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1 Einleitung

1.1 Einfihrung

Die morphologischen Verdnderungen des Corti-Organs wéahrend der
Entwicklung des Innenohres der Maus sind seit langer Zeit gut beschrieben.
Bereits zur Geburt liegen alle Zellen des Corti-Organs vor, die auch im maturen
Zustand vorhanden sind. Wahrend der ersten 14 Lebenstage reift das Corti-
Organ aus einem kaum differenzierten Gewebe ohne grol3e morphologische
Unterschiede zwischen den einzelnen Zelltypen zu einem hochdifferenzierten
Gewebe mit ausgepragten Zell-spezifischen Funktionen und Eigenschaften
heran. Die Morphologie der Zellen &ndert sich nach dem 14. Lebenstag nur noch
marginal. Ab dem 10. Lebenstag beginnt das Corti-Organ Schallwellen in
elektrische Impulse umzuwandeln — das Hoéren beginnt. Eine wichtige
Voraussetzung fir die physiologische Entwicklung des Horvorgangs stellt die

fehlerfreie Ausbildung von Mikrotubuli-Netzwerken dar.

Mikrotubuli, bestehend aus Tubulin-Heterodimeren, tragen als ein essentielles
Element des Zytoskeletts zur Aufrechterhaltung der Zellform und zum
regelrechten Ablauf intrazellularer Prozesse bei. Die Verteilung der Mikrotubuli
weildt in den ersten 14 Tagen grof3e Veranderungen auf (Hallworth, McCoy et al.
2000). Mikrotubuli stellen keine homogene Gruppe dar, sondern kdnnen durch
unterschiedliche Bestandteile (Tubulin-lsotypen) und posttranslationale

Modifikationen verschiedene Eigenschaften aufweisen.

Die Auswirkung posttranslationaler Modifikationen wurde bereits umfassend in
unterschiedlichen Geweben untersucht. Da im Corti-Organ Zellen mit sehr
unterschiedlichen Eigenschaften direkt aneinandergrenzen, stellt es ein

optimales Gewebe dar, um Zelltyp-spezifische Funktionen zu analysieren.

Ein zentraler Bestandteil der Tubulin-Synthese sind die funf tubulin-specific
chaperone proteins (TBC). Beispielsweise fuhrt die Punktmutation im Gen einer

dieser Cofaktoren (TBCE Gen) neben einer Motoneuronopathie (Bommel, Xie et



al. 2002) zur Ertaubung in Mausen (Volkenstein, Brors et al. 2009). TBCE wird
ausschlielich in murinen aufR3eren Haarzellen exprimiert. Der selektive
Untergang dieser Zellen, bedingt durch die beschriebene Punktmutation, zeigt
die Bedeutung des TBCE flr den physiologischen Horvorgang auf (Rak, Frenz
etal. 2013).

TBC Proteine sind bis dato weitestgehend unbekannte Molekile. Bisherige
Forschungen beschranken sich vor allem auf in-vitro Experimente. Beispiele fur
weitere Erkrankungen in Folge von Fehlfunktionen oder Mutationen von TBC
Proteinen sind Neuropathien, Retinopathie und Tumoren (Wang, Ding et al.
2005, Li, Khan et al. 2013, Zhang, Ma et al. 2013).

1.2 Das Zytoskelett

Die Zelle wurde erstmals 1838/1839 von Matthias Jacob Schleiden und Theodor
Schwann als kleinste lebende Funktionseinheit des Organismus definiert
(Schwann 1839) und 1855 von Robert Virchow als ,die vitalen Elemente, aus
denen sich die Gewebe, die Organe, die Systeme, das ganze Individuum
zusammensetze® sowie ,die eigentlichen Herde des Lebens“ bezeichnet
(Virchow 1855). Sie besteht aus einem Zellkdrper (Zytoplasma) und einer
Zellwand (Plasmamembran). Das Zytoplasma besteht aus der Zellflissigkeit
(Zytosol) und bei Eukaryoten aus Zellorganellen und Strukturproteinen. Um ein
konstantes chemisches Milieu im Inneren der Zelle gewahrleisten zu kénnen,
wird eine Abschirmung gegeniber dem extrazellularen Milieu bendtigt. Diese
wird von der semipermeablen Plasmamembran gebildet, die auf Grund ihres
Lipidcharakters fur wasserlésliche Stoffe eine Diffusionsbarriere darstellt, jedoch
auf Grund von Membranproteinen einen Stofftausch und Kommunikation mit der
Umwelt ermdglichen. Um die Zellform aufrechtzuerhalten, besitzt die Zelle ein
dreidimensionales Stitzgerust aus Proteinen. Die drei Hauptbestandteile des

Zytoskeletts sind Aktinfilamente, Intermediarfilamente und Mikrotubuli.

Das Protein Aktin bildet kettenartige Strukturen (Aktinfilamente) und ist das

guantitativ bedeutendste Protein in den meisten Zellen. Es ist an zahlreichen



Zellfunktionen beteiligt, wie z.B. der aktiven Veranderung der Zellform, Bildung
von interzelluldren Kontakten und Zell-Matrix-Kontakten sowie der
Aufrechterhaltung der mechanischen Stabilitat von Mikrovilli und Stereozilien. So
wird z.B. jedes Stereozilium von einem Aktinfilamentbindel gestitzt, das im
Zellapex in der Kutikularplatte, einem dichten Aktinfilamentnetzwerk, verankert
ist (Chhabra and Higgs 2007, Bornens 2008, Drummond, Belyantseva et al.
2012).

Im Zellkern und im Zytoplasma finden sich des Weiteren Intermediarfilamente.
Diese tragen mal3geblich zur mechanischen Stabilitat der Zelle, zum

Zelliberleben, zur Apoptose sowie Zellmigration bei (Dey, Togra et al. 2014).

Mikrotubuli sind tubulare Filamente mit einem Durchmesser von 15-25nm. Sie
bilden ein polares Netzwerk in jeder Zelle, welches die Grundlange flir den
intrazellularen Transport von Zellorganellen, Trennung und Teilung der
Chromosomen wahrend der Mitose sowie Aufrechterhaltung der Zellform (Inoue
and Sato 1967, Behnke 1970, Allen, Weiss et al. 1985, Barisic and Maiato 2015)
bildet. In Zellen von Saugetieren gehdrt Tubulin zu den am meist vorhandenen
Proteinen (Francis, Newman et al. 2017). Mikrotubuli bestehen den Proteinen a-
und B-Tubulin. Durch die Bindung der beiden Proteine entsteht ein Heterodimer
(Bryan and Wilson 1971), welches aneinandergereiht eine Kette, genannt
Protofilament, bildet. Dies wird als Polymerisation bezeichnet. Aus 13 im Kreis
angeordneten Protofilamenten entsteht ein Hohlzylinder, der Mikrotubulus
(Erickson 1974). Der Entstehungsort der Mikrotubuli ist das Zentrosom. In
diesem, auch als Mikrotubulus-Organisationszentrum (MTOC) bekannt, werden
polarisierte Mikrotubuli generiert. Das Minus-Ende befindet sich am Zentrosom,
wahrend am Plus-Ende die Polymerisation unter GTP-Verbrauch fortschreitet, so
dass der Mikrotubulus in die LAnge wéchst (Weisenberg 1972, Mitchison and
Kirschner 1984, Kellogg, Moritz et al. 1994). Diese Anordnung wird auch als
.Polaritat® bezeichnet und bildet die Grundlage des zellularen Transportes und
des gerichteten Wachstums von Zellfortsatzen. Der intrazellulare Transport
erfolgt durch die Mikrotubuli-assoziierten Proteine (MAPs) Kinesin und Dynein,

die an den Mikrotubuli entlanggleiten (Baas and Lin 2011).
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Abbildung 1 Schematische Darstellung Gber den Aufbau von Mikrotubuli

Am Plus-Pol findet nicht nur Polymerisation, sondern auch die Depolymerisation
der Mikrotubuli statt. Der rege Wechsel der beiden Vorgange wird als
,<dynamische Instabilitat® bezeichnet. Die Steuerung erfolgt durch die Bindung
und Hydrolyse von GTP durch das a- und B- Heterodimer (Mitchison and
Kirschner 1984). Einfluss auf den Auf- und Abbau der Mikrotubuli haben auch die
Konzentration von freiem Tubulin (Walker, O'Brien et al. 1988), sowie MAPs, die
durch Inhibierung der Depolymerisation zur Stabilisierung der Mikrotubuli
beitragen (Bartolini, Tian et al. 2005), und die Mikrotubuli-destabilisierende

Proteine, welche die Depolymerisation férdern (Cassimeris and Spittle 2001).

1.2.1 Tubulin-Synthese und Heterodimer-Dissoziation

Proteine werden als lineare Aminosauresequenzen an Ribosomen synthetisiert.
Diese nehmen wahrend oder nach der Synthese in eine dreidimensionale
Raumstruktur an. Dieser Prozess wird auch Proteinfaltung genannt, und erst,
wenn die Proteine ihre endgultige Struktur angenommen haben, kénnen sie ihre

biologische Funktion ausiiben. Im Inneren einer Zelle besteht auf Grund der



hohen Konzentration von zytosolischen Proteinen die Gefahr, dass neu

produzierte Proteine bei diesem Prozess falsch gefaltet werden. Dies kann durch

die Faltungshelferproteine unterbunden werden, zu denen auch die sogenannten

Chaperone gehéren. (Libben 2009, Hartl, Bracher et al. 2011).
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Abbildung 2
Modifizierte Abbildung aus Tian, Thomas et al. (2010)

Neu synthetisiertes alpha- und beta-Tubulin wird zunachst durch die ATP-
abhéangige Interaktion mit CCT (cytosolic chaperonin containing T-complex
polypeptide 1) vor falscher Faltung geschitzt. Um aus alpha- und beta-Tubulin



ein Heterodimer herzustellen, werden noch funf weitere Chaperone benétigt.
Diese sind die ,tubulin-specific chaperone proteins“ oder ,tubulin cofactors”
TBCA, TBCB, TBCC, TBCD und TBCE (Gao, Thomas et al. 1992, Archer, Vega
et al. 1995, Cowan and Lewis 2001, Szymanski 2002). Bei diesen handelt es
nicht um eine homogene Gruppe, sondern sie weisen jeweils unterschiedliche
Strukturen auf, so dass davon ausgegangen wird, dass sie wahrend der Tubulin-
Evolution einen anderen Ursprung haben (Grynberg, Jaroszewski et al. 2003,
Luduena 2013).

Die genauen Ablaufe der Interaktion der Chaperone sind noch nicht vollstandig
geklart (Francis, Newman et al. 2017). Ein von Tian, Huang et al. (1996) und
Tian, Thomas et al. (2010) vorgeschlagenes Modell stellt sich wie folgt dar: Nach
Inkorporierung von GTP und Trennung von CCT wird alpha-Tubulin von TBCB
und beta-Tubulin von TBCA aufgenommen, so dass TBCB/alpha-Tubulin und
TBCA/beta-Tubulin entsteht. Von diesen wird alpha-Tubulin an TBCE und beta-
Tubulin an TBCD weitergereicht. Durch die Fusion der Komplexe TBCE/alpha-
Tubulin und TBCD/beta-Tubulin entsteht TBCD/beta-Tubulin/TBCE/alpha-
Tubulin. Sobald TBCC an diesen Superkomplex bindet, wird durch Hydrolyse von
GTP die Freigabe des neugebildeten alpha-beta-Heterodimers ausgelost. Diese
Reaktion ist reversibel. Nach Interaktion mit TBCD bzw. TBCE kénnen aus dem
Dimer die alpha-und beta-Untereinheiten wieder abgespalten werden.
Polymerisieren dann die Heterodimere, entsteht ein Mikrotubulus. Diese
Reaktion ist ebenfalls reversibel: TBCD und TBCE kodnnen unabhangig
voneinander den Heterodimer in alpha- und beta-Tubulin trennen. Arl2 (ADP-
ribosylation factor-like protein 2) inhibiert die Bindung von TBCD an das alpha-

beta-Tubulin-Heterodimer, sodass keine Spaltung durch TBCD moglich ist.

Francis, Newman et al. (2017) hingegen gehen davon aus, dass
TBCD/ARL2/beta-Tubulin der Hauptkomplex wahrend der Tubulin-Faltung ist.
TBCB bzw. TBCE ubergeben dann alpha-Tubulin an den TBCD/ARL2/beta-
Tubulin-Komplex. Des Weiteren konnten sie erstmals die Existenz des
TBCE/TBCB/alpha-Tubulin Komplex bestatigen (Serna, Carranza et al. 2015). In
dem Falle, dass alpha-Tubulin nicht von TBCB zu TBCE transferiert und nicht



ordentlich gefaltet wird, erfolgt dessen Abbau im Proteosom (Voloshin, Gocheva
et al. 2010).

Die spezifische Funktion von TBCA ist unklar. In Abwesenheit von TBCA kommt
es nur zu einer sehr geringen Herstellung von Heterodimeren (Tian, Huang et al.
1996). Ubereinstimmend damit wurde festgestellt, dass TBCA in vitro im Stande
ist, die Effektivitat der Tubulin-Synthese zu erhohen (Fanarraga, Parraga et al.
1999). Es wird angenommen, dass der TBCA/beta-Tubulin-Komplex ein beta-
Tubulin Reservoir darstellt (Archer, Vega et al. 1995, Tian, Huang et al. 1996). In
vivo (HeLa Zellen und MCF-7 Zellen) fihrt das Silencing von TBCA zur
Verminderung von l6slichem alpha- und beta-Tubulin, dramatischen
Veranderung der Zellform und schlie3lich zur Apoptose (Nolasco, Bellido et al.
2005).

Die genaue Rolle von TBCB ist auch noch nicht vollstandig geklart. In vitro wurde
trotz Abwesenheit von TBCB eine kleine Menge alpha-Tubulin produziert (Tian,
Lewis et al. 1997). In kultivierten Zellen konnte gezeigt werden, dass die Menge
an alpha-Tubulin und die Stabilitat nicht durch eine erniedrigte Konzentration von
TBCB beeinflusst wird (Vadlamudi, Barnes et al. 2005). In zwei in-vivo Studien
fuhrte eine Uberexpression von TBCB zur Depolymerisation von Mikrotubuli
(Wang, Ding et al. 2005, Lopez-Fanarraga, Carranza et al. 2007). Um Mikrotubuli
zu depolymerisieren, muss TBCB zunachst einen Komplex mit TBCE bilden
(Carranza, Castano et al. 2013). Dieser wird durch elektrostatische Bindung
geformt und nimmt nach der Dissoziation des Heterodimers das alpha-Tubulin
auf (Kortazar, Fanarraga et al. 2007) In einer anderen Studie konnte kein
ausgepragter Effekt auf Mikrotubuli durch erhdhte oder erniedrigte intrazellulare

Konzentrationen von TBCB nachgewiesen werden (Kuh, Stockmann et al. 2012).

Die Uberexpression von TBCD fiihrt in HeLa Zellen hingegen zum Verlust von
Mikrotubuli (Bhamidipati, Lewis et al. 2000, Martin, Fanarraga et al. 2000). Durch
Zugabe von Arl2 konnte dies unterbunden werden. Arl2 inhibiert die Bindung von
TBCD an den alpha-beta-Tubulin Heterodimer. Somit wird dieser nicht gespalten
(Bhamidipati, Lewis et al. 2000). Neben dem Einfluss auf die Tubulin Faltung und

Dissoziation wird angenommen, dass TBCD auch an der Bildung von Mikrotubuli



Im Zentrosom beteiligt ist (Cunningham and Kahn 2008, Fanarraga, Bellido et al.
2010) und mit Bestandteilen der Plasmamembran interagiert (Okumura, Sakuma
et al. 2015).

Die Uberexpression von bovinem TBCE filhrt in HeLa Zellen zum Verlust von
Mikrotubuli (Bhamidipati, Lewis et al. 2000). Die Interaktion von TBCE und TBCB

wurde oben bereits beschrieben.

1.2.2 Posttranslationale Modifikationen von Tubulin

Posttranslationale Modifikationen (PTM) sind durch Enzyme vorgenommene
chemische Veranderungen an Aminosauren nach deren Einbau in die
Proteinkette (Lubben 2009). Die Vielfalt der Vorgange, bei denen Mikrotubuli
beteiligt sind, setzen unterschiedliche Eigenschaften von Mikrotubuli voraus.
PTM ermoglichen es, eine funktionelle Vielfalt von Mikrotubuli zu generieren
(Hammond, Cai et al. 2008) und treten, wie in Abbildung 3 dargestellt, an
unterschiedlichen Stellen an den Polypeptidketten von alpha- und beta-Tubulin
auf. Durch die posttranslationalen Modifikationen entstehen Subpopulationen
von Mikrotubuli, die durch die Beeinflussung von Mikrotubuli-assoziierten
Proteinen verschiedene Eigenschaften erlangen (Verhey and Gaertig 2007).
Posttranslationale Modifikationen treten Uberwiegend am C-Terminus von alpha-
und beta- Tubulin auf, der sich an der Aul3enseite des Mikrotubuli-Hohlzylinders
befindet und somit einen guten Zugang fur MAPs bietet. Der N-Terminus
hingegen liegt an der inneren Seite der Mikrotubuli. Trotz des schwierigen
Zugangs sind Proteine in der Lage, auch mit posttranslationalen Modifikationen

an dieser Stelle zu interagieren (Garnham and Roll-Mecak 2012, Janke 2014).
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Abbildung 3 Posttranslationale Modifikationen von a- und B-Tubulin
Abbildung aus Janke and Bulinski (2011)

Nach Translation von alpha-Tubulin befindet sich am C-Terminus die
Aminosaure Tyrosin (Valenzuela, Quiroga et al. 1981). Es konnte gezeigt
werden, dass diese entfernt werden kann (Detyrosinierung) und wieder
hinzugefigt werden kann (Tyrosinierung). Diese Reaktion ist reversibel.
Detyrosinierung tritt vor allem bei Tubulin auf, das sich polymerisiert in
Mikrotubuli befindet, wahrend Tyrosinierung ausschlie3lich bei l6slichen alpha-
beta Heterodimeren stattfindet (Arce, Rodriguez et al. 1975, Hallak, Rodriguez et
al. 1977, Raybin and Flavin 1977, Kumar and Flavin 1981, Janke 2014). Bei
detyrosiniertem Tubulin befindet sich am Ende des C-Terminus Glutaminsaure.
Durch Entfernung dieser Aminoséure entsteht A2-Tubulin. Diese Reaktion ist
irreversibel (Paturle-Lafanechere, Edde et al. 1991, Rudiger, Wehland et al.
1994). Wird die bei A2-Tubulin sich am Ende des C-Terminus befindende
Glutaminsdure enzymatisch abgespalten, entsteht A3-tubulin. Es ist noch unklar,
ob diese Reaktion reversibel ist und welche physiologischen Auswirkungen sie
hat (Berezniuk, Vu et al. 2012, Aillaud, Bosc et al. 2016).

Die Acetylierung von alpha-Tubulin erfolgt am N-Terminus (an Lysin 40), der an
der luminalen Seite der Mikrotubuli liegt, und tritt vor allem bei polymerisierten
Mikrotubuli auf (L'Hernault and Rosenbaum 1985, Maruta, Greer et al. 1986,



Nogales, Wolf et al. 1998). Uber die erst vor kurzem gefundene Acetylierung an
Lysin 252 an beta-Tubulin ist bisher wenig bekannt (Chu, Hou et al. 2011). Der
in dieser Arbeit verwendete Begriff Acetylierung bezieht sich auf die Acetylierung

an Lysin 40 des alpha-Tubulins.

An der im Bereich des C-Terminus von polymerisiertem alpha- und beta-Tubulin
anhangenden Glutaminséure kbnnen aus mehreren Glutaminsauren bestehende
Seitenketten enzymatisch angehangen werden. Dieser Vorgang wird
Polyglutamylation genannt und kann an tyrosiniertem wie auch detyrosiniertem

Tubulin erfolgen (Edde, Rossier et al. 1990, Rudiger, Plessman et al. 1992).

Durch PTMs kdnnen Markierungen entlang der Mikrotubuli erstellt werden, die
von MAPs erkannt werden und somit Feinregulierungen von zellularen
Prozessen ermoglichen. Diese beinhalten u.a. Mitose, Entwicklung und
Aufrechterhaltung von Neuronen und die Funktion von Zilien und Flagellen
(Janke and Bulinski 2011).

Des Weiteren nehmen PTMs eine wichtige Rolle bei der Beeinflussung der
Stabilitdt von Mikrotubuli wahr. Sie beeinflussen die Geschwindigkeit, mit der

Mikrotubuli depolymerisiert oder polymerisiert werden (Aillaud, Bosc et al. 2016).

In kultivierten Zellen konnte nachgewiesen werden, dass &ltere Mikrotubuli-
BlUndel mehr detyrosiniertes als tyrosiniertes Tubulin enthalten. Tyrosiniertes
Tubulin stellt die native Form von alpha-Tubulin dar. An langlebigen Mikrotubuli
haben mehr posttranslationale Modifikationen stattgefunden als an kurzlebigen

(Gundersen, Kalnoski et al. 1984, Gundersen, Khawaja et al. 1987).

Das Enzym Tubulin-acetyltransferase (TAT) hat eine hohere Praferenz, den N-
Terminus von in Mikrotubuli eingebautem alpha-Tubulin zu acetylieren als den
von freiem, l6slichem alpha-Tubulin. Die enzymatische Rate von TAT ist langer
als die Lebensdauer von dynamischem Tubulin (Szyk, Deaconescu et al. 2014).
Deacetylierung ist mit Depolymerisierung von Mikrotubuli verbunden (Black,
Baas et al. 1989). Somit kann Acetylierung von Tubulin als Marker von stabilem
Tubulin  herangezogen werden, jedoch ist die genaue Auswirkung der

Acetylierung weiter unklar (Janke 2014).
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Khawaja, Gundersen et al. (1988) stellten fest, dass detyrosiniertes Tubulin vor
allem in stabilen Mikrotubuli vorkommt. Tyrosiniertes Tubulin wird vor allem in
dynamischem Tubulin gefunden (Webster, Gundersen et al. 1987). Mikrotubuli,
die viel detyrosiniertes Tubulin besitzen, haben eine ATP-sensible Kappe auf
dem Plus-Ende, die dieses stabilisiert (Infante, Stein et al. 2000). Detyrosinierung
hemmt direkt Mikrotubuli-depolymerisierende Proteine, wie z.B. Kinesin-2, und
hat somit eine stabilisierende Wirkung (Peris, Wagenbach et al. 2009). Des
Weiteren konnte gezeigt werden, dass tyrosinierte Mikrotubuli bis zu 2,5-fach
schneller depolymerisiert werden als detyrosinierte Mikrotubuli. Dies kann durch
den Einfluss von tyrosiniertem  Tubulin auf Kinesin-13, einem
depolymerisierenden Motorprotein, erklart werden (Sirajuddin, Rice et al. 2014).
Exemplarisch lasst sich dies in Neuronen zeigen: Tyrosinierung kann hier vor
allem im Wachstumskegel von Axonen nachwiesen werden (Baas and Black
1990, Witte, Neukirchen et al. 2008). Diese Region besitzt viel dynamisches
Tubulin, das fir das Wachstum der Neurone notwendig ist (Tanaka, Ho et al.
1995).

Polyglutamylation (bis zu 8 Glutaminsauren) stimuliert das Enzym Spastin
(Lacroix, van Dijk et al. 2010, Valenstein and Roll-Mecak 2016), das eine
Mikrotubuli spaltende Wirkung hat (Evans, Gomes et al. 2005, Roll-Mecak and
Vale 2005). Valenstein and Roll-Mecak (2016) stellten die Vermutung auf, dass
Polyglutamylation von Tubulin auf Katenin, ein dem Spastin eng verwandtes und
ebenfalls Mikrotubuli trennendes Enzym (McNally and Vale 1993, Roll-Mecak
and Vale 2005), eine &hnliche Wirkung wie auf Spastin aufweist. Dies deutet
daraufhin, dass polyglutamyliertes Tubulin eher einen destabilisierenden Effekt
auf Mikrotubuli hat.

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass posttranslationale Modifikationen nicht
die Eigenschaften der Mikrotubuli selbst &ndern, sondern tber die Interaktion mit
Mikrotubuli-assoziierten Proteinen ihren stabilisierenden oder destabilisierenden
Effekt entfalten.
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1.2.3 Tubulin-Isotypen

Mikrotubuli sind hoch konservierte Proteine, die sich im Laufe der eukaryotischen
Evolution kaum verandert haben. In Wirbeltieren existieren sieben Isotypen von
alpha-Tubulin, Gber die nur wenig bekannt ist (Luduena 2013). Von beta-Tubulin
existieren in Wirbeltieren auch sieben Isotypen, die jeweils von einem eigenen
Gen kodiert werden. Diese heilR3en: I, Bll, BllI, BlvVa, BIVb, BV und BVI. Die
Aminosauresequenz aller sieben beta-Tubulin-Isotypen in S&ugetieren ist zu 75-
96% identisch (Sullivan and Cleveland 1986, Luduena 1998). Die ,multi-tubulin
hypothesis® nimmt an, dass die unterschiedlichen Tubulin-Isotypen fur
unterschiedliche Funktionen der Mikrotubuli benétigt werden (Fulton and
Simpson 1976, Cleveland 1987). Es konnte nachwiesen werden, dass mehrere
Isotypen zur gleichen Zeit in einem Gewebe exprimiert werden, aber auch dass
unterschiedliche Zelltypen eines Gewebes unterschiedliche Expressionsmuster
der Isotypen aufweisen (Havercroft and Cleveland 1984, Roach, Boucher et al.
1998, Hallworth and Luduena 2000). Mikrotubuli-Polymere kdnnen aus
unterschiedlichen beta-Tubulin-Isotypen zusammengesetzt sein (Lewis, Gu et al.
1987), diese haben unterschiedliche Dynamik bzw. Stabilitdt und binden
unterschiedlich an andere Proteine (Banerjee and Luduena 1992, Banerjee,
Roach et al. 1992, Panda, Miller et al. 1994). Daher wird angenommen, dass die
Expression und der Einbau von unterschiedlichen Tubulin-lsotypen in Mikrotubuli
hauptsachlich zwei Folgen hat: Einerseits die Beeinflussung der Mikrotubuli-
Dynamik und der mechanischen Eigenschaften der Mikrotubuli selbst,
andererseits durch geringe Unterschiede im C-Terminus die Beeinflussung der
Interaktion mit MAPs oder/und posttranslationaler Modifikationen (Gadadhar,
Bodakuntla et al. 2017)
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1.3 Das Innenohr

1.3.1 Anatomie

Abbildung 4 Azan-Farbung einer adulten murinen Cochlea

Scala vestibuli SV
Scala tympani ST
Ductus cochlearis DC
Helicotrema Hct
Reissner-Membran RM
Basilarmembran BM
Lamina spiralis LaSp
Ganglion spirale GSp
Ligamentum spirale LigSp
Corti-Organ (6{0)
Modiolus Mod
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Das Innenohr (Auris interna) liegt im Felsenbein (Pars petrosa ossis temporalis)
und besteht aus dem kndchernen und hautigen Labyrinth (Labyrinthus osseus
und Labyrinthus membranaceus) sowie dem inneren Gehdrgang (Meatus
acusticus internus). Das kndcherne Labyrinth stellt ein komplexes von Knochen
umgebenes Hohlraumsystem dar und besteht aus dem Vorhof (Vestibulum), drei
knochernen Bogengangen (Canales semicirculares ossei) und der knéchernen
Schnecke (Cochlea). Hierin befindet sich das hautige Labyrinth, ein passend
geformtes Schlauchsystem gefillt mit Endolymphe. Der Raum zwischen
knbéchernem und h&utigem Labyrinth ist mit Perilymphe gefillt. Das Labyrinth
unterteilt sich der Funktion nach in einen cochlearen und vestibularen Anteil.
(Drenckhahn and Waschke 2008, Schuenke 2010, Ekdale 2016)

Die Cochlea besteht aus dem kndchernen Schneckenkanal (Canalis spiralis
cochleae), der sich um eine konische Achse (Schneckenspindel, Modiolus)
windet, und dem hautigen Schneckenschlauch (Ductus cochlearis). Vom
Modiolus entspringt die Lamina spiralis ossea, ein Knochenvorsprung, der sich
wie eine Schraube durch die Cochlea bis zur Schneckenspitze (Helicotrema)
dreht. Zwischen Modiolus und Aul3enwand der Cochlea ist der Ductus cochlearis
aufgespannt. Das Dach des Ductus cochlearis ist die Reissner-Membran, und
der Boden ist die Basilarmembran. Somit bilden sich drei Etagen: 1) die Scala
vestibuli, die vom Vestibulum zum Helicotrema reicht, 2) die Scala media, die
durch den Ductus cochlearis gebildet wird, 3) die Scala tympani, die vom
Helicotrema bis zum runden Fenster (Fenestra cochleae) reicht. Das Helicotrema
stellt die Verbindung zwischen Scala vestibuli und Scala tympani dar. Der Ductus
cochlearis ist durch drei Wandabschnitte (Paries vestibularis, tympanicus und
externus) begrenzt: Die Reissner-Membran bildet die Grenze zur Scala vestibuli,
die Basilarmembran und der Limbus spiralis bilden die Grenze zur Scala tympani,
den lateralen Wandabschnitt (Paries externus) bildet die Stria vascularis des an
der AuBenwand anliegenden Ligamentum spirale (Ludllmann-Rauch 2009,
Paulsen and Waschke 2010, Schuenke 2010, Ekdale 2016).

Uber das ovale Fenster (Fenestra vestibuli) besteht eine Verbindung zur

Paukenhdhle (Cavitas tympani) des Mittelohres (Auris media). Im ovalen Fenster
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befindet sich die Basis des Steigbiigels (Stapes). Durch Schallwellen verursachte
Schwingungen der Gehoérknéchelchen (Ossicula auditus) werden so durch die
Basis des Stapes auf die Perilymphe Ubertragen. Die so hervorgerufenen
Druckwellen verlaufen entlang der Scala vestibuli und anschlieRend der Scala
tympani und fuhren zu Wellenbewegungen an der Reissner- und insbesondere
Basilarmembran (Drenckhahn 2004, Ekdale 2016, Sanchez and Grieco-Calub
2018).

Morphologisch weist die Cochlea unterschiedlicher Spezies deutliche
Variationen auf, so besitzt beispielsweise die des Meerschweinchen eine

deutliche hohere Anzahl an Windungen als die der Maus (Ekdale 2013).

GSp LimSp  inSu ™

LaSp co BM

Abbildung 5 Azan-Farbung des medialen Anteils der Paries
tympanicus des Ductus cochlearis einer maturen,
murinen Cochlea

Ganglion spirale GSp
Lamina spiralis LaSp
Limbus spiralis LimSp
innerer Sulkus inSu
Tektorialmembran ™
Corti-Organ (6{0)
Basilarmembran BM
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IHC OHC TC

IPC OPC DC HC

Abbildung 6 Das adulte murine Corti-Organ
Die obere Abbildung zeigt eine Azan Farbung und darunter findet sich
eine schematische, farbcodierte Darstellung der Corti-Organs.

Innere Haarzelle IHC dunkelblau
Innere Phalangenzelle magenta
Innere Pfeilerzelle IPC orange
AuRere Pfeilerzelle OPC grin
AuRere Haarzelle OHC  gelb
Deiters-Zellen DC hellgrau
Hensen-Zellen HC cyan
Obere/untere Grenzzelle TC rot
Claudius-Zellen dunkelgrau

Das Corti-Organ wurde 1851 erstmalig im Anatomischen Institut der Universitat

Wirzburg von Alfonso Graf von Corti beschrieben (Corti 1851).

Das auf der Basilarmembran liegende Corti-Organ befindet sich zwischen dem

durch den Limbus spirale gebildeten inneren Sulkus und dem durch das
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Ligamentum spirale gebildeten auf3eren Sulkus. Dem inneren Sulkus anliegend
befinden sich die inneren Phalangenzellen, die die innere Haarzelle auf beiden
Seiten mit fingerformigen Fortséatzen (Phalangen) umfasst. Lateral anliegend
befinden sich die innere und aul3ere Pfeilerzeller, zwischen denen sich der innere
Tunnel befindet. Lateral davon liegen die aul3eren Haarzellen den Deiters-Zellen
auf und werden von diesen mit einem Fortsatz umfasst. Neben den drei Deiters-
Zellen befinden sich die duReren Grenzzellen und Hensen-Zellen. Den Ubergang
zum auf3eren Sulkus bilden die Claudius- und Boettcher-Zellen. Die vom Limbus
spiralis ausgehende Tektorialmembran in eine zellfreie, gallertige Struktur, die
Uber das Corti-Organ ragt, jedoch im Ruhezustand nur Kontakt zu den langsten
Stereozilien der aul3eren Haarzelle hat. Durch die Habenula perforata, einem
durchlécherten Abschnitt der Basilarmembran, treten afferente und efferente
Nervenfasern in das Corti-Organ Uber (Raphael and Altschuler 2003,
Drenckhahn 2004, Sanchez and Grieco-Calub 2018).

1.3.2 Eigenschaften und Entwicklung der Zellen des Corti-Organs

Zu Beginn der Embryonalphase besteht das zukinftige Corti-Organ aus einem
ektodermen Gewebe mit vier unterschiedlichen Vorlauferzellen fir Neurone,
Haarzellen, Stutzzellen und otischem Epithel. Aus diesen Zellen entsteht, wie in
Abbildung 7 bis Abbildung 9 dargestellt, ein Mosaik aus unterschiedlichen
Zelltypen (Fritzsch, Pan et al. 2015). Es bilden sich die inneren und die &uf3eren
Haarzellen. Die Stutzzellen unterteilen sich in innere und auf3ere Pfeilerzelle,
innere und &ul3ere Phalangenzellen (letztere werden auch Deiters-Zellen
genannt). Des Weiteren entwickeln sich Grenzzellen und Hensen-Zellen sowie

Claudius- und Bottcher-Zellen.

In neugeborenen Mausen stellt sich das Corti-Organ als Epithel aus
saulenférmigen Zellen dar und es sind keine extrazellularen Raume vorhanden.
Am sechsten Tag nach Geburt 6ffnet sich am basalen Ende der cortische Tunnel
zwischen der inneren und der &uReren Pfeilerzelle. Dieser erweitert sich nach

apikal und erreicht seine vollstandige Grof3e ab dem 10. postnatalen Tag.
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Zeitgleich entwickeln sich extrazellulare R&ume zwischen den Haarzellen.
Wahrend der gesamten Entwicklung nehmen die Zellen nur gering in Héhe zu
(Kikuchi and Hilding 1965).

Abbildung 7 Schematische, farbcodierte Darstellung Corti-Organ am
ersten postpartalen Tag (P1)

Abbildung 8 Schematische, farbcodierte Darstellung Corti-Organ am
siebten postpartalen Tag (P7)
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Abbildung 9 Schematische, farbcodierte Darstellung Corti-Organ ab
dem vierzehnten postpartalen Tag (P14 und alter)

Kolliker-Organ braun
Innere Haarzelle dunkelblau
Innere Phalangenzelle  magenta
Innere Pfeilerzelle orange
AuRere Pfeilerzelle grun
AuRere Haarzelle gelb
Deiters-Zellen hellgrau
Hensen-Zellen cyan
Obere/untere rot
Grenzzelle

Claudius-Zellen dunkelgrau

In der Embryonalphase ist das Kdlliker-Organ der Ursprung der Differenzierung
der sensorischen Zellen (Kelley 2007). Es handelt sich dabei um dicht
aneinander liegende, langliche Zellen. Nach dem Beginn des Horens wandelt sie
sich in kuboidale Zellen des inneren Sulkus um (Hinojosa 1977). Das Kaolliker-
Organ innerviert die inneren Haarzellen vor dem Beginn des Horens. Durch die
Depolarisation der inneren Haarzellen werden die afferenten Nervenfasern der
Spiralganglienzellen stimuliert und das Wachstum des zentralen Axons
propagiert (Tritsch, Yi et al. 2007)

Die Haarzellen sind die Sinneszellen im cortischen Organ und sind in vier Reihen
angeordnet: eine Reihe innere Haarzellen und drei Reihen aulR3ere Haarzellen,
die durch die Pfeilerzellen und den inneren Tunnel voneinander getrennt sind.
Die apikale Oberflache der Haarzellen ist von Stereozilien gesdumt, wobei jedoch
nur die der &uRBeren Haarzellen einen Kkontinuierlichen Kontakt zur
Tektorialmembran besitzen (Lim 1986, Sziklai, He et al. 1996). Die basolaterale
Oberflache der Haarzellen ist von Perilymphe umgeben. An der Basis der inneren

Haarzellen besteht Kontakt zu afferenten Nervenfasern und an der Basis der
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aulReren Haarzelle zu vorwiegend efferenten als auch wenigen afferenten Fasern
(Raphael and Altschuler 2003). Bei der Wahrnehmung des Hoérens haben beide
Zelltypen unterschiedliche Rollen: Die inneren Haarzellen wandeln die
Schallwellen in elektrische Signale um, die an die Hérbahn weitergegeben
werden. Die &ul3eren Haarzellen hingegen agieren als cochlearer Verstéarker, die
bei geringen Schalldruckpegeln eine Erregung der inneren Haarzellen

ermoglichen.

Zu den Stutzzellen gehoéren die innere und aul3ere Pfeilerzelle, die innere
Phalangenzelle, die Deiters-Zellen (auch auf3ere Phalangealzellen genannt),

Hensen-Zellen sowie die Grenzzellen (Malgrange, Thiry et al. 2002).

Die innere Haarzelle liegt auf der inneren Phalangealzelle und ist von dieser
und der inneren Pfeilerzelle umgeben; die aulReren Haarzellen befinden sich auf
den Deiters-Zellen und sind von diesen umgeben. Die am nachsten zum

Modiolus gelegene aul3ere Haarzelle liegt an der au3eren Pfeilerzelle an.

Die Deiters-Zellen, zusammen mit den Pfeilerzellen, tragen ausschlaggebend
zur Stabilitat des sensorischen Epithels bei (Forge and Wright 2002). Basal
liegen die Deiters-Zellen der Basilarmembran auf und umschlieRen apikal die
aulReren Haarzellen. Wegen ihrer Steifigkeit stellen sie die Verbindung zwischen
Basilarmembran und den Haarzellen dar (Zetes, Tolomeo et al. 2012), sodass
eine Anderung des Abstandes zwischen Haarzellen und der Tektorialmembran
maglich ist (Forge and Wright 2002). Des Weiteren spielen die Stitzzellen durch
das Vorhandensein von gap-junctions bei der Wasser- und lonen-Homoostase
der Perilymphe und interzellularen Kommunikation eine wichtige Rolle (Kikuchi,
Adams et al. 2000, Spicer, Smythe et al. 2003).

Die Pfeilerzellen bilden den Bogen des inneren Tunnels (Zetes, Tolomeo et al.
2012). Die innere Pfeilerzelle kann vor allen anderen Zellen des Corti-Organs
identifiziert werden (E17 in Ratten, gefolgt von den Haarzellen an E18) und daher
wird angenommen, dass sie bei der Entwicklung des Corti-Organs eine wichtige

Rolle einnimmt (Thelen, Breuskin et al. 2009)
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Rueda, Prieto et al. (1993) konnten in M&usen nach der Geburt medial der
Hensen-Zellen einen weiteren Zelltyp nachgewiesen, der erstmals von Henson,
Jenkins et al. (1983) in Fledermdusen vermutet worden war und Grenzzelle
(tectal cells) genannt wird. Die Grenzzellen sind zum Zeitpunkt der Geburt
zunachst an der Basilarmembran befestigt. Wahrend der ersten postnatalen
Woche lésen sie sich von dieser und ihre Zellorganellen lassen einen hohen
Metabolismus vermuten. Ab dem 14. postnatalen Tag weisen sie, im Gegensatz
zu den Hensen-Zellen, an der apikalen, endolymphatischen Zelloberflache kurze
Mikrovilli auf und begrenzen den aufReren Tunnel (Henson, Jenkins et al. 1983,
Rueda, Prieto et al. 1993).

Die Hensen-Zellen sind hohe Zellen mit Kontakt zur Basilarmembran, die lateral
der Deiters-Zellen und medial der Claudius Zellen liegen (Hensen 1863). In 10
Tage alten Mausen besteht ein Kontakt zwischen der Tektorialmembran und den
Hensen-Zellen, der bei ausgewachsenen Tieren nicht mehr vorhanden ist
(Kimura 1966). Es konnte gezeigt werden, dass die Hensen-Zellen in den unteren
Windungen der Cochlea von Meerschweinchen aus einer einzelligen Schicht aus
kubischen Zellen bestehen, in apikalen Windungen hingegen aus mehreren,
kugelférmigen Zellen (Merchan, Merchan et al. 1980). Es wird angenommen,
dass Hensen-Zellen eine anti-inflammatorische Rolle in der Cochlea einnehmen
(Kalinec, Webster et al. 2009). In einem in-vitro Experiment konnte gezeigt
werden, dass Hensen- und Grenzzellen die Fahigkeit besitzen, sich in Deiters-

und Haarzellen differenzieren zu kbnnen (Malgrange, Thiry et al. 2002).

Die Claudius- und Bdttcher-Zellen gehoéren nicht zum cortischen Organ,
sondern zum Sulkus-Epithel. Die Béttcher-Zellen liegen der Basilarmembran auf
und befinden sich vor allem in den basalen Windungen (Ishiyama, Cutt et al.
1970, Malgrange, Thiry et al. 2002). Es wird angenommen, dass beide Zelltypen
bei der Aufrechterhaltung der Homdostase von Elektrolyten in der Perilymphe
beteiligt sind (Ishiyama, Cutt et al. 1970, Spicer and Schulte 1996, Nakazawa
2001, Yoo, Kim et al. 2012, Cloes, Renson et al. 2013).
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1.4 Mikrotubuli im cortischen Organ

1.4.1 Das Zytoskelett im adulten Corti-Organ

Am Zellapex der adulten Haarzellen befindet sich die Kutikularplatte. Dies ist ein
Netzwerk aus Aktinfilamenten, in dem die Aktinfilamente der Stereozilien
verankert sind. Eine filamentfreie Aussparung in der Kutikularplatte wird
Kutikularpore genannt, die durch den Basalkérper der Kinozilie entstanden ist
(Raphael and Altschuler 2003). Die Kinozilie bestimmt wahrend der
Embryonalphase (bis E18,5) die Ausrichtung der Stereozilien und degeneriert zu
Beginn des Hdorens (P10) (Sobkowicz, Slapnick et al. 1995, Jones and Chen
2008). In der Kutikularplatte kann kein Tubulin nachgewiesen werden. In dem
Aktin-freien Fontikulus, in dem sich ein Mikrotubuli-Organisations-Zentrum
(MTOC) befindet, und im Aktin-freien Bereich um die Kutikularplatte ist reichlich
Tubulin vorhanden. Basale Abschnitte der Haarzellen enthalten kaum Tubulin
(Morup Jorgensen 1982, Raphael, Athey et al. 1993). Im Zellapex der inneren
Haarzellen ist Tubulin peripher entlang der Zellmembran nachweisbar (Raphael,
Athey et al. 1994) und stellt sich als ringférmige Struktur dar (Hallworth, McCoy
et al. 2000).

Zur Aufrechterhaltung der Zellform bendétigen Stitzzellen ein komplexes
Zytoskelett-Netzwerk. Dies spiegelt sich in der auffallig hohen Konzentration von
Tubulin und Intermediarfilamenten wider (Raphael and Altschuler 2003). Die
Entstehung des Mikrotubuli Netzwerks beginnt in Gerbils zunachst im Zellapex
und breitet sich nach basal aus (Ito, Spicer et al. 1995). Im Zellapex befindet sich
ein Zentrosom (Raphael and Altschuler 2003), dass das Polymerisationszentrum
fur das zytoplasmatische Mikrotubulussystem darstellt (Bornens 2012). In der
adulten inneren Pfeilerzelle des Gerbils verlauft ein Bundel vom Zellapex bis in
basale Abschnitte der Zelle und separat davon ein Biundel ausschlie3lich im
basalen Bereich. In den &ufReren Pfeilerzellen ist ein Blindel aus Mikrotubuli in
der Kopfplatte (,beam bundle®, ,Balken-Blndel“) und im mittleren Bereich der
Zelle vorhanden. In den Deiters-Zellen ist im apikalen Abschnitt, der Teil der
Retikularmembran ist, auch ein Mikrotubuli Bindel vorhanden. Des Weiteren

verlauft ein Bindel vom apikalen Ende des phalangealen Fortsatzes bis in die
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Basis der Zelle. Dort befinden sich noch weitere Mikrotubuli Biindel

(Tannenbaum and Slepecky 1997).

bundio =~
phatangeal
process of
Daders coll

Abbildung 10 Lokalisation von Mikrotubuli in den Stutzzellen des Corti-
Organs.
Abbildung aus Tannenbaum and Slepecky (1997)

1.4.2 Expressionsmuster der Mikrotubuli im Verlauf der postnatalen
Entwicklung in Gerbil (Hallworth, McCoy et al. 2000)

Die Entwicklung von Mikrotubuli-Netzwerken wurde bisher noch nicht in Mausen
untersucht, sodass in den folgenden Absatzen deren Entwicklung in Gerbils

beschrieben wird.

Am Zeitpunkt PO wird Tubulin nur in den inneren Haarzellen exprimiert. Die
Tubulin-Filamente zeigen ein sternférmiges Muster, das sein Zentrum auf der
Hohe der Retikularmembran hat. Zwei Tage spater ist in den &ul3eren Haarzellen

ebenfalls Tubulin nachweisbar.
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An P3 hat die ist die Expression von Tubulin in den Inneren Pfeilerzellen am
hdchsten, in den auf3eren Pfeilerzellen und Deiters-Zellen hingegen ist keine

Tubulinexpression nachweisbar.

Bis P6 hat sich das sternférmige Muster der Tubulin Filamente in den inneren
und auleren Haarzellen zuriickgebildet und zeigt dort nur noch eine geringe,
diffuse Verteilung. In den inneren Pfeilerzellen hat sich das Tubulin Netzwerk
vergroRert und sich im phalangealen Fortsatz der auf3eren Deiters-Zellen

gebildet.

An P9, reichen die Tubulin Bindel in den Pfeilerzellen weiter nach basal als an

P6 und Tubulin ist zum ersten Mal in den Deiters-Zellen nachweisbar.
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Abbildung 11 Expression von beta-Tubulin im Corti-Organ
Abbildung aus Hallworth, McCoy et al. (2000)
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Im adulten Corti-Organ (P16 und alter) verlauft in den aulReren Pfeilerzellen ein
breites Tubulin Bundel zunachst basal parallel zur Basilarmembran und dann
nach apikal zur Retikularmembran. In den inneren Pfeilerzellen verlauft ein
breites Tubulin Blindel von der Retikularmembran nach basal in Richtung des
Modiolus. Die innere Haarzelle weist am Zellapex im Bereich der
Retikularmembran einen Ring aus Tubulin auf. In den phalangealen Fortsatzen

der Deiters-Zellen befindet sich ein Tubulin-Blundel.

1.4.3 Posttranslationale Modifikationen im Verlauf der postnatalen
Entwicklung im Gerbil (Tannenbaum and Slepecky 1997)

Auch bezuglich der Entwicklung von posttranslationalen Modifikationen erfolgte
bislang noch keine Untersuchung in Mausen, sodass in den folgenden Absatzen

deren Entwicklung in Gerbils beschrieben wird.

Am Zeitpunkt P1 ist tyrosiniertes Tubulin in den meisten Zellen des Corti-Organs
nachweisbar. Detyrosiniertes und acetyliertes Tubulin sind beide am lateralen
Rand der saulenférmigen Zellen des Kolliker-Organs und im apikalen Drittel der
inneren Pfeilerzellen vorhanden. Des Weiteren ist detyrosiniertes Tubulin in den
Haarzellen unterhalb der Kutikularplatte, acetyliertes Tubulin in den Deiters-
Zellen von basal bis in die phalangealen Fortsatze und polyglutamyliertes Tubulin
im apikalen Bereich der Pfeilerzellen, jedoch starker in der inneren Pfeilerzelle

exprimiert.

Ab P7 zeigt sich eine Abnahme der Konzentration von tyrosiniertem Tubulin in
den Haarzellen. Basale Abschnitte der inneren Pfeilerzelle weisen in der Farbung
eine hohere Intensitat auf als der Zellapex. Apikal in den phalangealen Fortsatze
der Deiters-Zellen ist eine erhdhte Konzentration von tyrosiniertem Tubulin
nachweisbar. Nur geringe Mengen von detyrosiniertem und acetyliertem Tubulin
findet sich unterhalb der apikalen Oberflache der verbliebenen Zellen des
Kolliker-Organs und der Haarzellen, in der inneren Pfeilerzelle hingegen ist eine

hohe Konzentration im Mikrotubuli-Btindel entlang der apikalen Oberflache und
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im Pfeilerbereich nachzuweisen. In der &uReren Pfeilerzelle und in den
phalangealen Fortsatzen der Deiters-Zellen zeigte sich nur eine schwache
Expression dieser beiden posttranslationen Modifikationen. Acetyliertes Tubulin
findet sich auch im Balken-Biindel im Zellapex der aufReren Pfeilerzelle.
Polyglutamyliertes Tubulin ist nur gering im apikalen Bereich der Haarzellen,

jedoch intensiv im apikalen Bereich der inneren Haarzelle nachweisbar.

tyrosinated D scetylnted . detyrosinated +

tubulin

tubalin acetyfated tubulin

Abbildung 12 Zusammenfassung der zeitlichen und Ortlichen Lokalisation der
posttranslationalen Modifikationen im Corti-Organ
Abbildung aus Tannenbaum and Slepecky (1997)
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Zum Zeitpunkt P14 ist tyrosiniertes Tubulin schwach in den wenigen
verbliebenen Zellen des Kdalliker-Organs und den Pfeilerzellen nachzuweisen. In
den Haarzellen und den phalangealen Fortsdtzen der Deiters-Zellen ist
tyrosiniertes Tubulin vorhanden. Detyrosiniertes und acetyliertes Tubulin findet
sich in den Mikrotubuli entlang der gesamten Lange der Pfeilerzellen. Das
Balken-Bundel in der &ul3eren Pfeilerzelle ist intensiver angefarbt als der apikale
Bereich der inneren Pfeilerzelle. In den Deiters-Zellen ist detyrosiniertes und
acetyliertes Tubulin in den Mikrotubuli in basalen Abschnitten als auch in den
phalangealen Fortsdtzen nachzuweisen, wobei acetyliertes Tubulin eine
intensivere Farbung aufweist. In den Haarzellen und den Stitzzellen ist eine
diffuse Verteilung von polyglutamylierten Tubulin vorhanden, besonders

vermehrt in den Mikrotubuli-Biindeln der Pfeiler- und Deiters-Zellen.

1.4.4 Beta-Tubulin-Isotypen im Verlauf der postnatalen Entwicklung im
Gerbil (Hallworth and Luduena 2000, Jensen-Smith, Eley et al. 2003)

Wie in den beiden vorangehenden Abschnitten wird die Entwicklung von beta-
Tubulin-Isotypen in Gerbils beschrieben, da bislang keine Daten hierzu in

murinen Cochleae vorliegen.

Zu PO sind in den Mikrotubuli der inneren Haarzellen die beta-Tubulin-Isotypen
beta I, beta Il und beta IV vorhanden. In der adulten inneren Haarzelle sind beta
| und beta Il in dem Mikrotubuli-Bliindel am Zellapex vorhanden, die wie Hallworth,
McCoy et al. (2000) beschrieben, eine ringférmige Struktur bilden. Ab P27 ist in

den inneren Haarzellen kein beta IV mehr nachweisbar.

In den &auBeren Haarzellen ist zur Zeit der Geburt (PO) die gleiche
Zusammensetzung von beta-Tubulin-Isotypen (beta 1, beta I, beta V)
vorhanden. Ab P20 ist beta Il vermindert und fehlt ab P27 vollstandig.

An PO ist bereits eine Expression von beta I, beta Il und beta IV in den

Pfeilerzellen nachweisbar. Ab P20 nimmt die Expression von beta | zuerst in der
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inneren und dann auch in der auf3eren Pfeilerzelle ab, ab P27 ist kein beta | mehr

nachweisbar.

In den Deiters-Zellen ist ab P6 beta I, beta Il und beta IV nachweisbar.

A Whole Mount Section

Abbildung 13 Beta-Tubulin-lsotypen im Corti-Organ
In der oberen Reihe ist die Verteilung der beta-Tubulin-
Isotypen an P3 und in der unteren Reihe im adulten
Entwicklungsstadium
Abbildung aus Jensen-Smith, Eley et al. (2003)
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1.5 Zielsetzung

Eine wichtige Voraussetzung fir die physiologische Entwicklung des
Horvorgangs stellt die fehlerfreie Ausbildung von Mikrotubuli-Netzwerken dar. Sie
sind ein wichtiger Teil des Zytoskeletts und tragen als Infrastruktur fur viele

intrazellulare Prozesse zur korrekten Funktion der Zelle bei.

Die Entstehung, die Aufrechterhaltung und der Abbau von Mikrotubuli ist ein
hdchst komplexer Vorgang. Wie die Punktmutation im TBCE Gen der Maus zeigt,
konnen kleinste Verdnderungen zu funktionellen Stérungen und bis zur

Ertaubung fuhren.

Bisher wurden viele Untersuchungen der Mikrotubuli im Corti-Organ anderer
Spezies (vor allem in Gerbil) durchgefiihrt. Daher war ein Ziel der vorliegenden
Studie, die spatio-temporale Verteilung von posttranslationalen Modifikationen
(PTMs) von Mikrotubuli wahrend der ersten 14 postnatalen Tage im murinen

Corti-Organ immunhistologisch darzustellen.

Obwohl die TBC Proteine ein zentraler Bestandteil der Tubulin-Synthese sind,
handelt es sich hierbei um bis dato weitestgehend unbekannte Molekiile. Die
hohe Bedeutung fir das Horen zeigt der Horverlust in Mausen auf, die eine
Punktmutation im TBCE Gen haben. Daher stellte die immunhistologische
Darstellung der spatio-temporalen Verteilung von ,tubulin-specific chaperone®
Proteinen (TBCs) wéahrend der ersten 14 postnatalen Tage im murinen Corti-

Organ das zweite Ziel der vorliegenden Arbeit dar.
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2 Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Technische Gerate

Bezeichnung

Absaugpumpe
Einkanal-Pipetten

Inverses Fluoreszenzmikroskop
Konfokal-Mikroskop

Kryostat

Operationsmikroskop

2.1.2 Labormaterial

Bezeichnung

Einmal-Skalpell

Pinzetten

1 ml Spritze

Kanule

30

Bezugsquelle

KNF
Eppendorf
Leica
Olympus

Leica

Zeiss

Artikel

Feather
disposable
scalpel NO.15,

Typ 5/45

BD Plastipak,
Ref# 303172

BD Microlance
Nr. 1, Ref#
301300

Artikel

AP86

Pipette research
DMI 4000B
IX81 Fluoview

CM1510S
Cryostat

OPMI 1

Bezugsquelle

Feather safety

razor Co., Ltd.

Dumont

Becton Dickinson
GmbH

Becton Dickinson
GmbH



Petrischalen 35 mm CELLSTAR cell Greiner bio-one

culture dishes,

627160
Einbettschalchen (10mm x 10mm X Cryomold® Sakura Finetek
5mm) Biopsy
Objekttrager SuperFrost® plus  R. Langenbrinck
Deckgléaser R. Langenbrinck
Fettstift Liquid Blocker Science Services

Super PAP-Pen

Pipettenspitzen Pipette tip neutral = Sarstedt

2.1.3 Selbsthergestellte Chemikalien

Puffer oder Losung Zusatze

Mowiol Eindecklésung 10 g Mowiol 40-88, 40 ml PBS

20 ml wasserfreies Glycerin

PBS, 0,05 M 83,33 ml 0,3 M NaPP
ad 500 ml Ag. dem. 4,5 g NaCl
pH7,2-7,4

PBS, 0,05 M mit 1 % Triton X100 83,33 ml 0,3 M NaPP

ad 500 ml Ag. dem.

5 ml Triton X 100 =1 %
4,59 NaCl=0,9 %
pH7,2-7,4

Paraformaldehyd (PFA) 4% 0,1 M NaPP
4% Paraformaldehyd reinst
pH 7,4
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Saccharose-L6sung 30 % 50 mL 0,1 M NaPP

15g D(+)-Saccharose

TBST 1,21 g Tris-Base (MG 121,14)

4,0 g NaCl, 350 ml Ag. dem. (steril)
pH->7,6 mit ca. 0,5 ml HCI (rauchend)
ad 500 ml Ag. dem. (steril)

+ 0,5 ml Tween 20

0,1% Azokarmin 0,1 g Azokarmin in 100 ml Ag. dem.
Aufschwemmen, kurz aufkochen, nach
dem Abkuhlen filtrieren. Vor Gebrauch

1 ml Eisessig zugeben (= 1%)

Anilinalkohol 0,05 ml Anilinol + 50 ml 90% Ethanol

Essigsaurealkohol 0,5 ml Eisessig in 50 ml 96% Ethanol

Anilinblau-Orange G 0,5 g Anilinblau wasserldslich 2,0 g
Orange G in 100 ml A. dem. lésen

8,0 ml Eisessig zugeben aufkochen

2.1.4 Chemikalien

Bezeichnung
Bovines Serum Albumin (BSA)

Tissue - Tek O.C.T Compound

D(+)-Saccharose
Mowiol 40-88

Phosphate-Buffered Saline (PBS)

Entellan

32

und nach dem Erkalten filtrieren

Artikel

A9418

4557

4661.1
324590

DPBS with Ca &
Mg, H15-001

1.07960.0500

Bezugsquelle
Sigma-Aldrich
Sakura Finetek

Carl Roth GmbH
Sigma Aldrich

PAA Laboratories

Merck KGaA



2.1.5 Primare AntikGrper

Antigen Konz. Klonalitat Host Artikel  Bezugsquelle

TBCA 1:50 polyclonal rabbit  12304-  Proteintech
1-AP

TBCB 1:100  polyclonal rabbit  15782-  Proteintech
1-AP

TBCC 1:200  polyclonal rabbit  15917-  Proteintech
1-AP

TBCD 1:100  polyclonal rabbit  16450-  Proteintech
1-AP

TBCE 1:100  polyclonal rabbit  12021-  Proteintech
1-AP

Tyrosiniertes 1:500 monoclonal rat MAB18  Millipore Merck

Tubulin 64

Detyrosiniertes 1:500  polyclonal rabbit  AB3201 Millipore Merck

Tubulin

Acetyliertes 1:500 monoclonal mouse T7451 Sigma-Aldrich

Tubulin

Polyglutamyliertes 1:500 monoclonal mouse AG20B- AdipoGen

Tubulin 0020

Beta-Tubulin 1:500 monoclonal mouse T5168 @ Sigma-Aldrich
DAPI 1:1000 - - D9542 Sigma-Aldrich
Alexa Fluor 488 1:250 - - A-12379 Invitrogen
Phalloidin
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2.1.6 Sekundare Antikorper

Antigen

Alexa Fluor
488 1gG

Alexa Fluor
488 1gG

Alexa Fluor
555 1gG

Alexa Fluor
555 1gG

2.1.7 Tierstamm

Konz.

1:500

1:500

1:500

1:500

Ziel-
Antigen

anti-mouse

anti-mouse

anti-mouse

anti-mouse

Host

goat

goat

goat

goat

Artikel

A-11001

A-11008

A-21422

A-21428

Bezugsquelle

Invitrogen

Invitrogen

Invitrogen

Invitrogen

NMRI Méause (Naval Medical Research Institute) wurden von dem Tierstall des

Instituts far

bezogen.
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2.2 Methoden

2.2.1 Préaparation der murinen Cochlea und Immersionsfixation

Es wurden NMRI (Naval Medical Research Institute) Mause im Alter P1, P7 und
P14 (Tag der Geburt P0) zervikal disloziert und dekapitiert. Der Schadel wurde
in sagittaler Schnittfihrung durchtrennt und das Gehirn entnommen. Damit
konnte intracranial die Oberflache des Felsenbeins dargestellt werden. Die
beiden Schéadelhalften wurden in eine mit 0,1M NaPP gefillte Petrischale
Uberfiihrt. Nach Entfernen der Dura mater erfolgte die Dissektion der Cochlea.
Die Cochlea wurde entlang den Fissuren vom Knochen getrennt und durch das
Entfernen der Bulla das Mittelohr erdffnet.

Abbildung 14 Felsenbein und Innenohr
Links, Ansicht von intracranial auf das Felsenbein wéahrend der
Praparation. Rechts, Ansicht auf das Innenohr nach Entfernung des
Mittelohres

Nach dem Dislozieren des Stapes wurden das ovale und runde Fenster mit der
Spitze einer Pinzette penetriert und in diese ein Fixans (4% PFA) mittels einer
0,2ml Spritze und 20G Kandle instilliert. Die Cochlea wurde anschlieBend in

einem mit 5ml Fixierlosung gefullten 15 ml Glaschen fir 2 h auf einem Rotator

35



bei 4 °C gelagert. Daraufhin wurde die Cochlea zweimal fir 30min mit 0,1 M

Natrium-Phosphat-Puffer gespdlt.

2.2.2 Kryoeinbettung und Anfertigen von Kryoschnitten

Die Cochlea wurde in einem 15 ml Behélter in 10ml 30% Saccharose-Lésung auf
einen Rotator bei Raumtemperatur eingelegt. Sobald die Cochlea auf den Boden
des Behalters gesunken war, wurden 5 ml der Lésung mit 5 ml entgastem
TissueTek ersetzt. Nach 8 h wurde das Gemisch durch reines Tissue-Tek ersetzt.
Die Cochlea wurde anschlieBend in ein Kryomold tberfihrt, fir L&ngsschnitte
ausgerichtet und auf einem -80 °C kaltem Metallblock tiefgefroren. Die

Aufbewahrung erfolgte bei -80 °C.

Fur die Anfertigung von Kryoschnitten wurde die mit Tissue-Tek umgebene
Cochlea aus dem Kryomold herausgeldst und an die im Kryostaten herrschenden
-25 °C anpasst. Es wurden 10 um dicke Schnitte angefertigt, von denen jeweils
vier auf einen Adhéasions-Objekttrager gezogen wurden. Diese wurden dann bei

-80°C gelagert.

2.2.3 Azan-Féarbung nach Heidenhein (modifiziert) von Kryoschnitten

Nach Entnahme aus dem -80°C kalten Tiefkuhlschrank wurden die Objekttrager
zunachst zweimal fur 5 min mit PBS gespult. Anschliel3end erfolgte die Farbung
mit 0,1% Azokarmin L6sung bei 56°C fur 10min. Nachdem diese Losung mit
demineralisiertem Wasser entfernt wurde, erfolgte die Farbung der Zellkerne mit
Anilinalkohol. Sobald die Zellkerne gut erkennbar waren, wurde die Farbung
mittels Essigsaurealkohol unterbrochen. Anschliel3end erfolgte die Inkubation mit
5 % Phosphorwolframsaure bei 40°fur 15 min. Nach Spulung mit
demineralisiertem Wasser wurden die Gewebeschnitte bei 40°C mit Anilinblau -
Orange G fur 1-2 min (unter Mikroskopkontrolle) inkubiert. Nach Spulung mit
demineralisiertem Wasser erfolgte unter Mikroskopkontrolle (2x 1-3min) die
Differenzierung der Gewebeschnitte mit 96% Ethanol. Daraufhin wurden
Gewebeschnitte mit 100% Ethanol fir 2x 2 min entwassert und 100% Xylol als
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Intermedium fur 2x 2 min inkubiert. Die Einbettung erfolgte mit Entellan und

einem Glasdeckchen, wobei Lufteinschliisse strengstens zu vermeiden waren.

2.2.4 Immunhistochemie von Kryoschnitten

Nach Entnahme aus dem -80°C kalten Tiefkihlschrank wurden die Objekttrager
zundchst fur 15min in einer feuchten Kammer an die Raumtemperatur
akklimatisiert. Daraufhin erfolgte eine Gewebenachfixation mit PFA (4%) fur 10
min. Nach Absaugen des PFA und dreimaliger Spulung mit 0,05M PBS (jeweils
5 min Inkubationszeit) wurden die einzelnen Gewebeschnitte mit einem Fettstift
umrandet. AnschlielRend wurden die Gewebeschnitte mit 10% BSA in 0,1 %
Triton X 100 fir 30 min inkubiert. Daraufhin erfolgte die Inkubation des primaren
Antikorpers in 1% BSA mit 0,1% Triton X 100 tber Nacht bei 4°C. Nach
Absaugung und dreimaliger Spulung mit 1x TBST (jeweils 5 min Inkubationszeit)
erfolgte die Inkubation des in 1% BSA mit 0,1% Triton X 100 angesetzten
sekundaren Antikorpers bei Raumtemperatur in einer lichtundurchléassigen,
feuchten Kammer fir 1h. Zusatzlich zu DAPI (1:1000) wurden goat anti-rabbit
bzw. goat anti-mouse (gekoppelt an Alexa Fluor 488 und 555, Invitrogen. 1:500)
als sekundare Antikérper verwendet. Nach dreimaliger Spilung mit 1x TBST
(jeweils 5 min Inkubationszeit) erfolgte die Eindeckung mit 60°C heil3em Mowiol
und einem Glasdeckchen, wobei Lufteinschliisse strengstens zu vermeiden
waren. Die Objekttrager wurden bei 4°C in lichtundurchlassigen

Objekttragerkasten aufbewabhrt.

2.2.5 Préparation und Immunhistochemie von Whole Mount Préparaten
des Corti-Organs

Bis zur Eroffnung der Bulla erfolgten dieselben Arbeitsschritte wie bei 2.2.1
beschrieben. Jedoch wurde hierbei der Stapes nicht entfernt. Nach Fixierung in
PFA fur 2h bei 4°C erfolgte eine Dekalzifizierung in 0,135M EDTA bei

Raumtemperatur und anschlie3end Lagerung in 0,1M NaPP bei 4°C.

AnschlieRend wurde das ovale Fenster mit der Spitze einer feinen Schere

penetriert und von dort mehrere kleine Schnitte entlang der basalen Windung
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ausgefuhrt. Daraufhin wurde die basale Windung von der mittleren und oberen
durch einen Schnitt getrennt. Die Fasern der Spiralganglien wurden zur
Entlastung der Spannung in der basalen Windung durchtrennt und Anteile des
Ligamentums spirale und der Stria vascularis entfernt. Nach dem Trennen der
mittleren von der apikalen Windung wurden die vorher genannten Arbeitsschritte
durchgefuhrt.

Die Etablierung dieser Technik erfolgte durch persoénliche Korrespondenz mit
Brandon Cox, Southern lllinois University, School of Medicine, sowie deren
Publikation Montgomery and Cox (2016).

2.2.6 Mikroskopie und Aufnahmetechnik

Die Auswertung der immunhistochemischen Farbung erfolgte an einem
konfokalen Mikroskop (Olympus I1X81 Fluoview), die der Azan-Farbung
lichtmikroskopisch an einem Leica DMI 4000B. Die weitere Bearbeitung der
Aufnahmen erfolgte in ImageJ (Version 2.0.0) sowie Adobe Photoshop CS6
(Version 13.0, OSX). Die Préasentation der Aufnahmen wurde mit Adobe
lllustrator CS6 (Version 42.42, OSX) erstellt.

Digitale Aufnahmen der immunhistochemischen Farbung der whole mount-
Praparate wurden an einem konfokalen Mikroskop (Olympus IX81 Fluoview)
erstellt. Das Corti-Organ wurde dabei in 0,5 um Abstdnden in baso-apikaler
Richtung als Stack digital aufgenommen. Um diese Stacks mit den Aufnahmen
der Kryoschnitte vergleichen zu kdnnen, wurden sie anschliel3end in ImageJ
(Version 2.0.0) orthogonal in XZ Ebene rekonstruiert. Die weitere Bearbeitung
der Aufnahmen erfolgte in ImageJ (Version 2.0.0) sowie Adobe Photoshop CS6
(Version 13.0, OSX). Die Préasentation der Aufnahmen wurde mit Adobe
lllustrator CS6 (Version 42.42, OSX) erstellt.
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3 Ergebnisse

3.1 Posttranslationale Modifikationen

3.1.1 Tyrosiniertes Tubulin

Abbildung 15

Immunhistochemische Darstellung von tyrosiniertem
Tubulin im Corti-Organ

Die linke Spalte zeigt die Aufnahmen der Immunhistochemie.
Die entsprechende schematische Darstellung ist der rechten
Spalte zu entnehmen (erste Reihe P1, zweite Reihe P7, dritte
Reihe P14). Tyrosiniertes Tubulin (rot) und DAPI (blau).

39



An P1 (Abbildung 15, I) zeigt sich durch den Antikdrper eine Anfarbung in basalen
Zellen des Kolliker-Organs und in der inneren Pfeilerzelle. Die Hensen- und

Grenzzellen werden ebenfalls markiert.

P7 (Abbildung 15, Il) zeigt eine Antikdrperfarbung in der basalen Halfte der
Deiters-Zellen, Hensen- und Grenzzellen.

Zum Zeitpunkt P14 (Abbildung 15, IIl) wird durch den Antikdrper die innere
Haarzelle, die innere Phalangealzelle sowie innere und aul3ere Pfeilerzelle diffus
markiert. In jeder der drei Deiters-Zellen wird durch den Antikdrper eine dichte
Struktur dargestellt, die von der basalen Zellwand bis zum Beginn der
phalangealen Fortsatze reicht. Die Hensen-Zellen und Grenzzellen zeigen

ebenfalls eine diffuse Anfarbung durch den Antikorper.

40



3.1.2 Detyrosiniertes Tubulin

Abbildung 16 Immunhistochemische Darstellung von detyrosiniertem
Tubulin im Corti-Organ
Die linke Spalte zeigt die Aufnahmen der Immunhistochemie. Die
entsprechende schematische Darstellung ist der rechten Spalte
zu entnehmen (erste Reihe P1, zweite Reihe P7, dritte Reihe
P14). Deyrosiniertes Tubulin (rot) und DAPI (blau).
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An P1 zeigt sich eine Antikdrpermarkierung in basalen Abschnitten des Kolliker-

Organs sowie in der apikalen Halfte der inneren und auf3eren Pfeilerzelle.

An P7 farbt der Antikoérper die basale Halfte der inneren Phalangealzelle sowie
der inneren Pfeilerzelle an. Die &ul3ere Pfeilerzelle farbt sich ebenfalls diffus an.
Die phalangealen Fortsatze der Deiters-Zellen und eine dichte, durch die ganze

innere Pfeilerzelle reichende Struktur werden intensiv angefarbt.

Zum Zeitpunkt P14 zeigen sich intensiv angeféarbte, langliche Strukturen in der
inneren und A&ulBeren Pfeilerzelle sowie den drei Deiters-Zellen. Die
bindelartigen Strukturen reichen in den Pfeilerzellen vom basalen Zellpol bis in

die Kopfplatte und in den Deiters-Zellen von basalen Zellpol bis in die Phalangen.
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3.1.3 Acetyliertes Tubulin

Abbildung 17 Immunhistochemische Darstellung von acetyliertem
Tubulin im Corti-Organ
Die linke Spalte zeigt die Aufnahmen der Immunhistochemie. Die
entsprechende schematische Darstellung ist der rechten Spalte
zu entnehmen (erste Reihe P1, zweite Reihe P7, dritte Reihe
P14). Acetyliertes Tubulin (rot) und DAPI (blau).
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An P1 zeigt sich eine Antikdrpermarkierung in basalen Abschnitten des Kolliker-
Organs. Wahrend die innere Pfeilerzelle vom basalen bis zum apikalen Zellpol
angefarbt wird, zeigt sich in der &uReren Pfeilerzelle lediglich die apikale Halfte

angefarbt. Eine Grenzzelle wird ebenfalls diffus angefarbt.

An P7 farbt der Antikérper die basale Halfte der inneren Phalangealzelle sowie
der inneren Pfeilerzelle. Die &ul3ere Pfeilerzelle farbt sich ebenfalls diffus an. Eine
dichte, durch die apikale Halfte bis in die Kopfplatte der inneren Pfeilerzelle
reichende Struktur zeigt sich intensiv angefarbt. In jeder der drei Deiters-Zellen
wird durch den Antikérper eine dichte Struktur dargestellt, die von der basalen

Zellwand bis zum Beginn der phalangealen Fortsatze reicht.

Zum Zeitpunkt P14 zeigen sich intensiv angeféarbte, langliche Strukturen in der
inneren und &uReren Pfeilerzelle sowie den drei Deiters-Zellen. Die
bindelartigen Strukturen reichen in den Pfeilerzellen vom basalen bis in die
Kopfplatte und in den Deiters-Zellen von basalen Zellpol bis in die Phalangen.
Abbildung 17, 11l zeigt, dass diese Biindel bis an das apikale Ende der Phalangen

reichen.
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3.1.4 Polyglutamyliertes Tubulin

Abbildung 18 Immunhistochemische Darstellung von polyglutamyliertem
Tubulin im Corti-Organ
Die linke Spalte zeigt die Aufnahmen der Immunhistochemie. Die
entsprechende schematische Darstellung ist der rechten Spalte
zu entnehmen (erste Reihe P1, zweite Reihe P7, dritte Reihe
P14). Polyglutamyliertes Tubulin (rot) und DAPI (blau).

45



Zum Zeitpunkt P1 findet sich im cortischen Organ oder angrenzenden Zellen

keine Antikorpermarkierung.

An P7 zeigt sich eine schwache Anfarbung der basalen Halfte beider Pfeilerzellen

sowie eine intensivere Anfarbung der apikalen Halfte der inneren Pfeilerzelle.

Zum Zeitpunkt P14 zeigen sich intensiv angefarbte, langliche Strukturen in den
drei Deiters-Zellen sowie etwas schwacher in der inneren Pfeilerzelle. Die
bindelartigen Strukturen reichen in den Pfeilerzellen vom basalen Zellpol bis zu
der Kopfplatte und in den Deiters-Zellen von basalen Zellpol bis zum Beginn der
phalangealen Fortsatze. Dem Corti-Organ aufliegend ist die Tektorialmembran

zu erkennen, die durch den sekundaren Antikorper stark akzentuiert wird.
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3.2 TBC Proteine

3.21 TBCA

Beta Tubulin

Abbildung 19 Immunhistochemische Darstellung von TBCA im Corti-
Organ
Die linke Spalte zeigt die Aufnahmen der Immunhistochemie. Die
entsprechende schematische Darstellung ist der rechten Spalte
zu entnehmen (erste Reihe P1, zweite Reihe P7, dritte Reihe
P14). TBCA (rot), beta Tubulin (grtin) und DAPI (blau).
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An P1 zeigt sich durch den Antikdrper eine Markierung von Zellen im inneren

Bereich des Kolliker-Organs sowie der inneren Haarzelle und einer Tektalzelle.

An P7 farbt der Antikdrper die komplette innere und aufliere Pfeilerzelle an. Die
phalangealen Fortséatze der drei Deiters-Zellen, Tektalzellen sowie Hensen-

Zellen werden ebenfalls durch den Antikérper markiert.

Die Abbildung 19, lll zeigt eine Doppelfarbung von TBCA und acetyliertem
Tubulin. Die TBCA Markierung findet sich in den Tektal- und Hensen-Zellen.
BlUndelartige Strukturen aus beta Tubulin reichen in den Deiters-Zellen vom

basalen Zellpol bis in die phalangealen Fortsatze.
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3.2.2 TBCB

Beta-Tubulin

Abbildung 20 Immunhistochemische Darstellung von TBCB im Corti-
Organ
Die linke Spalte zeigt die Aufnahmen der Immunhistochemie. Die
entsprechende schematische Darstellung ist der rechten Spalte
zu entnehmen (erste Reihe P1, zweite Reihe P7, dritte Reihe
P14). TBCB (rot), beta-Tubulin (grin) und DAPI (blau).
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An P1 markiert der Antikbrper einen Grol3teil der Zellen des Kolliker-Organs.

Zellen des Corti-Organs werden nicht angefarbt.

An P7 farbt der Antikérper die basale Halfte der inneren Phalangealzelle sowie
der inneren und aul3eren Pfeilerzellen an. Die phalangealen Fortsatze der drei
Deiters-Zellen, Tektalzellen sowie Hensen-Zellen werden ebenfalls durch den

Antikorper markiert.

Die Abbildung 20, Il zeigt eine Doppelfarbung von TBCB und beta-Tubulin zum
Zeitpunkt P14. In der basalen Zellhalfte der Deiters-Zellen sind TBCB Bereiche
zu erkennen, die von der basalen Zellwand bis unterhalb die &uf3ere Haarzelle

reichen.
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3.2.3 TBCC

Beta Tubulin

Abbildung 21 Immunhistochemische Darstellung von TBCC im Corti-
Organ
Die linke Spalte zeigt die Aufnahmen der Immunhistochemie. Die
entsprechende schematische Darstellung ist der rechten Spalte
zu entnehmen (erste Reihe P1, zweite Reihe P7, dritte Reihe
P14). TBCC (rot), beta Tubulin (grin) und DAPI (blau).
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Zum Zeitpunkt P1 findet sich eine intensive Antikorpermarkierung in der basalen

Halfte der beiden Pfeilerzellen.

An P7 farbt der Antikérper die basale Halfte der inneren Phalangealzelle sowie
der inneren und aul3eren Pfeilerzellen an. Die phalangealen Fortsatze der drei
Deiters-Zellen, Tektalzellen sowie Hensen-Zellen werden ebenfalls durch den

Antikorper markiert.

Die Abbildung 21, Ill zeigt eine Doppelfarbung von TBCC und acetyliertem
Tubulin. Bis auf die aul3eren Haarzellen zeigen alle Zellen des Corti-Organ eine
TBCC Markierung. In den Deiters-Zellen reichen bindelartige, beta Tubulin
markierte Strukturen vom basalen Zellpol entlang der phalangealen Fortséatze bis

an die apikale Oberflache.
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3.24 TBCD

Phalloidin

Abbildung 22 Immunhistochemische Darstellung von TBCD im Corti-
Organ
Die linke Spalte zeigt die Aufnahmen der Immunhistochemie. Die
entsprechende schematische Darstellung ist der rechten Spalte
zu entnehmen (erste Reihe P1, zweite Reihe P7, dritte Reihe
P14). TBCD (rot), Phalloidin (griin) und DAPI (blau).

53



Zum Zeitpunkt P1 findet sich eine intensive Antikbrpermarkierung in der basalen

Halfte der beiden Pfeilerzellen.
An P7 farbt der Antikdrper die inneren Pfeilerzellen im Bereich des Zellkerns an.

Die Abbildung 22, Ill zeigt eine Doppelfarbung von TBCD und Phalloidin. Diffuse
TBCD Markierung findet sich in den auf3eren Haarzellen, deren Stereozilien eine

Phalloidin Farbung aufweisen.
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3.25 TBCE

Phalloidin

Abbildung 23 Immunhistochemische Darstellung von TBCE im Corti-
Organ
Die linke Spalte zeigt die Aufnahmen der Immunhistochemie. Die
entsprechende schematische Darstellung ist der rechten Spalte
zu entnehmen (erste Reihe P1, zweite Reihe P7, dritte Reihe
P14). TBCE (rot), Phalloidin (griin) und DAPI (blau).

An P1 zeigt sich durch den Antikdrper eine Anfarbung in basalen Zellen des
Kolliker-Organs und in der basalen Halfte der inneren Phalangealzelle. Um den

Zellkern und unterhalb der apikalen Oberflache der inneren Haarzellen ist eine
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diffuse Anfarbung zu erkennen. Die drei &ufR3eren Haarzellen werden ebenfalls

markiert.

An P7 farbt der Antikérper die basale Halfte der inneren Phalangealzelle sowie

die phalangealen Fortséatze der Deiters-Zellen an.

Die Abbildung 23, 1l zeigt eine Doppelfarbung von TBCE und Phalloidin. Diffuse
TBCE Markierung findet sich in den aufReren Haarzellen, deren Stereozilien eine

Phalloidin Farbung aufweisen.
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4 Diskussion

In der folgenden Diskussion wird die spatio-temporale Verteilung von
posttranslationalen Modifikationen (PTMs) von Mikrotubuli und der ,tubulin-
specific chaperone® Proteinen (TBCs) wahrend der ersten 14 postnatalen Tage
im  murinen Corti-Organ  kritisch  betrachtet. Hierfur werden diese
zusammengefasst, interpretiert und im Vergleich mit aktueller Literatur diskutiert.
Abschlie3end erfolgen eine Zusammenfassung sowie ein Ausblick auf weiteren

Forschungsbedarf zu dieser Thematik.

4.1 Posttranslationale Modifikationen

Am ersten postnatalen Tag zeigen tyrosiniertes, detyrosiniertes und acetyliertes
Tubulin ahnliche Expressionsmuster auf, wahrend polyglutamyliertes Tubulin in
keiner Zelle des Corti-Organs nachgewiesen werden kann. Tyrosiniertes,
detyrosiniertes und acetyliertes Tubulin werden im Bereich der basalen Zellen
des Kolliker-Organs exprimiert. In diesem Entwicklungsstadium sind Mause noch
taub. Es wird angenommen, dass im Kolliker-Organ intrinsische, spontane
Aktivitat generiert wird, die die Entwicklung der priméaren afferenten Nervenfasern
fordert (Tritsch, Yi et al. 2007). In diesem Bereich befindet sich die Habenula
perforata, ein durchlécherter Abschnitt der Basilarmembran, durch deren Lécher
die Nervenfasern vom Corti-Organ in Richtung Modiolus und vice versa verlaufen
(Raphael and Altschuler 2003). In der Arbeit von Ito, Spicer et al. (1995) konnte
die Expression von beta-Tubulin in diesem Bereich des Corti-Organs von Gerbil
nachgewiesen werden. Auf den hochauflésenden Aufnahmen von Tannenbaum
and Slepecky (1997) ist hier die Expression von posttranslationen
Tubulinmodifikationen in den Nervenfasern zu erkennen, wahrend in den Zellen
des Kolliker-Organs keine Expression nachgewiesen wird. Im Vergleich dazu
kann in den Aufnahmen der vorliegenden Arbeit nicht klar zwischen Zellen des

Kolliker-Organs und den Nervenfasern differenziert werden.
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Abbildung 24 Expressionsmuster der posttranslationalen Modifikation
von Tubulin PO, P7, P14




In der vorliegenden Arbeit konnte folgendes Expressionsmuster der drei
posttranslationalen Modifikationen in den Pfeilerzellen gefunden werden:
Tyrosiniertes, detyrosiniertes und acetyliertes Tubulin in der inneren Pfeilerzelle
und die letzteren zusatzlich im apikalen Drittel der &uf3eren Pfeilerzelle. Dieses
Expressionsmuster entspricht weitestgehend dem in Gerbils, das von
Tannenbaum and Slepecky (1997) beschrieben wurde. Im Apex der Pfeilerzellen
befindet sich das Mikrotubulus-Organisationszentrum (MTOC), in dem die
Mikrotubuli gebildet werden (Tucker, Paton et al. 1992, Jensen-Smith, Eley et al.
2003).

Im Gegensatz zu Tannenbaum and Slepecky (1997) zeigte sich in der
vorliegenden Arbeit eine geringe Expression von tyrosiniertem und acetyliertem
Tubulin am lateralen Rand des Corti-Organs. Dies ist der Bereich, in dem sich
spater die Tektal und Hensen-Zellen befinden. Ob diese Zellen an P1 spezifische

Eigenschaft und Funktionen haben, ist bisher noch unbekannt.

Am siebten postnatalen Tag zeigen detyrosiniertes, acetyliertes und
polyglutamyliertes Tubulin ahnliche Expressionsmuster. Zum einen werden die
drei Tubulinmodifikationen in beiden Pfeilerzellen exprimiert. Wahrend
detyrosiniertes Tubulin als kréaftige strangférmige Struktur vom Zellapex bis
Zellbasis zieht, ist acetyliertes Tubulin vermehrt in der apikalen Zellhalfte und
polyglutamyliertes Tubulin ubiquitdr nachweisbar. Zum anderen liegen
detyrosiniertes und acetyliertes Tubulin auch in den Deiters-Zellen als
strangfoérmige Bindel (Mikrotubuli-Bindel) vor. Dieses Expressionsmuster
korreliert mit dem von Tannenbaum and Slepecky (1997) in Gerbils
beschriebenen Muster.

Tyrosiniertes Tubulin zeigtim Gegensatz zu den anderen drei posttranslationalen
Modifikationen keine Expression in den Pfeilerzellen, sondern eine kraftige
Expression in der unteren Hélfte der Deiters-Zellen sowie eine diffuse Expression
in den lateralen Zellen des Corti-Organs (Tektal und Hensen-Zellen). Spezifische
Aufgaben oder Eigenschaften dieser Zellen und der Aufbau und die Organisation
von Mikrotubuli-Netzwerken in diesem Entwicklungsstadium sind bislang nicht

bekannt. Hier liegt einer der Hauptunterschiede im Vergleich der vorliegenden
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Arbeit mit der Publikation von Tannenbaum and Slepecky (1997): In Gerbils
konnte tyrosiniertes Tubulin vor allem in der Basis der inneren Pfeilerzelle, in der
gesamten auleren Pfeilerzelle und in den Phalangen der Deiters-Zellen

nachgewiesen werden.

Wie auch die Expression von beta-Tubulin (Ito, Spicer et al. 1995) nimmt die
Expression von PTMs innerhalb der Nervenfasern oberhalb der Habenula

perforata im Laufe der ersten postnatalen Woche merklich ab.

An P14 wird tyrosiniertes, detyrosiniertes und acetyliertes Tubulin in allen
Stutzzellen exprimiert. Die kraftigen Mikrotubuli-Bundel in den Pfeilerzellen und
Deiters-Zellen zeigen eine starke Expression von tyrosiniertem, detyrosiniertem
und acetyliertem Tubulin. Hier besteht ein wesentlicher Unterschied zur Arbeit
von Tannenbaum and Slepecky (1997): Im Corti-Organ von Gerbils lag
tyrosiniertes Tubulin ausschlief3lich diffus und nicht im Mikrotubuli-Btindel vor.
Polyglutamyliertes Tubulin findet sich in den basalen Abschnitten der inneren
Pfeilerzelle und der Deiters-Zellen. In Gerbils konnte polyglutamyliertes Tubulin
entlang des gesamten Verlaufs der Mikrotubuli-Biindel sowie der Deiters und
Pfeilerzellen nachgewiesen werden (Tannenbaum and Slepecky 1997). In der
inneren Haarzelle konnte diffus verteiltes tyrosiniertes Tubulin nachgewiesen
werden und damit die einzige Haarzelle, in der nur eine posttranslationale

Modifikation vorliegt.

Posttranslationale Modifikationen wurden in der vorliegenden Arbeit nur in den
Stutzzellen sowie in einigen das Corti-Organs nach lateral abgrenzenden Zellen
nachgewiesen. Dieses  Expressionsmuster deckt sich mit der
elektronenmikroskopischen Beschreibung der Mikrotubuli im Corti-Organ.
Wahrend in den Pfeiler- und Deiters-Zellen sehr ausgepragte Mikrotubuli Bindel
beschrieben werden (Tucker, Mogensen et al. 1998), waren in den Haarzellen

nur wenige Mikrotubuli nachweisbar (Renauld, Johnen et al. 2015).

Die Expression von posttranslationalen Modifikationen findet sich zunachst im
Zellapex und schreitet im Laufe der Zeit Richtung Zellbasis fort. Dies ist dadurch

zu erklaren, dass sich die Zentrosome ebenfalls am Zellapex befinden und die
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Mikrotubuli vom Apex aus in Richtung Basis wachsen (Tucker, Paton et al. 1992,
Henderson, Tucker et al. 1994, Henderson, Tucker et al. 1995, Tucker,

Mogensen et al. 1998).
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4.2 TBC Proteine

Abbildung 25 Expressionsmuster der TBC Proteine PO, P7, P14




In der vorliegenden Arbeit stellten sich die Expressionsmuster der TBC Proteine
an P1 deutlich vielfaltiger und komplexer dar als die der posttranslationalen
Tubulinmodifikationen. Im Kdlliker-Organ konnen TBCA (nur medial), TBCB (alle
Zellen) und TBCE (nur medial und basal) nachgewiesen werden. In der inneren
Haarzelle wird TBCA und TBCE exprimiert. TBCE liegt aul3erdem in den aul3eren
Haarzellen sowie der inneren Phalangealzelle vor. TBCC und TBCD kommen

ausschliefRlich im basalen Bereich der Pfeilerzellen vor.

Am siebten postnatalen Tag zeigt sich ein wesentlich homogeneres Bild: TBCA,
TBCB und TBCC werden in beiden Pfeilerzellen, den Phalangen der Deiters-
Zellen und Zellen im lateralen Bereich des Corti-Organs (Tektal, Hensen und
Claudius/Bottcher Zellen) exprimiert. Zusétzlich kann TBCC im basalen Abschnitt
der inneren Phalangealzelle nachgewiesen werden. TBCD und TBCE werden im
basalen Bereich der inneren Pfeilerzelle exprimiert, TBCE zusatzlich in den
phalangealen Fortsatzen der Deiters-Zellen. Damit zeigen TBCA, TBCB und
TBCE ein ganzlich geandertes Expressionsmuster im Vergleich zu P1: In keiner

Zelle, die an P1 die genannten Proteine exprimiert, ist dies an P7 nachweisbar.

Auch am 14. postnatalen Tag zeigt sich eine deutliche Reduktion der
Expressionsmuster: TBCA wird nur in lateralen Zellen des Corti-Organs (Hensen
und Tektal Zellen), TBCB nur noch in den Deiters-Zellen (ausgenommen der
phalangealen Fortsétze) und TBCC im apikalen Abschnitt der inneren Pfeilerzelle
exprimiert. In den &ufl3eren Haarzellen findet sich eine TBCD- und TBCE-

Expression.

4.3 Die ,,multi-tubulin hypothesis“ und der ,,tubulin code*

Wahrend Uber Isotypen und posttranslationalen Modifikationen von Tubulin
bereits einiges bekanntist, ist das Wissen tber TBC Proteine noch sehr begrenzt.
Westermann and Weber (2003) schufen den Begriff des ,tubulin code®.
Posttranslationale Modifikationen von Tubulin stellen Markierungen fur
Mikrotubuli-assoziierten Proteine dar: Da sich diese Modifikationen an der

Aullenseite des Mikrotubuli-Hohlzylinders (C-Terminus) befinden, kdnnen sie
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von Mikrotubuli-assoziierten Proteinen ,abgelesen® werden und diese somit
beeinflussen. Hieraus resultieren stabilisierende oder destabilisierende Effekte.
Detyrosinierung und Acetylierung von Tubulin wird vor allem auf langlebigen
Mikrotubuli gefunden und somit eher als stabilisierende Faktoren interpretiert
(Janke 2014). Wie bereits von Tannenbaum and Slepecky (1997) beschrieben,
finden sich diese beiden Modifikationen an P1 in der inneren Pfeilerzelle und ab
P7 zusatzlich in der &uf3eren und den Deiters-Zellen von Gerbils. Dieses
Expressionsmuster konnte in der vorliegenden Arbeit in der Maus bestatigt

werden.

Uber die genaue Funktion der inneren Pfeilerzelle wahrend den ersten
postpartalen Tagen liegen in der Literatur bisher nur wenig Daten vor. Die innere
Pfeilerzelle wird in der Entwicklung des Corti-Organs als erstes gebildet. (Thelen,
Breuskin et al. 2009). In der Embryonalphase finden innerhalb dieser Zelle
zudem wichtige Signalwege (u.a. FGFR3 und Notch) statt, deren Unterbrechung
zu einem fehlerhaften Aufbau des Corti-Organs fuhrt (Puligilla, Feng et al. 2007).
Es wird daher angenommen, dass die innere Pfeilerzelle eine wichtige Rolle in
der Entwicklung des Corti-Organs einnimmt (Thelen, Breuskin et al. 2009). Wie
in der vorliegenden Arbeit und auch in der Arbeit von Tannenbaum and Slepecky
(1997) gezeigt wurde, weist zu diesem Zeitpunkt nahezu keine andere Zelle
posttranslationale Modifikationen auf. Ebenso konnten auch Tubulin-Isotypen
nicht nachgewiesen werden (Renauld, Johnen et al. 2015). Daher ist
anzunehmen, dass die innere Pfeilerzelle eine wichtige Rolle fiir die Stabilitat und
Integritat des Corti-Organs spielt. Um diese Hypothese genauer zu untersuchen,
sind Experimente zur Steifigkeit der inneren Pfeilerzelle durchgefihrt worden
(Zetes, Tolomeo et al. 2012). Dabei konnte nachgewiesen werden, dass die
Steifigkeit des maturen Corti-Organs vor allem durch das Vorhandensein von
groR3en Mikrotubuli-Biindeln erreicht wird, welche den Hauptteil des Zytoskeletts

der Stitzzellen ausmachen.

Fur den Horvorgang ist die Steifigkeit der Pfeilerzellen und Deiters-Zellen von
essentieller Bedeutung. Ohne diese ware keine Verbindung zwischen

Basilarmembran und Haarzellen gegeben, durch welche die Deflexion der
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Stereozilien durch die Tektorialmembran ermdglicht wird (Forge and Wright
2002). Diese Steifigkeit wird vor allem durch das Vorhandensein von grof3en
Mikrotubuli-Btindeln erreicht, welche den Hauptteil des Zytoskeletts der
Stlutzzellen ausmachen (Zetes, Tolomeo et al. 2012). Diese Bindel weisen viel
detyrosiniertes und acetyliertes Tubulin auf. Beide Modifikationen werden vor
allem auf langlebigen Mikrotubuli gefunden (Khawaja, Gundersen et al. 1988,
Peris, Wagenbach et al. 2009, Janke 2014). Diese sind bereits vor dem Beginn
des Horens (P10, Mikaelian and Ruben (1965)) vorhanden. In der vorliegenden
Arbeit konnten diese bereits an P7 nachgewiesen werden. Dies kann als Zeichen
einer beginnenden Stabilisierung der Mikrotubuli-Btindel innerhalb der Deiters-
Zellen gewertet werden. Grund hierfur konnte sein, dass die Mikrotubuli im
Bereich der Stutzzellen im Vergleich zu anderen Zellen mit weniger komplexen
Mikrotubuli ein deutlich langsameres Wachstum aufweisen (Tucker, Mogensen
et al. 1995).

Im Gegensatz zur Arbeit von Tannenbaum and Slepecky (1997) kdnnen in der
vorliegenden Arbeit keine posttranslationalen Modifikationen in den Haarzellen

nachgewiesen werden.

An P1, P7 und P14 liegt eine TBCE Expression in den aulReren Haarzellen vor.
Eine andere Studie wies diese Expression zum Zeitpunkt P35 nach (Rak, Frenz
et al. 2013). Obwohl TBCD an P1 und P7 nur in den Stltzzellen exprimiert wird,
ist das Protein an P14 nur in den Haarzellen durch Antikérperfarbung

nachweisbar.

Eine Erklarung fur die aufgezeigten Unterschiede lasst sich nach umfassender
Recherche in der bislang vorhandenen internationalen Literatur auf verschiedene

Weise formulieren.

Zunachst sind Spezies-spezifische Unterschiede denkbar. Die bisherigen
Studien Uber posttranslationale Modifikationen und Isotypen von Mikrotubuli im
sensorischen Epithel der Cochlea wurden an Gerbil durchgefiihrt. Die
vorliegende Arbeit untersucht erstmalig die posttranslationalen Modifikationen

des murinen Corti-Organs. Es konnten Spezies-spezifische Unterschiede in dem
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Aufbau der &ulReren Haarzellen nachgewiesen werden. So findet sich in Mausen
beispielsweise nur eine Schicht von subsurface cisternae (SSC), einem
Bestandteil der lateralen Wand der &uf3eren Haarzellen, wéhrend sich in Gerbils
2-7 Schichten finden (Raphael and Altschuler 2003). Die SSC sind an das
Mikrotubuli Netzwerk angeschossen (Flock, Flock et al. 1986, Raphael and
Wroblewski 1986, Raphael, Lenoir et al. 1991), Die Funktion der SSC ist bisher
noch weitestgehend unklar. Sie besitzen eine &hnliche Struktur wie der Golgi
Apparat und das endoplasmatische Retikulum (Pollice and Brownell 1993), die
eine zentrale Rolle in der Proteinbiosynthese sowie Endo- und Exozytose
einnehmen. Aullerdem konnten Spezies-spezifische Unterschiede im Aufbau
des Zytoskeletts nachgewiesen werden: Im Gegensatz zu Affen, Ratten und
Méausen besitzen die aul3eren Haarzellen in Meerscheinchen ein Netzwerk aus
Aktin und Spectrin unterhalb der Kutikularplatte (Raphael, Athey et al. 1994).

Eine weitere denkbare Hypothese ware auch, dass der verwendete Antikorper
gegen andere Epitope gerichtet ist. Die in der vorliegenden Arbeit genutzten
Antikorper wurden nach dem Paper Magiera and Janke (2013) und nach
personlicher Kommunikation mit C. Janke (Institut Curie, Orsay, Frankreich)
gewahlt. Somit wurden die nach aktueller Datenlage am besten beschriebenen
Antikorper verwendet. In den Arbeiten von Slepecky, Henderson et al. (1995),
Tannenbaum and Slepecky (1997), Saha and Slepecky (2000) wurde der
monoklonale Antikdrper gegen tyrosiniertes Tubulin , T9028“ von Sigma-Aldrich
genutzt, wahrend in dieser Arbeit ,MAB1864-1“ von Millipore verwendet wurde.
Diese unterscheiden sich hinsichtlich des Organismus, in dem sie hergestellt
wurden. So wurden zur Generierung des einen Antikorpers Mause und des
anderen  Ratten  immunisiert.  Weiterhin  binden  die  Antikorper
hdchstwahrscheinlich leicht unterschiedliche Epitope. Genauere Informationen
zu den verwendeten Epitopen lassen sich leider aus den Angaben der Hersteller

nicht entnehmen, so dass diese Hypothese nicht geprift werden kann.
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4.4 Zusammenfassung und Ausblick

In diversen Studien wurde in der Vergangenheit die Bedeutung von PTMs fir die
physiologische Entwicklung des Horvorgangs aufgezeigt. Den verschiedenen

TBC-Proteinen wird diesbezlglich ebenfalls eine hohe Relevanz zugeschrieben.

In der vorliegenden Arbeit sollte daher in einem deskriptiven Ansatz das
Expressionsmuster von PTMs und TBCs im Corti-Organ wéahrend verschiedener
Entwicklungsstadien im murinen Organismus beschrieben werden. Die
wichtigsten Ergebnisse hieraus werden im Folgenden nochmals kurz

zusammengefasst.

An P1 findet sich tyrosiniertes, detyrosiniertes und acetyliertes Tubulin in den
Pfeilerzellen. In den darauffolgenden Entwicklungsstadien (P7 und P14) werden
diese drei Modifikationen in allen Stitzzellen nachgewiesen. Polyglutamyliertes
Tubulin zeigt an P1 keine Expression, wahrend es an P7 in den Pfeilerzellen und

an P14 zusatzlich in den Deiters-Zellen vorkommt.

Im Gegensatz hierzu zeigt sich fur die TBCs ein sehr diskontinuierliches
Expressionsmuster. Beispielsweise wird TBCB an P1 im Kolliker-Organ
exprimiert, wahrend es an P7 in der inneren Stitzzelle, den Pfeilerzellen, den
Phalangen der Deiters-Zellen sowie Grenz- und Hensen-Zellen zur Darstellung
kommt. An P14 hingegen zeigt sich ausschlieRBlich eine Expression in den

Deiters-Zellen, jedoch mit Aussparung der Phalangenprozesse.

Dieses sprunghafte Muster lasst letztlich keinen Ruckschluss auf eine
spezifische Funktion der TBCs im cortischen Organ zu. Ein Vergleich mit anderen
Publikationen zu dieser Thematik, welche vorwiegend in vitro Versuche

beinhalteten, ist aufgrund der geringen Datenlage nur bedingt moglich.

Bezuglich der PTMs ist das spatio-temporale Expressionsmuster von Gerbils zu
diskutieren, welches fur tyrosiniertes Tubulin ein gegensatzliches
Expressionsmuster im Vergleich zu anderen publizierten Ergebnissen aufweist.
Denkbare Hypothesen fiir diese gegenséatzlichen Ergebnisse sind Spezies-
spezifische Unterschiede, aber auch eine unterschiedliche Epitopbindung der

verwendeten Antikorper.
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Zusammenfassend lasst sich sagen, dass in der vorliegenden Arbeit das
Expressionsmuster von PTMs erstmalig in der murinen Cochlea tber mehrere
Entwicklungsstadien hinweg dargestellt werden konnte. Des Weiteren ist dies die
erste Arbeit, in der eine spatio-temporale Verteilung von TBCs in einem Gewebe
beschrieben wurde. Trotz der dargestellten Unterschiede wurde die deskriptive
Zielsetzung der Arbeit erfullt. Mogliche Losungsansatze zur Eruierung von
Ursachen der diskrepanten Ergebnisse waren die Durchfuhrung vergleichender
Versuchsreihen mit verschiedenen Antikdrpern, die Untersuchung der Verteilung
von PTMs und TBC Proteinen in Gerbils oder zelltypspezifische

Knockoutexperimente.
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