proteins der a,02-Untereinheit
spannungsabhangiger Calciumkanéle. In elektrophysiologischen Ableitungen an inneren
Haarzellen von Cacna2d2?/®-Mausen zeigten sich im Vergleich zu gesunden Wildtyp-
Geschwistertieren (Cacna2d2"™") ein um ca. 30% reduzierter Calciumeinstrom in die Zelle,
eine zu positiven Werten hin verschobene Strom-Spannungskurve fir Calciumionen sowie
eine verminderte Exozytoserate. Die Auswirkungen dieser Befunde auf den auditorischen
Phanotyp der ,ducky“-Mause waren bislang nicht bekannt. Das Hauptziel der vorliegenden
Dissertation war es daher, die Rolle der a,02-Untereinheit im spannungsabhéangigen

Calciumkanal fur das Horvermogen bei Mausen zu klaren.

Material und Methoden

Hierzu wurde der auditorische Phénotyp von Cacna2d2®/®-Mausen (n = 8 Tiere) mit dem
gesunder Wildtyp-Geschwistertiere (Cacna2d2"™; n = 9 Tiere) anhand von folgenden
Untersuchungen in Narkose verglichen: (i.) Hirnstammaudiometrie (ABR = auditory
brainstem response) fur click- (click-ABR) und frequenzspezifische Reize von 2 bis 45,25
kHz (f-ABR) und (ii.) Distorsionsprodukt-otoakustische Emissionen (DPOAES) von 10 bis 18
kHz.

Ergebnisse

Die click-ABR-Horschwelle der Cacna2d2?/®-Mause (n = 15 Ohren / 8 Tiere) war im
Vergleich zu den Wildtyp-Kontrollen (n = 16 Ohren / 8 Tiere) signifikant erhdht: 33,00 £ 12,93
dB SPL vs. 14,69 + 2,78 dB Schalldruckpegel (SPL; zweiseitiger t-Test fir unverbundene
Stichproben: p < 0,0001). In der Wachstumsfunktion der click-ABR-Welle I, einem Mal3 fur
die Integritdt der Synapse zwischen innerer Haarzelle und Hornerv, zeigten sich fur die
,2ducky“-Mause niedrigere Amplituden (zweiseitige ANOVA: p = 0,0032). Bei der
frequenzspezifischen Hirnstammaudiometrie (f-ABR) wurde ebenfalls eine schlechtere

Horschwelle fir die ducky-Tiere (n = 14 Ohren / 7 Tiere) im Vergleich zu den Wildtyp-
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Geschwistertieren (n = 16 Ohren / 8 Tiere) ermittelt (zweiseitige ANOVA: p < 0,0001). Der
Effekt war mit ca. 15 dB Unterschied am starksten zwischen 11,3 und 22,6 kHz ausgepragt
(zweiseitige  ANOVA mit Bonferroni-post-hoc-Korrektur hier jeweils mit p < 0,01). Der
DPOAE-Pegel im Bereich zwischen 10 und 18 kHz war bei den ducky-Tieren (n = 8 Ohren /
4 Tiere) im Durchschnitt um 7 dB erhéht als bei den Wildtypen (n = 6 Ohren / 3 Tiere): 28,93
+ 2,83 dB uber dem Hintergrundrauschen (SNR) vs. 21,9 £+ 3,66 dB SNR (zweiseitiger t-Test
fur unverbundene Stichproben: p = 0,0016).

Diskussion und Schlussfolgerung:

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit sprechen fur eine modulierende Rolle der a,02-
Untereinheit flr die Funktion spannungsgesteuerter Calciumkanale in der Cochlea. Die
schlechteren Hoérschwellen und die reduzierten Amplituden der ABR-Welle | bei den ducky-
Tieren lassen sich durch den geringeren Ca?'-Einstrom und die Verschiebung der Strom-
Spannungs-Kurve zu positiven Potentialen in Ca®'-Kandlen mit der mutierten a,02-
Untereinheit erklaren. Die héheren DPOAE-Pegel weisen hingegen auf eine erhéhte Aktivitat
der auBeren Haarzellen bei den ducky-Mausen hin, mdglicherweise durch eine geringere
Aktivierung des olivocochlearen Bilndels, welches (ber einen inhibitorischen

Feedbackmechanismus die Aktivitat der auReren Haarzellen hemmt.

Summary
Introduction

The inner hair cells of the cochlea transform mechanical energy of a sound wave into a
neuronal signal, which is transmitted to the auditory cortex via the auditory nerve and the
central auditory pathways. Voltage-gated calcium channels at the ribbon synapse between
the inner hair cell and the auditory nerve are essential for the exocytosis of the
neurotransmitter glutamate. The “ducky” (du) mutation of the Cacna2d2 gene results in
translation of a truncated 0,02 subunit protein of voltage-gated calcium channels. Patch-

294U mice resulted in a 30% reduction of

clamp recordings from inner hair cells of Cacna2d
calcium currents, a rightward shift of voltage-current (I-V) curves for Ca** and reduced
exocytosis rates as compared to inner hair cells from their wildtype littermates
(Cacna2d2"™"). The significance of these findings for the auditory phenotype of ducky mice
has been elusive so far. Therefore, the aim of the present study was to identify the role of the

0,02 subunit of voltage-gated calcium channels in hearing function of mice.



Materials and methods

The auditory phenotypes of Cacna2d2®/® (n = 8 animals) and Cacna2d2"*"* mice (n = 9
animals) were compared to each other by (i.) auditory brainstem responses (ABR) for click
and frequency-specific stimuli from 2 to 45.25 kHz (click- and f-ABR) and (ii.) distortion
product otoacoustic emissions (DPOAES) from 10 to 18 kHz.

Results

Click-ABR thresholds of Cacna2d2®/® mice (n = 15 ears / 8 animals) were significantly
elevated compared to those of wildtype animals (n = 16 ears / 8 animals): 33.00 + 12.93 dB
SPL (sound pressure level) vs. 14.69 + 2.78 dB SPL (two-sided t-test for independent
samples: p < 0.0001). Growth functions of click-ABR wave |, which reflects functional
integrity of the inner hair cell synapse, showed reduced amplitudes for ducky animals (two-
sided ANOVA: p = 0.0032). Frequency-specific ABR thresholds were increased for
Cacna2d2®™® mice (n = 14 ears / 7 animals) as compared to Cacna2d"™" mice (two-sided
ANOVA: p < 0.0001). This effect was particularly pronounced for frequencies between 11.3
and 22.6 kHz (max. 15 dB; two-sided ANOVA with Bonferroni post hoc test: p < 0.01 for
these frequencies). Finally, DPOAE amplitudes were on average 7 dB larger for ducky
animals (n = 8 ears / 4 animals) than for wildtype mice (n = 6 ears / 3 animals): 28.93 + 2.83
dB SNR (signal-to-noise ratio) vs. 21.9 + 3.66 dB SNR (two-sided t-test for independent
samples: p = 0.0016).

Discussion and conclusion

The results of the present study advocate a modulatory role of the 0,02 subunit in the
function of cochlear voltage-gated calcium channels. Reduced Ca?* currents and the
rightward shift of Ca®* I-V curves in the inner hair cells of ducky mice are able to account for
increased hearing thresholds and reduced ABR wave | amplitudes in these animals. On the
contrary, enlarged DPOAE amplitudes in Cacna2d2®/® mice point to an increased activity of
outer hair cells in the mutant mice, which might be due to a reduced activation of the

inhibitory feedback loop of the medial olivocochlear bundle.



2. Einleitung

2.1 Das auditorische System
2.1.1 Cochlea

Die Cochlea ist das eigentliche Sinnesorgan des Gehdrs. Ihre Aufgabe ist es, ankommende
Schallereignisse frequenzspezifisch mit mdglichst hoher Geschwindigkeit und zeitlicher
Prazision in ein neuronales Signal umzuwandein.
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Abb. 1: Anatomischer Aufbau des menschlichen Ohres (oben links), der Cochlea (oben rechts),
des Ductus cochlearis (unten rechts) und des Corti-Organs (unten links). SGN =

Spiralganglienneuron.  Quellen:  http://wikis.lib.ncsu.edu/images/e/e2/Cochlea cross_section.jpg;

http://www.hearforlife.ca/resources/article/hearingloss facts; Safieddine et al., 2012.
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Der kntcherne Schneckenkanal (Canalis spiralis cochleae) ist spiralférmig und hat eine
Lange von 3 bis 3,5 cm. Er dreht sich um die Schneckenachse, den Modiolus, zur
Schneckenspitze und beinhaltet drei separate HohlrAume. Diese heil3en Scala media, Scala
vestibuli und Scala tympani (Abb. 1).

Die Basilarmembran bildet gemeinsam mit dem auf ihr liegenden Corti-Organ den Boden der
Scala media (Ductus cochlearis), die mit kaliumreicher Endolymphe gefillt ist. Oberhalb des
Ductus cochlearis liegt die Scala vestibuli. Sie enthalt natriumreiche Perilymphe, und nur die
dinne Reissner-Membran trennt sie vom Endolymphraum der Scala media. Da die
Zusammensetzung der Perilymphe dem Extrazellularraum entspricht (also natriumreich und
kaliumarm ist mit einem Potential von 0 mV), entsteht an dieser Membran eine

Potenzialdifferenz von ca. 85 mV (endocochleares Potential).

Die Scala vestibuli startet an der Basis der Gehdrschnecke im Gebiet des ovalen Fensters.
Das Helicotrema, das an der Schneckenspitze liegt, verbindet die Scala vestibuli dann mit
der Scala tympani. Vom Helicotrema bis zum runden Fenster und unterhalb der
Basilarmembran verlauft die Scala tympani, die auch mit natriumreicher Perilymphe gefiillt ist

(Zusammenfassung bei Probst et al., 2008).

Das breite Frequenzspektrum des Schalls wird von der Cochlea in schmale Frequenzbander
aufgeteilt, die der neuralen Verarbeitungskapazitat angepasst sind, d.h. die verschiedenen
Tone unterschiedlicher Frequenzen werden an je einer bestimmten Stelle in der Cochlea
verarbeitet (Abb. 2). Diese ortsspezifische Frequenzabbildung in der Cochlea wird als

Tonotopie bezeichnet.

Die Basilarmembran (Lamina basilaris) ist zwischen der Lamina spiralis ossea, einer
Knochenleiste des Modiolus, und dem Ligamentum spirale der CochleaauRenwand
gespannt. Die Membran ist an der Cochleabasis schmal (0,1 mm) und relativ dick, wahrend
sie zur Schneckenspitze hin wesentlich breiter (0,5 mm) und dinner wird. Entlang der
longitudinalen Achse der Cochlea verandern sich die mechanischen Eigenschaften der
Basilarmembran. An der Schneckenspitze ist die Basilarmembran deutlich elastischer als an
der Schneckenbasis. Diese passiv-mechanischen Eigenschaften der Basilarmembran sind
die Grundlage fur die Ausbreitung der Schallwelle als Wanderwelle mit einer
frequenzspezifischen maximalen Auslenkung an einem definierten Punkt der
Basilarmembran. Im Bereich der Basis werden hohe Frequenzen abgebildet, tiefe
Frequenzen dagegen an der Spitze. Diese sog. Wanderwellentheorie geht auf G. von

Békésy zurlick (Zusammenfassung bei Probst et al. 2008).
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Abb. 2: Die Wanderwelle (travelling wave) eines Schallereignisses an der Basilarmembran. Fir
hochfrequente (HF = high frequency) Tone liegt das Maximum der Wanderwelle am basalen Ende der
Cochlea, fir tieffrequente Tone (LF = low frequency) am apikalen Ende (modifiziert nach Purves et al.,
2001).

2.1.2 Corti-Organ

Das Corti-Organ (Organum spirale) enthalt Stitz- und Sinneszellen und liegt auf dem
inneren Anteil der Basilarmembran, der dem Modiolus zugewandt ist (Abb. 3a). Die
Tektorialmembran (Membrana tectoria) besteht aus Fibrillen und amorpher Substanz, ist

zellfrei und bedeckt den Sinneszellbereich des Corti-Organs ab der Lamina spiralis ossea.
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Abb. 3: Corti-Organ und mechanoelektrische Signaltransduktion an der inneren Haarzelle
(modifiziert nach Fettiplace und Hackney, 2006 und Safieddine et al., 2012). a.) Das Corti-Organ im
Detail. Innere und &uRBere Haarzellen sind in Stitzzellen eingebettet und werden von der
Tektorialmembran bedeckt. b.) Auslenkung der Stereozilien in Richtung des langsten Stereoziliums
fuhrt zu einer Offnung der mechanoelektrischen Transduktionskandle (MET channels) mit
nachfolgender Depolarisation der inneren Haarzelle.



Die Sinneszellen der Cochlea, die sog. Haarzellen, sind Mechanorezeptoren. Sie tragen auf
einer spezialisierten Oberflache an ihrem apikalen Ende ein Bindel von Stereozilien, die der
Lange nach angeordnet sind. Die Sterozilien selbst kann man als starre Stédbchen mit
Querverbindungen untereinander (tip links) beschreiben (Abb. 3b).

Es gibt zwei unterschiedliche Haarzell-Typen in der Horschnecke mit unterschiedlichen
Funktionen: Die inneren Haarzellen (IHZ) sind die eigentlichen Sinneszellen, die aul3eren
Haarzellen (AHZ) wirken als cochledrer Verstarker (Details s. unten). Fur die Funktion der
Haarzellen ist es entscheidend, dass sie an ihrem apikalen Ende von Endolymphe und an
ihrem basolateralen Ende von Perilymphe umgeben sind. Beide Kompartimente werden
durch die Lamina reticularis voneinander getrennt (Abb. 3b), wodurch eine Potentialgrenze
entsteht. Wahrend die Stereozilien der IHZ frei in der Endolymphe schwimmen, sind die
Stereozilien der AHZ an der Tektorialmembran fest verankert (Abb. 3; Zusammenfassung bei
Probst et al., 2008).

Innere Haarzellen:

Die gesunde, normale Cochlea beherbergt ca. 3000 flaschenférmige innere Haarzellen (IHZ)
umgeben von Stiitzzellen und angeordnet in einer einzelnen, durchgehenden Reihe. Jede
innere Haarzelle ist mit mehreren aufsteigenden (afferenten) Fasern des N. cochlearis
verbunden (Abb. 3). Die Aufgabe der inneren Haarzellen besteht darin, die ankommende
akustische Information in neuronale Signale umzuwandeln. Damit sind sie die eigentlichen

Hoérsinneszellen (Zusammenfassung bei Probst et al. 2008).

Ein ankommender Sinuston bringt die Basilarmembran in wellenférmige Schwingung. Die
Membran schwingt dabei frequenzsynchron mit dem Sinuston auf und ab (Abb. 3b). So
entsteht ein Flussigkeitsstrom der Endolymphe, in der die einzelnen Zilien frei schwingen
kénnen. Mit Bewegung der Basilarmembran nach oben kommt es zur Auslenkung des
Stereozilienblndels und Fluss der Endolymphe in Richtung des langsten Stereoziliums.
Diese Scherbewegung stellt den adaquaten Reiz fur die Offnung mechanosensitiver
Kationenkanale an der Spitze der Stereozilien dar, wodurch es zu einem Einstrom von
Kationen (hauptsachlich K*) aus der Endolymphe in die IHZ kommt (mechanoelektrische
Transduktion). Der Kationeneinstrom ist getriggert durch das endocochledre Potential und
die hohe K'-Konzentration in der Endolymphe und fiihrt zu einer Depolarisation der IHZ
(Abb. 3b). Umgekehrt fuhrt eine Bewegung der Basilarmembran nach unten zu einer
Abscherung der Stereozilien weg vom langsten Stereozilium. Dadurch wird die
(")ffnungswahrscheinlichkeit der mechanosensitiven Kationenkanéale reduziert, und es kommt
zu einer Hyperpolarisation der IHZ (Zusammenfassung bei Fettiplace und Hackney, 2006

und Safieddine et al., 2012).
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Die Ribbon-Synapse vermittelt die synaptische Signalliibertragung von der inneren
Haarzelle auf den Hornerven. Sie liegt zwischen der basolateralen innere Haarzelle und dem
angrenzenden afferenten Dendriten. Diese hoch spezialisierte synaptische Struktur bietet
eine schnelle multivesikulare phasengekoppelte Neurotransmitter-Freisetzung. Jede
prasynaptische ,Ribbon“-Struktur ist nur mit einer afferenten Hornervenfaser verbunden. Der
Signalmechanismus an der Ribbon-Synapse ist bei weitem nicht vollstandig geklart, aber
einige wichtige Komponenten sind in den letzten Jahren identifiziert worden (Abb. 4).
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Abb. 4: Aufbau einer Ribbon-Synapse an der inneren Haarzelle (aus Safieddine et al., 2012 und
Pangrsi¢ et al., 2012). Links: zwei exemplarische Ribbon-Synapsen einer IHZ und ihre anliegenden
afferenten Nervenfasern, die sich in Anatomie und physiologischen Eigenschaften unterscheiden.
Rechts: Die Komponenten der prasynaptischen Ribbon-Synapse einer IHZ. Ca,1.3 = Ca,1.3 o-

Untereinheit des spannungsabhangigen Calciumkanals, GIUR = AMPA-Typ-Glutamat-Rezeptor.

Durch die Depolarisation der IHZ &ffnen sich spannungsgesteuerte schnelle Ca®*-Kanéle
(sog. Ca,l1.3-Kanéle) an der Ribbon-Synapse, woraufhin Calcium in die innere Haarzelle
einstromt. Eine detaillierte Beschreibung dieser Ca®*-Kanéle findet sich in Kapitel 2.3. Durch
die Erhéhung der intrazellularen Ca-Konzentration wird die Exozytose des Transmitters
Glutamat in den synaptischen Spalt zwischen Haarzelle und afferenter Hornervenfaser
ausgelost (Abb. 4). Glutamat bindet an Glutamatrezeptoren vom AMPA (a-amino-3-hydroxy-
5-methyl-4-isoxazolepropionic acid)-Typ (GIuR2, GIuR3/4) an der angrenzenden afferenten
Hoérnervenfaser. Hierdurch wird ein exzitatorisches postsynaptisches Potential im afferenten
Dendriten ausgeldst, was zur Entstehung eines Aktionspotentials im dazugehérigen Neuron
(SGN = Spiralganglionneuron, vgl. Abb. 1 rechts unten) fuhrt (Zusammenfassung bei
Glowatzki et al., 2008 und Safieddine et al., 2012).

Das Aktionspotential wird tGber den N. cochlearis an das zentrale auditorische System

weitergeleitet. Jede innere Haarzelle ist an mehrere afferente Fasern des N. cochlearis
11



angeschlossen (synaptische Divergenz). Die verschiedenen afferenten Fasern kodieren in
Abhé&ngigkeit von ihrer Lokalisation an der inneren Haarzelle unterschiedliche Eigenschaften
der Schallwelle (Abb. 4; Safieddine et al., 2012).

AuRere Haarzellen:

In der Horschnecke findet man ungeféahr drei- bis viermal so viele uf3ere wie innere
Haarzellen (ca. 12.000). AuBere Haarzellen sind seitlich der inneren Haarzellenreihe in drei
Reihen angeordnet und zylinderférmig. Im Allgemeinen sind sie, geschitzt von einem Netz
aus Stutzzellen, nur kranial und kaudal, nicht aber medial befestigt. Das apikale
stereozilientragende Ende liegt im Bereich der Endolymphe, der restliche Teil ist von
Perilymphe umgeben. Im Gegensatz zu den inneren Haarzellen besteht eine feste

Verbindung ihrer Stereozilien mit der Tektrorialmembran (Abb. 3).

AuRere Haarzellen werden als ,Motor* des cochledren Verstarkers angesehen, weil sie sich
bei akustischer Stimulation aktiv rhythmisch kontrahieren kénnen (Zusammenfassung bei
Ashmore, 2008). Die Kontraktionen der duf3eren Haarzellen, ausgeldst durch elektrische
Reizung, bezeichnet man als Elektromotilitat. Das Motorprotein hierfur ist Prestin aus der
80 kD-Anionentransporter-Familie (Abb. 5; Zusammenfassung bei Dallos, 2008). Durch
Auslenkung der Basilarmembran nach oben beim Eintreffen einer Schallwelle kommt es
auch bei den Stereozilien der duBeren Haarzellen zu einer Auslenkung zum langsten Zilium
hin. Der darauf folgende K*-Einstrom depolarisiert die duBere Haarzelle, wodurch die
Prestinmolekiile ihre Konformation verandern und sich die AHZ verkiirzt (Abb. 5a). Da die
AHZ sowohl am apikalen als auch am basalen Ende fest mit der Umgebung verbunden ist,
wird durch die Kontraktion der Zelle die Basilarmembran weiter nach oben ,gezogen® (Abb.
5b). Daraus resultiert eine Verstarkung der Basilarmembranauslenkung um den Faktor 100
bis 1000, was einer Verbesserung der Horschwelle um 40 bis 60 dB entspricht. Neben der
Verbesserung der Horschwelle fihrt die umschriebene aktive Verstarkung der
Basilarmembranauslenkung auch zu einem verbesserten Frequenzauflésungsvermdgen der
Cochlea im Vergleich zum rein passiven Wanderwellenmechanismus (Oxenham und Bacon,
2003).

12
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Abb. 5. Die Elektomotilitdt der &auflleren Haarzellen (Fettplace und Hackney, 2006). a)
Depolarisation der auBeren Haarzellen fihrt Gber eine Konformationsédnderung des Prestin zu einer
Verklrzung der Zelle. b) Schwingung der Basilarmembran nach oben fiihrt tGber eine Depolarisation

zu einer Verkiirzung der AHZ. Dadurch wird die Auslenkung der Basilarmembran nach oben verstéarkt.

Die Verstarkung der Basilarmembranschwingung durch die aufReren Haarzellen ist fir
verschiedene Lautstarkepegel unterschiedlich groR. Dies bedeutet, dass den leisen Ténen
eine groRe Verstarkung durch die au3eren Haarzellen folgt, laute Téne dagegen nur gering
verstarkt werden (Abb. 6, linke Kurve). Durch diese Nicht-Linearitat der
Basilarmembranauslenkung kommt der groRe Dynamikbereich des menschlichen Ohres von
Uber 100 dB zustande. Sind die duRBeren Haarzellen defekt, besteht dagegen ein linearer
Zusammenhang zwischen Zunahme des Schalldruckpegels und Zunahme der
Basilarmembranauslenkung (Abb. 6, rechte Kurve). Dadurch fihrt die gleiche Erhéhung des
Schalldruckpegels zu einer grolReren Zunahme der BM-Auslenkung im Vergleich zur
gesunden Cochlea (Steigungsdreiecke ABM in Abb. 6) und damit zu einer gréfReren
Zunahme der empfundenen Lautheit. Dieser pathologische Lautheitsausgleich wird auch als

Recruitment bezeichnet (Oxenham und Bacon, 2003).

Ein Schaden der AHZ fiihrt damit durch die Erhohung der Horschwelle und den
pathologischen Lautheitsausgleich zu einem reduzierten Dynamikbereich der Cochlea. Im
Alltag bedeutet dies, dass Leises als ,zu leise” und Lautes als ,zu laut® empfunden wird, ein

Phanomen, das auch im Rahmen der Altersschwerhdrigkeit (Presbyakusis) beobachtet wird.
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Abb. 6: Nicht-Linearitdt des cochlearen Verstérkers (aus Dlugaiczyk, 2014 modifiziert nach
Oxenham und Bacon, 2003). Linke Kurve: bei intakten AHZ fiihrt eine Zunahme des
Schalldruckpegels (input level, x-Achse) bei leisen Tonen zu einer grof3eren Zunahme der
Basilarmembranauslenkung (BM response, y-Achse) als bei lauten Tonen (Nicht-Linearitat). Sind die
AHZ defekt (rechte Kurve), besteht ein linearer Zusammenhang zwischen Zunahme des
Schalldruckpegels und Auslenkung der Basilarmembran. Dies fihrt zu einem pathologischen
Lautheitsausgleich (rotes und blaues Steigungsdreieck, ,Recruitment®) und zu einem eingeschrankten

Dynamikbereich der Cochlea. Details s. Text.

Die auBBeren Haarzellen werden zum grofdten Teil von efferenten Fasern des N. cochlearis
aus der medialen superioren Olive innerviert (mediales olivocochleares Blundel). Kontakt zu
den afferenten, aufsteigenden Fasern besteht fast nicht (Abb. 3). Bei dem medialen
olivocochledaren Bindel (MOC) handelt es sich um einen inhibitorischen
Feedbackmechanismus, welcher die Aktivitat der AHZ reguliert. Der efferenten Innervation
der AHZ werden u.a. eine larmprotektive Wirkung und eine Verbesserung des
Sprachverstehens im Stérschall zugeschrieben (Zusammenfassung bei Guinan, 2011 und
Dlugaiczyk et al., 2016).

2.1.3 Hornerv und zentrale H6rbahn

Der Hornerv besteht aus zwei unterschiedlichen Fasertypen. Diese sind zum einen die
efferenten Fasern, die vom ZNS zur Cochlea fuhren, und zum anderen die afferenten
Fasern, die in umgekehrter Richtung verlaufen. Der N.cochlearis enthéalt ungefahr 80%

afferente und 20% efferente Fasern (Dannhof und Bruns, 1993).
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Die zentrale Horbahn beginnt im Hirnstamm mit der Einmindung des N. cochlearis in den
Nucleus cochlearis (Abb. 7). Dieser erhalt Afferenzen der ipsilateralen Cochlea. Die
Kreuzung der Horbahn findet auf Hohe der beiden oberen Olivenkomplexe statt. Ab dort
werden die auditorischen Informationen beidseits verarbeitet. Der obere Olivenkomplex ist
Uber den Lemniscus lateralis mit dem Colliculus inferior des Mittelhirns verbunden. Von dort
werden die auditorischen Signale Uber den Thalamus an den auditorischen Kortex des
Temporallappens geleitet (Zusammenfassung bei Probst et al.,, 2008 und Purves et al.,
2001).

Medial geniculate
complex of the
thalamus

MGB

Rostral
midbrain

Caudal
midbrain

LL
Pons-
midbrain
junction

Mid-pons

Cochlear nuclei
Dorsal DCN
Posteroventral  PVCN
Anteroventral

AVCN

Auditory =~
nerve
Spiral
Cochlea  ganglion

Abb. 7: Die periphere und zentrale Hérbahn (Purves et al., 2001). Der Weg der Schallwelle von der

Cochlea zur Hérrinde im Temporallappen. Details s. Text.
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2.2 Spannungsgesteuerte Calciumkanale
2.2.1 Uberblick

Eine haufig verwendete Abkirzung fir spannungsgesteuerte Calciumkanale ist VGCCs, was
im Englischen fur ,voltage gated calcium channels® steht (Fuchs et al., 2002). Depolarisation
der Zelle aktiviert VGCCs und bewirkt einen Ca*-Einstrom. Dieser leitet viele
Schlisselfunktionen in erregbaren Zellen ein, wie z.B. Muskelkontraktion, Sekretion,
Enzymregulation, Gentranskription, Phosphorylierung / Dephosphorylierung von Proteinen
und synaptische Transmitterfreisetzung (Zusammenfassung bei Catterall, 2011 und Dolphin,
2013). Die Einteilung der VGCCs erfolgt nach lhren pharmakologischen Eigenschaften.
Durch Dihydropyridin (DHP) werden Ca**-Kanale vom L-Typ spezifisch blockiert. Zu dieser
Gruppe gehoéren VGCCs mit den a1l-Untereinheiten Ca,l1.1, Ca,1.2, Ca,1.3 und Ca,1.4
(Catterall 2011).

VGCCs sind komplexe Proteine, die aus vier oder funf verschiedenen Untereinheiten
zusammengesetzt sind. (Ertel et al. 2000). Diese umfassen die zentrale porenbildende a1-
Untereinheit, die Uberwiegend extrazellulare a,0-Untereinheit (Glykoproteindimer mit
Disulfidbriicke), eine intrazelluldre B-Untereinheit und in manchen Ca?" -Kanaluntertypen eine
transmembrandse y-Untereinheit (Glykoprotein) (Abb. 8; Zusammenfassung bei Catterall,
2011).

Current Opinion in Neurobiology

Abb. 8: Schematischer Aufbau eines spannungsabhéngigen Ca*-Kanals (VGCC) (aus Dolphin,
2009). VWA = von-Willebrand-Faktor-A-Doméane. Die a1-Untereinehit bildet die Kanalpore, die B-
Untereinheit befindet sich intrazellular. Die a,5-Untereinheit besteht aus zwei stark glykosilierten
Proteinen (,-E*), welche Uber Disulfidbricken (,SS*) miteinander verbunden sind. Die Verankerung in

der Zellmembran erfolgt Giber das 6-Protein. Details s. Text.
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Die Untereinheiten sind jeweils durch mehrere Gene verschlisselt. Die pharmakologische
und elektrophysiologische Vielfalt von Calciumkanalen entsteht hauptsachlich aus der
Existenz von multiplen Isoformen der a1-Untereinheit (mindestens zehn bei S&ugetieren).
Des Weiteren wurden jeweils vier Gene fur die B-Untereinheit und die a,8-Untereinheit
identifiziert. Dabei konnen die individuellen a1-Untereinheiten Verbindungen mit
verschiedenen B- und a,0-Untereinheiten eingehen (Zusammenfassung bei Ertel et al. 2000;
Catterall, 2011).

Jede der Untereinheiten der spannungsabhangigen Calciumkanale hat bestimmte Aufgaben:
Die a1-Untereinheit als die grof3te Untereinheit enthalt die Pore des lonenkanals und die
Bindungsstellen flr second messenger, Drogen und Giftstoffe (Ertel et al. 2000). Die [-
Untereinheit vermittelt den Transport der VGCCs an die Zelloberflache und moduliert deren
Kanaleigenschaften. Eine Koexpression der a1- mit der B-Untereinheit erhéht zudem den
Calciumeinstrom in die Zelle (Hidalgo und Neely, 2007). Die a,d-Untereinheit vergrofliert
ebenfalls die Stromamplitude von VGCCs, verschiebt die Strom-Spannungskurve des Kanals
hin zu negativen Potentialen, erhoht die Expressionsrate von Ca?*-Kanalen in der
Zellmembran und beeinflusst die Morphologie der Pra- und Postsynapse (Zusammenfassung
bei Fell, 2013). Die sog. VWA-Domane (VWA = von-Willebrand-Faktor-A) der a,61- und
0,02-Untereinheiten enthalt die Bindungsstelle fir Gabapentin. Diese als Antikonvulsivum
verwendete Substanz reduziert die Expression von a,01- und a,02-Protein sowie den
assoziierten a-Untereinheiten an der Zelloberflache und reduziert den Calciumeinstrom in die

Zelle (s. auch Kapitel 5.4; Zusammenfassung bei Zamponi, 2015).

2.2.2 Spannungsgesteuerte Calciumkanale in inneren Haarsinneszellen

Spannungsgesteuerte Calciumkandle finden sich in der inneren Haarzelle an der Ribbon-
Synapse, wo sie bei der Depolarisation der Haarzelle den schnellen Ca®*-Einstrom bewirken,
welcher fur die Transmitter-Exozytose essentiell ist (Abb. 4; Fuchs et al., 2002; Glowatzki et
al., 2008). In der adulten IHZ wurden bislang hauptsachlich die Untereinheiten Ca,1.3 (a1D),
Ca,f3, und a,62 nachgewiesen (Fell, 2013). Hor- und elektrophysiologische Untersuchungen
an Mausen mit Mutationen der 0.g. Gene erlaubten in den letzten Jahren Einblicke in die

Rolle der einzelnen VGCC-Untereinheiten fur den Horvorgang.

Das Fehlen der Ca,1.3 (=a1D)-Untereinheit bei sog. a1D”-Mausen hat Folgen fir das
Hoérvermdgen und die kardiale Funktion. In den IHZ sind Ca**-Stréme vom L-Typ um >90%
reduziert. Daher ist keine Exozytose von Glutamat an der Ribbon-Synapse der IHZ mdglich,
und die Tiere sind taub (Platzer et al., 2000; Dou et al., 2004). Da die Ca,1.3-Untereinheit
auch fur die Schrittmacherfunktion des Sinus- und AV-Knotens im Herzen essentiell ist,

zeigen a1D”-Mause eine kardiale Bradyarhythmie (Platzer et al., 2000). Beim Menschen
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wurde erstmals 2011 eine Mutation im Gen der Ca,1.3-Untereinheit beschrieben, welche bei
homozygoten Tragern einen vergleichbaren Ph&notyp mit hochgradiger sensorineuraler
Schwerhdrigkeit (Horschwellen zwischen 80 und 100 dB nHL (normal hearing level) im
Tonaudiogramm) und Bradyarhythmie erzeugt, das sog. SANDD-Syndrom (sinuatrial node
dysfunction and deafness) (Baig et al., 2011).

Als die Rolle der Calciumkanaluntereinheit Ca,8 beim Horen untersucht wurde, zeigte sich,
dass die spannungsgesteuerten Calciumkanale in den inneren Haarzellen tberwiegend die
Ca,B:-Untereinheit enthalten (Neef et al., 2009). Bei Ca\,Bz"'—Mausen fehlt das
entsprechende Protein in allen extrakardialen Geweben (der Verlust des Ca,[3,-Proteins im
Herzen ware letal). Diese Tiere zeigen stark erhohte Horschwellen: die durchschnittliche
Horschwelle von Ca,B,”-Mausen betragt 90 dB Schalldruckpegel (SPL = sound pressure
level) fur click-Stimuli und Uberschreitet 90 dB SPL fir Frequenzen von 4 bis 32 kHz. (Neef
et al., 2009). Ca*-Strome und Exozytoserate an der Ribbon-Synapse der IHZ sind im
Vergleich zum Wildtyp jeweils um ca. 70% reduziert. Die Anzahl der Ca®*-Kanale in der
Zellmembran ist in gleichem Ausmald vermindert, wahrend die Leitfahigkeit der einzelnen
Ca®*-Kandle unverandert im Vergleich zu den Wildtyp-Geschwistertieren ist.
Zusammenfassend sprechen diese Befunde daflir, dass die Hoérminderung bei den
Knockout-Tieren durch eine reduzierte Expression von Ca**-Kanélen in der Zellmembran der
IHZ bedingt ist. Diese Befunde belegen die essentielle Rolle der Ca,B-Untereinheit fiir den
Transport der Ca**-Kanale zur Zellmembran und der Vermittlung der Transmitter-Exozytose
(Neef et al, 2009). Ca,f; und Ca,B, haben einen kleineren Anteil an den Ca®*-Strémen in
inneren und aulReren Haarzellen (Kuhn et al., 2009).

Von den a,8-Untereinheiten konnten in reifen inneren Haarzellen der adulten Maus
hauptsachlich Transkripte der a,02-Untereinheit nachgewiesen werden, jedoch nur in
geringen Mengen. Da aktuell kein zuverlassiger Antikdrper gegen die a,02-Untereinheit
verfugbar ist, ist aktuell nicht bekannt, wo das Protein in der IHZ lokalisiert ist (Fell et al.,
2016).

2.2.3 Mutationen des Cacna2d2- / CACNA2D2-Gens
Die ducky-Maus

Uber die Rolle der a,52-Untereinheit fir den Hoérvorgang lagen bis vor kurzem keine
Informationen vor. Als Mausmodell eignet sich hier der Mausstamm ducky (du/du), welcher
eine spontan auftretende Mutation im Cacna2d2-Gen auf Chromosom 9 zeigt, was zur

Expression eines verklrzten a,02-Proteins fuhrt (Barclay et al., 2001).
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Die a,062-Untereinheit wird hauptsachlich im ZNS, und dort Uberwiegend in den Purkinje-
Zellen des Kleinhirn,s exprimiert. Entsprechend zeigen die homozygot betroffenen Tiere
(du/du) einen Phanotyp mit zerebellaren Funktionsstorungen (ataktisches Gangbild und
spike-wave-Epilepsie). Insgesamt liegt eine Gedeihstérung vor, und die Lebenserwartung ist
verkurzt (Barclay et al., 2001).

Elektrophysiologische Ableitungen an Purkinje-Zellen von du/du-Tieren ergaben einen um
30% reduzierten Ca®*-Strom im Vergleich zu den Wildtyp-Geschwistertieren bei
unveranderter Leitfahigkeit der einzelnen Ca**-Kanéle. Dies spricht dafiir, dass die reduzierte
Stromstéarke durch eine geringere Anzahl von Ca?-Kandlen und/oder eine verminderte
Offnungswahrscheinlichkeit der einzelnen Kanale zustande kommt (Barclay et al., 2001).
Des Weiteren ist die Morphologie der Purkinje-Zellen bei du/du-Mausen verandert:
insbesondere zeigen die Verzweigungen der Dendriten eine veranderte Architektur, was die
Rolle der a,6-Untereinheit fir die Struktur der Pra- und Postsynapse unterstreicht (Brodbeck
et al., 2002).

Elektrophysiologischen Untersuchungen an isolierten adulten IHZ von ducky-Méausen zeigten
ebenfalls um 30% reduzierte maximale Amplituden fir Ca?*- und Ba?*-Stréme im Vergleich
zu Wildtyp-Tieren. Des Weiteren waren die Strom-Spannungs-Kurven um 5 mV fiir Ca®* bzw.
7 mV fir Ba®* zu positiven Spannungswerten hin verschoben (Fell, 2013). Entsprechend
dem verminderten Calciumeinstrom zeigten die inneren Haarzellen der ducky-Mause auch

eine geringere Exozytoserate im Vergleich zu ihren Wildtyp-Geschwistern (Fell et al., 2016).

In  Immunfluoreszenzfarbungen lieRen sich die Ca,1.3- und Ca,B,-Untereinheiten
unverandert an den Ribbon-Synapsen der IHZ von ducky-Mausen nachweisen. Jedoch
zeigten ducky-Mause im Vergleich zu ihren Wildtyp-Geschwistertieren eine verénderte
Morphologie der Postsynapse an der IHZ mit verbreiterten postsynaptischen Strukturen
sowie postsynaptischen Strukturen ohne gegeniberliegende prasynaptische Ribbons. Diese
Beobachtung deckt sich mit der vorbeschriebenen Bedeutung der a,062-Untereinheit fur die

strukturelle Organisation von Synapsen (Fell et al., 2016).

Uber das Horvermogen der du/du-Mause lagen bislang keine Informationen vor.

Mutationen des CACNA2D2-Gens beim Menschen

Auch beim Menschen ergeben sich durch die Mutation im CACNA2D2-Gen neurologische
Probleme. Bislang wurden zwei verschiedene Mutationen beschrieben (Edvardson et al.,
2013; Pippucci et al., 2013). Homozygot betroffene Patienten beider Mutationen zeigen eine
Enzephalopathie mit schwerer globaler Entwicklungsverzogerung und epileptischen Anféllen.

In der Magnetresonanztomographie (MRT) féllt eine Atrophie des Kleinhirnwurmes (Vermis)
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auf. In Fallberichten wurde angegeben, dass die stark entwicklungsverzégerten Patienten
zwar auf Gerausche reagieren, audiometrische Befunde wurden jedoch bislang nicht
publiziert (Edvardson et al., 2013).

2.3 Ziele der vorliegenden Arbeit

Basierend auf diesen Erkenntnissen hatte die vorliegende Dissertation das Ziel, den Einfluss
der a,02-Untereinheit auf das Gehor von M&ausen zu untersuchen. Hierzu wurden in
vergleichenden Hormessungen an Wildtyp- und homozygoten ducky-Mausen (du/du)
folgende Teilziele verfolgt:

e Bestimmung der Horschwellen in der Hirnstammaudiometrie (ABR = auditory
brainstem response) fur click- und frequenzspezifische Stimuli (f = 2 bis 45,25 kHz)

e Untersuchung des Einflusses der a26,-Untereinheit auf die Uberschwellige
Hornervenaktivitat anhand der Wachstumsfunktion der click-ABR-Welle | in Wildtyp-
und du/du-Mausen.

e Analyse der Aktivitat der auf3eren Haarzellen durch Messung der Distorsionsprodukt-

otoakustischen Emissionen (DPOAES).

20



3. Material und Methodik

3.1 Tiere

Die Versuchsdurchfihrung an lebenden Wirbeltieren wurde nach Genehmigung gemaf § 8
Absatz 1 des Tierschutzgesetzes (Versuch Nr. 43/2011: ,Calciumkanale und genetisch
bedingte Schwerhorigkeit®) durchgefthrt. Haltung der Tiere und Versuche an Tieren erfolgten
gemal Tierschutzgesetz in Verbindung mit dem Saarlandischen Gesetz tiber das o6ffentliche
Veterinarwesen und die amtliche Lebensmitteliiberwachung (Landesamt fir Gesundheit und
Verbraucherschutz).

Im Rahmen dieser Dissertation wurden C57BL/6-Mause mit einer Mutation des Cacna2d2-
Gens (Cacna2d2®®  ducky) sowie deren Wildtyp-Geschwistertiere (Cacna2d2"’™)
verwendet. Bei den du/du-Mausen liegt ein verkirztes Protein der akzessorischen
Calciumkanal-Untereinheit a,62 vor (Barclay et al., 2001). Die Haltung der Tiere erfolgte im
Tierstall des Instituts fir Biophysik an der Universitat des Saarlandes in Homburg / Saar. Zur
Forderung der Gewichtszunahme bei allgemeiner Gedeihstérung wurden die ducky-Mause
mit Erdnussbutter oder Nutella® Creme gefittert. Aufgrund der reduzierten Lebenserwartung
der ducky-Mause (ca. 30 Tage) erfolgten die Hormessungen zwischen dem postnatalen Tag
(P) 20 und 25. Bei den Wildtyptieren wurden die Messungen zwischen P21 und P30
durchgefiuihrt. Die Abholung der Tiere aus dem Tierstall erfolgte stets am Tag der Messung,
weil die Mause erst kurz vorher von der Mutter getrennt werden sollten. Die Tiere wurden mit
einem Warmekissen und einer Verdunklungsdecke in die HOrmesskabine fur Kleintiere

(Camera silenta) an der Klinik fir Hals-, Nasen- und Ohrenheilkunde transportiert.

Fur die Hormessungen wurden insgesamt n = 9 Wildtyp- und n = 8 ducky-Mause verwendet
(siehe Kapitel 7.1, Tab. 1). Eine detaillierte Aufstellung der Messungen an den einzelnen
Tieren findet sich im Anhang in Tab. 2 bis 5 (Kapitel 7.1). Die Unterscheidung der Tiere
erfolgte anhand Genotyp (vgl. Kapitel 3.2) und Phanotyp. Die ducky-Mause waren zum
Zeitpunkt der Hormessung generell leichter und kleiner als ihre Wildtyp-Geschwistertiere (4,6
+0,7gvs. 12,2+ 2,30).

3.2 Genotypisierung

Die Genotypisierung der Mause erfolgte zusammen mit Frau Dr. rer. nat. Barbara Fell im
Institut fur Biophysik der Universitat des Saarlandes nach einem Protokoll von Herrn Prof. Dr.
rer. nat. Gerald Obermair, Innsbruck (Fell, 2013).
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Kurz zusammengefasst wurde zunachst die Desoxyribonucleinsaure (deoxyribonucleic acid
= DNA) aus 1 bis 2 mm groRen Gewebesticken (Schwanzspitze oder Ohr) mit Hilfe des
NucleoSpin® Tissue Kits (Macherey-Nagel GmbH und Co. KG, Diren) gemaf der Anleitung
des Herstellers isoliert. AnschlieRend erfolgte eine Polymerase-Kettenreaktion (polymerase
chain reaction = PCR) mit dem Thermocycler TGradient (Biometra, Gottingen) nach
folgendem Ansatz:

e 2uIDNA

e 0,5 pl Vorwarts-Primer (5-ACCTATCAGGCAAAAGGACG-3‘; Biomers.net GmbH,
Ulm)

e 0,5 pl Ruckwarts-Primer (5-AGGGATGGTGATTGGGA-3)
e 7 ul destilliertes Wasser (ddH,0)

e 10 pl GoTag® Green Master Mix (Promega GmbH, Mannheim).

Das PCR-Programm bestand aus folgenden Schritten:

Zunéchst 3 min bei 95 °C zur Aktivierung der DNA-Polymerase, danach 35 Zyklen mit jeweils
e 95 °C fiir 40 sec: Denaturierung
e 56 °C fur 30 sec: Verbindung von DNA-Einzelstrangen und Primern (,annealing®)
e 72 °C fir 35 sec: Elongation

sowie ein letzter Elongationsschritt von 5 min bei 72 °C.

Durch die gewahlten Primer wurde bei Wildtyp- und ducky-Mausen ein DNA-Fragment mit
541 Basenpaaren (bp) amplifiziert, welches auf3erhalb des Cacna2d2-Gens liegt. Bei der
ducky-Maus ist dieses Fragment dupliziert und gleichzeitig mutiert, so dass es mit dem

Restriktionsenzym BspHI in zwei Teile mit jeweils ca. 280 bp geschnitten werden kann.

Fur den Enzymverdau wurden jeweils 10 pl des PCR-Produktes mit 2 pl NEB4-Puffer, 0,2 pl
BspHI (NEB = New England Biolabs, Ipswich, MA, USA) und 7,8 ul ddH,O gemischt. Nach
einer Inkubationszeit von 60-80 min bei 37 °C wurden die DNA-Fragmente in 10 pl des
Enzymverdaus mittels Gelelektrophorese (1,8%iges Ethidiumbromid-haltiges Agarosegel
und TAE-Puffer) bei 120 V aufgetrennt.

Der 50-fach konzentrierte TAE-Puffer (50x TAE) enthielt folgende Bestandteile:
e 2MTris

e 50 mM EDTA (Sigma, Taufkirchen)

22



o 57% (vlv) Eisessig (VWR International GmbH, Radnor, PA, USA).

Die Ethidiumbromid-gefarbten Banden wurden in einer EBox-VX2 (Vilber Lourmat
Deutschland GmbH, Eberhardzell) sichtbar gemacht.

Abb. 9 zeigt ein typisches Beispiel des Bandenmusters fur wt/wt-, du/wt- und du/du-Tiere
nach Enzymverdau. Das Fragment mit 541 bp konnte bei allen Genotypen nachgewiesen
werden. Da die Schnittstelle fur BspHI erst durch die ducky-Mutation eingefiihrt wird, fand
sich eine 280 bp-Bande nur bei den Tieren, die mindestens ein ducky-Allel besitzen (also
du/du und du/wt). Bei den homozygoten du/du-Tieren zeigte sich eine intensiver gefarbte

280 bp-Bande als bei den heterozygoten du/wt-Mausen.

bp
600
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Abb. 9: Beispiel einer ducky-Genotypisierung (mit freundlicher Genehmigung von Frau Dr. Barbara
Fell aus Fell, 2013). Die 541bp-Bande ist unabhangig vom Genotyp vorhanden. Bei Vorhandensein
des du-Allels tritt zusatzlich eine Bande bei ca. 280 bp auf, welche fir du/du-Mause eine intensivere

Farbung als fur wt/du-Tiere aufweist. NK = Negativkontrolle.

3.3 Hormessungen

Die Hormessungen wurden in einem schallisolierten Raum (Camera silenta) der Klinik far
Hals-, Nasen- und Ohrenheilkunde am Universitatsklinikum des Saarlandes an Mausen im
Alter von 21 bis 30 Tagen (wt/wt) bzw. 20 bis 25 Tagen (du/du) durchgefuhrt (vgl. Kapitel
3.1). Voruntersuchungen zeigten eine hervorragende Schallabschirmung der Kammer, wobei
sich bei einem Larmpegel von 90 dB SPL unmittelbar vor der Kammer drinnen kein

nennenswerter Schallpegel nachweisen liel3 (Schick, 2002).
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3.3.1 Narkose

Alle  Messungen wurden in tiefer Narkose durchgefiihrt. Die intraperitoneale
Injektionsnarkose bestand aus Ketaminhydrochlorid 100mg/kg Kdrpergewicht (KG) (Ketavet
100mg/ml, Pharmacia/Pfizer, Karlsruhe) und Xylazinhydrochlorid 10mg/kg KG (Rompun 2%,
Bayer, Leverkusen).

Zur Ermittlung der Medikamentendosierung wurde die Maus gewogen. Zunachst wurden
50% des Narkotikums mit einer Insulinspritze intraperitoneal appliziert. Hierzu wurde die
Maus am Nackenfell gegriffen, umgedreht, um einen Biss zu vermeiden, und ohne arterielle
Verletzung intraperitoneal gestochen. Die Tiere wurden zum Einschlafen in ihren Kéfig
zurlckgesetzt und zur Beruhigung mit einem Tuch abgedeckt. Der schlafenden Maus wurde
die zweite Halfte des Narkotikums intraperitoneal gespritzt. Um eine Austrocknung der
Cornea zu verhindern, wurde dexpanthenolhaltige Augensalbe (Bepanthen Augensalbe,
Bayer, Leverkusen) aufgetragen. Nach zehn Minuten wurde die Narkosetiefe durch leichtes
Kneifen mit einer stumpfen Pinzette in die mittlere Zehe eines Hinterbeins Uberprift. War der
Ruckziehreflex nicht mehr feststellbar, wurde das Tier in der schallisolierten
Audiometriekabine auf ein Warmekissen gelegt. Somit wurde sichergestellt, dass die
Kdrpertemperatur wahrend der Messung in Narkose nicht zu stark absank. Das Kissen
wurde konstant bei 37 °C warm gehalten. Sehr kleine Tiere wurden zusatzlich von oben

abgedeckt, um einer Auskihlung vorzubeugen.

Die Narkosetiefe wurde unter Sicht und durch Ableitung eines Elektrokardiogramms
kontrolliert. Bei Abflachen der Narkosetiefe wurde je nach Bedarf nochmals Narkosemittel
(ca. ein Viertel bis ein Drittel der Initialdosis) intraperitoneal nachgespritzt. Ab der doppelten
Initialdosis wurde nur Ketaminhydrochlorid ohne Xylazinhydrochlorid verabreicht.

Bei Durchfihrung der Horuntersuchungen wurde insbesondere darauf geachtet, dass eine
Gesamtdauer von zwei Stunden fur die Narkose nicht Uberschritten wurde. Nach den
Messungen wurden die Tiere zuriick in den Kéfig gelegt, wo sie unter Uberwachung wieder
erwachten. Eine konstante Umgebungs- und Korpertemperatur wurde mittels der
Warmedecke am Kafigboden gewahrleistet. Im Normalfall erwachten die Tiere ungefahr zwei
Stunden nach Start der Narkose, maximal nach vier Stunden. In diesem Fall wurde
wiederholt Augensalbe aufgetragen, und die Vitalparameter wurden Uberprift. Die
Injektionsnarkose wirkte ein wenig nach, so dass die Tiere noch einige Stunden schlafrig

waren.
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3.3.2 Hirnstammaudiometrie
3.3.2.1 Definition

Bei der Hirnstammaudiometrie (,auditory brainstem response = ABR® oder ,brainstem
evoked response audiometry = BERA®) handelt es sich um eine objektive
Horpriafungsmethode, welche eine Beurteilung des Horvermdgens ohne Angaben des
Probanden allein durch Registrierung auditorischer reizkorrelierter Parameter erlaubt. Hierbei
werden nach akustischer Stimulation die frihen akustisch evozierten Potentiale aus Hoérnerv

und Hirnstamm Uber Elektroden am Vertex und Mastoid abgeleitet.

In der klinischen Audiometrie wird die ABR-Messung insbesondere zur Bestimmung der
Hoérschwelle bei Neugeborenen und Kleinkindern im Schlaf oder in Sedierung verwendet,
des Weiteren zur Abklarung einer retrocochlearen Hoérstérung (Boenninghaus und Lenarz,
2007).

3.3.2.2 Versuchsaufbau und Durchfiihrung der Messung

Abb. 10: Versuchsaufbau der ABR-Messung bei der Maus (aus Dlugaiczyk, 2014). a) von der
linken Seite und b) von vorne. ,vertex el.“: Referenzelektrode, ,ground el.“: Neutralelektrode, ,active

el.“: Messelektrode. Details siehe Text.

Zur Ableitung der akustisch evozierten Hirnstammpotentiale wurden mittels
Injektionskanilen dunne Silberdréahte (Durchmesser 0,25 mm) subkutan am Rucken
(Neutralelektrode: gelb), am Vertex (Referenzelektrode: rot) und hinter dem stimulierten Ohr
(Messelektrode: blau) des narkotisierten Versuchstieres appliziert (Abb. 10). Dabei wurde die
Haut in einer Falte angehoben und die Injektionskanile durch die Haut gestochen,
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vergleichbar mit einer subkutanen Injektion, nur eben als Durchstich. Uber die
Injektionskanile wurde anschlieRend der Silberdraht platziert. Beim Anlegen des Drahtes
wurde darauf geachtet, dass sich die Drahtenden nicht berthrten, um einen Kurzschluss zu
vermeiden. Nach Platzierung der Elektroden wurde eine Impedanz-Kontrolle durchgefiihrt
(Kanal 1: < 4 bis 4,5 kQ; Kanal 2: < 8 kQ). Der Silberdraht verblieb bis zum Ende der
Messung unter der Haut.

Fir die Generierung der akustischen Stimuli und die Aufzeichnung der ABR-Signale wurden
eine Multi-lO-Karte (National Instruments E-6052, Austin, Texas, USA) sowie das Programm
»2Audiology lab“ (entwickelt von PD Dr. rer. nat. Marcus Muller, Universitatsklinikum
TUbingen) verwendet. Die akustischen Stimuli wurden Uber einen Lautsprecher
(Beyerdynamic DT-911, Heilbronn) in 3 cm Entfernung von dem zu messenden Ohr
prasentiert. Ein Mikrofon (Bruel & Kjaer 4191, Naerum, Danemark) mit Messverstarker (Briel
& Kjaer 2610) diente zur Kalibration und Kontrolle der applizierten akustischen Reize (Abb.
10). Zur Stimulation der Ho6rbahn wurden zwei verschiedene Reizparameter mit

alternierender Polaritat verwendet:

Fir die click-ABR-Messung wurden Clicks durch einen 100 ps dauernden Rechteckimpuls
erzeugt. Die Abtastrate betrug 20 kHz, fir eine Messung wurden 256 Einzelmessungen
gemittelt. Die Prasentation der Clickreize erfolgte in aufsteigender Lautstarke mit 5-dB-
Schritten. Da sich in Voruntersuchungen bereits eine hohere Hérschwelle fiir Cacna2d2®/® -
Mause im Vergleich zu den Wildtyp-Kontrollen gezeigt hatte, wurden unterschiedliche
Stimulationsamplituden fiir die beiden Genotypen verwendet (Cacna2d2™'®: 20 bis 100 dB
SPL; Cacna2d2"™: 0 bis 80 dB SPL). Eine click-ABR-Messung dauerte pro Ohr ca. fiinf

Minuten.

Click-ABR-Messungen wurden erfolgreich an 16 Ohren von acht Cacna2d2""*-Mausen und
15 Ohren von acht Cacna2d2®/® -Mausen durchgefiihrt (Kapitel 7.1, Tab. 2). Das linke Ohr
der ducky-Maus ko 176-0179 (ko 176-0179 L) wurde wegen nicht-verwertbarer Ergebnisse
nicht in die Auswertung eingeschlossen. Die zwei Ohren des Wildtyp-Tieres wt 176-0267 (wt
176-0267 R und wt 176-0267 L) konnten aufgrund von Problemen bei der Narkose nicht

gemessen werden.

Fur die frequenzspezifische f-ABR-Messung wurden Reintbne von der Form einer
Kosinuswelle (Dauer: 3 ms + 1 ms Anstiegsflanke + 1 ms Abstiegsflanke) in Halboktav-
Schritten von 2 bis 45,25 kHz verwendet. Die Abtastrate betrug 20 kHz, fir eine Messung
werden 128 Einzelmessungen gemittelt. Auch hier erfolgte eine Anpassung der
Stimulationsamplituden an den Genotyp (Cacna2d2®/": 20 bis 80 dB SPL; Cacna2d2""": 40
bis 100 dB SPL). Eine f-ABR-Messung (2 bis 45,25 kHz) dauert pro Ohr ca. 25 Minuten. Die
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Messdauer nach Beginn des Stimulus betrug in beiden Fallen 10 ms. Nach der Registrierung
wurden alle ABR-Signale gefiltert (Hochpassfilter: 150 Hz, Tiefpassfilter: 2500 Hz).

Frequenzspezifische ABR-Messungen konnten erfolgreich an 16 Ohren von acht
Cacna2d2"™-Mausen und 14 Ohren von sieben Cacna2d2?™-Mausen durchgefiihrt
werden. Die beiden Ohren der ducky-Maus ko 176-0179 (ko 176-0179 R und ko 176-0179 L)
wurden wegen nicht auswertbarer Kurven ausgeschlossen, die zwei Ohren des Wildtyp-
Tieres wt 176-0267 (wt 176-0267 R und wt 176-0267 L) wurden aufgrund von Problemen bei
der Narkose nicht in die Auswertung aufgenommen (Kapitel 7.1, Tab. 3).

3.3.2.3 Auswertung

Die Auswertung der click- und f-ABR-Daten erfolgte Uber eine MATLAB-basierte
(MathWorks, Natick, Massachusetts, USA) Software, welche von Herrn Dr. rer. nat. (Dipl.
Ing.) Dietmar Hecker (Klinik fir Hals-, Nasen- und Ohrenheilkunde, Universitatsklinikum des
Saarlandes) entwickelt und zur Verfigung gestellt wurde. Nach der Dateneingabe Uber die
interaktive Benutzeroberflache (Abb. 11) wurde eine mehrdimensionale Matrize in MATLAB
(,MATLAB structure array®) flir weitere Analysen erstellt. Diese enthalt neben den ABR-

Daten auch den Genotyp des betreffenden Tieres.

Die Zuordnung der ABR-Wellen (Abb. 11) zu den entsprechenden Stationen der Horbahn
(Abb. 7) erfolgte nach Knipper et al.,, 2013: Welle |, Spiralganglion / Hornerv; Welle Il,
Nucleus cochlearis; Welle Ill, oberer Olivenkomplex; Welle 1V, Lemniscus lateralis; Welle V,
Colliculus inferior. Jede der funf Wellen wird durch einen negativen (z.B. 1)) und einen

positiven (z.B. I,) Gipfel (,peak®) definiert.

Die Markierung der einzelnen Gipfel des ABR-Signals wurde in halbautomatischer Weise
durchgefuhrt: nach automatischer Detektion durch die o.g. Software erfolgte eine visuelle
Kontrolle (ggf. mit Modifikation) durch zwei unabhéangige Auswerter (Iris Stehle und Dietmar
Hecker). Als Horschwelle wurde bei click- und f-ABR-Messungen der niedrigste
Lautstarkepegel definiert, bei dem gerade noch ein auditorisch evoziertes Potential
identifiziert werden kann. Die Hoérschwellen, die von den zwei Auswertern ermittelt wurden,

zeigten durchwegs Abweichungen von < 5 dB.
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Abb. 11: Screenshot der Benutzeroberflache des ABR-Analyseprogramms. Die einzelnen

negativen (n) und positiven (p) Gipfel der ABR-Wellen sind mit I, bis Vi, markiert.

Das individuell programmierte ABR-Analyseprogramm ermdglichte aulR3erdem eine
automatische Bestimmung der Wachstumsfunktionen fir die einzelnen click-ABR-Amplituden
und —Latenzen (Kapitel 7.1, Tab. 4). Fir eine bessere Vergleichbarkeit zwischen Wildtyp-
und ducky-Mausen erfolgte eine schwellenkorrigierte Darstellung der Wachstumsfunktionen

(SL = sensation level = ,dB Uber Horschwelle®), wie bei Dlugaiczyk et al., 2016 beschrieben.

3.3.3 Otoakustische Emissionen
3.3.3.1 Definition

Otoakustische Emissionen (OAES) sind sehr leise Schallemissionen der Cochlea, welche
hauptséachlich durch die Elektromotilitat der aul3eren Haarzellen entstehen. Sie werden Uber
das Mittelohr an den auflReren Gehodrgang geleitet, wo sie mit einem empfindlichen Mikrofon
gemessen werden kénnen. OAEs gelten als Mal flr die Integritat der auf3eren Haarzellen
und werden in der Klinik haufig als objektive Funktionsprifung des Innenohres verwendet,

z.B. beim Neugeborenen-Hérscreening (Kemp, 2002). Man unterscheidet dabei spontane
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otoakustische Emissionen und evozierte, d.h. nach akustischer Stimulation der Cochlea
gemessene Emissionen. Zur Messung wird eine Sonde in den Gehorgang gesteckt, welche
einen Lautsprecher zur akustischen Stimulation sowie ein sensitives Mikrofon zur
Aufzeichnung der OAEs enthélt (Abb. 12).

( Verstarker )

Abb. 12: Messaufbau zur Registrierung otoakustischer Emissionen (aus Rahne und Plontke,
2012). Details s. Text.

Als Stimulus wird im Falle der transitorisch evozierten otoakustischen Emissionen (TEOAES)
ein Clickreiz verwendet, wahrend Distorsionsprodukt-otoakustische Emissionen (DPOAES)
durch eine Kombination aus zwei Reintbnen mit dem Frequenzverhdltnis f2 / f1 = 1,2
ausgelést werden (Abb. 13). Durch die Uberlagerung der Wanderwellen der zwei Stimuli f1
und f2 entstehen mehrere Distorsionsprodukte, von denen in der Regel das mit der Frequenz
2f1-f2 am starksten ausgepragt ist (Abb. 14).

loudspeaker

stimulus
. v— "2
inner ear

frequency

sound level

microphone

distorsion product OAE

Abb. 13: Entstehung der DPOAEs in der Cochlea (aus Kdssl et al., 2008). Durch die Stimulation
der Cochlea mit zwei Reintdnen (f1, f2) im Frequenzverhdltnis f2 / f1 = 1,2 bilden sich zwei
tiberlappende Wanderwellen entlang der Basilarmembran. Im Uberlappungsbereich entsteht eine
dritte Wanderwelle als Distorsionsprodukt, welches mit dem Mikrofon im Gehérgang gemessen

werden kann.
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Durch Veradnderung der Stimulationsfrequenzen ist es moglich, mittels DPOAE-Messung
eine frequenzspezifische Funktionsprifung der &uReren Haarzellen vorzunehmen, welche im
sog. ,DP-gramm® aufgetragen wird (Abb. 14). Positive DPOAEs liegen vor, wenn der Signal-
Rausch-Abstand (SNR = signal-to-noise ratio) mindestens 6 dB betragt (Zusammenfassung
bei Rahne und Plontke, 2012).
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Abb. 14: Distorsionsprodukte und DP-gramm (aus Kemp, 2002). Links: Stimulation der Cochlea mit
den beiden Frequenzen fl1 und f2 im Verhaltnis f2/f1 = 1,2 fuhrt zu verschiedenen
Distorsionsprodukten. Rechts: DP-gramm fur Frequenzen von 0,8 bis 6 kHz. Die Kreise entsprechen
der Amplitude des Distorsionsproduktes 2f1-f2 fur die einzelnen Frequenzen. Das
Hintergrundrauschen ist grau hinterlegt. Im vorliegenden Beispiel sind die DPOAEs ab einer Frequenz
von 1 kHz nachweisbar.

3.3.3.2 Versuchsaufbau und Durchfiihrung der Messung

In der vorliegenden Arbeit erfolgte die Ableitung der DPOAEs im Anschluss an die ABR-
Messung in der gleichen Narkosesitzung mit der von Hecker et al., 2011 beschriebenen
Methode zur Messung von Hochton-DPOAEs. Fir die Platzierung der DPOAE-Sonde im
Gehodrgang der Maus wurde ein spezielles Anpaf3stiick verwendet, welches in der klinischen
Messung von DPOAEs bei Sauglingen zum Einsatz kommt (UGD Probe ILO 292,
Otodynamics, Hatfield, U.K). DPOAE-Antworten wurden von 10 bis 18 kHz in 0,5-kHz-
Schritten gemessen. Dabei wurden Stimulationspegel von L1 = 55 dB SPL und L2 = 45 dB
SPL verwendet. Pro Ohr dauerte diese Messung ca. 20 Minuten. DPOAE-Pegel wurden an
sechs Ohren von drei Wildtyp-Tieren und acht Ohren von vier ducky-Mausen gemessen
(Kapitel 7.1, Tab. 5).
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3.3.3.3 Auswertung

Fir die Auswertung der DPOAE-Messungen wurde eine individuell programmierte MATLAB-
Software verwendet (Dr. rer. nat. Dipl. Ing. Dietmar Hecker; Abb. 15). Fur jedes Ohr erfolgte
die Mittelung der DPOAE-Pegel von 10 bis 18 kHz.

Universntatsklinkum des Saarlandes

DFOAE Messungen P PeguiLs o s | & |.
impecanicrecs
pavessg 4 * . Gadarmn Pegel2 (@851 o w .

Rechts spexraies Enselergetns Links ipetewes Enekrgetns

Abb. 15: Screenshot der Benutzeroberflache des DPOAE-Analyseprogramms (aus Guthardt
Torres, 2015). Details s. Text.

3.4 Statistische Auswertung

Click-ABR-Horschwellen und DPOAE-Pegel wurden mit dem zweiseitigen t-Test flr
unverbundene  Stichproben  verglichen, fur f-ABR-Schwellen und click-ABR-
Wachstumsfunktionen kam die zweiseitige ANOVA (,analysis of variance®) mit Bonferroni
post-hoc-Analyse zum Einsatz (GraphPad Prism Version 6, GraphPad Software, La Jolla,
CA, USA). Fur beide statistischen Verfahren wurde ein p-Wert < 0,05 als statistisch

signifikant betrachtet.
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4. Ergebnisse

4.1 Click-Hirnstammaudiometrie
4.1.1 Horschwelle

Zunachst erfolgte die Bestimmung der Horschwelle mittels click-ABR-Messung bei n = 8
Cacna2d2""™-Mausen (n = 16 Ohren) und n = 8 Cacna2d2®®-Méausen (n = 15 Ohren). Fiir
die Wildtyp-Tiere zeigte sich eine Hérschwelle von 14,69 + 2,78 dB SPL, die Horschwelle der
ducky-Tiere lag bei 33,00 £ 12,93 dB SPL. Der Unterschied zwischen den beiden Gruppen
war statistisch signifikant (zweiseitiger t-Test fiir unverbundene Stichproben: p < 0,0001;
Abb. 16). Damit ist die Horschwelle der Cacna2d2®/®-Mause im Vergleich zu den Wildtyp-
Kontrollen um durchschnittlich 18,31 dB erhdht. Die Horschwellen der einzelnen Tiere sind
Kapitel 7.1, Tab. 2 aufgeflhrt.
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Abb. 16: Click-ABR-Hdrschwellen (Mittelwert + SD) von Cacna2d2""™" (schwarz) und
Cacna2d2®®“-Mausen (rot). dB SPL = dB sound pressure level. Die Horschwelle der ducky-Tiere
(33 + 12,93 dB SPL) ist im Vergleich zu den Wildtyp-Kontrollen (14,69 + 2,87 dB SPL) signifikant
erhoht (*** p < 0,0001).

4.1.2 Wachstumsfunktion der Welle-lI-Amplitude

Im Folgenden wurde eine detaillierte Analyse der click-ABR-Welle | durchgefiihrt, welche
generell als MalR3 fur die Integritat der inneren Haarzellsynapse und der Hérnervenaktivitat
verwendet wird (Kujawa und Liberman, 2009; Maison et al., 2013). Aufgrund der

unterschiedlichen Hoérschwellen von Wildtyp- und ducky-Mausen erfolgte eine
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schwellenangepasste Darstellung der Wachstumsfunktionen (,dB Uber Hoérschwelle* = dB

sensation level = dB SL).

Die ABR-Welle-I-Amplitude der Wildtyp-Tiere stieg von durchschnittlich 1,62 pV bei 10 dB
Uber der Horschwelle (dB SL) auf 10,16 pV bei 65 dB SL an. Fir die ducky-Mause wurden
ABR-Welle-I-Amplituden zwischen 2,75 pV (10 dB SL) und 7,65 pV (65 dB SL) gemessen
(Abb. 17; Tab. 4). In der zweiseitigen ANOVA-Analyse zeigte sich insgesamt ein signifikanter
Unterschied zwischen beiden Wachstumsfunktionen (p = 0,0032). Fir einzelne
Lautstarkepegel wurde im nachfolgenden Bonferroni-Test keine Signifikanz erreicht.

Von 10 bis 20 dB SL zeigten sich geringfligig hthere Amplituden fur die ducky-Mause, ab 30
dB SL waren die Amplituden der Wildtyp-Tiere hoher. Insgesamt zeigte sich ab diesem
Uberschwelligen Lautstarkepegel eine Abflachung der Wachstumskurve fur die ducky- im
Vergleich zu den Wildtyp-Tieren. Bei 65 dB SL betrug das Verhéltnis der Welle I-Amplitude
fur ducky- und Wildtyp-Tiere 75%.
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Abb. 17: Wachstumsfunktionen der click-ABR-Welle | (Mittelwert + SD) fur Cacna2d2""™"-
(schwarz) und Cacna2d2?/®-Mause (rot). dB SL = dB sensation level (,dB iiber Horschwelle®). Die
Funktionen sind signifikant unterschiedlich (p = 0,003), bei 65 dB SL betragt die Amplitude der ducky-
Tiere 75% des Wertes fiir die Wildtyp-Mause.

4.2 Frequenzspezifische Hirnstammaudiometrie

Als néachstes folgte die Bestimmung der Horschwelle mittels f-ABR-Messung bei n = 8
Cacna2d2""™ -Mausen (max. 16 Ohren) und n = 7 Cacna2d2®/® -Mausen (max. 14 Ohren).
Die Messwerte fur die einzelnen Tiere sowie die Mittelwerte sind in Kapitel 7.1, Tab. 3
aufgefihrt.
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Insgesamt zeigten die ducky-Tiere von 2 bis 45,25 kHz im Vergleich zu den Wildtyp-Tieren
erhohte Horschwellen (Abb. 18), der Unterschied zwischen den beiden Kurven war
statistisch signifikant (zweiseitige ANOVA: p < 0,0001). Am starksten ausgepragt waren die
Unterschiede zwischen 11,3 und 22,6 kHz. Hier war die Horschwelle der ducky-M&use im
Vergleich zu den Wildtyp-Tieren um ca. 15 dB erhoht, die Unterschiede waren in der
Bonferroni post hoc-Analyse jeweils signifikant (11,3 kHz: p = 0,01; 16 kHz: p < 0,0001; 22
kHz: p < 0,0001). Im Bereich von 2 bis 8 kHz lagen die Schwellen der ducky-Mause
zwischen 5 und 10 dB Uber denen der Wildtyp-Tiere, statistische Signifikanz wurde fir die

einzelnen Frequenzen hier nicht erreicht.
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Abb.18: f-ABR-Hérschwellen (Mittelwert + SD) von Cacna2d2“""'- (schwarz) und Cacna2d2""®"-
Mausen (rot). dB SPL = dB sound pressure level. Die Horschwellen der ducky-Tiere sind im Vergleich
zu den Wildtyp-Kontrollen insgesamt erhoht (zweiseitige ANOVA: p < 0,0001). Am stéarksten
ausgepragt sind die Unterschiede von 11,3 bis 22,6 kHz (Bonferroni post-hoc-Test: ** p < 0,001; *** p
< 0,0001).

4.3 Distorsionsprodukt-otoakusische Emissionen

AbschlieBend erfolgte die Messung der Distorsionsprodukt-otoakustischen Emissionen
(DPOAES) bei n = 3 Cacnha2d2"""-Mé&usen (n = 6 Ohren) und n = 4 Cacna2d2®/® -Mausen
(n = 8 Ohren). Dabei wurden fir jedes Ohr die Pegel der 2f1-f2-Amplitude von f2 = 10 kHz
bis 18 kHz gemittelt (Tab. 5 im Anhang) und anschlieRend der Mittelwert fir alle Tiere eines

Genotyps ermittelt.
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Fur die Wildtyp-Tiere zeigte sich ein mittlerer DPOAE-Pegel von 21,9 + 3,66 dB oberhalb des
Hintergrundrauschens (dB SNR), der gemittelte DPOAE-Pegel der ducky-Tiere lag bei 28,93
+ 2,83 dB SNR (Abb. 19). Im Durchschnitt lag der DPOAE-Pegel der ducky-Tiere 7 dB uber
dem der Wildtyp-Mause, der Unterschied war statistisch signifikant (zweiseitiger t-Test fur
unverbundene Stichproben: p = 0,0016).
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Abb. 19: DPOAE-Pegel der 2f1-f2-Amplitude gemittelt von f2 = 10 bis 18 kHz (Mittelwert + SD)
fur Cacna2d2"™'- (schwarz) und Cacna2d2®™-Mause (rot). dB SNR = dB (ber
Hintergrundrauschen (dB signal-to-noise ratio). Es zeigen sich signifikant erhdhte DPOAE-Pegel der
ducky-Tiere (28,93 + 2,83 dB SNR) im Vergleich zu den Wildtyp-Kontrollen (21,9 + 3,66 dB SNR). **: p
=0,0016.
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5. Diskussion

Zusammenfassend lieferte die vorliegende Studie folgende Ergebnisse:

Die click-ABR-HOrschwelle von du/du-M&usen war im Vergleich zu ihren Wildtyp-
Geschwistertieren im Mittel um 18 dB erhoht.
e Die Wachstumsfunktion der click-ABR-Welle | zeigte reduzierte Amplituden fur die
du/du-Mause.
e Frequenzspezifische Horschwellen der du/du-Méuse waren im Bereich von 2 bis
45,25 kHz erhoht, insbesondere von 11,3 bis 22,6 kHz (bis zu 15 dB).
e Im Vergleich zu den Wildtyp-Tieren waren bei den du/du-Mausen im Mittel um 7 dB
erhohte DPOAE-Pegel fiir f2 = 10 bis 18 kHz zu messen.
Diese Ergebnisse werden im Folgenden in Zusammenschau mit dem aktuellen Stand der
Forschung diskutiert. Des Weiteren werden Fragestellungen fir  zukUnftige
Forschungsprojekte formuliert. Schlie3lich wird eine mdogliche klinische Relevanz der
vorliegenden Befunde dargelegt.

5.1 Horschwellen

Wihrend a1D”- und Ca,B,”-Mause sowohl fiir click- als auch fiir frequenzspezifische Stimuli
funktionell taub sind, konnten in der vorliegenden Arbeit fur die du/du-Mause f- und click-
ABR-HoOrschwellen nachgewiesen werden, welche im Vergleich zu den Wildtyp-Tieren um
durchschnittlich 15 dB erh6ht waren. Dies spricht dafir, dass die Ca,1.3 (=a1D)- und Ca, .-
Untereinheiten essentiell fiir Funktion von L-Typ-Ca®*-Kanélen in inneren Haarzellen sind
(Platzer et al., 2000; Dou et al., 2004; Neef et al., 2009), wahrend die a,62-Untereinheit eine

modulierende Rolle spielt.

Die erhohte Hoérschwelle der ducky-Mause lasst sich aus den elektrophysiologischen
Ableitungen an den inneren Haarzellen dieser Tiere erklaren. Die maximale Amplitude der
Ca?*-Stréme ist bei den du/du-M&usen im Vergleich zu den Wildtyp-Tieren um 30%
reduziert. AuRerdem sind die Strom-Spannungs-Kurven um 5 mV zu positiveren Werten hin
verschoben (Fell, 2013; Fell et al.,, 2016). Daher ist bei den ducky-Mausen eine starkere
Depolarisation der IHZ als bei den Wildtyp-Tieren erforderlich, um die Ca*-Kanale der
Ribbon-Synapse zu aktivieren. Die starkere Depolarisation wird durch eine vermehrte

Auslenkung der Stereozilien erreicht, welche wiederum durch die Stimulation der
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Basilarmembran mit einem hdheren Schalldruckpegel erzielt wird (Fettiplace und Hackney,
2006).

Bereits aus friheren Untersuchungen ist bekannt, dass die biophysikalischen Eigenschaften
von Ca,1.3-Kanéalen entlang der longitudinalen Achse der Cochlea variieren (Johnson und
Marcotti, 2008; Engel, 2008). Auch bei ducky-Mausen zeigten sich entsprechende
Unterschiede: wahrend die durchschnittliche Stromstarke der Calciumkanéle in den IHZ der
apikalen Windung (2 bis 8 kHz) um 30% im Vergleich zum Wildtyp reduziert war, betrug die
Funktionseinschrankung in den IHZ des medialen Drittels (8 bis 17 kHz) durchschnittlich
47% (Fell et al., 2016). Diese Befunde korrelieren mit den Ergebnissen der f-ABR-
Messungen in der vorliegenden Arbeit, welche bei den ducky-Mausen fir die mittleren
Frequenzen (11,3 bis 22,6 kHz) einen gréRReren Schwellenschwund als fiur die tiefen

Frequenzen (2 bis 8 kHz) im Vergleich zu den Wildtyp-Tieren zeigten (Abb. 18).

5.2 ABR-Wachstumsfunktion

Neben der Hoérschwelle ist auch die Funktion der a,52-Untereinheit bei Uberschwelligen
Lautstarkepegeln von Interesse, gerade im Hinblick auf eine mogliche Rolle bei der zeitlichen
Auflésung von Schallreizen (Pirone et al., 2014). Dies spielt u.a. beim Sprachverstehen und

bei der Detektion von akustischen Signalen im Storschall eine entscheidende Rolle.

Um den Aspekt des Uberschwelligen Hoérens ndher zu untersuchen, wurden in der
vorliegenden Arbeit die Wachstumsfunktionen der click-ABR-Welle | fur Wildtyp- und ducky-
Mause bestimmt. Die Hohe der ABR-Welle-I-Amplitude stellt ein Maf3 fiir die Anzahl der
synchron feuernden akustisch stimulierten Hornervenfasern dar (Maison et al., 2013) und
korreliert mit der Anzahl intakter Ribbon-Synapsen zwischen der IHZ und den angrenzenden
afferenten Dendriten des Hornerven. Umgekehrt ist eine reduzierte ABR-Welle-I-Amplitude
mit einer erniedrigten Anzahl der prasynaptischen Ribbons ohne gegeniberliegende
postsynaptische Densitat (,orphan ribbons“) assoziiert (Kujawa und Liberman, 2009; Lin et
al., 2011).

Eine reduzierte Amplitude der ABR-Welle-I wurde mit Hyperakusis-assoziiertem Verhalten
bei Mausen (Hickox und Liberman, 2014) und Tinnitus bei Menschen assoziiert (Gu et al.,
2012; Schaette und McAlpine, 2011). Bei der Mausmutante Glra3”, welcher die a3-
Untereinheit des inhibitorischen Glycinrezeptors an den efferenten Synapsen zwischen
medialem olivocochlearen Bindel und aufReren Haarzellen fehlt, findet sich ebenfalls eine

reduzierte Welle-I-Amplitude (Dlugaiczyk et al., 2016). Aul3erdem ist die Signaldetektion im
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Storgerausch bei diesen Tieren im Vergleich zu den Wildtyp-Geschwistertieren

eingeschrankt (Tziridis et al., 2017).

In der vorliegenden Studie zeigten ducky-Mause ab 30 dB Uber der Horschwelle (SL =
sensation level) eine reduzierte click-ABR-Welle-I-Amplitude im Vergleich zu den Wildtyp-
Tieren. Bei 65 dB SL (maximaler Stimulationspegel) war die Amplitude bei den ducky-
Mausen im Vergleich zu den Wildtyp-Tieren um 25% reduziert. Diese Befunde passen zu
den elektrophysiologischen Messungen an IHZ von ducky-Mausen, welche eine um 30%
reduzierte maximale Ca**-Strom-Amplitude im Vergleich zu den Wildtyp-Tieren zeigten (Fell,
2013). Des Weiteren spiegelt sich die reduzierte ABR-Welle-I-Amplitude bei den ducky-
Mausen als Zeichen der gestdrten synaptischen Signalibertragung zwischen IHZ und
Hornerven auch in der erhéhten Anzahl an ,orphan ribbons® bei den ducky- im Vergleich zu
den Wildtyp-Tieren wider (Fell et al., 2016).

Eine ahnliche Korrelation zwischen Synapsenmorphologie, elektrophysiologischen
Ableitungen und ABR-Messungen zeigte sich in einer Studie zur Rolle der a,03-Untereinheit
von VGCCs fir den Hdorvorgang (Pirone et al., 2014). Die a,03-Untereinheit findet sich
hauptséchlich an der Synapse zwischen Hoérnervenfasern und Zellen des ventralen Nucleus
cochlearis (sog. ,bushy cells“), wahrend die Expression in inneren und aufieren Haarzellen
vernachlassigbar gering ist. In den ABR-Messungen an a,03"-Mé&usen zeigte sich im
Vergleich zu den Wildtyp-Geschwistertieren eine um 44% reduzierte Amplitude der ABR-
Welle 1l, welche dem neuronalen Signal im Nucleus cochlearis entspricht. Des Weiteren
wurde in extrazellularen Ableitungen an den ,bushy cells eine in der gleichen
GroRRenordnung reduzierte Aktionspotentialrate bei akustischer Stimulation gemessen. Beide
Befunde zusammen sprechen fir eine beeintrachtigte synaptische Signallibertragung an der
Synapse zwischen Hoérnervenfasern und ,bushy cells®. Korrelierend dazu zeigte sich eine
veranderte Synapsenmorphologie zwischen Hornervenfasern und ,bushy cells® mit einer
reduzierten Anzahl von pra- und postsynaptischen Ca,1.2-Kandlen und einem geringeren
Durchmesser der Hornervenfasern. Als  funktionelle  Konsequenz  wurde in
Verhaltensexperimenten eine verschlechterte zeitliche Auflésung von Schallsignalen bei den
Knockout-Tieren im Vergleich zu den Wildtyp-Geschwistertieren gemessen (Pirone et al.,
2014).

In  Wirdigung dieser Befunde sollte bei den ducky-Mausen in zuklnftigen
Verhaltensexperimenten untersucht werden, ob diese Tiere auch eine verschlechterte
zeitliche Diskrimination von Schallreizen und eine eingeschrankte Signaldetektion im

Storschall aufweisen.
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5.3 Distorsionsprodukt-otoakustische Emissionen

Die gemittelte DPOAE-Amplitude tber die Frequenzen von 10 bis 18 kHz ist bei den ducky-
Mausen im Vergleich zu den Wildtyp-Tieren um 7 dB erhoht (Abb. 19). Die folgenden beiden
Mechanismen liefern mogliche Erklarungen fur diese Beobachtung.

(i.) Verminderte Aktivierung des medialen olivocochledren Bindels: Im Vergleich zu den

Wildtyp-Tieren ist die Horschwelle bei den ducky-Mausen im Bereich von 10 bis 18 kHz um
ca. 15 dB erhoht. Das bedeutet, dass bei gleichem Lautstarkepegel (SPL) bei den ducky-
Mausen eine geringere Aktivierung des Hornerven stattfindet. Au3erdem ist selbst nach
Normalisierung der Hoérschwellen (SL) die ABR-Welle-I-Amplitude der ducky-Mause im
Vergleich zu den Wildtypen vermindert (zumindest in den click-ABR-Messungen), was
ebenfalls eine verminderte synchrone Aktivierung von einzelnen Hornervenfasern bedeutet.
Dementsprechend ist davon auszugehen, dass der negative Feedbackmechanismus des
efferenten olivocochlearen Biindels bei den ducky-Mausen in geringerem Mal3e als bei den
Wildtyp-Tieren aktiviert wird (Zusammenfassung bei Guinan, 2011). Eine verminderte
efferente Inhibition der &uBeren Haarzellen flhrt zu einer gesteigerten Aktivitat dieser Zellen,

welche sich in einer erhéhten DPOAE-Amplitude niederschlagen kann.

(ii.) Beeintrachtigte synaptische Signalilbertragung an der Synapse zwischen MOC und AHZ:

Die efferenten Prasynapsen des medialen olivocochledren Biindels (MOC) enthalten Ca,1.2-
Kanale (Waka et al., 2003). Bislang ist nicht bekannt, ob sich in der efferenten Prasynapse
auch die a,52-Untereinheit befindet. Falls ja, wére denkbar, dass der Ca*-Einstrom in die
efferente Prasynapse bei den ducky-Mausen reduziert ist, was eine verminderte Transmitter-
Freisetzung und damit eine verminderte Inhibition der &ul3eren Haarzellen zur Folge hétte
(Fell, 2013).

Im Gegensatz zu den ducky-Méausen fehlen bei a1D”- und Ca,,” -Mausen die DPOAEs bis
20 kHz und sind erst fir hohere Frequenzen schwach nachweisbar (Dou et al., 2004; Neef et
al., 2009). Ein moéglicher Grund hierfir ist die Degeneration der du3eren Haarzellen bei a1D"
" Mausen, beginnend an der apikalen Windung ab P14 (Platzer et al., 2000) bzw. die
Degeneration der Stereozilien der AHZ (Dou et al., 2004). Bei den Ca,f2"-Mausen lieBen
sich zwar keine strukturellen Veranderungen der AHZ nachweisen, jedoch fehlten auch hier
die DPOAEs nahezu vollstdndig (Neef et al., 2009). In Immunfluoreszenz-Untersuchungen
der Cochlea von ducky-M&ausen zeigte sich bisher im Vergleich zu den Wildtyp-Tieren keine

Degeneration der AHZ bzw. ihrer Stereozilien (Fell et al., 2016).

Zusammenfassend sprechen auch die strukturellen und funktionellen Befunde an den
auReren Haarzellen dafiir, dass die Ca,1.3- und Ca,,-Untereinheiten essentiell fiir deren

Funktion sind, wahrend die a,02-Untereinheit eine modulierende Rolle einnimmt.

39



5.4 Klinische Bezlige
Gabapentin

Gabapentin wird als Antikonvulsivum und zur Behandlung neuropathischer Schmerzen (z.B.
postherpetische Neuralgie, diabetische Neuropathie) eingesetzt. Es bindet an die a,01- und
a,02-Untereinheiten spannungsgesteuerter Calciumkanéale. Uber eine Beeinflussung des
intrazellularen Recyclings der 0.g. a,0-Untereinheiten wird bei Applikation von Gabapentin in
der Zellkultur tGber 40 Stunden der Transport von a,01 und 0,02 sowie der assoziierten a-
Untereinheiten Ca,2.1 und Ca,2.2 zur Zellmembran gehemmt. Dadurch resultiert letztendlich
eine Reduktion des Calcium-Einstroms in die Zelle (Zusammenfassung bei Zamponi et al.,
2015).

In einer Fallbeschreibung wird berichtet, dass eine Patientin, die Gabapentin wegen
diabetischer Neuropathie einnahm, aus ungeklarten Griinden ein akutes Nierenversagen
erlitt (Pierce et al.,, 2008). In diesem Zusammenhang entwickelte sie Myokloni und
Verwirrtheitszustdnde mit Halluzinationen. Des Weiteren beklagte sie verschwommenes
Sehen und einen subjektiven Horverlust. Ein Audiogramm wurde nicht angefertigt. Der
Gabapentin-Spiegel im Serum war im Vergleich zu den Normwerten um das Vierfache
erhdht. Nach Dialyse bildeten sich die 0.g. Symptome schnell zurlick. In der Fachinformation
des Herstellers wird Hérminderung mit einer Haufigkeit von 0,1 bis 1% als Nebenwirkung von

Gabapentin angegeben (Pierce et al., 2008).

Die Expression der a,02-Untereinheit in der Cochlea sowie die oben beschriebene
Verschlechterung der Horschwelle bei ducky-Mausen liefern mégliche Erklarungsansatze fur
die beschriebene Hérminderung nach Gabapentin-Intoxikation. Jedoch sollten an dieser
Stelle auch mdgliche zentrale Wirkungen von Gabapentin bertcksichtigt werden. Aufgrund
der weit verbreiteten Expression der a,62-Untereinheit im ZNS (Barclay et al., 2001) ist auch
eine Modulation der zentralen Hérbahn durch Gabapentin méglich. Hierfur spricht auch die
veranderte Morphologie der ABR-Welle 11l bei ducky-Mausen (Fell et al., 2016), welche dem

neuronalen Signal auf Hohe der superioren Olive entspricht (Knipper et al., 2013).

Auf der Basis dieser Beobachtungen sollte in weiteren morphologischen und
elektrophysiologischen Untersuchungen die Rolle der a,02-Untereinheit im zentral-
auditorischen System weiter untersucht werden. Des Weiteren ist es in der klinischen Praxis
von Bedeutung, das Bewul¥tsein fur Horminderung als mdgliche Nebenwirkung von

Medikamenten, welche an spannungsgesteuerten Calciumkandalen angreifen, zu scharfen.
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CACNA2D2-Mutation

Bislang liegen zwei Fallbeschreibungen tber CACNA2D2-Muationen beim Menschen vor.
Edvardson et al., 2013 berichten tber drei Geschwisterkinder blutsverwandter Eltern (Cousin
und Cousine ersten Grades), welche eine homozygote Mutation des CACNA2D2-Gens
zeigen. Dadurch wird an Position 1040 des Proteins der a2d,-Untereinheit die Aminosaure
Leucin durch Prolin ersetzt (L1040P). Diese Substitution resultiert in einer geringeren
Calciumstromstarke und einer verzogerten Inaktivierung von Calciumkanélen. Alle drei
Geschwister leiden unter einer epiletischen Enzephalopathie, einer globalen
Intelligenzminderung und einer allgemeinen Entwicklungsverzégerung. Im MRT zeigt sich
eine Atrophie des Kleinhirns. In 0.g. Arbeit wird des Weiteren beschrieben, dass die Kinder
auf Gerausche reagieren, jedoch keine Sprachentwicklung zeigen. Es wird nicht erwéahnt, ob
bei den Kindern eine Horprifung durchgefihrt wurde. Wahrscheinlich war dies aufgrund der

geistigen Behinderung nicht méglich.

Pippucci et al., 2013 berichten Uber ein Kind blutsverwandter Eltern (ebenfalls Cousin und
Cousine ersten Grades) mit Myoklonien, tonisch-klonischen Anféllen, Absence-Epilepsien
und allgemeiner Intelligenzminderung sowie einer Kleinhirnatrophie im MRT. Hier wurde
ebenfalls eine CACNA2D2-Mutation nachgewiesen: durch den Austausch von Guanin gegen
Arginin an Position 6407 (G6407A) kommt es zu einer Frameshift-Mutation mit vorzeitigem
Kettenabbruch bei der Proteinsynthese. In dieser Arbeit wird keine Aussage uber Hor- und
Sprachvermdgen des Kindes getroffen. Auch hier wurden keine audiometrischen

Untersuchungen durchgefuhrt.

Aufgrund des in der vorliegenden Arbeit gezeigten Einflusses der a,02-Untereinheit auf das
Horvermogen ist es empfehlenswert, bei Patienten mit CACNA2D2-Mutation eine objektive
Bestimmung der Horschwelle (z.B. mittels Hirnstammaudiometrie in Sedierung)
durchzufihren. Im Falle einer Horminderung stellt dies die Voraussetzung fur die Anpassung
von Horgeréaten dar. Hier sollte beachtet werden, dass sich gerade bei geistig behinderten
Kindern die Korrektur einer Horschwache im Rahmen eines therapeutischen
Gesamtkonzeptes positiv auf die globale Entwicklung auswirken kann (Kaga et al., 2007;
Youm et al., 2013).
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5.5 Schlussfolgerung

Zusammenfassend wurde in der vorliegenden Arbeit gezeigt, dass eine homozygote
Mutation des Cacna2d2-Gens bei der ducky-Maus einen modulierenden Einfluss auf die
Horschwelle und die Uberschwellige Aktivitdt des Hornerven ausiibt. Die Funktion der
aulleren Haarzellen zeigte sich in der vorliegenden Arbeit nicht durch die Mutation
beeintrachtigt. Die Ergebnisse legen nahe, dass medikamenteninduzierte und genetisch
bedingte Veranderungen an der a,02-Untereinheit spannungsgesteuerter Calciumkanéle
auch fur sensorineurale Schwerhérigkeit beim Menschen verantwortlich sein kdnnen. Dies
sollte bei der Differenzialdiagnose von sensorineuraler Schwerhdrigkeit in der klinischen
Praxis bedacht werden.
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7. Anhang

7.1 Tabellen

Tab. 1: Durchgefihrte Messungen

Cacna2d2"

1. | 176-0062 | mannlich | click, pure tone und DPOAE
2. | 176-0080 | weiblich | click, pure tone

3. | 176-0122 | mannlich | click, pure tone

4. | 176-0125 | mannlich | click, pure tone

5. | 176-0142 | weiblich | click, pure tone

6. | 176-0240 | weiblich | click, pure tone und DPOAE
7. | 176-0242 | mannlich | click, pure tone

8. | 176-0246 | weiblich | click, pure tone und DPOAE
9. | 176-0267 | weiblich | DPOAE!

! Click- und f-ABR-Messungen (pure tone) wegen Narkoseproblemen nicht verwertbar.

Cacna2d2dv/du

1. | 176-0076 | mannlich | click, pure tone
2. | 176-0139 | weiblich | click, pure tone
3. | 176-0138 | weiblich | click, pure tone
4. | 176-0179 | weiblich | click, pure tone” und DPOAE
5.1 176-0233 | mannlich | click, pure tone
6. | 176-0244 | weiblich | click, pure tone und DPOAE
7. | 176-0245 | weiblich | click, pure tone und DPOAE
8. | 176-0252 | mannlich | click, pure tone und DPOAE

2 keine verwertbaren f-ABR-Messungen (pure tone) wegen Narkoseproblemen
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Tab. 2: Click-ABR

Horschwellen

Cacna2d2""™-Mause

Cacna2d2”-Mause

Tier Horschwelle (dB SPL) Tier Horschwelle (dB SPL)
176-0062 R 10 176-0076 R 60

176-0062 L 15 176-0076 L 30

176-0080 R 15 176-0139 R 35

176-0080 L 15 176-0139 L 40

176-0122 R 15 176-0138 R 20

176-0122 L 15 176-0138 L 60

176-0125 R 15 176-0179 R 45

176-0125 L 15 176-0233 R 30

176-0142 R 15 176-0233 L 25

176-0142 L 20 176-0244 R 25

176-0240 R 10 176-0244 L 30

176-0240 L 15 176-0245 R 25

176-0242 R 20 176-0245 L 25

176-0242 L 15 176-0252 R 20

176-0246 R 15 176-0252 L 25

176-0246 L 10

Mittelwert 14,69 Mittelwert 33,00

SD 2,87 SD 12,93

Anzahl (n) 16 Ohren / 8 Tiere Anzahl (n) 15 Ohren / 8 Tiere
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Tab. 3: f-ABR-HOrschwellen

Cacna2d2""™'-Mause (n = 8 Tiere / max. 16 Ohren): Hérschwelle in dB SPL

Tier Frequenz (kHz)

2 2,8 4 5,6 8 11,3 | 16 22,6 | 32 45,2
176 — 0062 R 80 80 62 35 35 26 20 20 38 80
176 — 0062 L 80 80 59 47 32 32 29 20 50 80
176 - 0080 R 90 75 65 50 35 25 15 25 35 80
176 — 0080 L 80 75 60 35 40 25 20 30 50 70
176 - 0122 R 80 70 60 35 25 10 25 30 60 80
176 - 0122 L 70 65 60 40 30 20 20 30 60 80
176 - 0125 R 70 65 55 60 45 40 30 40 50 80
176 - 0125 L 70 70 50 60 50 30 35 40 65 80
176 - 0142 R 80 65 45 30 25 30 10 40 50 80
176 - 0142 L 90 75 70 55 40 35 KW ** | KW ** | KW ** | KW **
176 — 0240 R 75 75 50 40 35 25 25 25 40 75
176 — 0240 L 70 50 50 45 35 10 35 40 55 75
176 - 0242 R 70 60 50 40 40 25 10 25 75 90
176 - 0242 L 70 60 55 45 45 10 10 25 50 90
176 — 0246 R 70 60 40 30 35 10 10 20 50 90
176 — 0246 L 90 70 55 40 35 20 10 30 55 80
Mittelwert 77,19 | 68,44 | 55,38 | 42,94 | 36,38 | 23,31 | 20,27 | 29,33 | 52,20 | 80,67
Standardabweichung | 7,74 | 831 |769 |953 |685 |941 |928 | 753 | 10,34 | 5,63
Anzahl (Ohren) 16 16 16 16 16 16 15 15 15 15
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Cacna2d2®“-Mause (n = 7 Tiere / max. 14 Ohren)

Tier Frequenz

2 2,8 4 5,6 8 11,3 16 22,6 32 45,2
176 - 0076 R 90 90 80 55 30 30 45 60 75 100
176 — 0076 L 95 90 75 50 30 30 30 70 85 100
176 - 0139 R 80 70 55 45 70 50 60 50 50 80
176 - 0139 L 90 90 90 KW ** | KW** | KW ** | KW ** | KW ** | KW ** | KW **
176 - 0138 R 75 75 55 60 40 45 25 40 65 80
176 — 0138 L >90 75 kw=** | 50 kW ** | kW ** | 60 65 65 80
176 - 0233 R 80 70 55 70 35 45 30 40 50 90
176 — 0233 L 90 65 70 45 40 50 30 50 45 70
176 - 0244 R 80 90 55 45 40 35 25 30 40 50
176 - 0244 L 80 80 55 45 45 55 55 KW ** | KW ** | KW **
176 — 0245 R 80 70 65 45 35 25 35 45 45 KW **
176 - 0245 L 90 70 KW ** | KW ** | KW ** | KW ** | KW ** | KW ** | KW ** | KW **
176 - 0252 R 80 65 60 40 35 25 25 40 45 65
176 - 0252 L 80 65 55 40 40 30 35 35 50 65
Mittelwert 84,29 | 76,07 | 64,17 | 49,17 | 40,00 | 38,18 | 37,92 | 47,73 | 55,91 | 78,00
Standardabweichung | 6,16 10,03 | 12,03 | 8,75 10,95 | 11,02 | 13,56 | 12,72 | 14,46 | 16,02
Anzahl (Ohren) 14 14 12 12 11 11 12 11 11 10

kW ** = kein Wert bei dieser Frequenz
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Tab. 4: click-ABR-Welle I-Wachstumsfunktionen

Cacna2d2""™'-Mause (n = 8 Tiere / 16 Ohren) : Amplitude der ABR-Welle | (uV)

Tier Schalldruckpegel Giber Hérschwelle (dB SL)

10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60 65
0062 R 1,59 2,47 3,36 4,36 4,72 5,18 5,33 5,43 5,67 6,22 5,89 6,28
0062 L 0,58 0,93 1,23 1,38 1,73 1,98 2,21 2,88 3,05 3,49 3,65 3,78
0080 R 1,42 2,24 2,67 3,83 4,49 5,88 6,48 7,50 7,61 9,00 9,13 9,16
0080 L 0,44 0,63 1,02 1,42 2,09 2,39 3,10 3,26 3,98 4,03 4,56 4,64
0122 R 0,89 2,54 2,69 3,28 3,96 4,42 5,59 5,84 5,90 6,05 6,29 6,11
0122 L 0,87 1,20 2,06 2,55 3,69 4,02 4,81 5,43 5,96 5,63 5,75 6,10
0125 R 1,06 1,08| 1,81 2,48 3,49 3,85 4,18 4,62 5,23 5,57 5,34 6,05
0125L 1,30 1,03 1,82 2,97 3,30 3,22 3,64 4,49 4,67 5,06 5,42 5,25
0142 R 2,36 433] 6,77 869| 10,71| 13,01| 1447| 1586 17,98 19,18 19,92 21,41
0142 L 1,79 3,68| 6,99 6,65 6,72 12,01| 11,03 867| 1553| 1540| 1556 14,07
0240 R 2,29 3,76| 5,33 7,60 856 10,79| 12,31| 14,09 14,79| 16,08 16,87 16,40
0240 L 2,78 4,43] 5,79 5,30 8,06 956| 1053| 11,60| 11,95 11,97 12,60 11,47
0242 R 2,43 3,78 4,41 5,81 7,43 8,44 9,71| 10,62| 11,49| 11,19| 11,83 11,90
0242 L 1,41 2,61| 3,94 5,22 5,81 8,15| 10,11| 11,04| 12,26 12,71 13,07 12,37
0246 R 3,68 4,97 6,48 860| 11,45| 13,47| 14,88| 16,06 17,26]| 17,98| 18,67 20,17
0246 L 1,08 1,90 2,65 3,10 3,75 4,75 4,87 5,37 5,49 5,66 6,57 7,42
MW 1,62 2,60 3,69 4,58 5,62 6,94 7,70 8,30 9,30 9,70 10,07 10,16
SD 0,88 1,41] 2,03 2,38 2,93 3,86 4,13 4,39 5,08 5,27 5,45 5,53
n
(Ohren) 16 16 16 16 16 16 16 16 16 16 16 16

! Aus Platzgriinden wurden hier nur die Endziffern der einzelnen Tiere angegeben.
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Cacna2d2*°*°-Mause (n = 7 Tiere / max. 14 Ohren): Amplitude der ABR-Welle | (uV)

Tier Schalldruckpegel Gber Horschwelle (dB SL)

10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60 65
0139 R 1,20 1,17 1,53 2,14 2,21 2,70 2,74 343| 337| 320 419 5,02
0139 L kw 0,19 1,24 2,01 2,45 2,40 293 3,07 318 325| 273 3,18
0138 R 3,05 4,12 5,48 8,01 9,24] 11,33 12,92 1515| 16,49 19.45| 26,52| 31,56
0138 L KW= kw kw KW kw 0,06 026| 041 033] 051| 080 0,40
0076 R kw kw kw 0,85 0,11 1,14 1,37 208] 218 264| 3,59 3,84
0076 L 0,20 0,48 0,70 1,34 1,24 1,71 162 1,33 o081 18] 217 3,33
0233 R 2,49 4,17 5,71 6,86 7,79 7,66 732 7,19 697 424 2,69 3,16
0233 L 3,91 4,73 5,54 5,37 6,29 5,32 524| 419 231| 456| 5,02 4,37
0244 R 3,46 4,01 4,96 5,96 6,56 8,10 9,33 10,02 881 755| 7,85 9,05
0244 L 1,85 2,23 2,83 3,09 3,18 3,52 450 555| 528| 548 6,77 7,55
0245 R 5,18 6,51 8,37 840| 1077| 1229| 13,87 1516 14,73 1461| 17,20 17,81
0245 L 2,30 2,44 2,71 2,18 3,13 2,96 259 2,02 100 280 1,28 0,61
0252 R 3,91 5,46 6,50 7,92 8,53 9,22 1017| 11,01| 1065| 10,68| 10,65] 10,71
0252 L 2,72 3,99 4,96 6,03 6,72 7,72 831 7,29 473 503| 493 6,49
MW 2,75 3,29 4,21 4,63 5,25 5,44 594 6,28 578 613| 6,89 7,65
SD 1,38 1,99 2,37 2,77 3,38 3,93 442 491 515 533 711 8,23
n
(Ohren) 11 12 12 13 13 14 14 14 14 14 14 14

** kein Wert bei dieser Frequenz
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Tab. 5: DPOAE-Pegel

Cacna2d2""™'-Mause (n = 3 Tiere / 6 Ohren)

f2 (Hz) DPOAE-Amplitude (uV)
176 - 0062 176 - 0240 176 - 0267
re li re li re li
10013 12,51 5,40 20,52 11,53 17,85 15,29
10475 13,66 13,48 25,91 18,54 15,04 19,82
11019 7,77 20,81 15,56 25,20 15,38 27,43
11509 10,93 23,14 22,39 13,99 21,90 24,63
11935 17,45 26,89 13,54 18,51 26,87 29,22
12521 17,11 25,67 7,16 10,35 26,86 24,63
12992 16,94 24,71 15,46 20,53 23,23 27,47
13536 18,09 23,07 21,92 20,15 24,87 28,52
14006 15,49 23,21 24,23 22,43 16,16 25,78
14498 13,47 24,06 23,97 22,92 20,18 25,83
15029 12,89 21,02 19,57 23,91 18,94 25,97
15503 16,71 18,26 16,31 25,36 20,89 26,30
16011 19,99 17,51 18,36 21,67 29,14 33,91
16465 22,71 13,62 31,61 29,18 34,79 34,14
17013 25,07 12,34 31,81 28,63 36,44 34,13
17519 25,24 9,38 31,75 28,05 38,39 34,68
17921 23,11 6,59 31,74 28,17 36,89 32,98
MW (10 — 18 kHz) 17,01 18,19 21,87 21,71 24,93 27,69
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Cacna2d2?“-Mause (n = 4 Tiere / 8 Ohren)

f2 (Hz) DPOAE-Amplitude (uV)
176 - 0179 176 - 0244 176 - 0245 176 - 0252
re li re li re li re li
10013 23,87 19,25 17,50 16,26 28,74 31,82 19,74 23,75
10475 21,69 21,56 19,86 27,61 27,29 27,79 26,13 15,75
11019 24,03 15,58 21,26 29,07 30,21 34,31 27,54 17,91
11509 27,22 28,44 22,69 31,33 31,67 33,77 30,18 20,80
11935 25,74 30,99 25,18 31,80 33,70 36,49 28,34 22,73
12521 28,42 30,84 24,52 28,72 34,96 37,35 18,19 26,19
12992 26,10 29,36 27,14 26,43 34,86 37,60 35,10 32,53
13536 24,87 27,78 28,72 27,44 32,69 35,87 34,15 33,62
14006 22,94 29,73 26,88 25,56 35,08 36,91 33,43 31,89
14498 18,98 30,35 25,81 26,34 32,60 36,65 34,34 29,19
15029 18,18 29,25 25,86 27,43 28,16 35,04 32,28 30,40
15503 23,36 31,24 28,02 24,51 25,71 33,04 31,90 29,15
16011 25,17 32,12 31,52 30,07 21,53 33,42 30,86 33,96
16465 29,48 31,42 35,74 29,93 21,41 36,47 29,44 37,01
17013 30,16 31,33 35,64 29,81 23,93 38,75 30,72 39,09
17519 28,31 31,37 33,06 28,21 25,69 39,09 29,38 39,91
17921 26,53 30,97 31,87 27,98 25,21 38,38 28,32 38,56
MW
(10 - 18 kHz) 25,00 28,33 27,13 27,56 29,03 35,46 29,41 29,56
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7.2 Abktrzungsverzeichnis

ABR: auditory brainstem response (Hirnstammaudiometrie)

AMPA: a-amino-3-hydroxy-5-methyl-4-isoxazolepropionic acid

ANOVA: analysis of variance (Analyse der Varianz/Abweichung)

AHZ: auRere Haarzelle

BERA: brainstem evoked response audiometry (Hirnstammaudiometrie)
BM: Basilarmembran

bp: base pairs

Cacnac2d2 / CACNAC2d2: Gen der a2d,-Untereinheit des spannungsabhangigen Ca”**-Kanals der

Maus / des Menschen

Ca,l.1 - 1.4: a1-Untereinheit des spannungsabhangigen Ca”"-Kanals vom L-Typ
Ca,B: B-Untereinheit des spannungsabhangigen Ca*-Kanals
dB: Dezibel

DHP: Dihydropyridin

DNA: deoxyribonucleic acid (Desoxyribonucleinsaure)
DPOAE: Distorsionsprodukt-otoakustische Emissionen

du: ducky

EDTA: Ethylendiamintetraacetat

f: frequenzspezifisch

GluR: Glutamat-Rezeptor

IHZ: innere Haarzelle

KG: Koérpergewicht

ko: knockout

LTCC: L-type calcium channel (L-Typ Calciumkanal)

MOC: mediales olivocochleares (Bundel)

MRT: Magnetresonanztomogramm

nHL: normal hearing level (normierte Horschwelle)

OAE: otoakustische Emission

P: postnataler Tag

PCR: polymerase chain reaction (Polymerase-Kettenreaktion)
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SANDD: sinusatrial node dysfunction and deafness (sinuatriale Knotendysfuktion und Taubheit)

SGN: Spinalganglienneuron

SL: sensation level (Hérschwelle)

SNR: signal-to-noise ratio (Signal-Rausch-Abstand)

SPL: sound pressure level (Schalldruckpegel)

TAE: Tris-Acetat-EDTA

TEOAE: transitorisch evozierte otoakustische Emission

VGCC: voltage-gated calcium channel (spannungsgesteuerter Calciumkanal)

VWA: von-Willebrand-Faktor-A

wt: Wildtyp

ZNS: zentrales Nervensystem
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