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Meiner Familie, meiner Gromutter,

in Liebe und Dankbarkeit.

,Das ist faszinierend! Ich kann einfach nicht aufhéren, lhnen zuzuhéren und
wiinsche mir, es meinen Patienten &hnlich sagen zu kénnen.“— ,,Ich habe
gelernt, dass Menschen vergessen, was man gesagt hat, dass Menschen
vergessen, was man getan hat, aber dass Menschen niemals vergessen,
welche Gefiihle man in ihnen hervorgerufen hat.“

» This is fascinating! | just can’t stop listening to you and wish to tell it my
patients the same way.“— ,,I've learned that people will forget what you
said, people will forget what you did, but people will never forget
how you made them feel.*

- Stephen D. Rauch, zitiert nach Maya Angelou
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Einleitung

1 Einleitung

Das Horen ist die Sinneswahrnehmung, die bei Lebewesen fur die
Weiterleitung und Interpretation von akustischen Signalen aus der Umwelt
verantwortlich ist. Akustische Signale bestehen aus Schallwellen, die vom
auBeren Ohr aufgenommen und durch den Gehérgang zum Trommelfell
weitergeleitet werden. In Schwingungen versetzt gibt das Trommelfell die
Schallwellen als Vibration, als sogenanntes akustisches Schallsignal, an die
Gehorkndchelchen Hammer (Malleus), Amboss (Incus) und Steigbugel (Stapes)
des Mittelohres weiter. Der Stapes ist mit seiner FulRplatte beweglich in das
ovale Fenster (Fenestra ovalis) des Innenohres verankert und leitet die
Vibration an die Perilymphe der Cochlea weiter. Die vibrierende FlUssigkeit
versetzt die Basilarmembran in Form einer Wanderwelle in Schwingung. Diese
beginnt an der Basis und setzt sich bis in die Apex fort, um dort am Helicotrema
in Richtung des runden Fensters zu wenden. Auf der Basilarmembran,
innerhalb des Schneckengangs (Ductus cochlearis) befindet sich das Corti’'sche
Organ mit den Haarzellen, deren Stereozilien korrelierend mit der Intensitat der
Wanderwelle und damit des Schallsignals ausgelenkt werden. Jedem Ort auf
der Basilarmembran ist dabei eine bestimmte Frequenz zugeordnet, sodass
diese anatomische und physikalische Besonderheit eine frequenzabhangige,
tonotopische Weiterleitung des Schallsignals durch die Haarzellen an die
Hornerven ermoglicht. Die Haarsinneszellen geben das elektromechanisch
transformierte Signal an die Horbahn und schliellich an die Horrinde, an den
Gyrus temporalis superior und die Gyri temporales transversi (Heschl’'sche
Querwindungen) des Temporallappens weiter. Hier erfolgt schlieBlich die
Verarbeitung und Interpretation des akustischen Schallsignals. Téne und
Gerausche gelangen zu Bewusstsein und bestimmen unser Horvermdgen.
Neben dem Richtungshéren, der Wahrnehmung von Warnsignalen und der
akustischen Erfassung der Umwelt basiert ein groler Teil der sozialen
Kommunikation auf das Horvermdgen. Eine gesonderte Rolle spielt speziell bei
uns Menschen die differenzierte Wahrnehmung von Musik und das Verstandnis

von Sprache. Eine Schwachung oder Verlust dieser Sinneswahrnehmung geht
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daher mit erheblichen Auswirkungen auf die subjektive Lebensqualitat in

sozialen wie auch beruflichen Bereichen einher.

Schwerhorigkeit ist die haufigste Berufserkrankung und hat neben der
individuellen Arbeitsunfahigkeit erhebliche volkswirtschaftliche Produktivitats-
verluste als Folge. Allein in Europa wird die Anzahl der Schwerhoérigen auf
insgesamt 22,5 Millionen Menschen geschatzt, dabei 2 Millionen Menschen mit
kompletter Ertaubung (Schneider, 2005). Die geschatzten Gesamtkosten
inklusive Sprachtherapie, Horhilfen und Arztkosten belaufen sich auf 3.500
Euro pro Patient und 78 Milliarden Euro insgesamt pro Jahr (Schneider, 2005,
European agency for safety and health at work). Dem gegeniber stehen die
Kosten fir unbehandelten Horverlust, die in Europa eine Hohe von 213
Milliarden Euro pro Jahr erreichten (Shield, 2006, Evaluation of the social and
economic costs of hearing impairment. A report for Hear-it). Dass
Schwerhorigkeit auch ein internationales Problem ist, zeigten Daten der
Weltgesundheitsorganisation 2015: Weltweit leiden 360 Millionen Menschen
und damit etwa 5 % aller Menschen unter einer Schwerhdérigkeit (WHO, 2015).
Davon lebt die Mehrheit in Entwicklungslandern, in denen es an ndétigen
Versorgungsmoglichkeiten und Fachzentren mangelt. Insgesamt ist die
Schwerhorigkeit die haufigste Sinneserkrankung und dritthaufigste chronische

Erkrankung aller Menschen weltweit.

Per Definitionem beschreibt die Schwerhorigkeit eine Minderung des
Horvermogens, der Fahigkeit, akustische Reize bzw. Schall wahrzunehmen.
Die Ursache kann dabei in allen Abschnitten des Hoérorgans lokalisiert sein.
Dazu zahlen das aullere Ohr mit Ohrmuschel und Gehoérgang, das Mittelohr,
das Innenohr inklusive der Horschnecke (Cochlea) sowie weiter tiefer liegende
Strukturen wie Hornerv, Hérbahn bis hin zur zerebralen Horrinde. Basierend auf
der anatomischen Lokalisation wird zwischen Schallleitungsschwerhorigkeit,
Schallempfindungsschwerhdrigkeit, Schallwahrnehmungsschwerhorigkeit sowie
kombinierter Schwerhorigkeit als Mischform differenziert. Wahrend die
Ursachen der Schallleitungsschwerhorigkeit sich auf Pathologien im Mittelohr

oder im auferen Gehodrgang beschranken, liegt die Stérung bei einer
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Schallwahrnehmungsstérung weiter zentral in der Hoérrinde, im primaren oder
sekundaren auditiven Cortex des Temporallappens. Hier spricht man von einer
retrocochlearen Schallwahrnehmungsstérung, fur die nicht die Weiterleitung,
sondern die Verschaltung und Interpretation der akustischen Signale bei
intakter Cochlea ursachlich ist. Vermehrte Wahrnehmung von Toénen und
Gerauschen als Tinnitus ist oftmals die Folge. Wird dagegen das Innenohr
geschadigt spricht man von einer Schallempfindungsstérung, einer
sensorineuralen Schwerhdorigkeit, bei der ein Defekt auf sensorischer, zellularer

Rezeptorebene oder auf neuronaler Ebene vorliegt.

Der sensorineurale Innenohrschaden stellt die haufigste Form einer einseitigen
Schwerhorigkeit dar und geht haufig mit einem Verlust von Haarsinneszellen
einher (Nadol, 1993): Die Ursachen hierflr sind vielseitig und reichen von
angeborener, genetisch  bedingter  Schwerhdrigkeit,  physiologischer
Altersdegeneration (Presbyakusis), Intoxikation bei Mittel- oder
Innenohrentziindung, Infektionskrankheiten Uber akuten und chronischen
Schalltraumata, Schadeltraumata bis zur Meniére’schen Krankheit und
Tumoren. Ebenso konnen ototoxische Substanzen das Innenohr bis zur
kompletten Ertaubung schadigen. Oftmals mussen derartige ototoxische Effekte
insbesondere im Rahmen einer medikamentdsen Behandlung als
Nebenwirkung in Kauf genommen werden. Resultat ist haufig ein permanenter
sensorineuraler Schaden mit konsekutiv irreversibler Ertaubung, da der Mensch
nicht in der Lage ist, verlorene Haarsinneszellen neu zu bilden oder
geschadigte Haarsinneszellen zu regenerieren. Die Irreversibilitat liegt auch in
den aktuell noch sehr beschrankten Behandlungsmaoglichkeiten begrindet: Die
Schallempfindungsschwerhdrigkeit lasst sich meistens weder medikamentds
noch operativ therapieren. Ist der Innenohrschaden infektionsbedingt kann eine
antibiotische oder eine operative Behandlung zumindest ein Fortschreiten des
Haarzellverlusts verhindern. Liegt bereits ein Funktionsverlust des Innenohres
vor, kdbnnen Horgerate helfen, das reduzierte Horvermogen zu kompensieren.
Im Fall einer kompletten Ertaubung stehen Cochlea-, Mittelohr- oder
Hirnstammimplantate als therapeutische Optionen zur Verfigung, bei denen die

Prognose jedoch wesentlich vom Alter des Patienten und einer rechtzeitigen
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Implantation abhangt. Alle bisherigen Behandlungsstrategien sind jedoch nicht

in der Lage, einen permanenten Haarzellverlust adaquat auszugleichen.

Trotz des hohen Bedarfs stehen bisher keine kausalen, auf pharmakologischen
Wirkstoffen  basierenden  Therapiemdglichkeiten zur  Verfligung. Die
experimentelle Untersuchung des Innenohres von Saugetieren stellt aufgrund
der schwierigen anatomischen Zuganglichkeit und der komplexen
Zytoarchitektur eine groRe Herausforderung dar und wird durch die geringe
Zellzahl des sensorischen Epithels zusatzlich erschwert. Die Verwendung von
in vitro Kulturen kann fir die Entwicklung eines Modells zum
~Wirkstoffscreening“ otoprotektiver und ototoxischer Substanzen von
besonderem  Vortell sein, da  definierte Kulturparameter  ohne
pharmakokinetische Einflisse bei gleichzeitiger Reduktion aufwendiger
Tierversuche besser kontrolliert werden kdnnen. Die Kultivierung von murinen
Cochleae postnataler Altersstadien hat den Nachteil, dass pro eingesetztes Ohr
nur ein Versuch durchgefihrt werden kann, sodass die Anzahl an
Versuchstieren im Vergleich zu in vivo Modellen nicht wesentlich verringert
wird. Es konnte jedoch gezeigt werden, dass aus dem Corti’'schen Organ von
Saugetieren otische Stammzellen gefunden (Izumikawa et al., 2005, Oshima
and Heller, 2005) und in vitro isoliert zur Proliferation gebracht werden kénnen
(Diensthuber et al., 2009, Oshima et al.,, 2009, Waldhaus et al., 2012). Die
Stammzellen bilden zunachst sogenannte Spharen aus, die das Potenzial
besitzen, sich unter entsprechenden Kulturbedingungen in epitheliale
Zellverbande, den differenzierten Spharen (,Patches®) zu differenzieren. Da die
Zellen dieser Patches typische, immunhistochemische Merkmale von Haar- und
Stutzzellen des sensorischen Sinnesepithels besitzen, werden sie als ,Mini-
Ohren“ bezeichnet und stellen den  Ausgangspunkt zukunftiger
Wirkstoffscreening-Verfahren dar. Trotz des Fortschritts muss diese Methode
hin zu einem ,high-throughput“-Screeningmodell und geman der Prinzipien der

3R-Forschung weiter optimiert und standardisiert werden:

(1) Replacement, der Ersatz von Tierversuchen durch tierversuchsfreie

Verfahren, (2) Reduction, die Reduktion der notwendigen Tierversuche und der
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daflr eingesetzten Versuchstiere und (3) Refinement, die Verfeinerung und
Verbesserung der Versuchsablaufe, sodass die Beanspruchung der
eingesetzten Versuchstiere reduziert und gleichzeitig mehr Informationen aus

Experimenten gewonnen werden kdnnen (SET).

Diese Arbeit wurde auch von der ,Stiftung zur Férderung der Erforschung von
Ersatz- und Erganzungsmethoden zur Einschrankung von Tierversuchen®
(SET) unterstitzt und hatte auch das Ziel, ein effizientes Stammzell-basiertes

Tierersatzmodell auf Basis der 3R-Prinzipien zu etablieren.

1.1 Strategien der Haarzellregeneration im Corti’schen Organ

Haarsinneszellen sind hochspezialisierte Rezeptoren des Innenohres, die
mechanische Reize in elektrische Reize umwandeln und funktionelles Horen
durch Reizweiterleitung an das Gehirn ermoéglichen. Die Bildung der Haarzellen
beim Menschen erfolgt wahrend des 1. Trimenons der Embryonalentwicklung
und ist mit einer Gesamtanzahl von etwa 15.000 Zellen abgeschlossen. Mit
steigender Lebenserwartung unserer Gesellschaft steigt die Erwartung, die
Haarzellen langer funktionsfahig zu erhalten. Die Frequenzselektivitat wahrend
des Horens ist abhangig von der Funktion einzelner Haarzellen und kann
bereits bei Verlust weniger Haarzellen des auditorischen Sinnesepithels zu
klinisch relevanten Beeintrachtigungen fuhren. Das Resultat ist eine chronische,
sensorische  Schwerhoérigkeit, fur die momentan keine  kausalen
Therapiemoglichkeiten verfugbar sind (WHO, 2015). Ziel der regenerativen
Medizin ist es daher, durch Neubildung von Haarsinneszellen den irreversiblen
Zellverlust zu kompensieren und damit das Horvermodgen wiederherzustellen.
Eine der grofliten Herausforderungen liegt in der Zellbiologie begriindet, in den
verschiedenen physiologischen Phasen des Zellzyklus. Wahrend die einen
Zellen im Zellzyklus verbleiben und innerhalb der Proliferationsphase zur
kontinuierlicher Zellteilung fahig sind, kdnnen andere Zellen den Zellzyklus
reversibel verlassen. Diese befinden sich dann in der sogenannten Quieszenz,

aus der sie durch geeignete Triggersignale wieder in den Zellzyklus eintreten
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und die Teilungsfahigkeit wiedererlangen koénnen. Haarsinneszellen von
Saugetieren gelten nach ihrer Ausreifung, nach dem Verlassen des Zellzyklus
als terminal differenziert und sind per definitionem irreversibel von weiterer
Zellteilung ausgeschlossen (Lowenheim et al., 1999). Bei Fischen, Amphibien
und Reptilien befinden sich die Haarzellen auch im adulten Alter in der
Proliferationsphase (Corwin, 1981, Popper and Hoxter, 1984, Wilkins et al.,
1999). Ein Verlust von Haarzellen induziert hier die Zellteilung benachbarter
Stutzzellen nach dem Haarzellersatzmechanismus, bei dem aus einer
Stlutzzelle jeweils eine Stutz- und eine neue Haarzelle entstehen (Balak et al.,
1990, Corwin et al., 1991, Lopez-Schier and Hudspeth, 2006). Eine andere
beobachtete Form des Haarzellersatzmechanismus ist die direkte Konversion
von Stutzzellen zu Haarzellen ohne vorherige Zellteilung (Baird et al., 1996,
Taylor and Forge, 2005). Anders verhalt sich das Sinnesepithel von Vdgeln, die
sogenannte Papilla basilaris. Hierbei handelt es sich um Sinneszellen, die nach
einem bestimmten Zeitpunkt der Embryonalentwicklung ihre letzte Zellteilung
als terminale Mitose durchlaufen und anschlieBend teilungsunfahig in der
Quieszenz verbleiben (Cotanche, 1987, Cruz et al., 1987, Smolders, 1999). Mit
dem Signal des Haarzellverlusts verhalten sich Stltzzellen von Vdégeln
biologisch wie die Stitzzellen der niederen Vertebraten und teilen sich
asymmetrisch in jeweils eine Stutz- und Haarzelle. Fraglich ist, ob sich durch
geeignete Stimuli eine ahnliche Reaktion der Stutzzellen auch bei Saugetieren
induzieren lasst. Tatsachlich konnte im Vestibularorgan des Saugers eine in
vitro durch Haarzellverlust induzierte Zellteilung von Stltzzellen beobachtet
werden. Es Dbleibt jedoch wunklar, ob diesem Ereignis eine direkte
Umdifferenzierung durch Zellkonversion oder eine proliferative Regeneration
durch Zellteilung zugrunde liegt. Bezuglich sensorischer
Innenohrschwerhdorigkeit ist zu klaren, wie ein Haarzellverlust im Corti’'schen
Organ von Saugetieren zu kompensieren ist. Dazu gibt es vier unterschiedliche
Strategien. (1) Erste Strategie: Nach der terminalen Mitose wird versucht, durch
geeignete Faktoren in die Regulation des Zellzyklus von Stitzzellen
einzugreifen, um die unterdrickte Zellproliferation zu reaktivieren. Die

Identifikation und der funktionelle Nachweis von potenziellen Zielmolekullen
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setzen eine genaue Aufklarung der molekularen Regulation des Zellzyklus
voraus und erfolgt ahnlich einem Screening-Verfahren nach dem ,trial and
error‘-Prinzip. Dies war in Ansetzen bereits erfolgreich. So konnte
beispielsweise die Hemmung des zyklinabhdngigen Kinase-Inhibitors p27<P
zur Induktion von Zellteilung postnataler adulter Stitzzellen der Maus beitragen
(Lowenheim et al.,, 1999). (ll) Grundlage der zweiten Strategie ist es, die
Situation in der Vogelcochlea auf die Cochlea der Saugetiere zu Ubertragen,
entsprechend einer direkten Konversion von Stutzzellen in Haarzellen initiiert
durch geeignete Triggersignale. Der ,Basic-Helix-Loop-Helix“ (bHLH-)
Transkriptionsfaktor Math1 (auch Atoh1) ist flr die Bestimmung des
Zellschicksals in Richtung Haarsinneszelle verantwortlich und scheint ein
solches Triggersignal zu sein. In der frihen Entwicklung der Cochlea ist Math1
im prosensorischen Zellen exprimiert, die sich zu sensorischen Haarzellen
entwickeln (Chen et al., 2002, Driver et al.,, 2013). Nach Differenzierung der
Haarsinneszellen ist Math1 weiter fiir das Uberleben und die funktionelle
Ausreifung der Zellen notwendig (Cai et al., 2013, Chonko et al., 2013). Im
transgenen Mausmodell konnte gezeigt werden, dass die ektopische
Expression von Math1 zur Konversion von Stitzzellen zu Haarzellen beitragt
(Liu et al., 2012a, Ouji et al., 2013). Insgesamt konnte in embryonalen,
neonatalen sowie postnatal jungen Tieren gezeigt werden, dass Math1 fur die
Haarzelldifferenzierung, das Uberleben und die funktionelle Ausreifung
innerhalb der Cochlea notwendig ist (Zheng and Gao, 2000, Gubbels et al.,
2008, Kelly et al., 2012). Der regenerative Effekt in adulten Altersstadien ist
bisher noch begrenzt, da die Expression von Math1 altersabhangig sinkt (Liu et
al., 2012a, Stojanova et al., 2015). Ein Nachteil der direkten Konversion bleibt,
dass die Regeneration von Haarzellen mit einem Verlust an Stitzzellen
einhergeht und damit eine funktionelle Einschrankung wahrend des komplexen
Transduktionsprozesses von akustischen Reizsignalen madglich ist. Unklar
bleibt, wie sich die regenerierten Haarzellen funktionell ohne eigene Stltzzellen
verhalten und ob die fehlenden Stitzzellen wiederum ersetzt oder regeneriert
werden mussen. Dennoch ist es denkbar, dass durch Induktion von

Proliferation und Differenzierung in Kombination mit anschlieRender



Einleitung

Reinnervation der regenerierten Haarzellen auch eine funktionelle
Regeneration erreicht werden kann. (lll) Die dritte Strategie zur maoglichen
Haarzellregeneration bildet die Stammzelltransplantation, bei der sich
applizierte Stammzellen zu Haarzellen differenzieren. Dabei wird zwischen
exogener und endogener Stammzelltransplantation unterschieden. Ersteres
wurde bereits fur fetale neuronale Stammzellen, hamatopoetische
Stammzellen, murine embryonale Stammzellen sowie fur induzierte pluripotente
Stammzellen aus Mesenchymzellen beschrieben (Oshima et al., 2010, Qin et
al., 2011, Ouiji et al., 2012, Lou et al., 2013, Zhao et al., 2013). Neben der
ethischen Problematik stellt sich hier die Frage nach der adaquaten Ansiedlung
der transplantierten Zellen, insbesondere da frequenzabhangiges Horen mit der
streng tonotopen Anordnung der Haarzellen zusammenhangt und einen
willktrlichen Haarzellersatz nicht erlaubt. Eine weitere, ethisch vertretbare
Strategie ist die Aktivierung endogener Vorlauferzellen. Voraussetzung ist, dass
multipotente, im Corti’'schen Organ residente Progenitorzellen vorhanden sind
und Faktoren zur Induktion des Stammzellcharakters evaluiert werden. Es ist
bekannt, dass otische Stammzellen aus dem Corti’'schen Organ der Maus
isoliert und in vitro zu sogenannten Spharen expandiert werden kénnen (White
et al., 2006, Savary et al., 2007, Oshima et al., 2009, Waldhaus et al., 2012).
Dabei sinkt die Stammzellartigkeit dieser Progenitorzellen und damit die
Fahigkeit, in vitro Spharen und Haarzell-dahnliche Zellen zu bilden, von
neonatalen zu adulten Altersstadien (White et al., 2006, Oshima et al., 2009).
Vorteilhaft ist jedoch, dass der Stammzellcharakter auch post mortem bestehen
bleibt und die Isolierung und Expansion endogener Progenitorzellen daher nicht
nur fir die Stammzelltransplantation in vivo von besonderer Bedeutung sind.
Endogene otische Progenitorzellen sind dazu geeignet, ein in vitro Modell des
Innenohres zu etablieren, da sie naher an der natlrlichen Zellbiologie liegen
und dabei den Gebrauch von transgenen Tieren oder embryonalen

Stammzellen vermeiden.
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1.2 Stitzzellen als otische Progenitorzellen

Bei der Suche nach potenziellen otischen Progenitorzellen stellen die
Stltzzellen des Corti'schen Organs vielversprechende Kandidaten dar. Es
werden zwei Mechanismen beschrieben, die einer Haarzellregeneration
vorangehen kénnen: Der Haarzellersatz durch vorherige, mitotische Zellteilung
oder direkte Transdifferenzierung (Konversion) anderer Zellen zu
Haarsinneszellen. Stutzzellen sind bei beiden Mechanismen wesentlich
involviert. Wie die Haarzellregeneration von Reptilien, Amphibien, Fischen und
Voégeln zeigt, kdnnen sich proliferative Stltzzellen bei Haarzellverlust mitotisch
in jeweils eine Haar- und Stltzzelle teilen (Corwin and Cotanche, 1988, Ryals
and Rubel, 1988, Stone and Cotanche, 2007, Ma et al., 2008, Warchol, 2011).
Auch andere Studien zeigten, dass Stlutzzellen die Progenitorzellen fir
proliferative (mitotische) Haarzellregeneration nach Haarzellverlust darstellen
(Raphael, 1992, Stone and Cotanche, 1994, Warchol and Corwin, 1996, Matsui
et al., 2000). Haarzellregeneration infolge direkter Umwandlung in Haarzellen
ohne Zellteilung wurde ebenfalls flr Stltzzellen unterschiedlicher Spezies
beschrieben (Staecker et al., 2007, Kelly et al., 2012). Da alle Zelltypen des
Corti’'schen Organs von Saugetieren biologisch als terminal differenziert gelten,
ist die Regeneration von Haarzellen infolge von Zellproliferation erschwert.
Dennoch scheinen perinatale Stltzzellen aus Maus, Ratte und
Meerschweinchen eine latente Fahigkeit zu besitzen, sich in vitro zu Haar- und
Stlutzzellen zu differenzieren (Oshima and Heller, 2005, Zhai et al., 2005, White
et al., 2006, Savary et al., 2007). Zellen aulRerhalb des Corti’'schen Organs
weisen ein vergleichsweise niedrigeres Differenzierungspotenzial zu

Haarsinneszellen auf (Sinkkonen et al., 2011a).
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1.3 Zielsetzung der Arbeit

1.3.1 Oberflachenmarker zur Selektion distinkter Stiitzzellpopulationen

Das Corti'sche Organ ist organisiert in eine Reihe aus inneren
Haarsinneszellen, drei Reihen aus dufleren Haarsinneszellen und verschiedene
Stlutzzellen, die sie umgeben. Es gibt viele Hinweise, dass eine funktionelle
Haarzellregeneration von den unmittelbar benachbarten Stltzzellen ausgehen
kann. Stutzzellen gelten daher als potenzielle otische Progenitorzellen. Es
besteht jedoch ein Bedarf, diesen Zelltyp genauer zu definieren. Mindestens
funf verschiedene Stutzzelltypen sind entlang des Corti'schen Organs in
verschiedenen Reihen organisiert. In Abbildung 8C ist ihre Anordnung vom
inneren grolien epithelialen Wulst (GER, greater epithelial ridge) zum auf3eren
kleinen epithelialen Wulst (LER, lower epithelial ridge) des Corti’'schen Organs
schematisch dargestellt: Grenzzellen, innere Phalangenzellen, Pillarzellen,
Deiterszellen und Hensenzellen. Neben ihrer Lokalisation unterscheiden sich
diese Stitzzelltypen auch in ihrer Morphologie und Funktion. Es wird daher
vermutet, dass auch das Expressionsmuster auf Molekular- wie auch auf
Proteinebene je nach Stutzzelltyp unterschiedlich ist (Sinkkonen et al., 2011a).
Um distinkte Stutzzellpopulationen zu definieren und zu untersuchen, sollten
CD (Cluster of differentiation)-Oberflachenmolekile identifiziert werden, die
zelltyp-spezifisch exprimiert werden. Das Expressionsmuster verschiedener
CD-Molekile im Innenohr wurde bereits mittels serieller Analyse der
Genexpression (SAGE) im Huhnchen bestatigt (Sinkkonen et al., 2011b). Es
konnte gezeigt werden, dass distinkte Stutzzellpopulationen CD-Molekile
exprimieren, die bereits als bekannte Stammzell- und Progenitormarker von
neuronalen und glialen Vorlauferzellen im Zentralnervensystem beschrieben
wurden. Hier galten die CD-Molekiile p75""™® (White et al., 2006, Sinkkonen et
al., 2011a, Yuan et al., 2011) und GLAST (Chen et al., 2010, Dalet et al., 2012,
Ahmed et al., 2013) als besonders vielversprechend, um auch Progenitorzellen
von Haarsinneszellen des Corti'schen Organs zu detektieren. Im ersten Teil
dieser Arbeit sollte das Expressionsmuster des Glutamat-Aspartat-Rezeptors
(GLAST, EAAT1) und des p75-Neurotrophinrezeptors (p75"'}, CD271) in
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Stutzzellen des immaturen Corti'schen Organs der Maus untersucht werden.
Stutzzellen mit mehr Stammzell- bzw. Progenitorcharakter sollten
immunhistochemisch von anderen Zellen des Ductus cochlearis abgegrenzt

werden.

1.3.2 MACS zur Anreicherung distinkter Stiitzzellpopulationen

Aus der heterogenen Zellkultur des Corti'schen Organs der Maus sollten
distinkte Stltzzellsubpopulationen isoliert werden. Dazu eignete sich das
Verfahren der Magnet-assoziierten Zellsortierung (Miltenyi et al., 1990).
Nachdem das Expressionsmuster der zu isolierenden Zellen bestimmt ist,
werden die Zellen mit einem Antikdrper-Komplex markiert. Dieser besteht aus
dem zelltyp-spezifischen Antikorper gegen das entsprechende CD-
Oberflachenmolekdl, einem fluoreszierenden Farbstoff zur
durchflusszytometrischen Detektion der Zellen sowie aus einem Microbead-
gekoppelten Antikérper. Microbeads sind magnetisierbare Mikropartikel aus
Dextran und Eisenoxid und bilden die Grundlage der Magnet-assoziierten
Zellsortierung. Microbead-gekoppelte Zellen werden unter Anwendung eines
Starkmagneten aus einer Zellsuspension detektiert und in der porésen Wand
einer Trennsaule zuruckgehalten. Nicht markierte Zellen werden
wahrenddessen separat aufgefangen. Durch anschlieliende Entfernung des
Magneten werden die positiv Microbead-gekoppelten Zellen aus der MACS-
Trennsaule gelost, sodass eine isolierte Zellfraktion aus der primar eingesetzten
Zellsuspension gewonnen wird. Beispiele zeigten, dass MACS zur Sortierung
sensorischer Zellen geeignet war und zur Charakterisierung von
Progenitorzellen anderer Zellreihen verwendet werden konnte. Retinale Zellen
aus der Maus und des Menschen wurden mit MACS aufgereinigt und auf ihre
Stammzelleigenschaften als Progenitorzellen von Photorezeptoren untersucht
(Carter et al., 2009, Eberle et al., 2011, Eberle et al., 2014). Die Zellen des
sensorischen Riechepithels der adulten Ratte konnten bereits mittels MACS
(und FACS) nach Markierung mit anti-GLAST sortiert und zur Generierung von

olfaktorischen Spharen verwendet werden (Ohnishi et al.,, 2013). Ebenso
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ermdglichte MACS die Anreicherung von neuralen Stammzellen aus Gliazellen

des embryonalen Rickenmarks der Ratte (Cizkova et al., 2009).

In dieser Arbeit sollten die durch MACS isolierten distinkten
Stlutzzellpopulationen des Corti’'schen Organs der Maus in vitro kultiviert und in
ihrem Proliferations- und Differenzierungspotenzial vergleichend untersucht
werden. Ziel war die |dentifikation einer Stammzellpopulation aus Stiutzzellen,

die fur ein effizientes in vitro Modell des Innenohres verwendet werden kann.

1.3.3 FACS zur Anreicherung distinkter Stiitzzellpopulationen

Die Fluoreszenz-assoziierte Zellsortierung (FACS) wurde 1968 entwickelt und
stellt ein weiteres Verfahren zur Separierung von verschiedenen
Zellpopulationen dar. Die zu isolierenden Zellen werden dabei spezifisch
markiert und mit unterschiedlichen Fluoreszenzpartikeln gekoppelt. Die
vereinzelten und markierten Zellen werden als Primarsuspension in das FACS-
Messgerat gegeben und passieren mit definierter Spannung, Geschwindigkeit
und Druck den Mikrokanal einer Kuvette, die sich im Bestrahlungsfeld eines
Laserstrahls befindet. Da der Durchmesser des Mikrokanals etwa dem
Durchmesser einer Zelle entspricht, erlaubt das FACS-Verfahren eine Analyse
jeder einzelnen Zelle. Je nach Beschaffenheit der Zelle entsteht
unterschiedliches Streulicht. Das Vorwartsstreulicht (FSC, forward scatter) dient
als Mal fur die Beugung des Lichts und korreliert mit der Zellgrof3e. Das
Seitwartsstreulicht (SSC, side scatter) gibt als Maly fur die Lichtbrechung
Aufschluss auf die Granularitat und Struktur der Zelle. Mit diesen Parametern
konnen bereits im Vorfeld Zelldebris und Zellaggregate erkannt und von der
unmittelbar  folgenden  Zellsortierung  ausgeschlossen  werden. Im
Sortierungsschritt wird anhand unterschiedlicher Laser und Filter das emittierte
Fluoreszenzlicht gemessen, das je nach Markierung mit einem Fluorochrom
von den Zellen ausgeht. Ahnlich fluoreszierende Zellen sind demnach mit dem
gleichem Fluorochrom positiv markiert, werden mit Hilfe eines Luftstroms in das
selbe Sortiergefald gesammelt und gelten dann als vereinzelte reine Zellfraktion

einer spezifischen Markierung. Im Unterschied zu der sequenziellen
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Vorgehensweise bei MACS kdnnen mit dem FACS-Verfahren auf diese Weise
mehrere Zellpopulationen simultan in einem Sortierungsschritt voneinander
isoliert werden. In der klinischen Anwendung gehort FACS insbesondere in der
Hamatologie, Infektiologie und Immunologie bereits zur Routinediagnostik.
Auch in der zellbiologischen Grundlagenforschung gehért FACS zu den
standardisierten Verfahren, um Zellen verschiedenster Zellreihen zu
analysieren oder zu isolieren. In der Innenohrforschung konnte das FACS-
Verfahrung mit Verwendung von CD-Markern bereits zur Sortierung von
Stutzzellen des Corti'schen Organs der Maus (p3) verwendet werden
(Sinkkonen et al.,, 2011a). In einem transgenen Mausmodell wurden
Haarsinneszellen mittels FACS isoliert und anschlie®end auf ihre
Genexpression hin untersucht (Scheffer et al., 2015). In anderen transgenen
Tiermodellen konnten mit Stltzzell-spezifischem Promotor Stlitzzellen aus dem
Corti’'schen Organ der neonatalen Maus isoliert und kultiviert werden (White et
al., 2006, Chai et al., 2012, Shi et al., 2012).

In dieser Arbeit sollte das FACS-Verfahren neben der Etablierung des MACS-
Sortierverfahrens  dazu verwendet  werden, spezifisch markierte
Stlutzzellpopulationen des Corti’'schen Organs der Maus zu identifizieren und
von anderen Zellen der heterogenen Zellpopulation zu isolieren. Die Effizienz
beider Sortierungsverfahren sollte im Anschluss vergleichend evaluiert und
gegebenenfalls in das Protokoll der in vitro Kultur des postmortalen Corti’schen

Organs der Maus integriert werden.

1.3.4 Otische Progenitorzellen zur Regeneration von Corti’schen Zellen

Es ist bekannt, dass adulte Saugetiere kein regeneratives Potenzial besitzen,
um einen Verlust an Haarsinneszellen funktionell zu kompensieren. Bereits aus
Tieren, die drei Wochen oder alter sind, ist eine Isolierung von cochlearen
Zellen mit proliferativen Stammzelleigenschaften bisher nicht mdglich (White et
al., 2006, Oshima et al., 2007). Im Verlauf der ersten postnatalen Wochen

erfolgt eine Ausreifung des Corti’'schen Organs, die mit einem Verlust otischer
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Stammzellen einhergeht. Im frih postnatalen Altersstadium ist es dagegen
gelungen, otische Stammzellen zu isolieren und in vitro zu Kkultivieren
(Diensthuber et al., 2009, Waldhaus et al., 2012). In Kultur teilen sich die
Stammzellen und bilden klonale, frei-schwimmende Zellkolonien aus, die

sogenannten Spharen (Oshima et al., 2009).

In dieser Arbeit sollten potenzielle Progenitorzellen des Corti’'schen Organs der
postnatalen Maus anhand spezifischer Expressionsmuster von CD-
Oberflachenmolekilen identifiziert und durch geeignete Sortierungsverfahren
isoliert werden. Isolierte distinkte Zellpopulationen des postnatalen Corti’schen
Organs der Maus sollten gemalR des etablierten in vitro Spharenbildungs-
Assays (Waldhaus et al., 2012) kultiviert und mittels EdU-Zellteilungs-Assay auf
ihre Spharenbildungskapazitat untersucht werden. Spharen, die aus isolierten
distinkten Zellpopulationen des postnatalen Corti’'schen Organs der Maus
hervorgegangen sind, sollten anschlieend nach dem etablierten in vitro
Differenzierungs-Assays (Waldhaus et al., 2012) kultiviert und anhand
geeigneter Markerexpression auf ihr Differenzierungspotenzial in Haarzell- und

Stutzzell-ahnliche Zellen untersucht werden.
Dies beinhaltete:

a) Vergleichende Evaluation der Spharenbildungskapazitat. Hier galt es
diejenige Stutzzellpopulation zu identifizieren, die Uber ein erhdhtes
Stammzellpotenzial verfigt und somit am besten dazu fahig ist, in vitro Spharen

zu bilden.

b) Vergleichende Evaluation des Differenzierungspotenzials in Haarzell-
ahnliche Zellen. Neben einer Neubildung von Haarzell-ahnlichen Zellen aus
Progenitorzellen ist die Quantifizierung der in vitro generierten Haarzellen als
Ausgangspunkt flr zukunftige Screening-Verfahren von Bedeutung. Diese
wlrde die Basis eines in vitro Modells des Innenohres schaffen und eine

standardisierte Beurteilung otoprotektiver und ototoxischer Effekte ermdglichen.

c) Vergleichende Evaluation des Differenzierungspotenzials in Stutzzell-

ahnliche Zellen. Ziel ist hier, die Anzahl der in vitro generierten Stutzzellen zu
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optimieren. Diese stellen wie beschrieben potenzielle Progenitorzellen von
Haarzellen da und kdénnen durch direkte Konversion oder durch mitotische

Zellteilung in Haarzellen otoregenerativ eingesetzt werden.

1.3.5 Inhibition des Notch-Signalwegs als chemisches in vitro Stimulanz

Obwohl die klinische Relevanz einer erfolgreichen Haarzellregeneration in vitro
fur Screeningverfahren otoprotektiver und ototoxischer Substanzen und auch in
vivo zur moglichen kausalen Therapie eines Haarzellverlusts hoch ist, sind die
molekularen und genetischen Mechanismen der Stitz- und Haarzellentstehung
noch nicht vollstandig aufgeklart. Aus Studien, die durch spezielle Verfahren
(lineage tracing) die Herkunft von Zelllinien evaluiert haben, ist bekannt, dass
Stltz- und Haarzellen aus jeweils eigenen Vorlauferzellen (Progenitorzellen)
hervorgehen. Es stellt sich jedoch die Frage, wie diese Progenitorzellen
entstehen und wie eine funktionelle Programmierung Richtung Stammzelle,

Stutz- oder Haarsinneszelle induziert werden kann.

Teil aktueller Forschungsergebnisse ist diesbezlglich der sogenannte Notch-
Signalweg, der an der Regulation von Zellschicksal, Zellproliferation und Zelltod
wahrend der embryonalen Entwicklung beteiligt ist (Bray, 2006, Gridley, 2007,
de Celis, 2013). Initial wird der Notch-Signalweg durch eine Zell-Zell-Interaktion
direkt benachbarter Zellen aktiviert, bei der zwischen einer Signal-sendenden
und einer Signal-empfangenen Zelle unterschieden wird. Letztere tragt den
namensgebenden Notch-Rezeptor, eine Familie (in Saugetieren: NOTCH1 bis
NOTCH4) aus Transmembranproteinen, die aus einer Transmembrandomane
und einer grof’en extrazellularen Domane besteht. Bindet die Signal-sendende
Zelle mit Zelloberflachenliganden der Jagged- (JAG1, JAG2) oder Delta-like-
(DLL1, DLL3, DLL4) Familien an den Notch-Rezeptor der Signal-empfangenen
Zelle, wird eine intrazellulare Signalkaskade aktiviert: Das interzellulare Signal
leitet zunachst die zweifache proteolytische Spaltung des heterodimeren Notch-
Rezeptors ein, zunachst vermittelt durch eine Metalloprotease der ADAM- oder
TACE (TNF-a-converting enzyme, ADAM17) Familie (S2-Spaltung). Der zweite
Schritt der Spaltung (S3-Spaltung) wird anschliefend durch eine y-Sekretase
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katalysiert und fuhrt zur Abspaltung der Notch-intrazellularen Domane (NICD).
Wahrend der Komplex aus dem restlichen Bestandteil des Notch-Rezeptors
zusammen mit dem Liganden extrazellular verbleibt, liegt die NICD frei im
Intrazellularraum vor und wird durch Translokation in den Nukleus der Zelle
aufgenommen. Dort interagiert die NICD mit einem DNA-bindenden Protein-
Komplex (CSL) und dessen Koaktivatoren MAML1 sowie einer Histon-
Acetyltransferase (HAc) und flhrt schlieBlich zur Transkription der
,Downstream“-gelegenen Notch-Gene. Ohne Aktivierung durch NICD bindet der
CSL-Komplex an spezifische regulatorische DNA-Sequenzen, die eine
Transkription  der  Notch-Gene  blockiert. Zu den  bekanntesten
Transkriptionsfaktoren, die von Notch-Genen codiert werden, gehdren die basic
helix-loop-helix (bHLH) Transkriptionsfaktoren. Folgende bHLH sind wichtige
Mediatoren in der Entwicklung des Innenohres: Math1 (Atoh1 in der Maus),
Sox2, Hes1, Hes5, Hey. Insgesamt ist der Notch-Signalweg wahrend der
Embryogenese bedeutend flr die Entwicklung von allen Geweben und
Organen. Er ist jedoch auch im adulten Organismus, insbesondere an der
Zelldifferenzierung wesentlich beteiligt, unter anderem durch Hemmung des
Proliferationsfaktor Math1 bzw. Atoh1 (Ahmed et al., 2012, Kelly et al., 2012,
Liu et al., 2012a, Neves et al., 2012). Die Entwicklung der Cochlea wird durch
den Notch-Signalweg auf unterschiedliche Weise beeinflusst: Der Mechanismus
der lateralen Induktion ist fir die Entwicklung prosensorischer Zellen von
Bedeutung, wahrend der Mechanismus der lateralen Inhibition bei der
Zelldifferenzierung eine Rolle spielt. Studien ergaben, dass der Notch-Ligand
JAG1 vor und wahrend der Entstehung des prosensorischen Organs exprimiert
wird und fehlendes JAG1 zu einer Fehlbildung des prosensorischen Organs mit
nur wenigen Haar- und Stiutzzellen flhrt (Kiernan et al., 2006). Die Inhibition
des Notch-Signalwegs in Cochlea-Explantaten von Mausen resultierte ebenfalls
in eine prosensorische Entwicklungsstérung (Munnamalai et al., 2012). Der
Mechanismus der lateralen Inhibition ist dagegen im Corti’'schen Organ
verantwortlich fir die Bestimmung des Zellschicksals in Richtung
Haarsinneszelle oder Stutzzelle. Sich differenzierende Haarsinneszellen

exprimieren Notch-Liganden, die den Notch-Signalweg in benachbarten Zellen
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aktivieren und hier die Haarzelldifferenzierung verhindern. Beeinflusst von der
lateralen Inhibition differenzieren benachbarte Zellen stattdessen zu Stutzzellen
und bilden dadurch das typische, morphologische Bild des Corti’'schen Organs,
dem Wechsel aus Haarsinnes- und Stltzzellen aus. Entsprechend einer
fehlenden lateralen Inhibition wurde in Mausen ohne Expression der Notch-
Liganden JAG1 und DLL1 oder des Notch-Rezeptors NOTCH1 eine erhdhte
Anzahl an Haarsinneszellen mit einer reduzierten Anzahl benachbarter nicht-
sensorischer Stutzzellen beobachtet (Kiernan et al., 2005a). Neben der
Entwicklung scheint der Notch-Signalweg auch in der Regeneration der
Haarsinneszelle involviert zu sein. Es konnte gezeigt werden, dass die
Transkription von Notch-Gene nach einem Haarzellschaden in der Cochlea und
im Utrikulus von Saugetieren ansteigt (Wang et al., 2010, Korrapati et al., 2013,
Mizutari et al., 2013). Die Verwendung eines y-Sekretase-Inhibitors zeigte in
unbeschadigten und beschadigten Cochleae der neonatalen Maus, dass
Stutzzellen durch Inhibition des Notch-Signalwegs sich zu Haarsinneszellen
transdifferenzieren kénnen (Doetzlhofer et al., 2009, Korrapati et al., 2013,
Mizutari et al., 2013, Bramhall et al., 2014, Li et al., 2015). Ein ahnliches
Ansprechen auf die Inhibition des Notch-Signalwegs konnte in der adulten
Cochlea der Maus nach Haarzellschadigung nicht beobachtet werden (Mizutari
et al., 2013).

In dieser Arbeit wurde der Ansatz verfolgt, durch geeignete Inhibition des
Notch-Signalwegs mit dem y-Sekretase-Inhibitor L-685458 der Hemmung von
Atoh1 entgegenzuwirken, um so die in vitro Haarzellregeneration zu
stimulieren. Da die intrinsische Aktivitat des Notch-Signalwegs bereits postnatal
abnimmt und auch innerhalb des Corti'schen Organs einem baso-apikalen
Gradienten folgt, sollte das Protokoll der in vitro Kultur dementsprechend
angepasst werden (Zine et al., 2000, Mizutari et al., 2013). Dazu wurden post
partem entnommene Corti'sche Organe der Maus jeweils vor Kultivierung
mechanisch in eine apikale, mittlere und basale Windung separiert. Analog zur
Kultivierung nach Zellsortierung sollten auch hier zur Ermittlung einer

geeigneten  Stammzellpopulation das in vitro Proliferations- und
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Differenzierungspotenzial in Stitz- und Haarsinneszellen vergleichend evaluiert

werden.

1.3.6 Ziele dieser Arbeit im Uberblick

I)  Immunhistochemische Charakterisierung der Markerexpression im

Corti’schen Organ der postnatalen Maus

Zellpopulationen mit potenziell erhohtem Stammzellpotenzial sollten durch
spezifische CD-Oberflachenmolekilen (Cluster of differentiation) markiert und

immunhistochemisch charakterisiert werden.
1) Etablierung von geeigneten Verfahren zur Zellsortierung

Spezifisch markierte Zellpopulationen sollten aus der heterogenen Primarkultur
des postnatalen Corti'schen Organs der Maus mit einer mdglichst hohen
Effizienz isoliert werden. Hierfir war die Magnet- (MACS) und Fluoreszenz-

assoziierte Zellsortierung (FACS) zu etablieren.

Ill) Bestimmung der Sphérenbildungskapazitat der distinkten Zelltypen des
Corti’schen Organs und Dokumentation des Stammzellcharakters der Sphéren

durch immunhistochemische Charakterisierung

MACS- und FACS-isolierte Zellpopulationen des postnatalen Corti’'schen
Organs der Maus sollten gemal des etablierten in vitro Spharenbildungs-
Assays kultiviert und anschlielend mittels EdU-Zellteilungs-Assay auf ihre
Spharenbildungskapazitat untersucht werden. Qualitative Unterschiede in der
Proteinexpression der aus definierten Zellpopulationen hervorgegangenen
Spharen sollten durch immunhistochemische Studien mit geeigneten

Stammzellmarkern aufgezeigt und vergleichend analysiert werden.

IV) Bestimmung des Differenzierungspotenzial der aus distinkten Zelltypen des

Corti’schen Organs hervorgegangenen Sphéren
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Spharen, die aus isolierten distinkten Zellpopulationen des postnatalen
Corti'schen Organs der Maus hervorgegangen sind, sollten gemal des
etablierten in vitro Differenzierungs-Assays kultiviert und immunhistochemisch
auf ihr Differenzierungspotenzial in Haarzell- und Stltzzell-ahnliche Zellen

untersucht werden.

V) Untersuchung von Sphérenbildungskapazitat und Differenzierungspotenzial
Corti’scher Zellen unter chemischer Stimulation mit y-Sekretase-Inhibitor L-
685458

Die Inhibition des Notch-Signalwegs durch einen y-Sekretase-Inhibitor sollte die
Haarzelldifferenzierung wahrend des in vitro Differenzierungs-Assays
stimulieren. Das Differenzierungspotenzial in Haarzell- und Stitzzell-ahnliche
Zellen sollte immunhistochemisch untersucht und mit den vorherigen

Kultivierungsansatzen vergleichend evaluiert werden.
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2 Material und Methoden
2.1 Fur Organentnahme verwendete Tiere

Fir die MACS- und FACS-Sortierungen sowie Ansatze mit Applikation des
Notch-Signalweg-Inhibitors wurden neonatale (p0) und 3 bis 5 Tage alte (p3-5)
horunreife NMRI-Mause verwendet. Die Zichtung und Haltung der Tiere
erfolgte in der Tierhaltung der Universitat Tubingen gemaf den ,Leitlinien far
die Unterbringung und Pflege von Tieren, die zu Versuchszwecken und
anderen wissenschaftlichen Zwecken verwendet werden“ in der Fassung vom
18. Juni 2007, herausgegeben von der Kommission der Europaischen
Gemeinschaften. Bei der Tétung der Tiere zur Organentnahme wurde nach § 4
Abs. 3 des Tierschutzgesetzes in der Fassung der Bekanntmachung vom 18.
Mai 2006 (BGBI. | S. 1206, 1313) vorgegangen, das zuletzt durch Artikel 20 des
Gesetzes vom 9. Dezember 2010 (BGBI. | S. 1934) geandert worden ist. Fur
den Versuchszeitraum wurden die ,Anzeigen von Eingriffen und Behandlungen
an Tieren zu wissenschaftlichen Zwecken® vom 24.05.2012, 14.09.2012,
10.10.2012 und 08.02.2013 durch die Tierschutzbeauftragten des
Universitatsklinikums Tubingen (Frau Dr. med. vet. S. Gerold und Herr Dr. med.

vet. R. Scheurlen) gepruft und vom Regierungsprasidium genehmigt.

2.2 Explantation

Tiere in den Altersstadien p3-5 wurden flr die immunhistologischen Analysen
und die MACS- und FACS-Sortierungen verwendet. Ahnlich erfolgte die
Explantation der pO Tiere fur die Versuchsprotokolle mit Applikation des Notch-
Signalweg-Inhibitors. Versuchstiere bis zum Altersstadium p5 wurden am
Genick gehalten und durch Dekapitation mit einer scharfen Praparationsschere
getotet. AnschlieBend wurde der Schadel von kaudal bis zum Orbitalrand
skalpiert. Nachfolgende Praparationsschritte am skalpierten Schadel, die

chemische Fixierung zur Vorbereitung der immunhistochemischen Analysen
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oder die Feinpraparation zur sterilen Gewebegewinnung fur Zellsortierung und
in vitro Kultur, werden in den Kapiteln 2.3. und 2.4. separat aufgeflhrt.
Wahrend aller Inkubationsschritte wurden die Explantate auf Eis gekuhlt und
die Gewebsimmersion der jeweiligen Inkubationsfllssigkeit durch Rotation auf

einem Laborschuttler beschleunigt.

2.3 Immunhistochemische Identifizierung von Stitzzellen

2.3.1 Feinpraparation und chemische Fixierung der Cochlea von Mausen

Wahrend aller Praparationsschritte diente Zellstoff als Unterlage, um bei den
Praparationsschritten mit der Rasierklinge ein Verrutschen des Schadels zu
vermeiden. Nach Skalpierung des Schadels wurde die rostrale Halfte des
Schéadels kaudal der Orbitae in der Frontalebene mittels einer scharfen
Rasierklinge (Wilkinson) abgetrennt. Der Schadel wurde nun auf die in der
Frontalebene entstandene Schnittflache aufgestellt. Die Schadelkalotte wurde
nun von der Laterobasis durch einen Schnitt mittels der Rasierklinge senkrecht
zur Standflache getrennt. Mit der Eroffnung des Schadels konnten die
Felsenbeine flr die Fixierung freigelegt werden, indem das Gehirn vorsichtig mit
Hilfe von zwei Pinzetten herausgelost wurde. Mit der einen Pinzette wurde das
Explantat fern von den Felsenbeinen an den Resten der Cellulae ethmoidales
fixiert, mit der anderen Pinzette wurde das Gehirn vorsichtig seitlich vom
Schadel gelést und schlieBlich aus der Schadelhalfte geklappt. Zur
Gewebefixierung wurden die Schadelhalften in einer 24-Well-Kulturplatte fur 60
Minuten in 4 %-iger Paraformaldehydlésung (PFA 4 %, etwa 2 mL pro Well) bei
+4 °C immersionsfixiert. Anschliellend wurden die Explantate fur 60 Minuten in
Phosphat-gepufferter Salzlésung (PBS, etwa 2 mL pro Well) ebenfalls bei +4 °C
inkubiert.
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2.3.2 Anfertigung von Kryoschnitten

Zur  Kryoprotektion wurden alle fixierten und ausgewaschenen
Gewebeexplantate in 25 %-iger Saccharose (25 % Saccharose/1x PBS)
uberflhrt und bei +4 °C Uber Nacht inkubiert.

Fir die Einbettung der Gewebeexplantate wurden Hohlzylinder aus
Aluminiumfolie als Einbettform verwendet. Nachdem die Behaltnisse mit
Einbettmedium geflllt wurden, wurden die Praparate entsprechend der
gewulnschten Schnittebene in dem Medium eingebettet. Unter einem Mikroskop
(Zeiss Mikroskop Stemi 2000-C) wurden sie daher so platziert, dass die
Langsachse des cochledaren Modiolus und die anatomische Augenachse
(zwischen vorderem und hinterem Pol des Augenbulbus) méglichst parallel zum
Boden der Form ausgerichtet sind. Die eingebetteten Praparate wurden bei -80
°C tiefgefroren und bis zur Anfertigung der Kryoschnitte bei gleicher Temperatur

gelagert.

Nach Entfernung der Aluminiumform von dem gefrorenen Gewebeblock wurde
dieser mit etwas Einbettmedium auf dem Objekthalter des Kryostats befestigt.
Die Basis des Gewebeblocks wurde dabei parallel zum Objekthalter orientiert
und als erstes angeschnitten. Die Cochlea wurde so im Gewebeblock platziert,
dass ihre Langsachse parallel zur Schnittflache ausgerichtet und daher radiare
Schnitte vom Ductus cochlearis (Schneckengang) mdglich waren. Bei einer
Kryostat-Kammertemperatur von -23 °C und einer Objekttemperatur von -28 °C
wurden mit einem Schneidekeil serielle Kryoschnitte mit einer Schnittdicke von
10 um angefertigt und auf beschichtete Objekttrager aufgenommen. Die
aufgenommenen Kryoschnitte wurden bei Raumtemperatur flr etwa 60 Minuten
getrocknet und entweder umgehend fur die immunhistochemische Markierung

verwendet oder bis zur Markierung bei -80 °C gelagert.
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2.3.3 Immunhistochemische Markierung der Oberflachenmarker GLAST

und p75"™® an Kryoschnitten der murinen Cochlea

Die bei -80 °C gelagerten Objekttrager wurden vor Beginn der
immunhistochemischen Markierung bei Raumtemperatur etwa 30 Minuten
aufgetaut. Mit einem Fettstift wurden die Gefrierschnitte anschlielRend
umrandet, um die pipettierten Losungen wahrend der Inkubation in einem
definierten Bereich zu halten. Die bendtigten Volumina an Denaturierungspuffer
(DP), Blockadepuffer (BP), Reaktionspuffer (RP) sowie 1x PBS (Protokoll zur
Herstellung im Kapitel 8.1) wurden direkt vor Beginn angesetzt und je nach
Umfang der Markierung in 1,5 mL-, 2,0 mL- (Eppendorf Cups) oder in 15 mL-
Reaktionsgefale (Polystyrene  Conical  Tube, Falcon) pipettiert.
Primarantikorper, Sekundarantikorper sowie das 4',6-Diamidino-2-phenylindol-
Reagenz (DAPI) wurden mindestens 10 Minuten unter lichtgeschitzten
Bedingungen aufgetaut und auf die jeweilige Konzentration mit RP oder 1xPBS
verdunnt. Die Reaktionsgefale glichen hierbei denen der Pufferlésungen. Alle
zur immunhistochemischen Markierung bendtigten Losungen wurden vor
Gebrauch via Vortex-Gerat durchmischt und anschlie3end fur 5 Minuten bei
13.000 rpm zentrifugiert. Je Objekttrager wurden 90-100 pL der
entsprechenden Ldsung auf die Gefrierschnitte pipettiert. Dabei war darauf zu
achten, dass der gesamte Kolbenhub der Pipette nicht zu schnell ausgenutzt
wurde, um die Schnitte mechanisch nicht zu beschadigen. Um einer
Verdunstung vorzubeugen und die Menge der Lésungen auf den Objekttragern
mdglichst konstant zu halten, wurden alle Inkubationsschritte in einer
lichtgeschitzten Inkubationskammer durchgeflihrt. Diese war mit feuchtem
Zellstoff ausgelegt, um Luftfeuchtigkeit moglichst gesattigt zu halten. Je nach
Antikorper konnten verschiedene Protokolle mit oder ohne Citrat-Puffer-
Vorbehandlung beziehungsweise Denaturierungspuffer (DP, 1 % Sodium-
Dodecylsulfat (SDS) in 1x PBS) etabliert werden. Die Vorerhitzung des Citrat-
Puffers erfolgte fur etwa 2 Minuten in einer herkdmmlichen Mikrowelle bei etwa
800 Watt bis der Siedepunkt erreicht war. Zur Inkubation im erhitzten Citrat-
Puffer wurden die Objekttrager in hitzebestandigen Objekttragerhalter platziert

und innerhalb eines Dampfgargerats auf einer Temperatur von 100 °C
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gehalten. Die einzelnen Protokolle flr die immunhistochemische Markierung

von Kryoschnitten sind im Kapitel 8.2.1 aufgefuhrt.

2.4 MACS zur Gewinnung von distinkten Stutzzellpopulationen

2.41 Feinpraparation des postnatalen Corti’schen Organs der Maus

Die Explantation der p3-5 alten Mause erfolgte zunachst wie im Kapitel 2.2
beschrieben. Alle folgenden Praparationsschritte wurden unter sterilen
Bedingungen unter einer sterilen Werkbank durchgefuhrt. Beginnend am
Foramen magnum wurden die beiden skalpierten Schadelhalften durch zwei
mediosagittale Schnitte bis zum Bregma voneinander getrennt. Der erste
Schnitt apikal des Foramen magnums erfolgte von okzipital nach rostral
orientierend an der Sutura sagittalis, wahrend mit dem zweiten die
Schadelbasis kaudal des Foramen magnums durchtrennt wurde. Im Anschluss
wurden die beiden Schadelhalften mit den jeweiligen Felsenbeinen durch zwei
Frontalschnitte zwischen Orbita und aufReren Gehdrgang herausgeldst. Die
Gehirnhalften wurden beginnend an der Schadelkalotte entfernt. Die folgende
Feinpraparation erfolgte unter einem Stereomikroskop (Zeiss Mikroskop Stemi
2000-C) in einer Petrischale mit auf +4 °C gekulhlter Hepes-gepufferten Hank’s
Salzlésung (HHBSS, Hepes-buffered Hank’s balanced salt solution), welches
auch zur Zwischenlagerung der Schadelhalften auf Eis diente. Unter
Vermeidung einer mechanischen Traumatisierung der Cochlea wurden
Gehirnreste, Tentorium und Sinus sigmoideus entfernt, um die Sicht auf die
knécherne Cochlea zu ermdglichen. Diese wurde langst erdffnet und vorsichtig
von dem Ductus cochlearis prapariert, ohne diesen zu beschadigen. Besonders
der apikale Abschnitt des Ductus musste vollstandig von der knéchernen Huille
geldst werden, um einen Abriss des Ductus an dieser Stelle zu vermeiden. Der
freigelegte Ductus wurde anschlieBend an der Basis aus der kndchernen
Cochlea entnommen. Anliegende Strukturen wie der Modiolus mit dem
Spiralganglion (Abb. 1A, MS) mussten entfernt werden. Der aufiere Sulcus ist

besonders diunn und imponierte entlang des Ductus als Aufhellung zwischen
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Corti'schem Organ und Stria vascularis. An dieser Sollbruchstelle war es
mdglich, die laterale Wand bzw. das Spiralligament (Abb. 1A, SL) inklusive der
Stria vascularis vom Corti'schen Organ (Abb. 1A, OC) zu trennen. Die
Corti’'schen Organe wurden anschliel3end in einer kleinen Petrischale mit Eis-
gekuhlter HHBSS gesammelt und bis zur chemisch-mechanischen Dissoziation
zwischengelagert. Die fotographische Aufnahme von prapariertem
Spiralligament, Corti’'schem Organ und Modiolus  wurde am
Praparationsmikroskop mit einer Kamera (Samsung Galaxy Note N7000)

aufgenommen (Abb. 1A).

2.4.2 Gewinnung einer Einzelzellsuspension

Um in verschiedenen Sortierungsverfahren distinkte Stutzzellen durch CD-
Markierung identifizieren und isolieren zu kdnnen, mussten die immaturen
Corti'schen Organe zu einer Einzelzellsuspension dissoziiert werden. Zur
chemischen Dissoziation wurden jeweils 10 Corti'sche Organe in einer kleinen
Petrischale mit 50 pyL 0.125 % Trypsin/PBS (Sigma-Aldrich, Steinheim,
Germany) gesammelt und bei +37 °C und 5 % CO; inkubiert. Nach einer
Inkubationszeit von 15 Minuten wurde die Enzymaktivitdt des Trypsins mit
Zugabe von 50 uL Blockadeldésung gestoppt. Dieses bestand aus 20 mg/mL
Trypsin-Inhibitor (gewonnen aus Sojabohnen, Serva, Heidelberg, Germany)
und 2 mg/ml DNAse | Lésung (Worthington, Lakewood, NJ, USA), geldst in
DMEM/ F12 Medium. Die mechanische Dissoziation der Corti’'schen Organe
erfolgte anschliel’end mittels 100 pL Pipette, mit der die Zellsuspension unter
Vermeidung von Luftblaschen (Pipette eingestellt auf etwa 80-90 uL) 80 Mal
titruiert wurde. Nach Zugabe von 1 mL Proliferationsmedium wurden die
Basilarmembranen mit Hilfe eines feinen Praparationsdrahtes unter dem
Stereomikroskop  (Zeiss  Mikroskop  Stemi  2000-C) entfernt. Die
Zellsuspensionen aus allen dissoziierten Corti'schen Organen wurden
gesammelt und bei +4 °C zwischengelagert. Die Zusammensetzung des

Proliferationsmediums ist in Kapitel 8.1 aufgeflhrt.
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Das hier beschriebene Verfahren zur Gewinnung einer Einzelzellsuspension
Corti’'scher Organe diente nicht nur den Verfahren der Zellsortierung mit MACS
und FACS, sondern auch bei den Versuchsansatzen mit chemischer Notch-
Signalweg-Inhibition als zellulares Ausgangsmaterial. Die lichtmikroskopische
Aufnahme der Einzelzellsuspension wurde am inversen Mikroskop (Axiovert

100 M) mit einer verbundenen Kamera aufgenommen (Abb. 1B).

Um die Zellkonzentration zu ermitteln, wurde die Neubauerkammer mit 10 pL
der gut durchmischten Zellsuspension beschickt. Unter dem inversen Mikroskop
(Axiovert 25) wurde die Zellzahl in den vier Quadranten der Neubauerkammer
durch Auszahlung bestimmt (Abb. 1B). Die Zellkonzentration wurde

anschlie3end wie folgt errechnet:

Durchschnittliche Zellzahl eines Quadranten * 10* = Zellzahl / mL

Abbildung 1: Gewinnung einer Einzelzellsuspension aus dem Corti’schen Organ der
Maus als zelluldres Ausgangsmaterial. (A) Fotographische Aufnahme des Spiralligaments
(SL), Corti'schen Organs (OC) und des Modiolus mit Spiralganglion (MS) nach
mikropraparatorischer  Dissektion und (B) lichtmikroskopische = Aufnahme  der
Einzelzellsuspension Corti'scher Zellen nach chemisch-mechanischer Dissoziation. ((A)
Mafstabsbalken = 200 uym, (B) MafRstabsbalken = 100 um).
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2.4.3 Abgrenzung einer geeigneten Einzelzellpopulation

Um die Einzelzellsuspension des immaturen Corti'schen Organs der Maus fur
durchflusszytometrische Untersuchungen und Sortierungen von Stitzzellen
nutzen zu konnen, wurden die dissoziierten Zellen zu Beginn auf ihre
Fraktionierbarkeit, Viabilitat und auf ihre Eignung zur <ns1:XMLFault xmlns:ns1="http://cxf.apache.org/bindings/xformat"><ns1:faultstring xmlns:ns1="http://cxf.apache.org/bindings/xformat">java.lang.OutOfMemoryError: Java heap space</ns1:faultstring></ns1:XMLFault>