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Einleitung 1

1 EINLEITUNG

1.1 Einfihrung

Flr die meisten Erkrankungen des Innenohres sind die ursachlichen Faktoren
weitgehend unbekannt. Bis heute konnte auch die Atiologie der Meniére schen
Erkrankung nicht vollstandig geklart werden, und die Diagnose wird weiterhin
anhand der klinischen Symptomtrias fluktuierende Tieftonschwerhérigkeit, Tin-
nitus und rezidivierende Drehschwindelattacken gestellt. Eine kausale Therapie
dieser Erkrankung ist das Ziel vieler Forschungen. Dieses Ziel setzt jedoch
moglichst genaue Kenntnisse der Ursachen der Meniére'schen Erkrankung vo-
raus.

Durch histopathologische Untersuchungen an Felsenbeinpraparaten von Pati-
enten mit der Meniere’schen Erkrankung wurde 1938 eine durch Volumenzu-
nahme bedingte Ausweitung des endolymphatischen Systems entdeckt
(Yamakawa, 1938 in Osaka; Hallpike und Cairns, 1938 in London). Klinisch
wurde spater eine Korrelation zwischen einer Erhéhung des Plasmaspiegels fur
das Antidiuretische Hormon (ADH), auch Vasopressin (V) genannt, und Innen-
ohrerkrankungen, die mit einem idiopathischen Hydrops einhergehen, festge-
stellt (Takeda et al., 1995). In Tierexperimenten konnte durch eine systemische
ADH-Applikation ein endolymphatischer Hydrops induziert werden (Kumagami
et al., 1998; Takeda et al., 2000). In der Niere kennt man bereits ein ADH-
gesteuertes Volumenregulationssystem mit einem ADH-Rezeptor, dem
Vasopressin2-Rezeptor (V2-R), und dem zugehdérigen Wasserkanal Aquaporin-
2 (AQP-2) (Nielsen und Agre, 1995). Im Innenohr finden wichtige Prozesse, wie
das Héren und die Steuerung des Gleichgewichtes, in Beziehung zu fllssig-
keitsgeflllten Raumen statt. Zur Volumenregulation im Endolymphsystem des
Innenohres kénnte folglich ein FlUssigkeitsregulationssystem wie in der Niere
existieren.

Somit war es Ziel dieser Arbeit, den V2-Rezeptor im Saccus endolymphaticus
(SE) und Ductus endlolymphaticus (DE) im Tiermodell Ratte mit verschiedenen
Methoden nachzuweisen. Der Nachweis erfolgte mittels Immunhistochemie und
erstmals auf Proteinebene mit Western-Blot. AuBerdem wurden die ADH-
Rezeptoren V1a und V1b immunhistochemisch nachgewiesen.
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1.2 Morbus Meniéere

Die Symptomtrias fluktuierende Tieftonschwerhdrigkeit, Tinnitus und rezidivieren-
de Drehschwindelattacken definiert die Meniere’sche Erkrankung. Oft findet sich
auch ein Voéllegefuhl im Ohr (Mancini et al., 2002; Thai-Van et al., 2001). Diese
Symptomkonstellation wurde im Jahre 1861 durch Prosper Meniére in der ,Ga-
zette médicale de Paris erstmals beschrieben. Zur damaligen Zeit war das Auf-
treten dieser Symptome als apoplektiforme cerebrale Kongestion bekannt. Sie
wurden dem Gehirn als Ursprungsorgan zugeordnet und als psychiatrische Er-
krankung betrachtet. Prosper Meniére postulierte die Ursache der Symptome
erstmals im Innenohr, speziell in den Bogengangen (Meniére, 1861). Daflr spra-
chen das gemeinsame Auftreten von auditorischen und vestibularen Symptomen.
Hierbei stltzte sich Prosper Meniére auf die Erkenntnisse von Flourens, der bei
Untersuchungen an Brieftauben das Gleichgewichtsorgan in den Bogengéangen
des Innenohres lokalisiert hatte (Flourens, 1842). 1867 wurde der Begriff der
,Meniere’schen Erkrankung® erstmals in einer wissenschaftlichen Veroffentli-
chung von Politzer benutzt (Politzer, 1867). Simon Duplay pragte 1872 den Be-
griff “Morbus Meniére* fiir den von Prosper Meniére beschriebenen Komplex von
Symptomen (Duplay, 1872).

Die Haufigkeit des Morbus Meniere wird in der Literatur unterschiedlich angege-
ben. Grinde hierflir kbnnen mit der wechselnden Symptomatik, der Schwierigkeit
einer Differentialdiagnose und den nicht einheitlichen diagnostischen Kriterien
zusammenhangen. 1972  verfffentlichte  die  ,American Academy of
Otolaryngology” (AAO) Richtlinien zur Diagnose der Meniere'schen Krankheit.
1995 wurden diese Richtlinien zuletzt neu definiert (Committee on Hearing and
Equilibrium, 1972 und 1995). Cawthorne und Hewlett haben 1954 in GroBbritan-
nien eine Pravalenz von 0,16 % in der Bevolkerung festgestellt (Cawthorne und
Hewlett, 1954). In einer weiteren britischen Studie berichteten Harrison und
Naftalin 1968 Uber eine Haufigkeit von 0,1% in der englischen Bevélkerung (Har-
rison und Naftalin, 1968). Aktuelle deutsche Literaturangaben berichten von einer
Pravalenz von 0,1 %, wobei jeder flinfte Patient eine positive Familienanamnese
hat (Schaaf, 2007). Die Inzidenz der Meniére schen Erkrankung kann von geneti-
scher Pradisposition und von Umweltfaktoren beeinflusst sein. Diese Tatsache
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kdnnte auch die unterschiedlich hoch ausfallende Inzidenzrate in bestimmten Re-
gionen, Landern und Kontinenten erklaren (Mancini et al., 2002). Die HNO-Klinik
der Universitat Erlangen-NUrnberg berichtete 1995 Uber eine Inzidenz von 2,9 %
pro Jahr (Haid et al., 1995). Das Geschlechterverhaltnis von Mannern zu Frauen
wird in der Literatur sehr unterschiedlich angegeben: es reicht bei Patienten mit
Morbus Meniére von 75 % zu 25 % (Sajjadi et al., 1998) Uber 60 % zu 40 %
(Stahle et al., 1978) bis hin zu einem nahezu ausgeglichenen Verhéltnis von 53
% zu 47 % (Morgenstern, 1985). Der Erkrankungsgipfel liegt zwischen dem 20.
und 60. Lebensjahr (Paparella et al., 1991; Paparella, 1985 und 1994). Die Anga-
ben Uber die Haufigkeit eines beidseitigen Morbus Meniére variieren zwischen 12
% und 30 % (Haid et al., 1995; Kitahara, 1991).

Zu den wichtigsten Differentialdiagnosen der Meniere’schen Krankheit zéhlt man
unter anderem die Neuropathia vestibularis, Migraine cervicale, Lues, Apoplexia
labyrinthi,  Cupolithiasis, = Encephalitis  disseminata, = Akustikusneurinom,
Perilymphfistel, basilare Impressionen und Medikamentennebenwirkungen (Mor-
genstern, 1994). Die Diagnose Morbus Meniére ist eine Ausschlussdiagnose. Zur
Diagnosesicherung werden verschiedene Verfahren angewandt. Durch die
Elektrocochleographie kénnen sich Hinweise fiir einen endolymphatischen Hyd-
rops ergeben (Jahnke, 1994; Camilleri et al., 2001). Der Glyceroltest zur Diagno-
se eines endolymphatischen Hydrops wurde erstmalig 1966 von Klockhoff und
Lindblom in der Diagnostik des Morbus Meniére eingesetzt (Klockhoff und
Lindblom, 1966). Bei negativem Ergebnis ist ein Morbus Meniére jedoch nicht
auszuschlieBen. Die Sensitivitdt des Tests wird in der Literatur mit bis zu 70%
angegeben (Morgenstern, 1985 und 1994). Die direkte Darstellung eines
endolymphatischen Hydrops kann heute klinisch experimentell mit hochauflésen-
der Magnetresonanztomographie durchgefihrt werden (Niyazov et al., 2001). Die
Hirnstammaudiometrie (BERA) dient zur Abgrenzung einer cochlearen von zent-
ralen Lasionen, wie einem Akustikusneurinom oder einem Kleinhirnbrickenwin-
keltumor (Costa et al., 2002).

Die Behandlung des Morbus Meniére ist empirisch und stellt ein hochkontrover-
ses Thema dar, da die Pathogenese weitgehend unbekannt ist. Auch gibt es bis-

her kein Therapieschema, das den Langzeitverlauf der Krankheit nachhaltig
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beeinflussen kann (Thai-Van et al., 2001; Green und Saeed, 2002). Die medi-
kament6se Therapie behandelt die den Patienten am starksten einschranken-
den Symptome, insbesondere die rezidivierenden Schwindelattacken
(Woodworth et al., 2000; Costa et al., 2002; Botrill et al., 2003). In der medika-
mentdésen Langzeittherapie werden Rheologika, wie Betahistin oder
Pentoxifyllin sowie Diuretika eingesetzt (Jahnke, 1994; Thai-Van et al.,
2001;Costa et al., 2002). Bei Verdacht eines akuten Hydrops haben sich Diure-
tika, wie Thiazide, Furosemid, Azetazolamid, oder als Erganzung, osmotisch
wirkende Substanzen, wie Mannitol, bewahrt (Jahnke, 1994; Thai-Van et al.,
2001). Im anfallsfreien Intervall stehen Diuretika, vestibulare Sedativa und ge-
faBwirksame Mittel zur Verfligung (Costa et al., 2002).

In der operativen Therapie wird zwischen funktionserhaltenden und destruie-
renden Verfahren unterschieden (Helms, 1985; LaRouere, 1996; Woodworth et
al., 2000). Zur Therapie des Morbus Meniére beschrieb Portmann 1927 erst-
mals die Saccotomie, die heute eine der am haufigsten gewahlten operativen
Vorgehensweisen darstellt (Portmann, 1927). Zur Entlastung des Saccus
endolymphaticus existieren verschiedene Techniken. Anzuflihren sind hier die
Dekompression durch knécherne Abtragung, die Saccotomie sowie der
subarachnoidale Shunt (Helms, 1985 und 1996; LaRouere, 1996). Das Prinzip
von Dekompressionsoperationen  besteht darin, dass durch eine
Mastoidektomie eine knécherne Druckentlastung des Saccus endolymphaticus
erreicht wird (Helms, 1985). Das Prinzip einer Saccotomie besteht in einem zu-
satzlichen auBeren ,Shunt® des Saccus endolymphaticus in das Mastoid
(Helms, 1996). Beim Anlegen eines subarachnoidalen Shunts wird auf chirurgi-
schem Weg eine Verbindung zwischen Endolymphe und dem subarachnoidalen
Raum hergestellt. Diese Verbindung hat die Funktion einer Drainage, so dass
die Endolymphe in den Subarachnoidalraum abflieBen kann und somit der
endolymphatische Hydrops beseitigt wird (Thai-Van et al., 2001). Dieses Ver-
fahren wird jedoch kaum noch angewandt. Eine Placebo-Operation im Sinne
einer Mastoidektomie konnte in einer Studie vergleichbare Erfolge zu einer
Saccotomie erzielen (Thomsen et al, 1983). Destruierende Verfahren kommen

zum Einsatz, wenn die Patienten weder auf eine medikamentdse noch auf eine



Einleitung 5

funktionserhaltende operative Therapie Besserung zeigen: Labyrinthektomie,
transtemporale Neurektomie oder translabyrinthare Neurektomie (Bottrill et al.,
2003).

Eine weitere Behandlungsmethode fiir therapieresistenten starken Schwindel ist
die Injektion von Gentamycin ins Ohr, eine sogenannte chemische Ablation.
Fowler hat im Jahre 1948 die Applikation ins Mittelohr entwickelt, und
Schuknecht injizierte das Aminoglykosid im Jahre 1957 erstmals ins Innenohr
(Fowler, 1948; Schuknecht, 1957). Dabei zerstért Gentamycin die Funktion des
Vestibularorgans im betroffenen Ohr und reduziert somit die Inzidenz von
Schwindelanféllen. Als unerwlinschte Nebenwirkung kann es zu Hdérverlust bis
hin zu Taubheit in dem betroffenen Ohr kommen (Sennaroglu et al., 2001). Li-
thium, ein Inhibitor der Adenylatzyklase, kann auch als Therapeutikum bei Mor-
bus Meniére eingesetzt werden (Lutz, 1974; Fukushima et al., 2005). Neuestes
Therapieverfahren ist eine Druckpulsbehandlung Uber ein Paukenréhrchen. Die
Grundlage der Wirksamkeit wird in einer Regulation des Endolymphvolumens
unter Beteiligung des Sinus endolymphaticus gesehen (Thomsen et al., 2005;
Plontke, 2007).

1.3 Der endolymphatische Hydrops

Viele der oben genannten Therapien sollen auf die Volumenzunahme im
endolymphatischen System wirken, welche den endolymphatischen Hydrops
als pathophysiologisches Korrelat des Morbus Meniere darstellt. Hallpike und
Cairns stellten besonders heraus, dass die postmortalen Felsenbeine der an
Morbus Meniére erkrankten Patienten keine weiteren pathologischen Befunde
zeigten, die ursachlich fur den Hydrops hatten sein kénnen (Hallpike und
Cairns, 1938). Dieser idiopathische Hydrops steht im Gegensatz zu den bereits
zuvor bekannten Hydropsbefunden bei Labyrinthitis oder einem luetisch ausge-
|6sten Hydrops (Schuknecht, 1993). In der Regel sind im h&autigen Labyrinth der
Ductus cochlearis und der Sacculus betroffen. Der Utriculus und die Bogengan-
ge sind seltener einbezogen (Schuknecht, et al., 1986; Costa et al., 2002; Man-
cini et al., 2002). Im Frihstadium einer Meniére’schen Krankheit betrifft der

endolymphatische Hydrops hauptsachlich den Sacculus und den apikalen Teil
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des Ductus cochlearis. Durch Progression des Hydrops wird spater auch der
basale Anteil des Ductus cochlearis einbezogen. Die Reissner-Membran wélbt
sich im Zuge dessen in die Scala vestibuli vor. Die so erweiterte Scala media
kann den gesamten Raum der Scala vestibuli einnehmen und sich sogar der
kndéchernen Wand des Labyrinths anlegen. In Felsenbeinpraparaten von Pati-
enten, die primar Uber Schwindelattacken klagten, zeigten sich stets auch Aus-
weitungen des Sacculus. Teilweise steht die Wand des Sacculus in Kontakt mit
der FuBplatte des Stapes. Hierbei kbnnen sich zwischen der FuBplatte und dem
Sacculus fibrotische Ziige ausbilden. Dies erklart, dass bei etwa 30% aller Mor-
bus Meniere Patienten ein positives Hennebert'sches Zeichen auftritt (Morgen-
stern, 1983 und 1985). Unter dem Hennebert'schen Zeichen versteht man ein

positives Fistelsymptom.

1.4 Pathophysiologie des Morbus Meniere

Der endolymphatische Hydrops soll bei Patienten mit Morbus Meniére zu Rup-
turen des hautigen Labyrinths im Bereich des Helicotremas und des Sacculus
fihren (Lindsay et al., 1958; Schuknecht, 1981). Die Reissner-Membran, als
Locus minoris resistentiae in diesem System, trennt Endolymphe und
Perilymphe. Nach einer Ruptur vermischt sich kaliumreiche Endolymphe mit der
Perilymphe und erreicht so die Sinneszellen. Die plétzlich erhéhte Kaliumkon-
zentration in der Perilymphe, und somit am basalen Pol der Sinneszellen des
Corti’schen Organs, soll zu einer Depolarisation der Sinneszellen flhren. Auf-
grund der Lokalisation der Schadigung lassen sich der plétzliche Hérverlust, der
Tinnitus, sowie die Schwindelattacken erklaren (Lawrence und Mc Cabe, 1959).
Bei einem weiteren histopathologisch untersuchten Fall mit Endolymphhydrops
waren die Rupturen ausschlieBlich auf die Cochlea beschrankt. Dieser Patient
hatte nur klinische Symptome in Form von fluktuierendem Tieftonhérverlust und
Tinnitus in Form eines tiefen Rauschens. Dies lasst sich durch die Ausweitung
des Endolymphraums erklaren, wodurch die Beziehung von Haarzellen und
Tektorialmembran verzerrt wird (Lang, 1998). Dies ist vor allem im apikalen Be-
reich der Cochlea der Fall, wo die Basilarmembran weniger steif ist und sich
deshalb starker auslenken lasst. Im Tonschwellenaudiogramm driickt sich der
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endolymphatische Hydrops zunéachst als Tieftonhdrverlust, in fortgeschrittenem
Stadium als Hérverlust im tiefen und mittleren Frequenzbereich aus (Lehnhardt
et al.,, 2001). Die typischerweise zur Trias des Morbus Meniére gehérenden
Schwindelerscheinungen fehlten hier, da das hautige Labyrinth im Bereich des
Sacculus intakt war (Lindsay et al., 1958).

Im Tierversuch am Meerschweinchen wurde beobachtet, dass Rupturen der
Reissner-Membran rasch verkleben kénnen und innerhalb von 24 bis 72 Stun-
den heilen (Kimura, 1982). Eine wieder intakte Reissner-Membran erlaubt eine
Wiederherstellung des lonengradienten und erklart so die Besserung der Symp-
tome. Diese Restitutio ad integrum schafft jedoch auch eine erneute Ausgangs-
situation flr das Wiederentstehen des Hydrops mit einer erneuten Ruptur der
Reissner-Membran, was einen weiteren Anfall zur Folge haben kann (Hamann
und Arnold,1999).

Uber die Entstehung des idiopathischen endolymphatischen Hydrops wurden
verschiedene Hypothesen entwickelt. Einerseits wird eine UbermaBige
Endolymphproduktion durch die Stria vascularis angenommen (Kitano et al.,
1997), andererseits eine verminderte Endolymphresorption durch den Saccus
endolymphaticus (Kimura und Schuknecht, 1965; Lundquist, 1965). Eine Be-
deutung des Saccus endolymphaticus fir die Physiologie des Innenohres pos-
tulierte Portmann 1921 als erster aufgrund seiner Experimente an Fischen. Er
erkannte Gleichgewichtsstdérungen bei diesen Tieren nach der Obstruktion ei-
nes kleinen Kanals zwischen dem Saccus endolymphaticus und der Umge-
bung, dem Seewasser (Portmann, 1921).

Guild wies 1927 einen Farbstoff im Saccus endolymphaticus nach, welchen er
zuvor in den Endolymphraum der Cochlea injiziert hatte, und entwickelte so die
Theorie des longitudinalen Endolymphflusses in Richtung des Saccus
endolymphaticus (Guild, 1927). Der Endolymphraum, als Mittelpunkt des Inte-
resses der Morbus Meniére Forschung, ist beim Menschen schwer zuganglich
und bisher nur postmortal genau zu untersuchen. Deshalb versuchte man Tier-
modelle fir den endolymphatischen Hydrops zu entwickeln.
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1.5 Modelle des endolymphatischen Hydrops

Basierend auf den oben genannten Ergebnissen, gelang es Naito 1959 erst-
mals beim Sauger, am Modell des Meerschweinchens, durch chirurgische Obli-
teration des Saccus endolymphaticus einen endolymphatischen Hydrops zu
erzeugen (Naito, 1959). Als Modell fir die Ruptur der Reissner-Membran inji-
zierte man kaliumreiche Flissigkeit in den Perilymphraum und wies so die neu-
rotoxische Wirkung der kaliumreichen Endolymphe auf die Sinneszellen nach
(Dohlmann und Johnsen, 1959). Hierdurch lassen sich jedoch nur die Sympto-
me Hoérverlust und Schwindel erkléren.

Das am weitesten verbreitete Tiermodell zur Erzeugung eines
endolymphatischen Hydrops war weiterhin die chirurgische Obliteration des
Ductus und Saccus endolymphaticus beim Meerschweinchen (Kimura und
Schuknecht, 1965; Kimura, 1982). Rupturen des Endolymphepithels nach In-
duktion des Hydrops konnten im Experiment jedoch nicht beobachtet werden.
Rezidivierende Schwindelattacken waren im Tiermodell ebenfalls nicht nach-
weisbar (Kimura, 1982). Damit stellt die Obstruktion des Ductus und Saccus
endolymphaticus zwar ein Modell fir den endolymphatischen Hydrops, nicht
jedoch fiir den Morbus Meniére dar. Darliber hinaus ist die Methode invasiv und
entspricht damit nicht einem idiopathischen Hydrops.

Ein pharmakologisches Modell fir den akuten endolymphatischen Hydrops ist
die lokale Applikation (Injektion) von Choleratoxin in den endolymphatischen
Raum (Feldmann und Brusilow, 1975) oder in den perilymphatischen Raum
(Lohuis et al., 1999). Die Wirkung des Choleratoxins in der Stria vascularis wur-
de bislang Uber eine G-Protein-vermittelte Stimulation von Adenylatcyclase-
komplexen erklart (Koch und Zenner, 1988). Dieses Tiermodell ist weniger in-
vasiv, doch auch hier sind die Symptome des Morbus Meniére nicht in der typi-
schen Form darzustellen. Somit musste nach weiteren Faktoren gesucht wer-
den, die im Zusammenhang mit dem Auftreten einer Morbus Meniére Attacke
stehen und Aufschluss Uber die pathophysiologischen Zusammenhange geben
kénnen. Klinisch konnte eine Korrelation zwischen einer Erh6hung des Plasma-
spiegels fur ADH und Innenohrerkrankungen, die mit einem idiopathischen Hyd-
rops einhergehen, festgestellt werden (Takeda et al., 1995). Im Tierexperiment
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wurde gezeigt, dass sowohl durch eine akute (Kumagami et al., 1998) als auch
durch eine chronische systemische Applikation von ADH ein endolymphatischer
Hydrops induziert werden kann (Kumagami et al., 1998; Takeda et al., 2000).
Wie bei der Choleratoxinwirkung wurde eine durch die Adenylatzyklase vermit-
telte Wirkung durch das ADH in der Stria vascularis vermutet (Zenner und
Zenner, 1979). Die Plasmaspiegel der im Tiermodell applizierten Héchstmenge
des ADH entsprachen den erhdéhten Werten, die bei Patienten mit Morbus
Meniére gemessen werden konnten (Takeda et al., 2000). Dieses neue Tier-
modell des endolymphatischen Hydrops ist nicht invasiv und kommt somit dem
idiopathischen Hydrops bisher am nachsten. Wenn die ADH-Wirkung auf das
Innenohr keinen sekundaren Effekt, sondern einen direkten Wirkungsmecha-
nismus darstellt, kann im Innenohr ein ADH-abhangiges Volumenregulations-

system existieren.

1.6 ADH-abhéangiges Volumenregulationssystem

Das Peptidhormon ADH inhibiert in der Niere die Diurese. Es koppelt dort an
den V2-Rezeptor und bewirkt Uber Zwischenschritte die Translokation des
AQP-2 aus intrazellularen Vesikeln in die Plasmamembran von Sammelrohrzel-
len (Nielsen et al., 1995; Marples et al., 1999). Aus dem klinisch und tierexperi-
mentell beobachteten Zusammenhang zwischen einer Erhéhung des ADH-
Plasmaspiegels und dem Auftreten eines endolymphatischen Hydrops liegt es
nahe, ein dem der Niere ahnliches Volumenregulationssystem fir das
endolymphatische System des Innenohres zu postulieren. Zunachst vermutete
man, dass erhdéhte Plasmaspiegel fir ADH Uber eine V2-Rezeptor vermittelte
Uberproduktion von Endolymphe in der Stria vascularis die Entstehung des
endolymphatischen Hydrops bedingen (Kitano, 1997). Eine vom ADH und auch
vom Choleratoxin abhangige Stimulation der Adenylatzyklase konnte in der
Stria vascularis nachgewiesen werden (Zenner und Zenner, 1979; Koch und
Zenner, 1988). Der Wasserkanal AQP-2 konnte weder mittels
Immunzytochemie noch mittels in-situ-Hybridisierung im Innenohr, einschlieB-
lich der Stria vascularis, nachgewiesen werden (Takumi et al., 1998). Neuere
Ergebnisse zeigen jedoch eine Expression von AQP-2 in der Cochlea, sowohl
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auf mRNA-Ebene mittels RT-PCR als auch auf Proteinebene im Western Blot
und in der Immunhistochemie (Mhatre et al., 2002). Der Saccus endolymphaticus
war in die bisher dargestellten Untersuchungen oft nicht einbezogen, da er sich
anatomisch auBerhalb des Labyrinths befindet und eine spezielle Praparations-
technik erfordert. In einer fraktionierten Praparation von Innenohrgewebe, welche
den Saccus endolymphaticus berlcksichtigte, konnte der V2-Rezeptor mittels
RT-PCR nachgewiesen und im Saccus endolymphaticus lokalisiert werden
(Kumagami et al., 1998). Andere Fraktionen des Innenohres zeigten nur eine ge-
ringe Expression des V2-Rezeptors. Auch die Bindung von '®|-markiertem ADH
in Préaparaten des humanen Saccus endolymphaticus konnte mittels Autoradio-
graphie nachgewiesen werden. Als weiteres Glied in der Regulationskette konnte,
ebenfalls mittels RT-PCR, das AQP-2 im Saccus endolymphaticus lokalisiert
werden (Kumagami et al.,, 1998). Eine andere Studie konnte den AQP-2-
Nachweis auf mRNA-Ebene mittels RT-PCR im Saccus endolymphaticus bestati-
gen (Beitz et al., 1999). Einer weiteren Arbeitsgruppe gelang der Nachweis in der
Cochlea, jedoch nicht im Saccus endolymphaticus (Fukushima et al., 2002). Es
konnte auch nachgewiesen werden, dass, analog zur Niere, eine
Vasopressinapplikation zu erhdhter Expression von AQP-2 mRNA im Saccus
endolymphaticus der Ratte und in der Cochlea fihrt (Terashima et al., 1998;
Sawada et al., 2002). Ebenfalls einen Zusammenhang zwischen der ADH-
Applikation und dem Anstieg der AQP-2 mRNA in der Cochlea konnte eine ande-
re Arbeitsgruppe nachweisen (Gu et al., 2006).

1.7 Theoretische Grundlagen

1.7.1  Anatomie des Ductus und Saccus endolymphaticus der Ratte

Ductus und Saccus endolymphaticus stellen einen blind endenden Auslaufer des
mit kaliumreicher Endolymphflissigkeit gefillten Endolymphsystems des Innen-
ohres dar. Sie liegen subdural im Bereich der hinteren Schadelgrube. Der Ductus
endolymphaticus entsteht aus der Vereinigung von Ductus saccularis und Ductus
utricularis. Er ist im Bereich des Vestibulums noch relativ weitlumig und verengt
sich bei seinem Eintritt in den kndéchernen Aquaeductus vestibuli. Die Gesamt-
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lange des Ductus endolymphaticus betragt bei der adulten Ratte ca. 1,5 mm. Er
wird in einen weitlumigen Anfangsteil, einen engen Mittelabschnitt und einen sich
weitenden Ubergangsteil zum Saccus endolymphaticus hin unterteilt (Dahlmann
und von During, 1995).

Der Saccus endolymphaticus liegt caudal des Meatus acusticus internus und in
unmitteloarer Nachbarschaft des Canalis semicircularis posterior auf dem Sinus
transversus. Er wird in einen proximalen, einen intermediaren und in einen dista-
len Teil untergliedert. Diese Nomenklatur geht auf Guild zurlick, der sie beim
Saccus endolymphaticus des Meerschweinchens festgelegt hat (Guild, 1927).
Der distale Teil ist gegenliber dem proximalen Teil um 95° abgewinkelt. Die Ge-
samtlange des Saccus endolymphaticus betragt bei der adulten Ratte ca. 1,7
mm. Der Uberwiegende Anteil des proximalen Teils liegt intraosséar. Nach Verlas-
sen des knéchernen Kanals verlauft der proximale Teil in einer kndchernen Rin-
ne. Die andere Seite dieses Teils zeigt zum Subarachnoidalraum und wird teil-
weise von einem Knochensporn, dem Operculum, Uberragt. Der sich anschlie-
Bende intermedidre Teil liegt extraossér in einer Duraduplikatur. Hierbei liegt die
eine Seite dem Sinus transversus zugewandt und die andere Seite in Richtung
des angrenzenden Subarachnoidalraums. Der distale Teil des Saccus
endolymphaticus ist meist kollabiert. Zwischen den beiden letztgenannten Teilen
und dem Sinus transversus spannt sich ein Netz aus elastischen Fasern.

Das Kapillarbett des Ductus und Saccus endolymphaticus wird aus der Arteria
labyrinthi, der Arteria meningea posterior und einem Ast der Arteria cerebellaris
inferior anterior oder posterior versorgt. Der enge Mittelteil ist im Verhaltnis zu
den anderen beiden Teilen des Ductus endolymphaticus mit einem erheblich re-
duzierten Kapillarnetz ausgestattet. Der proximale und der intermediare Teil des
Saccus endolymphaticus weisen sinusnah und arachnoideanah ein reiches Kapil-
larnetz auf. Der distale Teil ist auf der arachnoideanahen Seite gut mit Kapillaren
versorgt, auf der sinusnahen Seite finden sich nur 1 bis 2 Kapillaren. Im Epithel
des Ductus und Saccus endolymphaticus finden sich Ribosomenreiche Zellen
(RRZ) sowie Mitochondrienreiche Zellen (MRZ). Im intermedidren Abschnitt des
Saccus endolymphaticus zeigen sich besonders viele der Mitochondrienreichen
Zellen (Dahlmann und von Daring, 1995).
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Abbildung 1: Anatomie und Lagebeziehungen des Ductus und Saccus endolym-
phaticus der vier Tage alten Ratte. Der Schadel wurde sagittal halbiert und das Gehirn
entfernt. Die Abbildung zeigt die Ansicht der linken Schadelhalfte von innen. In der hin-
teren Schéadelgrube liegt der Ductus und Saccus endolymphaticus (in der Abbildung
schematisch hervorgehoben) auf dem Sinus transversus. Der Ductus endolymphaticus
liegt in einem Kanal im Schadelknochen. Der Saccus endolymphaticus ist in eine
Duraduplikatur eingebettet. Parallel zum Ductus endolymphaticus findet sich der
posteriore Bogengang. Originalgrd Be der abgebildeten Schadelhélfte ca. 2 x 1cm.

1.7.2 Vasopressin-Rezeptoren

Vasopressin-Rezeptoren gehdren zur Familie 1 der G-Protein-gekoppelten Re-
zeptoren (Abbildung 2). Typisch fir diese Rezeptorfamilie sind sieben hydro-
phobe transmembranare a-Helizes. Abwechselnd intra- und extrazellulare
Schleifen verbinden diese transmembrandren Doméanen. AuBerdem besitzen
die Rezeptoren eine extrazellulare N-terminale Domé&ne und eine
zytoplasmatische C-terminale Doméne.

Der V2-Rezeptor wurde im Nierenmark, und dort in der basolateralen Membran
der Hauptzellen des Sammelrohres, lokalisiert (Nonoguchi et al., 1995). Der V2-
Rezeptor der Ratte ist ein integrales Membranprotein, bestehend aus 371 Ami-
nosauren mit einem Molekulargewicht von 40748 Da. Die glykosilierte Form des
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V2-Rezeptors weist ein Molekulargewicht von 62 kDa auf (Nonoguchi et al.,
1995).

Der Via-Rezeptor wurde in glatten Muskelzellen von GefaBen, Hepatozyten,
Blutplattchen, Lymphozyten, Monozyten, Typ I[I-Pneumozyten, von Neben-
nierenrinde, von Gehirn, Reproduktionsorganen und Mesangiumzellen der Nie-
re (Briner et al., 1992; Ostrowski et al., 1993; Thibonnier et al., 1994), im dicken
aufsteigenden Ast der Henle Schleife, und in den Haupt- und Nebenzellen des
Sammelrohres der Niere nachgewiesen (Tashima et al.,, 2001). Der V1ia-
Rezeptor der Ratte ist ein integrales Membranprotein. Er besteht aus 424 Ami-
nosauren mit einem Molekulargewicht von 47510 Da.

Der V1b-Rezeptor der Ratte wurde in groBer Anzahl in der Hypophyse nachge-
wiesen, vor allem im Hypophysenvorderlappen. In peripheren Geweben findet
er sich im Gehirn, in der Niere, im Thymus, im Herz, in der Lunge, in der Milz
und dem Uterus (Lolait et al., 1995; Saito et al., 1995). AuBerdem wurde der
V1b-Rezeptor im Nebennierenmark nachgewiesen (Grazzini et al., 1996). Der
V1b-Rezeptor der Ratte ist ein integrales Membranprotein. Er besteht aus 421

Aminosauren mit einem Molekulargewicht von 47085 Da.
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Abbildung 2: Schematische Darstellung eines Rezeptors der Familie 1. Gezeigt sind
sieben hydrophobe transmembrandre a—Helizes, welche abwechselnd Uber intra- und
extrazelluldre Schleifen verbunden sind. Schema modifiziert nach Schulein et al., 1996.
Hormonrezeptorproteine an Zelloberflachen haben eine hohe Bindungsaffinitat fir ein
spezifisches Hormon. Wenn dieses Hormon an den Rezeptor gebunden hat, 16st der
Rezeptor-Hormon-Komplex eine Kaskade von Reaktionen aus, die die Funktionen der

Zelle regulieren.
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1.7.3 Antidiuretisches Hormon

ADH ist ein 9 Aminosauren langes, zyklisches Peptidhormon, welches im Hypo-
thalamus gebildet wird. Uber die Neurosekretion der Hypophyse gelangt es in
den Blutkreislauf. Zu den Wirkungen gehdéren die Inhibition der Diurese, die
Kontraktion glatter Muskulatur, die Stimulation der Glykogenolyse in der Leber,
die Modulation der Insulinsekretion, die Regulation der Hodenfunktion und die
Modulation der adrenocorticotropen Hormonausschittung aus der Hypophyse.
Die ADH-vermittelte Wirkung auf V2-Rezeptoren resultiert in einer Aktivierung
des Adenylatcyclasekomplexes und der Erhéhung des intrazellularen cAMP
(Lolait et al., 1992). Die ADH-Wirkung auf die Rezeptorsubtypen V1a und Vib
resultiert in einer Hydrolyse von Phosphatidylinositol und der Freisetzung intra-
zellularen Calciums (Morel et al., 1992; Jard, 1998).

In der Niere existiert ein ADH-vermitteltes Wasserregulationssystem, das die
Wasserrlickresorption im Sammelrohr Uber Aquaporine steuert. Abbildung 3
verdeutlicht die Bindung von ADH an den V2-Rezeptor in der basolateralen
Membran der Hauptzelle des Sammelrohrs der Niere. An den Rezeptor ist ein
heterotrimeres G-Protein (Gs) gekoppelt. Dieses stimuliert die in der Membran
benachbarte Adenylatcyclase (AC). Diese verwandelt zytosolisches Adenosint-
riphosphat (ATP) in cyclisches Adenosinmonophosphat (cCAMP), welches als
second messenger fungiert. Der Anstieg der cAMP-Konzentration aktiviert die
Protein Kinase A (PKA). Diese ist in der Lage verschiedene Proteine zu
phosphorylieren (Marples et al., 1999). AQP-2 liegt in den Hauptzellen des
Sammelrohres der Niere in intrazellularen Membranvesikeln vor. AQP-2 wird
durch die PKA an Ser256 phosphoryliert und in die apikale, nach luminal gerich-
tete Membran eingebaut (Fushimi et al., 1997). ADH fihrt so zu einer etwa
zehnfach erhdhten Wasserpermeabilitdt des renalen Sammelrohres. Der Effekt
ist bei sinkendem ADH-Spiegel reversibel, indem AQP-2 wieder in die intrazel-
lularen Vesikel transloziert (Nielsen et al., 1995). Eine langerdauernde Einwir-
kung von ADH vermittelt, Gber eine cAMP-abhangige Erhéhung der Transkripti-
on, einen Anstieg der absoluten Zahl von AQP-2 (Di Giovanni et al., 1994;
Marples et al., 1999).
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Abbildung 3: V2-Rezeptor Regulationskaskade. ADH bindet an den V2-Rezeptor. An
den Rezeptor ist ein heterotrimeres G-Protein (Gs) gekoppelt. Dieses stimuliert die in
der Membran benachbarte Adenylatcyclase (AC). Diese verwandelt zytosolisches ATP
in cAMP, welches als second messenger fungiert. Der Anstieg der cAMP-
Konzentration aktiviert die Proteinkinase A (PKA). Diese ist in der Lage, verschiedene
Proteine zu phosphorylieren (Marples et al., 1999). AQP-2 liegt in intrazelluldren
Membranvesikeln vor. AQP2 wird durch die PKA phosphoryliert und in die apikale,
nach luminal gerichtete Membran eingebaut (Fushimi et al., 1997). Schema modifiziert
nach Marples et al., 1999.

Die Vasopressin-Rezeptoren V1a und V1b vermitteln unterschiedliche Wirkun-
gen bei gleichem Regulationsweg in der Zelle. V1a ist ein weit verbreiteter Re-
zeptor und an vielen Wirkungen des ADH beteiligt, mit Ausnahme der ACTH-
Sekretion (V1b). ADH bindet an die Rezeptoren und aktiviert die Phospholipase
C (PLC), welche Phosphatidylinositol-4,5-diphosphat (PIP2) hydrolysiert, was
zur Produktion von Inositol-1,4,5-triphosphat (IP3) und Diacylglycerol (DAG)
fiihrt. IP3 fihrt zur Freisetzung von Ca?*. DAG aktiviert die Proteinkinase C
(PKC), die Ca**-Kanile anspricht und die DNA-Synthese beeinflussen kann
(Thibonnier et al., 2000).
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1.8 Zielsetzung der Arbeit

Durch seine charakteristischen Symptome beeintrachtigt der Morbus Meniére
die Lebensqualitat der Betroffenen nachhaltig und in vielféltiger Weise. Nach oft
erfolglosen konservativ-medikamentésen MaBnahmen verbleibt haufig nur eine
Gentamicinapplikation oder die chirurgische Intervention. Ziel der Wissenschaft
muss es sein, nachdem die Erkrankung Morbus Meniére seit fast 150 Jahren
bekannt ist, ihre Ursache zu ergriinden.

Der Saccus und Ductus endolymphaticus wurde bisher nicht ausreichend iso-
liert betrachtet. Im Rahmen dieser Arbeit soll das Verfahren zur Praparation und
Konservierung des Saccus und Ductus endolymphaticus weiterentwickelt und
verbessert werden. Der V2-Rezeptor im Saccus und Ductus endolymphaticus,
im Tiermodell Ratte, soll nachgewiesen werden, um einen entscheidenden
Baustein des beschriebenen ADH-gesteuerten Volumenregulationssystems zu
sichern. Der experimentelle Nachweis mittels Immunhistochemie ist der erste
Schritt hierzu.

AnschlieBend soll mit Hilfe des Immunoblots die Existenz des Proteins im Ge-
webe des Saccus und Ductus endolymphaticus bestatigt werden. ADH greift
auch an den V1a- und V1b-Rezeptoren an und kdénnte so Uber einen Feedback-
Mechanismus am Volumenregulationsprozess beteiligt sein. Somit wurden auch
diese beiden Rezeptoren in die Untersuchungen am Gewebe des Saccus und
Ductus endolymphaticus mittels Immunhistochemie mit einbezogen. Eine kau-
sale und nachhaltige Therapie kann nur durch gesicherte Grundlagen in der
Kenntnis der Entstehung der Erkrankung gefunden werden.
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2 MATERIAL UND METHODEN
2.1 Immunhistochemischer Nachweis der Vasopressinrezeptoren
2.1.1  Mikrochirurgisches Praparations- und Fixierverfahren

2.1.1.1 Material

Gerate und Hilfsstoffe

Schere — grobzahnig Aesculap, Tuttlingen

Schere — fein Aesculap, Tuttlingen

Skalpell Aesculap, Tuttlingen

Pinzette — grob Aesculap, Tuttlingen

Pinzette — fein Aesculap, Tuttlingen
Stahlspitzen selbst hergestellt

Bleistifthalter fir Stahlspitzen Biograph Super 0.3 T
House-Loffel Karl Storz, Tuttlingen
Pasteurpipette — Glas John Poulten, St. Barking, UK
24-well-Gewebekulturplatten cellstar,Greiner, Frickenhausen
Stereolupe (Stemi 2000) Zeiss, Halbergmoos
Kaltlichtquelle Zeiss, Halbergmoos

Novotron Inkubationsschittler HAT Infors, Bottmingen, Schweiz
Lésungen

PBS (Phosphate Buffered Saline) Pufferlésung

PBS —Tabletten GIBCO BRL, Paisley, Schottland

Der pH-Wert wurde mit HCL oder NaOH auf 7,4 * 0,05 eingestellt. Die Endkon-
zentrationen, laut Angabe des Herstellers, lag bei 0,14 M NaCl, 0,01 M Phos-
phat und 3 mM KCI.

PFA (Paraformaldehyd) - Fixierlésung (4%) Merck, Darmstadt
40 g PFA

20 g NaOH-Platzchen

100 ml Lésung 1
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10 ml Lésung 2 und Lésung 3
Der pH-Wert wurde unter dem Abzug mit HCI oder NaOH auf 7,4 £ 0,05 einge-

stellt. Das Gesamtvolumen wurde mit Aqua destillata auf 1 Liter aufgefulit.

Lésung 1 8 g NaCl

0,4 g KCI

1 g Glucose

23,83 g Hepes in 100ml Aqua destillata
Lésung2 1,47 g CaClyx 2 HO in 100 ml Aqua destillata
Lésung3 2,08 g MgClz x 6 H2O in 100 ml Aqua destillata

2.1.1.2 Methode

Eine Anzeige beim Regierungsprasidium Tibingen zur Organentnahme lag vor.
Die Entnahme des Ductus und Saccus endolymphaticus, von Sammelrohren der
Niere, von Nierenkortex und von Nebennierengewebe erfolgte aus vier Tage al-
ten Ratten (postnatal Tag 4) des Stammes Wistar. Fir die vorliegende Arbeit
wurden insgesamt ca. 600 Stiick Saccus und Ductus endolymphaticus entnom-
men. Die Praparation fand jeweils vormittags innerhalb einer Stunde nach Ent-
nahme aus dem Ka&fig statt. Die Ratten wurden bei einer Raumtemperatur von
22°C, einer relativen Luftfeuchtigkeit von 50 % und einem 12-stindigen Hell-
Dunkel-Rhythmus gehalten. Die Tiere erhielten Nagerfutter und Wasser ad
libitum.

Die Ratten wurden durch Dekapitation getdtet. AnschlieBend wurde mit einer fei-
nen Schere die Kopfhaut sagittal durchtrennt und nach lateral abprapariert. Die
Schadelkalotte wurde ebenfalls sagittal durchtrennt und der Gesichtsschadel mit
dem Skalpell vom Neurokranium abgetrennt. Nach Entfernung des Hirngewebes
aus den beiden Schéadelhalften wurde die Dura kranial des Sinus transversus
mittels einer feinen Pinzette vorsichtig eréffnet, um spater die Penetration des
Fixativs durch die Dura zu erleichtern. Flr die Perfusionsfixierung wurde zu-
nachst die Cochlea freiprapariert und mit einer feinen Pinzette am Helicotrema
ein kleiner Knochendeckel entfernt, um so das hautige Labyrinth zu erdffnen.
Rundes Fenster und ovales Fenster wurden ebenso freiprépariert und erdffnet.
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Aus dem ovalen Fenster wurde der Stapes mit der Pinzette entfernt, um eine un-
gehinderte Perfusion der Cochlea zu ermdglichen. Diese Praparationsschritte
erfolgten unter dem Mikroskop, wahrend das Praparat in eisgekihltem PBS lag,
um den Gewebeerhalt bestmdéglich zu sichern. Fir die nachfolgenden Schritte
wurde das Praparat in Gewebekulturplatten mit 4 % PFA-Fixierlésung umgesetzt.
Um den zwischen den Durablattern liegenden Ductus und Saccus
endolymphaticus ausreichend zu fixieren, wurde PFA-Fixierlésung durch das
runde sowie das ovale Fenster in das hautige Labyrinth eingespdilt. Zur Spilung
wurde eine speziell angefertigte Pasteurpipette verwendet. Der Spllvorgang wur-
de so lange fortgesetzt, bis an der Offnung am Apex der Cochlea die PFA-
Fixierldsung austrat. Dies konnte man am Sistieren der Schlierenbildung in die-
sem Bereich erkennen. Auf die Stelle, an welcher vorher die Dura er6ffnet wor-
den war, wurde ebenfalls noch PFA-Fixierldsung mit der Pipette aufgespult, um
die Fixierung des Ductus und Saccus endolymphaticus sicherzustellen.

Der Perfusionsfixierung folgte eine Immersionsfixierung mit 4 % PFA-Fixierlésung
fir eine Stunde. Im Anschluss daran erfolgte die Feinpraparation des fixierten
Ductus und Saccus endolymphaticus in eisgekihlter PBS-Lésung. Die Schadel-
halfte wurde mit einer groben Pinzette stabil fixiert. Mit einer feinen Pinzette und
der eigens hierflir angefertigten diinnen Stahlspitze in einem Bleistifthalter wur-
den die dichten und vielzahligen Durafasern um den Ductus und Saccus
endolymphaticus vorsichtig entfernt. Dieser Praparationsschritt stellte den ent-
scheidenden und schwierigsten Abschnitt der eigens fur dieses Projekt entwickel-
ten Praparationstechnik dar. Erstmals wurden Saccus und Ductus
endolymphaticus von vier Tage alten Ratten flr immunhistochemische Farbun-
gen als Gesamtpraparat gewonnen. Aufgrund des &uBerst fragilen Gewebes re-
sultierten viele Gewebeschaden wahrend der Praparation, und somit waren etli-
che Préparate nicht fiir die Anfertigung einer Ubersichtsdarstellung geeignet. Das
Ubertragen in Gewebekulturplatten zur anschlieBenden Farbung erfolgte
atraumatisch mit einem House-Lo6ffel. Aus denselben Tieren wurde auch Nieren-
und Nebennierengewebe entnommen. Diese Praparate dienten als Positivkontrol-
le. Dorsal wurde die Haut des Tieres paravertebral auf Nierenhdhe mit dem Skal-

pell eréffnet und die beiden Nieren aus dem Nierenlager herausgeldst. Die Or-
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gane wurden langs median geteilt und anschlieBend fiir eine Stunde in die 4 %
PFA-Fixierldésung zur Immersionsfixierung gegeben. Ebenso wurde mit der Ne-
benniere verfahren. Nach der einstiindigen Fixierung wurden die Praparate in
PBS weiterverarbeitet. Die Feinpraparation der Niere bestand im Herausldsen
des Sammelrohrbereiches unterhalb des Cortex. Hierbei wurde besonders da-
rauf geachtet, mit zwei Pinzetten die Sammelrohrbiindel mdglichst fein zu zer-
teilen. Der Nierenkortex wurde mit einer Pinzette in kleinere Stlicke zerteilt. Die
Nebennieren wurden mit dem Skalpell [angs halbiert. Die Praparate wurden mit
dem House-Loéffel in Gewebekulturplatten tbertragen.

2.1.2 Immunhistochemisches Farbeverfahren

2.1.2.1 Material

Gerate und Hilfsstoffe

Zentrifuge (Biofuge pico) Heraeus Instruments, Hanau
Objekttrager, Deckglaschen Langenbrinck, Emmerdingen
BD Cell Tak™ - Tissue Adhesive BD Bioscienc., Bedford, USA
FluorSave ™Reagent Calbiochem, San Diego, USA
ImmunoPen™ Calbiochem, San Diego, USA

Fluoreszenzlichtmikroskop - Axioplan2 imaging Zeiss, Halbergmoos

Kamera - AxioCam HRm Zeiss, Halbergmoos
Auswertungssoftware — Axio Vision Zeiss, Halbergmoos
Lésungen

Spulpuffer

0,5 % Triton X-100 in PBS Jackson, West Grove, USA
Prainkubationslésung

4 % Ziege-Normal-Serum in PBS Jackson, West Grove, USA
Reaktionspuffer

2 % NaCl und 1 % Ziege-Normal-Serum in PBS Jackson, West Grove, USA
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DAPI (4’.6-diamidino-2-phenylindol. dihydrochlorid)
0,1 g DAPI/ mlin PBS MoBiTec, Géttingen

DAPI ist ein Fluoreszenzfarbstoff zur Kerngegenfarbung mit einem Absorpti-
onsmaximum bei 359 nm und einer Emission bei 461. Es entsteht ein blauer
Farbeindruck.

Die verwendeten Primar- und Sekundarantikérper sind unter 2.3 beschrieben.

2.1.2.2 Methode

Nach Abschluss der einstiindigen Immersionsfixierung in 4 % PFA-L&sung folg-
ten zwei 15 minltige Waschschritte in PBS. AnschlieBend wurden die Prapara-
te in Spulpuffer gesplilt. Im nachsten Schritt wurden die Préparate mit jeweils
500 pl Préinkubationslésung far 80 min inkubiert. Dies diente dazu, der unspezi-
fischen Bindung des Antikdrpers im folgenden Inkubationsschritt vorzubeugen.
Mit der angegebenen Endkonzentration wurden die jeweiligen Antikdrper in 500
Ml Reaktionspuffer auf die Praparate gegeben und Uber Nacht bei 2-8°C
inkubiert. Alle Gbrigen Wasch- und Inkubationsschritte fanden bei Raumtempe-
ratur auf dem Inkubationsschittler statt. Am folgenden Vormittag wurden die
Praparate mit PBS gespilt und gewaschen, um ungebundene Antikérper zu
entfernen.

Der Sekundarantikdrper wurde in der angegebenen Endkonzentration in 500 pl
Reaktionspuffer fiir 2-3 min bei 1300 rpm zentrifugiert. Nur der Uberstand wur-
de weiterverwendet. Dieser Schritt sollte Proteinaggregate, die sich bei der La-
gerung gebildet haben kdnnten, entfernen und somit unspezifische Hinter-
grundmarkierungen im fertigen Praparat reduzieren. Sofort nach dem Aufbrin-
gen des fluoreszenzmarkierten Sekundarantikdrpers wurde die Gewebekultur-
platte lichtdicht abgedeckt, um ein Ausbleichen des Fluoreszenzfarbstoffes zu
verhindern. Nach 60 min Inkubationszeit bei Raumtemperatur wurden die Pra-
parate mit PBS gespilt und dreimal 30 min in PBS gewaschen, um ungebun-
dene Sekundarantikérper zu entfernen.

Um das Lageverhaltnis der ADH-Rezeptoren zum Kern erkennen zu kénnen,
wurde dieser im folgenden Schritt mit DAPI-Lésung in oben angegebener Kon-
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zentration gefarbt. Pro Well wurden 500 pl der Lésung verwendet und fir 5 min
inkubiert. AnschlieBend wurde wieder mit PBS gewaschen. Fir die folgende
Auswertung der Praparate mussten diese auf Glasobjekttragern fixiert werden.
Hierzu wurde Cell tak, ein spezieller organischer Kleber, verwandt. ,Cell tak —
Tissue Adhesive* ist eine Lésung, die polyphenolische Proteine enthalt, die aus
der Miesmuschel (Mytilus edulis) extrahiert wurden. Diese Proteine sind der
Hauptbestandteil des Klebers, welchen die Muschel sezerniert, um sich auf fes-
ten Strukturen zu verankern. Cell tak lasst Gewebepraparate auf Glasobjekttra-
gern besser haften. Cell tak wurde 1:5 in PBS gel6st. Pro Objekttrager wurde
ein Tropfen dieser Ldésung mittig aufgetragen. Die Trocknung erfolgte bei
Raumtemperatur. Mit ImmunoPen wurde um Cell tak eine kreisférmige Markie-
rung auf den Objekttrager aufgebracht, einerseits als hydrophobe Barriere, an-
dererseits als Schutz vor Schmutz und Verunreinigungen. Uber Cell tak wurde
ein Tropfen FluorSave gegeben, in welchen das Pr&parat mit einem House-
Loffel Gberfihrt wurde. Die FluorSave-Lésung hartet nach einigen Stunden aus.
Die mit einem Deckglas versehenen Praparate wurden weiterhin dunkel bei 4°C
aufbewahrt, um die Fluoreszenzmarkierung méglichst lange zu erhalten.

Die Darstellung der Oberflachenstruktur der Praparate erfolgte in der Differenti-
al-Interferenz-Kontrastierung, auch Normarskikontrastierung genannt. Die Fluo-
reszenzproteindarstellung erfolgte mittels immunhistochemischer Fluoreszenz-
markierung mit dem Fluorophor Alexa 488. Der Fluoreszenzfarbstoff 4°,6-
diamidino-2-phenylindol,dihydrochlorid wurde zur Fluoreszenzzellkerngegenfar-
bung verwendet.

Die Auswertung der Praparate erfolgte mit Hilfe der Epifluoreszenzmikroskopie
am Axioplan2 imaging-Mikroskop mit der Kamera AxioCam HRm. Hierzu wurde
fir die Ubersichtsaufnahmen ein Achromat-Objektiv mit einer numerischen
Apertur von 0,15 und einer flnffachen VergréBerung verwendet. Die zusam-
mengesetzten Bilder wurden mit einem Plan-Neofluar-Objektiv mit einer nume-
rischen Apertur von 0,9 und 25facher VergrdéBerung erstellt. Die Detaildarstel-
lungen der whole-mount-Praparate wurden mit einem Plan-Achromat-Objektiv
mit 1,3 numerischer Apertur und einer 63fachen VergréBerung aufgenommen.

Die Bildaquisition erfolgte mit der Axiovision-Software im zvi-Dateiformat. An-
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schlieBend wurden die Bilder einzeln als tif-Datei formatiert und dann mit der
Software Adobe Photoshop und Microsoft PowerPoint weiterverarbeitet. Vom
selben Praparat wurden jeweils Aufnahmen im Differential-Interferenz-Kontrast,
eine Abbildung der Immunfluoreszenz-Farbung und die Fluoreszenz-Zellkern-

Gegenfarbung nebeneinander montiert.

2.2 Nachweis des V2-Rezeptorproteins mittels Immunoblotverfahrens

Im Immunoblotverfahren, auch Western-Blot genannt, wurde der V2-Rezeptor
als Protein nachgewiesen. Die Praparation des Ductus und Saccus
endolymphaticus und der Nieren erfolgte in derselben Art und Weise wie flr die
Immunhistochemischen Verfahren. Um die Zeit der Proteolyse in den Geweben
moglichst gering zu halten, wurde die Praparation in eisgekihltem PBS durch-
gefuhrt. Der Strukturerhalt der Gewebe stand flr die Proteingewinnung nicht im
Vordergrund. Die Gewebe wurden zigig in Eppendorf-Cups Uberflhrt und in
flissigem Stickstoff schockgefroren. Die Lagerung der Gewebe erfolgte bei —
80°C.

Pro Eppendorf-Cup wurden 50 Stlick Saccus und Ductus endolymphaticus ein-
gefroren, um eine ausreichende Proteinmenge fir den Nachweis des V2-

Rezeptorproteins zu erreichen.

2.2.1  Probenaufbereitung, Proteinbestimmung und Proteinfallung

2.2.1.1 Material

Gerate und Hilfsstoffe
Zentrifuge (sorvall RC 26 plus) Kendro Laboratory Prod., USA
Gewebezerkleinerer (Homogenisator) Braun, Bachofer, Reutlingen

Ultraschallbad (sonorex TK 30) Bandelin electronics, Berlin
Vortex Scientific Ind., New York, USA
Photometer (Ultraspec Il) LKB, Biochrom

Zentrifuge (Biofuge pico) Heraeus Instruments, Hanau
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Lésungen

Complete-Proteaseinhibitorlésung

Complete, EDTA-free Tabletten Roche, Mannheim
Die Lésung wird mit einer Tablette in 1 ml Aqua bidestillata hergestellt.

Lysepuffer-Lésung Merck, Darmstadt
7,5 mM Na-Phosphat:

NaH.PO4/ M = 138 g/ mol (1 Volumen-Teil) 103,5 mg
NasH PO4/ M =178 g/ mol (3 Volumen-Teile) 133,4 mg

2 mM MgCl>x 6 HO /M = 203,3 g / mol 40,7 mg

1 mMEGTA /M =380,4 g/ mol 38,4 mg

Alle Substanzen werden in Aqua bidestillata gelést und der pH-Wert wird mit
HCI oder NaOH auf 7,5 eingestellt. Dann wird die Lésung auf 100 ml aufgefullt.

Bradford Reagent (Coomassie-Brillantblau) Sigma-Aldrich, Steinheim

Aqua bidestillata GIBCO BRL, Paisley,Schottland
Methanol Merck, Darmstadt
Chloroform Merck, Darmstadt

2.2.1.2 Methode

Die Complete-Proteaseinhibitorlésung wurde 1:20 in Lysepufferldsung verdinnt
und sofort auf die gefrorenen Gewebeproben gegeben. AnschlieBend wurden
die Gewebeproben homogenisiert und dann fir 7 min in ein mit Eiswasser ge-
fulltes Ultraschallbad gelegt. Danach wurden die Proben fir 30 min auf Eis
inkubiert und wiederholt mit dem Vortex gemischt. Im Anschluss wurden die
Praparationen in einem flnffachen Einfrier-Auftau-Zyklus lysiert (freeze and
thawing). Die Proben wurden dann bei 22300 rpm und 4°C fir 1 Stunde zentri-
fugiert.

Der Uberstand wurde verworfen und das Pellet in 300 ul Lysepuffer-Complete-
Lésung, versetzt mit 1 % Triton X-114, aufgenommen. Dieser Ansatz wurde bei
4° C fir 1 Stunde inkubiert und dabei alle 10 min mit dem Vortex gemischt. An-
schlieBend wurde bei 20000 rpm bei 4° C fir 30 min zentrifugiert. Diese Schritte
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dienten dazu, eine maximale Proteinkonzentration in der Probe zu erreichen.
Der Uberstand des letzten Zentrifugationsschrittes wurde weiterverwendet. Bis
zur Verarbeitung im Immunoblot wurden die Gewebehomogenate bei —80°C
aufbewahrt.

Um die Proteinkonzentration des jeweiligen Gewebehomogenats zu kennen,
wurde die Proteinbestimmung nach Bradford durchgefiihrt. Bei dieser Methode
wird ausgenutzt, dass es durch die Bindung von Proteinen an das Bradford
Reagent (Coomassie-Brillantblau) zu einer Verschiebung des Absorptionsma-
ximums des Farbstoffs von 465 nm nach 595 nm kommt (Bradford, 1976). Die
Proteine im Probenvolumen wurden durch Zugabe von NaOH mdglichst voll-
standig geldst.

Dann wurden 5 ul Proteinprobe, 10 pl 0,1N NaOH und 85 pl Aqua bidestillata
gemischt. Auf die Proteinlésung wurden 3 ml Bradford Reagent pippetiert und
gut gemischt. Diese Lésung wurde unmittelbar in eine Photometerkivette Uber-
fuhrt und bei einer Wellenlange von 595 nm die Extinktion bestimmt. Der Refe-
renzwert (Nullwert) wurde mit 5 pl Lysepufferlésung anstatt der Proteinprobe
bestimmt. AnschlieBend wurde anhand der Eichkurve die Proteinkonzentration
ermittelt.

Far die Proteinféllung nach Wechsel und Fligge wurde jeweils ein Probenvolu-
men von 300 pl verwandt. Zur Probe wurden 600 ul Methanol gegeben. Dann
wurde das Gemisch 30 s bei 12000 rpm zentrifugiert. Weiterhin wurden 300 pl
Chloroform hinzu pipettiert. Diese Mischung wurde genauso zentrifugiert. An-
schlieBend wurden 300 pl Aqua dest. zugegeben und dann fir 3 min bei 12000
rpm zentrifugiert.

Dann wurde die obere Methanolphase vorsichtig abgenommen und verworfen.
Zur unteren Chloroformphase und zur Interphase mit den Proteinen wurden 450
ul Methanol gegeben, gemischt und flr 5 min bei 12000 rpm zentrifugiert, um
das Protein zu pelletieren. Der Uberstand wurde verworfen. Das Pellet wurde

fir die Gelelektrophorese weiterverarbeitet.
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2.2.2 Gelelektrophorese und Western-Blot

2.2.2.1 Material

Gerate und Hilfsstoffe

Western Blot System: X Cell Sure Lock™ Mini-Cell  Invitrogen, Paisley, UK
Bis[2-hydroxyethyl]limino-tris[hydroxymethyllmethan-HCI-gepufferte Polyacryla-
mid -Gele (4 - 12 %)

X-Cell 1™ Blot Modul

Sponge Pad for X Cell II™ Blotting

PVDF-Membrane (= polyvinylidene difluoride) Filter Paper Sandwich

FolienschweiBgerat (Polystar 242) Hartenstein, Wirzburg
Inkubationsschuttler (Novotron) Infors, Bottmingen, Schweiz
Entwicklerkassette (Hypercassette™) Amersham, Buckinghamsh., UK
Réntgenfilm (Hyperfilm™) Amersham, Buckinghamsh., UK
Lésungen

Sample-Buffer-Lésung Invitrogen, Paisley, UK

NuPage™LDS sample buffer (4x)
NuPage® Reducing Agent

Laufpuffer-Lésung Invitrogen, Paisley, UK

50ml NuPage® 3-(N-morpholino) propan sulfonic SDS Running Buffer
500ul NuPage® Antioxidant
950 ml ultrapure water

Proteinleiter-Lésung
Precision Plus Protein™Standards (10 — 250 kDa)  Bio-Rad, Miinchen

Blotpuffer Invitrogen, Paisley, UK
50 ml NuPage® Transfer Buffer

1 ml NuPage® Antioxidant

749 ml Aqua destillata

200 ml Methanol Merck, Darmstadt
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Waschpuffer

0,02 % Tween 20 ad 1000 ml PBS Sigma-Aldrich, Steinheim
Blockingpuffer
5% Magermilchpulver ad 50 ml Waschpuffer Roth, Karlsruhe

ECL™Western Blotting Detection Reagents Amersham, Buckinghamshire, UK
Réntgenfilmentwickler (CURIX 60) Agfa, KéIn

2.2.2.2 Methode

Das nach der Proteinféllung gewonnene Pellet wurde in Aqua bidestillata,
Sample Buffer und Reducing Agent gelést. Nach Zugabe des Reducing Agent
musste die Probe gleich weiterverarbeitet werden, da die Probe sonst
reoxidieren kénnte. Die Proben wurden im Vortex fir 10 min bei 70°C im Ther-
moblock erhitzt. Nach Abklhlung wurden die Gewebeproben bei 15000 rpm
zentrifugiert, um ungel6ste Bestandteile zu sedimentieren.

Pro Geltasche wurde jeweils ein Probenvolumen von 20 ul mit unterschiedli-
chem Proteingehalt verwendet. Von der Proteinleiter-Lésung wurden 10 pl pro
Geltasche aufgetragen, um spater Referenzwerte flr die Bestimmung der Mo-
lekulargewichte zur Verflgung zu haben. Die elektrische Auftrennung der Prote-
ine erfolgte fir 50 min bei 200 V (konstant) und 100 — 115 mA pro Gel. Die
elektrophoretisch aufgetrennten Proteine wurden vom Gel auf die PVDF-
Membran ,geblottet”. Hier erfolgte die unspezifische Bindung der Proteine an
die Membran. Der Blotvorgang erfolgte fir 1 Stunde bei 30 V (konstant) und
170 mA. AnschlieBend wurde die Membran in Blockingpuffer auf einem Schiitt-
ler fir 2 Stunden inkubiert, um die unspezifischen Bindungsstellen
abzusattigen. Nach dem Blockierungsschritt wurde die Membran an drei Seiten
in einer Plastikfolie verschweiBt. Die Primarantikdérper wurden in Blockingpuffer
und PBS in oben angegebener Konzentration gelést. Die Antikdrperlésung wur-
de auf die Membranen gegeben und diese dann eingeschweiBt. Die Membra-
nen wurden auf einem Schuttler bei 2 — 8°C Uber Nacht inkubiert. Zum Entfer-

nen der Antikdrperlésung wurde dreimal fir 15 min mit Waschpuffer gewa-
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schen. Der Sekundérantikbrper wurde in der angegebenen Konzentration in
Blockingpuffer verdiinnt. Die Inkubation mit dem Sekundarantikérper erfolgte 1
Stunde bei Raumtemperatur. AnschlieBend wurde mit Waschpuffer dreimal fir
15 min gewaschen.

10 ml des ECL™Western Blotting Detection Reagents wurden auf die gewa-
schene Membran gegeben und diese fir 1 min inkubiert. Dann wurde die
Membran in die Entwicklerkassette mit dem Réntgenfilm gelegt. Der Nachweis
des  Protein-Antikbrper-Komplexes  erfolgte  mittels der  Enhanced
Chemiluminescence-Reaktion (ECL). Eine Detektionsmethode, bei der in Ge-
genwart von Peroxidase und Wasserstoffperoxid Luminol oxidiert wird, wobei es
zu einer Lichtemission kommt, welche einen Rdntgenfilm an der entsprechen-
den Stelle belichtet. Zur Dokumentation der Ergebnisse wurden die Rdntgenfil-

me mit einem Flachbettscanner gescannt.

2.3 Antikérper fir Immunhistochemie und Immunoblot

FOr die immunhistochemischen Farbungen der Préaparate des Saccus und
Ductus endolymphaticus sowie fir den Immunoblot wurden folgende Primar-
und Sekundarantikdrper eingesetzt.

2.3.1  Primarantikérper

Ratte Arginin Vasopressin V2-Rezeptor Antikbrper (AVP-V2) Bio Trend, Kdln

Das Zielepitop ist ein 18 Aminosduren umfassendes Peptid in der ersten extra-
zellularen Doméne (Lolait et al., 1992; Firsov et al., 1994; Nonoguchi et al.,
1995).

Ratte Arginin Vasopressin V1a-Rezeptor Antikérper (AVP-V1a) Bio Trend, Koéin

Das Zielepitop ist eine 18 Aminosauren lange Peptidsequenz in der
zytoplasmatischen Doméane zwischen den transmembranaren Domanen 5 und
6 (Morel et al., 1992; Innamorati et al., 1996; Thibonnier et al., 1994 und 2000).
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Ratte Arginin Vasopressin V1b-Rezeptor Antikérper (AVP-V1b) Bio Trend, Kdln
Das Zielepitop ist ein 18 Aminosduren umfassendes Peptid in der ersten extra-

zellularen Domane (Saito et al., 1995; Lolait et al., 1995).

Die polyklonalen Antikérper wurden alle in Kaninchen generiert. Die verwendete
Endkonzentration fir die Immunhistochemie und den Immunoblot betrug jeweils

10 pg/ml.

2.3.2 Sekundarantikérper

Die Sekundérantikdérper binden an den Primarantikérper und sind selbst mit ei-
nem flir die jeweilige Nachweismethode geeigneten Reagenz gekoppelt. Mit
ihrer Hilfe kann das Zielepitop als Ergebnis, im Sinne einer Fluoreszenzmarkie-

rung oder einer spezifischen Bande, sichtbar gemacht werden.

Ziege-anti-Kaninchen 1gG (H+L ) Molecular Probes, Géttingen

Der Sekundérantikérper fur die Immunfluoreszenzfarbungen ist mit dem Fluo-
reszenzfarbstoff Alexa® 488 konjugiert. Das Absorptionsmaximum liegt bei 495
nm und die Emission bei 519. Es entsteht bei Belichtung ein griner Farbein-
druck. Die verwendete Endkonzentration betrug 5 pg/mil.

Ziege-anti-Kaninchen 1gG (H+L ) Santa Cruz, Heidelberg

Der Sekundarantikérper fir den Immunoblot ist mit dem Katalysator
Merrettichperoxidase fir die Nachweisreaktion Enhanced Chemiluminescence
(ECL) gekoppelt. Die verwendete Endkonzentration betrug 0,7 pg/ml.
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3 ERGEBNISSE

3.1 Immunhistochemie

Um die Expression und zelluldre Lokalisation der Vasopressin-Rezeptoren im
Saccus und Ductus endolymphaticus der Ratte (postnatal Tag 4) nachzuwei-
sen, wurden an ca. 150 Hautchenpraparaten immunhistochemische Farbungen
durchgefiuhrt. In jedem Farbedurchgang wurden Positivkontrollen mitgefthrt. Als
Positivkontrolle diente Nieren- und Nebennierengewebe von vier Tage alten
Ratten. Die immunhistochemischen Farbungen wurden alle mittels
Epifluoreszenzmikroskopie (Axioplan2 imaging) ausgewertet. Die Bildaquisition
erfolgte im zvi-Dateiformat (Axivision-Software). Formatiert wurden die Bilder
als tif-Datei zur Bearbeitung mit Photoshop und PowerPoint. Im direkten Ver-
gleich wurden drei verschiedene Darstellungsarten des identischen Praparates
nebeneinander abgebildet: jeweils mittig in den Abbildungen die
immunhistochemischen Fluoreszenzproteindarstellungen mit dem Fluorophor
Alexa® 488 (Alexa 488), rechts die Abbildungen mit einer Fluoreszenz-
Zellkerngegenfarbung mit  dem  Fluoreszenzfarbstoff  4°,6-diamidino-2-
phenylindol-dihydrochlorid (DAPI) sowie links die Differential-Interferenz-
Kontrastierungen (DIC). Die Aufnahmen in der DIC-Kontrastierung stellen die
erhaltene Gewebestruktur der einzelnen Praparate und deren Oberflachenbe-
schaffenheit dar. Die Aufnahmen der Zellkerngegenfarbung mit DAPI lieBen
anhand der Lokalisation der einzelnen Zellkerne eine homogene Zellverteilung
und einen zusammenhangenden Gewebeverband der jeweiligen Praparate er-
kennbar werden. Durch die Anfarbung des Zellkerns war in den vergréBerten
Ansichten auch eine exaktere Lokalisation der korrespondierenden Zellen mdg-
lich. Durch die Form des Zellkerns konnte teilweise auch auf den dargestellten
Zellen-Typ geschlossen werden, wie zum Beispiel Endothel- und Epithelzellen.
Detaildarstellungen gaben Aufschluss Uber die Lage der spezifischen Markie-
rungen im Verhaltnis zur Zellwand und zum DAPI markierten Zellkern. Angaben
zur subzellularen Lokalisation der Markierungen waren bei den lichtmikroskopi-

schen Aufnahmen nicht méglich.



Ergebnisse 31

3.1.1  V2-Rezeptor Nachweis - Immunhistochemie

3.1.1.1 Expression am Préparat und Kontrollgewebe

Anhand der Ubersichtsabbildungen der Hautchenpraparate des Saccus und
Ductus endolymphaticus konnte gezeigt werden, dass sich die spezifische V2-
Rezeptormarkierung im gesamten Praparat findet. Das folgend dargestellte Er-
gebnis ist reprasentativ fur ca. 30 Hautchenpraparate, die in identischer Weise
gefarbt wurden und zu gleichen Ergebnissen fiihrten. Die Ubersichtsabbildun-
gen wurden aus vielen Einzelaufnahmen zusammengesetzt, um bei entspre-
chender VergréBerung die spezifische Markierung noch ausreichend identifizie-
ren zu kénnen. An den Réndern der Einzelbilder sind Intensitatsunterschiede
der jeweiligen Markierungen sichtbar, obwohl die einzelnen Aufnahmen mit
konstanten Belichtungszeiten angefertigt wurden. Diese Artefakte resultierten
aus unterschiedlich intensiv fluoreszierenden Arealen innerhalb des jeweiligen
Bildausschnittes.

In Abbildung 4a ist die Ubersichtsdarstellung eines Hautchenprédparates des
Saccus und Ductus endolymphaticus in der DIC-Kontrastierung gezeigt. Die
Bezeichnungen im Bild nehmen Bezug auf die anatomische Unterteilung in je-
weils einen proximalen (P), intermediaren (1) und distalen (D) Abschnitt des
Saccus (SE) und Ductus (DE) endolymphaticus. Aufgrund des auBerst fragilen
Gewebes des Saccus und Ductus endolymphaticus kam es immer wieder zu
kleinen Praparationsdefekten, welche in einer Diskontinuitédt der Oberflachen-
struktur resultierten (Abbildung 4: im distalen Anteil des Saccus
endolymphaticus). Der Ductus endolymphaticus war praparativ auBerst schwie-
rig von den anhaftenden Durafasern zu trennen, was sich im Ergebnis teilweise
als Uberlagerungen oder unspezifisch markierte Areale darstellte. Dies ist in
Abbildung 4a im Bereich des distalen Ductus endolymphaticus zu sehen. Abbil-
dung 4b zeigt eine Ubersichtsdarstellung des Hautchenpréaparates des Saccus
und Ductus endolymphaticus nach V2-Rezeptor-spezifischer Immunfluores-
zenzfarbung. Die positive Markierung stellt sich im gesamten Praparat hellgriin
dar. Somit wurde immunhistochemisch die Expression des V2-Rezeptors im
gesamten Saccus und Ductus endolymphaticus nachgewiesen. Bereits in der
Ubersichtsdarstellung des Hautchenpréparates fiel eine Musterung auf. Im Sin-
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ne eines sehr engmaschigen Gitternetzes schien die Markierung abwechselnd
bei einzelnen Zellen starker und bei anderen Zellen schwéacher ausgepragt zu
sein. Eine homogene Zellverteilung im gesamten Hautchenpraparat konnte an-
hand der blau imponierenden Zellkerngegenfarbung mit DAPI belegt werden.
Eine Unterbrechung des geschlossenen Zellverbandes scheint in der Abbildung
4c nur aufgrund von erheblichen Intensitatsunterschieden an den Einzelbild-

Ubergangen vorzuliegen.

Abbildung 4: Ubersichtsdarstellungen eines Hautchenpraparates des Ductus und
Saccus endolymphaticus aus der rechten Schadelhalfte einer postnatalen Ratte. (a)
Die Differential-Interferenz-Kontrastierung des Hautchenpraparates des Ductus und
Saccus endolymphaticus zeigt die weitgehend unversehrte Gewebestruktur und die
auch bei allen folgenden Ubersichtsdarstellungen verwendete Gliederung in die fol-
genden Abschnitte: DDE - distaler Anteil des Ductus endolymphaticus, IDE - interme-
diarer Anteil des Ductus endolymphaticus, PDE - proximaler Anteil des Ductus
endolymphaticus, DSE - distaler Anteil des Saccus endolymphaticus, ISE - intermedia-
rer Anteil des Saccus endolymphaticus, PSE - proximaler Anteil des Saccus
endolymphaticus. (b) Die V2-Rezeptor-spezifische Immunfluoreszenzfarbung zeigt eine
weitgehend homogene Verteilung der spezifischen Markierung Uber das gesamte Pra-
parat. Zellen mit starkerer Markierung wechseln sich mit weniger stark markierten Zel-
len ab. (c) Die Zellkerngegenfarbung mit DAPI am Hautchenpraparat des Ductus und
Saccus endolymphaticus zeigt eine homogene Zellverteilung.
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Abbildung 5b zeigt die Negativkontrolle zur Abbildung 4b: eine Immunfluores-
zenzfarbung des Hautchenpraparates ohne V2-Rezeptor-spezifischen Primar-
antikérper. Hier zeigte sich keine spezifische Markierung, jedoch war eine
schwache Hintergrundfluoreszenz sichtbar. Diese Hintergrundfluoreszenz wur-
de auf ein nicht vollstdndiges Auswaschen des fluorchrommarkierten Sekun-
darantikérpers zurtickgefuhrt. Dieser geht eventuell schwache unspezifische
Bindungen mit bestimmten Epitopen, wie zum Beispiel Mikrovilli, ein. Die Zell-
kerngegenfarbungen mit DAPI in Zusammenschau mit der DIC-Darstellung lie-
Ben in den Ubersichtsdarstellungen erkennen, dass der Gewebeverband des
Praparates weitgehend erhalten ist (Abbildung 5a und 5c). Die breiter imponie-
rende Stelle im Bereich des distalen Ductus endolymphaticus war durch eine
Uberlagerung des Gewebes des Ductus endolymphaticus beim Aufbringen des

Praparates auf den Objekttrager entstanden.

Abbildung 5: Ubersichtsdarstellungen eines Hautchenpraparates des Ductus und
Saccus endolymphaticus der postnatalen Ratte ohne Verwendung des spezifischen
Primarantikérpers. (a) Die Differential-Interferenz-Kontrastierung des Hautchen-
praparates zeigt die weitgehend unversehrte Gewebestruktur des Praparates. Im Be-
reich des distalen Abschnittes des Ductus endolymphaticus hatten sich beim Aufbrin-
gen des Gewebes auf den Objekttrager einige Zelllagen Ubereinander geschoben. (b)
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Die Negativkontrolle zur V2-Rezeptor-spezifischen immunhistochemischen Farbung
ohne Primérantikorper zeigt keine spezifische Markierung. Eine schwache Hintergrund-
fluoreszenz ist aufgrund unspezifischer Bindungen oder einer nicht vollkommenen
Auswaschung des Sekundérantikérpers im Praparat erkennbar. (c) Die Zellkerngegen-
farbung mit DAPI zeigt eine homogene Zellverteilung und erhaltene Gewebestruktur
des Praparates.

Die Expression des V2-Rezeptors im Sammelrohr der Niere und die einfache
Handhabung des Nierengewebes bei der Praparation machte die Niere zum
idealen Kontrollgewebe. In den Abbildungen 6 und 7 sind mikrodissezierte
Sammelrohre der Niere der vier Tage alten Ratte abgebildet. In der DIC-
Aufnahme stellte sich die erhaltene Gewebestruktur des Sammelrohres mit gut
erkennbaren Zellgrenzen dar (Abbildung 6a und 7a). Die Immunfluoreszenzfar-
bung mit dem Priméarantikdrper gegen den V2-Rezeptor des Sammelrohres in
Abbildung 6b zeigte die spezifische hellgrine Markierung. Bei ndherem Be-
trachten einzelner Zellen imponierte die Markierung im Verlauf der Zellmemb-
ran. Dies wurde besonders deutlich, wenn man einen direkten Vergleich der
Lokalisation einer einzelnen Zelle in der DIC-Aufnahme (Abbildung 6a), der kor-
respondierenden Zellkerne in der Aufnahme mit DAPI-Zellkerngegenfarbung
(Abbildung 6¢) und der intensiv hellgrinen, der Zellmembran folgenden V2-
Rezeptor-spezifischen Fluoreszenzmarkierung anstellte. Die Zellkernfarbung
mit DAPI erlaubte zusammen mit der spezifischen Immunfluoreszenz eine Zu-
ordnung der Markierung zum Epithel des Sammelrohres. Lichtmikroskopisch
lieBen sich die Zellen des Sammelrohres nicht eindeutig in Hauptzellen und
Nebenzellen differenzieren.

In Abbildung 6b lieBen sich Zellen mit einer sehr intensiven membranstandigen
Markierung ausmachen. Hier kénnte es sich um Hauptzellen des Sammelrohres
handeln, in welchen der V2-Rezeptor beschrieben wurde. Abbildung 7b zeigt
die Negativkontrolle ohne Primarantikdrper, in der keine spezifische Markierung
sichtbar war. Die Abbildungen 7a und 7c zeigen die korrespondieren Abbildun-
gen in DIC und DAPI. Die relativ ausgepragte Hintergrundfluoreszenz in Abbil-
dung 7b kann auf die hohe enzymatische Aktivitat des Nierengewebes zurtick-
zufihren sein, wodurch viele Abbauprodukie entstehen, die unspezifische
Epitope fur die Antikbrper darstellen kénnen.



Ergebnisse

35

Abbildung 6: Ubersichtsdarstel-
lungen eines mikrodissezierten Sam-
melrohres der Niere der postnatalen
Ratte mit V2-Rezeptor-spezifischem
Primarantikérper (Positivkontrolle).
(a) Die DIC-Kontrastierung eines
mikrodissezierten Sammelrohres der
Niere zeigt eine unversehrte Gewe-
bestruktur des Epithels mit gut er-
kennbaren Zellgrenzen. (b) Die V2-
Rezeptor-spezifische  immunhisto-
chemische Farbung des mikrodisse-
zierten Sammelrohres zeigt die spe-
zifische Markierung deutlich
membranstandig. (c) Die Zellkernge-
genfarbung mit DAPI zeigt eine ho-
mogene Zellverteilung; hier war eine
eindeutige Zuordnung der Zellkerne
zu den entsprechenden Zellen in der
DIC-Kontrastierung und zu der ge-
zeigten membranstandigen Immun-
fluoreszenzmarkierung moglich.

Abbildung 7: Ubersichtsdarstel-
lungen eines mikrodissezierten Sam-
melrohres der Niere der postnatalen
Ratte ohne Priméarantikérper (Nega-
tivkontrolle). (a) vgl. Abbildung 6a.
(b) Die Negativkontrolle zur V2-
Rezeptor-spezifischen immunhisto-
chemischen Farbung (ohne Primar-
antikérper) des mikrodissezierten
Sammelrohres der Niere zeigt keine
spezifische Markierung. Die stérkere
Hintergrundfluoreszenz, im Vergleich
zum Ductus und Saccus endolymph-
aticus, kann auf die héhere enzyma-
tische Aktivitdt der Niere und somit
auf haufigere unspezifische Bindung-
en im Praparat zurtickzufihren sein.
(c) Die Zellkerngegenfarbung (DAPI)
des mikrodissezierten Sammelrohres
zeigt eine homogene Zellverteilung.
Eine eindeutige Zuordnung der Zell-
kerne zu den zugehorigen Zellen in
der DIC-Darstellung war maglich.
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3.1.1.2 Verteilungsmuster V2-Rezeptor-Expression am Praparat

Die beiden Praparate zeigen die sinusnahe und die arachnoideanahe Seite ei-
nes Hautchenpraparates des Saccus und Ductus endolymphaticus einer rech-
ten Schadelhilfte einander gegeniibergestellt. Auch diese Ubersichtsdarstel-
lungen wurden aus vielen einzelnen Mikroskopbildern zusammengesetzt. Die
Verteilung und Intensitat der Markierungen der beiden verglichenen Seiten zeig-
te keine deutlich erkennbaren Unterschiede.

Abbildung 8: Ubersichtsdarstellung eines Hautchenpréparates des Ductus und
Saccus endolymphaticus der postnatalen Ratte mit V2-Rezeptor-
Fluoreszenzmarkierung. (a) Die sinusnah gelegene Seite des Praparates. (b) Die
arachnoideanahe Seite des Praparates. Es zeigt sich in beiden Darstellungen eine
nahezu gleichméaBige Verteilung der Markierung in allen Abschnitten des Saccus und
Ductus endolymphaticus.
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3.1.1.3 Detaildarstellung der V2-Rezeptor-Expression

Um einen exakten Eindruck der einzelnen Abschnitte des Saccus und Ductus
endolymphaticus mit der jeweils vorliegenden Expression des V2-Rezeptors zu
erhalten, wurden Detailaufnahmen bei hoher VergréBerung erstellt (Abbildung.
9 und 10). Saccus und Ductus endolymphaticus wurden analog der Unterglie-
derung aus Abbildung 4 in einen distalen, einen intermediaren und einen proxi-
malen Anteil unterteilt. In dem in Abbildung 9 dargestellten Praparat fand sich in
allen Abschnitten des Saccus endolymphaticus eine deutlich ausgepragte Im-
munfluoreszenzmarkierung. Die Markierung folgte einem zellularen Muster, wie
in den Ubersichtsabbildungen beschrieben. Dies war gut im Vergleich mit der
Oberflachenstruktur im DIC-Bild links und der homogenen Zellverteilung in der
DAPI-Farbung, in den jeweils rechten Bildausschnitten, zu sehen. Die Markie-
rungen konnten der Zellmembran zugeordnet werden. Dies entspricht der Loka-
lisation des V2-Rezeptors in der Zellmembran der Nierenzellen. Einzelne, sehr
ausgepragt markierte Punkte in der Abbildung konnten auf Prazipitate, im Sinne
von Verunreinigungen oder auf unspezifische Bindungen an andere Epitope der
Zellen, zurickgefihrt werden. Eine Unterscheidung der basolateralen oder api-
kalen Zellmembranseite konnte anhand der Auswertung der Praparate nicht
eindeutig getroffen werden. Der Ductus endolymphaticus, in den Abbildungen
10, zeigte im Vergleich zum Saccus endolymphaticus eine unregelméaBigere
Zellverteilung mit entsprechend undeutlicherer V2-Rezeptor Immunfluoreszenz-
markierung. Dies war hauptsachlich auf die auBerst schwierige Praparation der
filigranen Struktur des Ductus endolymphaticus zurtickzuflihren. Praparatorisch
bedingte Gewebeschaden und dem Ductusgewebe noch aufgelagerte Reste
von Durafasern, die eine unspezifische Markierung hervorriefen, beeintrachtig-
ten hier die Aussagekraft der Immunfluoreszenzbilder. Ein kontinuierlicher Zell-
verband lag, wie anhand der mit DAPI blau geféarbten Zellkerne sichtbar wird,
nicht immer vor. Insgesamt imponierte die spezifische Markierung, nicht in dem
MaBe ausgepragt, wie im Saccus endolymphaticus. Eine V2-Rezeptor-
spezifische Markierung lag, im Vergleich zur Negativkontrolle und aufgrund der
Lage der Markierung entlang der Zellmembran vor.
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Abbildung 9: Detaildarstellung der V2-R-Expression an Ausschnitten des
Hautchenpraparates des Saccus endolymphaticus. (a) Distaler Anteil des Saccus endo-
lymphaticus. (b) Intermediarer Anteil des Saccus endolymphaticus. (c) Proximaler Anteil
des Saccus endolymphaticus. Die linke Bildreihe zeigt die Differential-Interferenz-
Kontrast-Darstellung mit erhaltener Oberflachenstruktur der Zellen. Die jeweils mittleren
Abbildungen stellen die spezifischen Immunfluoreszenzmarkierungen dar. Sie zeigen
eine membrannahe Markierung der jeweiligen Zellen. Die rechte Bildreihe zeigt die blaue
Zellkerngegenfarbung mit DAPI. Es fand sich eine homogene Zellverteilung, welche an-
hand der dargestellten Zellkerne auszumachen ist.
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Abbildung 10: Detaildarstellung der V2-R-Expression an Ausschnitten des
Hautchenpraparates des Ductus endolymphaticus. (a) Distaler Anteil des Ductus endo-
lymphaticus. (b) Intermediéarer Anteil des Ductus endolymphaticus. (c) Proximaler An-
teil des Ductus endolymphaticus. Die Differential-Interferenz-Kontrastierung des
Hautchenpraparates des Ductus endolymphaticus, jeweils am linken Bildrand, zeigt die
Oberflachenstruktur der Zellen, die hier im Vergleich zu den Abbildungen des Saccus
endolymphaticus verwaschener erschienen. Gewebeschaden, durch die &uBerst
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schwierige Praparation der filigranen Struktur hervorgerufen, und noch auf dem Gewe-
be aufgelagerte Reste von Durafasern lieBen die Oberflachenstruktur nicht so deutlich
erkennbar werden. In der mittleren Bildreihe ist die V2-Rezeptor-spezifische hellgrine
Immunfluoreszenzmarkierung abgebildet. Die spezifische Markierung fand sich
membrannah, jedoch deutlich schwacher ausgepragt als in den Abschnitten des
Saccus endolymphaticus. Vor allem in den distalen und intermedidren Abschnitten
stellten sich die Markierungen verwaschen dar. In der rechten Bildreihe ist die blaue
Zellkerngegenfarbung mit DAPI dargestellt. Praparationsartefakte waren hier beson-
ders im intermediaren und proximalen Anteil des Ductus endolymphaticus erkennbar.
Ein kontinuierlicher Zellverband lag, wie anhand der mit DAPI gefarbten Zellkerne
sichtbar wird, nicht durchgehend vor.

3.1.2 V1a-Rezeptor Nachweis — Immunhistochemie

3.1.2.1 Expression am Praparat und Kontrollgewebe

Eine Ubersichtsaufnahme aus zusammengesetzten Einzelbildern des Saccus
und Ductus endolymphaticus, wie beim V2-Rezeptor, konnte bei dem V1ia-
Rezeptor-fluoreszenzmarkierten Praparat nicht angefertigt werden, da die Fluo-
reszenzmarkierung unter der Belichtung des Mikroskops sehr schnell ausblich.
Obwohl dieses Phanomen wiederholt auftrat, konnte bisher keine Ursache eru-
iert werden. Die Abbildung wurde représentativ fir die ca. 15 erstellten Ge-
samtpraparate aus dem Bereich des distalen Anteils eines Saccus
endolymphaticus erstellt. In Abbildung 11 findet sich die spezifische Markierung
entlang von Kapillargefassstrukturen. Eine Markierung im Bereich der Epithel-
zellen des Saccus und Ductus endolymphaticus war nicht erkennbar. Somit
konnte, bezogen auf das Epithel des Saccus und Ductus endolymphaticus, kei-
ne Expression des V1a-Rezeptors nachgewiesen werden. Die oberflachlich lie-
genden Kapillargeféssstrukturen sind im DIC-Bild erkennbar. Die Abbildung mit
der DAPI-Farbung 1aBt die Kerne der Endothelzellen erkennen, die perlschnur-
artig aneinandergereiht sind.
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Abbildung 11: Reprasentativer Bildausschnitt des H&autchenpraparates des Saccus
und Ductus endolymphaticus mit V1a-Rezeptor-Primarantikdrperfarbung. Via-
Rezeptor-spezifische immunhistochemische Farbung aus dem intermediaren Teil des
Saccus endolymphaticus, in dem sich das Kapillargefassnetz sehr dicht darstellte. (a)
In der Differential-Interferenz-Kontrastierung sind die oberflachlich liegenden Kapillar-
gefaBstrukturen erkennbar. (b) Die Immunfluoreszenzfarbung folgte den
Kapillarendothelzellen, welche in der (c) DAPI-Markierung an den bohnenférmigen
Zellkernen erkennbar sind, die perlschnurartig aneinandergereiht sind.

In Abbildung 12 wurden die drei verschiedenen Darstellungsweisen des
Hautchenpraparates, welches mit Immunfluoreszenzmethoden gefarbt worden
war, Ubereinanderprojiziert. Im linken unteren Bildabschnitt wurde die nahezu
unversehrte Oberflachenstruktur des Praparates dargestellt. In der linksseitigen
Bildmitte wurden einige Kapillarendothelzellen mit einem blau gefarbten Zell-
kern und einer, der Zellmembran folgenden, grinen und fir Via-Rezeptor-
spezifischen Markierung erkennbar. So konnte die Spezifitat fir
Kapillarendothelzellen und die membranstandige Markierung fir den Via-
Rezeptor besonders gut herausgearbeitet werden.
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Abbildung 12: DIC-Darstellung, V1a-Rezeptor-spezifische immunhistochemische Dar-
stellung (Alexa 488) und die Zellkerngegenfarbung (DAPI) wurden Ubereinander proji-
ziert. Im linken unteren Bildabschnitt zeigt sich deutlich die unversehrte Oberflachen-
struktur des Hautchenpraparates des Saccus endolymphaticus. Die Immunfluores-
zenzmarkierung des Fluorophors Alexa 488 zeigt sich griin entlang des Kapillargefas-
endothels, dessen Zellkerne nach DAPI-Farbung blau dargestellt sind.

Im Kontrollgewebe Nierenkortex (Abbildung 13) wurde repréasentativ eine Kapil-
largeféaBschlinge angeschnitten, welche sich im DIC-Bild durch ein von
Kapillarendothelzellen eingerahmtes Lumen abbildet. Die spezifisch gegen V1a-
Rezeptoren gerichtete Fluoreszenzmarkierung der Endothelzellen zeigte sich
deutlich im mittleren Bildabschnitt. Die Markierung imponierte eher randstandig.
Die Endothelzellen wiesen bohnenférmige Zellkerne auf, was im rechten Bild-

ausschnitt, der DAPI-Farbung, deutlich wurde.
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Abbildung  13: Bildausschnitt ~ des  Nierenkortex  mit  V1a-Rezeptor-
Primarantikérperfarbung. (a) Die Differential-Interferenz-Kontrastierung  eines
Nierenkortexpraparates stellt Kapillarendothelien dar. In der Bildmitte zeigt sich eine
Kapillare, deren Lumen beidseits von Kapillarendothelzellen eingerahmt ist. (b) Die
V1a-Rezeptor-spezifische immunohistochemische Farbung der KapillargeféaBschlingen
zeigt eine deutliche Markierung entlang der Endothelzellen. Die Fluoreszenzmarkie-
rung erschien vor allem randstandig. (c) Die Zellkerngegenfarbung des
Nierenkortexpraparates stellt die Kapillarendothelzellkerne als blaue, flache, bohnen-
férmige Kerne dar.

3.1.3 V1ib-Rezeptor Nachweis - Immunhistochemie

3.1.3.1 Expression am Préparat und Kontrollgewebe

Die Darstellung der Hautchenpraparate erfolgte analog zu den vorhergehenden
Abbildungen des Saccus und Ductus endolymphaticus. Auch fiir den Vib-
Rezeptor zeigte sich an ca. 15 Praparaten eine Immunfluoreszenz nach spezifi-
scher Farbung, welche Uber das gesamte Praparat verteilt war. Im Vergleich zu
der gitternetzartigen Verteilung der V2-Rezeptor-spezifischen Markierung in
Abbildung 4b erschien die V1b-Rezeptor-spezifische Markierung diffuser Gber
Saccus und Ductus endolymphaticus verteilt. Es fielen jedoch abwechselnd
starker und schwacher markierte Bereiche auf. Negativkontrollen der
Hautchenpraparate entsprachen im Ergebnis der Abbildung 5 und wurden nicht
gesondert als eigene Abbildung dargestellt.
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Abbildung 14: Ubersichtsdarstellungen des Hautchenpraparates des Ductus und
Saccus endolymphaticus der 4 Tage alten Ratte mit V1b-Rezeptor-Priméarantikdrper.
(@) In der DIC-Darstellung zeigt sich eine intakte Oberflachenstruktur des gesamten
Hautchenpraparates. (b) Die V1b-Rezetor-spezifische Markierung zeigt sich Uber das
gesamte Hautchenpraparat des Saccus und Ductus endolymphaticus verteilt. Auffal-
lend sind starker und schwacher markierte Bereiche, die jedoch nicht einem gitternetz-
artigen Verteilungsmuster wie bei dem V2-Rezeptor folgen. (c) Die DAPI-Markierung
zeigt ein ausgeglichen verteiltes Muster von blau gefarbten Zellkernen.

Die Ubersichtsaufnahme der Positivkontrolle, ein whole-mount-Praparat einer
Nebenniere, wurde ebenfalls aus vielen Einzelaufnahmen zusammengesetzt.
Die in Abbildung 15b gezeigten strangférmig-faserartigen Markierungen ent-
sprechen den chromaffinen Zellen. In einer angefertigten Negativkontrolle zeig-
ten sich in dem korrespondierenden Areal keine spezifischen Markierungen. Es
fand sich dort eine unspezifische Hintergrund-fluoreszenz-markierung im Be-
reich der Nebennierenrinde (NNR). Die Mikroskopbilder der Negativkontrolle

wurden nicht abgebildet.



Ergebnisse 45

Abbildung 15: Ubersichtsdarstellung eines Schnittpraparats der Nebenniere der post-
natalen Ratte (Tag 4) als Kontrollgewebe mit V1b-Rezeptor Primarantikérper. (a) Die
Differential-Interferenz-Kontrastierung erlaubt eine Differenzierung des Prdparates in
die Nebennierenrinde (NNR) und das Nebennierenmark (NNM), welches sich als heller
Kegel in der Mitte des Praparates darstellt. (b) In der V1b-Rezeptor Darstellung lie
sich die spezifische Markierung ins Nebennierenmark lokalisieren. Die Markierung stellt
sich faserartig dar, was den strangférmig angeordneten chromaffinen Zellen entspricht.
Die Nebennierenrinde zeigt eine deutliche Hintergrundfluoreszenz. (c) In der DAPI-
Darstellung zeigt sich im Schnitt ein weitgehend gut erhaltener Zellverband.

3.1.3.2 Detaildarstellung der V1b-Rezeptor-Expression

Die Abbildungen 16a-c stellen die Darstellungen von DIC-,DAPI- und Vib-
Rezeptor-spezifischen Immunfluoreszenzfarbungen verschiedener Abschnitte
des Saccus und Ductus endolymphaticus gegentber. Sowohl Saccus als auch
Ductus endolymphaticus wurden in einen distalen, einen intermediaren und ei-
nen proximalen Anteil untergliedert. In allen Abschnitten des Saccus
endolymphaticus war eine deutliche Immunfluoreszenzmarkierung zu sehen,
die jedoch im Vergleich zu der randstandigen V2-Rezeptor-spezifischen Markie-
rung auch im Bereich des Zytoplasmas zu finden war. Die innerhalb der Zell-
membran befindlichen Markierungen deuteten auf internalisierte, somit im Zyto-
plasma liegende, Rezeptoren hin, die bei Bedarf Gber Endosomen wieder in die
Zellmembran verbracht werden kénnen. Die verwaschene Fluoreszenzmarkie-
rung im proximalen Anteil des Saccus endolymphaticus konnte auf Uberlage-

rungen durch Durafaserreste zurtickgeflhrt werden.
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Abbildung 16: Detaildarstellung der V1b-Rezeptor-Expression an Ausschnitten des
Hautchenpraparates des Saccus endolymphaticus der postnatalen Ratte. Die Differen-
tial-Interferenz-Kontrastierung (linke Bildreihe) des Hautchenpraparates zeigt die Ober-
flachenstruktur der Zellen. Die V1b-Rezeptor spezifische immunhistochemische Far-
bung (mittlere Bildreihe) zeigt die einerseits membranstédndige und andererseits
zytoplasmatische Lokalisation des V1ib-Rezeptors. Die Zellkerngegenfarbung (DAPI)
am Hautchenpraparat des Saccus endolymphaticus zeigt die Lokalisation der einzel-
nen Zellen anhand der blauen Darstellung der Zellkerne zueinander (rechte Bildreihe).
(a) Distaler Anteil des Saccus endolymphaticus, (b) Intermediarer Anteil des Saccus
endolymphaticus, (¢) Proximaler Anteil des Saccus endolymphaticus.
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Abbildung 17: Detaildarstellung der V1b-R-Expression an Ausschnitten des
Hautchenpraparates des Ductus endolymphaticus. Die Differential-Interferenz-
Kontrastierung zeigt die Oberflachenstruktur der Zellen, die hier im Vergleich zu den
Abbildungen des Saccus endolymphaticus verwaschener erscheint. (linke Bildreihe)
Die V1b-Rezeptor-spezifische immunhistochemische Markierung zeigt sich sowohl
entlang der Zellmembranen als auch im Zytoplasma gelegen (mittlere Bildreihe) Die
Zellkerngegenfarbung (DAPI) am Hautchenpraparat des Ductus endolymphaticus zeigt
die Lokalisation der Zellen anhand der blauen Darstellung der jeweiligen Zellkerne. (a)
Distaler Anteil des Saccus endolymphaticus, (b) Intermediarer Anteil des Saccus endo-
lymphaticus, (c) Proximaler Anteil des Saccus endolymphaticus.
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Im Bereich des gesamten Ductus endolymphaticus (Abbildung 17a-c) erschien
die Dichte der Immunfluoreszenzmarkierungen geringer als in den Abbildungen
des Saccus endolymphaticus (Abbildung 16a-c). Dieses Ergebnis entspricht
den Darstellungen des V2-Rezeptors beim Vergleich des Saccus und Ductus
endolymphaticus.

3.2 Immunoblot — V2-Rezeptor

Das V2-Rezeptorprotein konnte im Western Blot in den Gewebepraparationen
des Saccus und Ductus endolymphaticus nachgewiesen werden. In der Abbil-
dung 19 ist die spezifische Bande bei ca. 60 kDa zu erkennen. Die Banden
konnten bei Einsatz einer Proteinmenge aus Gewebepraparationen des Saccus
und Ductus endolymphaticus von 10 pg, 5 ug und 1 ug nachgewiesen werden.
Bei sinkender Proteinmenge lassen die Markierungen der Mehrfachbanden
nach. Der Proteinleiter in der Mitte der Abbildung zeigt die Referenzbanden der
Molekulargewichte in der Einheit kDa an. Die Skalierung des verwendeten Pro-
teinleiters ist nicht linear. Das Molekulargewicht von 62 kDa reprasentiert eine
glykosilierte Form des Rezeptors, worauf die Auspragung als Mehrfachbande
hinweist. Die Ergebnisse des Kontrollgewebes Niere sind linksseitig des Prote-
inleiters dargestellt. Hier ist nur eine Doppelbande erkennbar, was auf eine ab-
weichende Form der Glykosilierung des Rezeptorproteins zuriickgeflihrt werden
kann. Die Markierungen auf identischer Hohe weisen die Existenz des V2-
Rezeptorproteins in den Gewebeproben des Saccus und Ductus
endolymphaticus eindeutig nach. Das gezeigte Ergebnis des Western Blot ist
reprasentativ fir weitere Immunoblot mit Gewebe aus dem Nierenmark und von
Saccus und Ductus endolymphaticus. Bei Verwendung einer héheren Protein-
konzentration waren die resultierenden Banden sehr stark ausgepragt und wa-

ren teilweise nicht mehr gegeneinander abgrenzbar.
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Abbildung 18: Western-Blot mit Darstellung der spezifischen V2-Rezeptorbanden der
glykosilierten Form des V2-Rezeptors. Eine spezifische Bande zeigte sich bei einer
aufgetragenen Menge von 10 ug und 5 ug einer Gewebepraparation von Saccus und
Ductus endolymphaticus sehr deutlich. Bei der Menge von 1 ug erschien nur noch eine
sehr schwache Markierung. Die glykosilierte Form des Rezeptors zeigt sich typischer-
weise in der Auspragung als Doppelbande/ Mehrfachbande (Nonoguchi et al., 1995).
Linksseitig in der Abbildung sind die Banden des Kontrollgewebes Niere als Positivkon-
trolle dargestellt. Der Proteinleiter (PL) in der Mitte der Abbildung zeigt die Referenz-
banden der Molekulargewichte in der Einheit kDa an.
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4 DISKUSSION

Der Morbus Meniére ist eine bis heute nicht kausal erforschte Erkrankung.
Demzufolge existiert bisher auch keine kausal begrindbare Therapie. Die
Symptomtrias mit fluktuierender Tieftonschwerhérigkeit, Tinnitus und rezidivie-
renden Drehschwindelattacken sowie ein Hydrops des endolymphatischen Sys-
tems kennzeichnen diese Erkrankung. Viele Forschungsarbeiten geben Hinwei-
se auf einen Zusammenhang mit einem Volumenregulationssytem im
endolymphatischen System, vergleichbar dem in der Niere. Die detaillierte
Kenntnis dieses Volumenregulationssystems wirde es eventuell erlauben, ge-
zielt ein  Medikament zu entwickeln, welches den Hydrops im
endolymphatischen System vermindert, um Patienten mit Morbus Meniére ef-

fektiv therapieren zu kénnen.

4.1 V2-Rezeptor

In bisherigen Studien wurde der V2-Rezeptor im Saccus und Ductus
endolymphaticus auf mRNA-Ebene mittels RT-PCR nachgewiesen. Nachweis-
bare mRNA wird jedoch nicht zwingend in ein funktionsfahiges Protein umge-
setzt (Furuta et al., 1998). Ziel dieser Arbeit war es, den Nachweis des V2-
Rezeptors auf Proteinebene mittels Immunoblot zu fihren und die Expression
des V2-Rezeptors immunzytochemisch am Hautchenpraparat nachzuweisen.
Die Auswahl von vier Tage alten Ratten (postnatal Tag 4) fir die hier durchge-
fihrten Gewebepraparationen erfolgte aufgrund von Ergebnissen, die die
starkste Expression der cDNA fir den V2-Rezeptor am vierten postnatalen Tag
festgestellt hatten (Kumagami et al., 1998). Eine verminderte Expression des
V2-Rezeptors im Innenohrgewebe wurde bei adulten Tieren beschrieben
(Kumagami et al., 1998). Bei einen Tag alten Ratten konnte keine Expression
des V2-Rezeptors festgestellt werden (Kumagami et al.,, 1998). Eine andere
Arbeitsgruppe beschrieb eine starkere Expression des V2-Rezeptors und des
V1ia-Rezeptors bei Jungtieren (p0 und p8) im Verhéltnis zu adulten Ratten
(Furuta et al., 1998). Ein weiterer positiver Aspekt der vier Tage alten Tiere
zeigte sich bei der Praparation. Die Darstellung des Saccus und Ductus
endolymphaticus mit mikrochirurgischen Instrumenten gelang bei dem sehr jun-
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gen und somit weichen Knochen besser. Dura und Bindegewebsfasern sind bei
adulten Tieren nicht ohne erhebliche Zerstérung des Gewebes des Saccus und
Ductus endolymphaticus zu I6sen. Nachteilig war die geringe GréBe des End-
praparates, wodurch vor allem die Féarbeschritte schwierig durchzuflihren wa-
ren.

In der vorliegenden Arbeit wurde erstmalig der Saccus und Ductus
endolymphaticus von vier Tage alten Ratten als Gesamtpraparat gewonnen und
mittels Immunhistochemie und Immunoblot auf das Vorhandensein von
Vasopressin-Rezeptoren untersucht. Die eigenen Ergebnisse wiesen die Ex-
pression des V2-Rezeptors im Hautchenpriparat des Saccus und Ductus
endolymphaticus mittels Immunhistochemie nach. Im Immunoblot gelang der
V2-Rezeptor-Nachweis auf Proteinebene.

41.1 V2-Rezeptor - Immunhistochemie

Die Ubersichtsabbildungen der Hautchenpraparate der V2-Rezeptor spezifi-
schen Immunfluoreszenzdarstellungen zeigen eine Expression des V2-
Rezeptors im gesamten Saccus und Ductus endolymphaticus (Abbildung 4).
Dass es sich um eine V2-Rezeptor-spezifische Markierung handelt, belegt ei-
nerseits die positive Markierung im Kontrollgewebe (Abbildung 6), andererseits
die Negativkontrolle sowohl der Hautchenpraparate (Abbildung 5) als auch die
des Nierengewebes (Abbildung 7). Aktuell wurde der V2-Rezeptor in den Epi-
thelzellen im humanen Saccus endolymphaticus beschrieben. Der Nachweis
erfolgte ebenfalls mittels Immunhistochemie (Taguchi et al., 2007). Im Sammel-
rohr der Niere sind V2-Rezeptor-spezifische Markierungen entlang der Zell-
grenzen sichtbar (Nonoguchi et al., 1995). Die eigenen Detailaufnahmen des
Saccus und Ductus endolymphaticus (Abbildung 9 und 10) lassen dies eben-
falls erkennen. Die gitternetzartige Verteilung der Markierung, die bereits in den
Ubersichtsdarstellungen zu erkennen ist, kann auf die Lokalisation entlang der
Zellmembranen zurtickgefihrt werden, was der Eigenschaft des V2-Rezeptors
als integrales Membranprotein entspricht (Lolait et al., 1992; Di Giovanni et al.,
1994; Nonoguchi et al., 1995; Marples et al., 1999). Die membranstandige Mar-

kierung wird vor allem in den Detailaufnahmen deutlich, wenn man die Lokalisa-
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tion des Zellkerns in der DAPI Abbildung mit der Lokalisation der V2-Rezeptor-
spezifischen Markierung in Beziehung setzt (Abbildung 6 und 9). Die Markie-
rungen erscheinen in den verschiedenen Anteilen des Saccus und Ductus
endolymphaticus  unterschiedlich intensiv. Im Bereich des Saccus
endolymphaticus sind sie pragnanter. Vorausgesetzt, dass im Saccus und
Ductus endolymphaticus ein Volumenregulationssystem existiert, welches tber
den V2-Rezeptor gesteuert wird, kdnnte man auf eine Beteiligung des gesam-
ten Gewebes des Saccus und Ductus endolymphaticus an der Volumenregula-
tion schlieBen. Die pragnantere Markierung im Bereich des Saccus
endolymphaticus lieBe vermuten, dass dem Saccus endolymphaticus der
Hauptanteil der Volumenregulation zukommt. Eine Uberlagerung des Gewebes
des Ductus endolymphaticus mit Durafaser-Resten lie3 sich jedoch aufgrund
der auBerst schwierigen Praparation nicht vermeiden, so dass auch eine Ab-
schwachung der Markierung durch diese Uberlagerung nicht ausgeschlossen
werden kann.

Weiterhin kann man nach den Befunden in Abbildung 8 von einer Beteiligung,
sowohl der arachnoideanahen als auch der sinusnah gelegenen Seite des
Saccus und Ductus endolymphaticus an der Flissigkeitsregulation ausgehen,
da sich die V2-Rezeptor-spezifische Immunfluoreszenzmarkierung auf beiden
Seiten in gleicher Art und Weise und Intensitat darstellte. Eine Betrachtung der
V2-Rezeptormarkierung auf der arachnoideanahen und sinusnahen Seite ge-
trennt voneinander ist bisher in keiner der publizierten Untersuchungen erfolgt.
In den Detailaufnahmen fallen Zellen auf, deren membranstandige Markierung
im Verhaltnis zu benachbarten Zellen starker ausfallt. Dies ist vor allem in den
Abschnitten des Saccus endolymphaticus gut zu beobachten (Abbildung 9).
Histomorphologischen Erkenntnissen folgend, gibt es ultrastrukturelle Ahnlich-
keiten zwischen dem Epithel des Saccus und Ductus endolymphaticus und dem
Epithel renaler Sammelrohre (Dahlmann und von Diring, 1995). Die
Ribosomenreichen-Zellen (RRZ) sind histomorphologisch den Hauptzellen der
Sammelrohre &hnlich. Der Zelltyp der RRZ findet sich im Saccus und Ductus
endolymphaticus insgesamt betrachtet am haufigsten (Dahlmann und von Du-

ring, 1995), was der Markierung eines engmaschigen Gitternetzes in den eige-
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nen Ergebnissen gleichen kann. Der Ductus endolymphaticus, mit vorwiegend
RRZ (Dahimann und von Diring, 1995), weist in den eigenen Ergebnissen je-
doch eine schwéachere Markierung auf. Im intermediaren Abschnitt des Saccus
endolymphaticus wurde ein Anteil von 20-25 % Mitochondrienreiche-Zellen
(MRZ) beschrieben (Dahlmann und von During, 1995). Bezogen auf die Haufig-
keit der starker markierten Zellen in den eigenen Auswertungen, kdnnten diese
den RRZ entsprechen. Dies wirde durch Ergebnisse bestétigt, bei welchen
durch ADH eine erhdhte Translokation von AQP-2 in die Zellmembran in den
Hauptzellen der Sammelrohre nachgewiesen werden konnte (Nielsen et al.,
1995), welche histomorphologisch den RRZ entsprechen.

Untersuchungen zum erhéhten Membranturnover nach ADH-Gabe, im Sinne
eines erhdhten Einbaus von AQP-2 in die Zellmembran von RRZ, wiirden diese
Annahme ebenfalls bestatigen (Kumagami et al., 1998). Fir die eigenen Ergeb-
nisse bedeutet dies, dass man, ein Volumenregulationssystem mit ADH, V2-
Rezeptor und AQP-2 vorausgesetzt, den V2-Rezeptor in den RRZ lokalisiert
hatte. Auf ein selektives Vorhandensein der spezifischen Markierung in RRZ
oder MRZ konnte aufgrund der lichtmikroskopischen Abbildungen jedoch nicht
eindeutig geschlossen werden.

Subzellular betrachtet, konnte der V2-Rezeptor in den Hauptzellen des Sam-
melrohres in die basolaterale Membran lokalisiert werden (Fushimi et al., 1993).
Eine weitere Veréffentlichung wies den Rezeptor sowohl in der basolateralen
als auch in der luminalen Membran nach, wobei ein negatives Feedback des
luminal gelegenen Systems auf das basolaterale System ausgetibt wird
(Nonoguchi, 1995). Aus den eigenen Ergebnissen kann bezlglich der subzellu-
laren Lokalisation des V2-Rezeptors keine Aussage getroffen werden. Hier
mussen elektronenmikroskopische Untersuchungen angeschlossen werden.
Aktuell konnte der V2-Rezeptor mittels Immunhistochemie im Saccus und
Ductus endolymphaticus der Ratte (Nishimura et al., 2008) und des Menschen
nachgewiesen werden (Taguchi et al., 2007). Hier muss jedoch auf die Unter-
schiede des V2-Rezeptors zwischen den Spezies Ratte und Mensch hingewie-
sen werden (Guillon et al., 2006). In aktuellen Untersuchungen in der Arbeits-

gruppe Léwenheim konnte gezeigt werden, dass bei Ratten AQP2 in
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unstimulierten RRZ vesikular gebunden vorliegt. Eine 45 minUtige Stimulation
mit 1 mM ADH flhrte zu einer erhéhten AQP2-Expression in der basolateralen
Membran der RRZ. Dieser Effekt war mit dem V2-Rezeptor-Antagonist H9400
blockierbar (Hirt et al, 2007).

Andere Studien bestatigen eine verminderte Expression von AQP2 mRNA nach
Gabe von Lithium oder einem anderen ADH-Antagonisten (OPC-31260)
(Takeda et al., 2003; Fukushima et al., 2005). Es gelang auch nachzuweisen,
dass sowohl durch systemische Applikation von OPC-31260 als auch durch
Applikation  Uber die Rundfenstermembran der Cochlea, einem
endolymphatischen Hydrops, entgegengewirkt werden kann (Takeda et al.,
2006). Die systemische Applikation hatte gegenlber der lokalen Applikation
uber die Rundfenstermembran den Nachteil von toxischen Effekten auf die
Cochlea. So kann indirekt, durch einen V2-Rezeptor-Antagonisten, die Existenz
des V2-Rezeptors, eingebunden in ein Volumenregulationssystem, bestétigt
werden. Im Hinblick auf eine klinische Relevanz des V2-Rezeptors, als Angriffs-
stelle fir Medikamente zur Behandlung des Morbus Meniére, kénnte seine ubi-
quitére Prasenz im Saccus und Ductus endolymphaticus sowohl auf der sinus-
nahen als auch auf der arachnoideanahen Seite von Bedeutung flir verschiede-
ne Applikationsformen und Dosierungen sein.

4.1.2 V2-Rezeptor - Immunoblot

Das Molekulargewicht des V2-Rezeptors liegt bei 40,5 kDa (Lolait et al., 1992).
Der V2-Rezeptor liegt meistens in einer glykosilierten Form vor, das heiBt, dass
sein Molekulargewicht aufgrund der Glykosilierung erhéht ist. Immunoblot-
Untersuchungen wiesen Banden bei 62 kDa fir die glykosilierte Form des Re-
zeptors nach (Nonoguchi et al., 1995). In der vorliegenden Arbeit konnte mittels
des Immunoblot-Verfahrens erstmals der Protein-Nachweis des V2-Rezeptors
mit der spezifischen Bande bei 62 kDa aus dem Gewebe des Saccus und
Ductus endolymphaticus von vier Tage alten Ratten geflhrt werden (Abbildung
18). Dieses Ergebnis konnte in mehreren aufeinander folgenden Versuchsrei-
hen reproduziert werden. Das Vorhandensein eines Bausteines auf Proteinebe-
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ne des ADH-AQP2-Volumenregulationssystems im Saccus und Ductus konnte
in der vorliegenden Arbeit somit nachgewiesen werden.

Dieses Ergebnis bestatigt Untersuchungen, welche cDNA des V2-Rezeptors
und des AQP-2 bei vier Tage alten und adulten Ratten nachgewiesen hatten
(Kumagami et al., 1998). Getrennte Gewebefraktionen von Saccus und Ductus
endolymphaticus, von Stria vascularis, des Vestibularorgans und der Reissner-
Membran wurden auf die Expression des V2-Rezeptors mittels PCR untersucht
(Kumagami und Léwenheim et al., 1998). Die Expression der V2-Rezeptor
mRNA war im Saccus und Ductus endolymphaticus bei vier Tage alten Ratten
und adulten Tieren am starksten, wohingegen bei einem Tag alten Tieren im
Saccus und Ductus endolymphaticus sowie in den lbrigen Geweben nur eine
auBerst schwache Expression erkennbar wurde. Im Widerspruch zu den Resul-
taten von Kumagami und Léwenheim standen die Ergebnisse der Arbeitsgrup-
pe um Furuta. Sie wiesen in der Cochlea von neugeborenen Ratten mRNA des
V2-Rezeptors nach. Bei adulten Tieren gelang dieser Nachweis jedoch nicht
(Furuta et al., 1998).

Ein Jahr spater, als sich die Experimente auf den Saccus endolymphaticus be-
schrankten, wurde mittels PCR keine V2-Rezeptor mRNA nachgewiesen
(Furuta et al., 1999). Ein Teil der Erklarung fur diese Diskrepanz kénnte im
Entwicklungsstadium der Tiere liegen. Beide genannten Arbeitsgruppen be-
schrieben eine geringere Expression des V2-Rezeptors bei adulten Tieren, was
auf eine Rolle des V2-Rezeptors in der Entwicklungsphase der Tiere hindeuten
wirde (Furuta et al., 1998). V2-Rezeptor mRNA wurde bei adulten Ratten je-
doch in Innenohrgewebe einschlieBlich Cochlea, Vestibulum und Bogengangen
nachgewiesen (Kitano et al., 1997).

Aktuell konnte mittels RT-PCR der V2-Rezeptor im Saccus endolymphaticus
von Ratten nachgewiesen werden (Nishimura et al., 2008). Als Hauptgrund der
differenten Ergebnisse wurde gesehen, dass die untersuchten Fraktionen meh-
rere verschiedene Gewebe, wie Bindegewebe, BlutgefdBe, Knochengewebe
und Epithelzellen, enthielten (Furuta et al., 1999). Fir unser Versuchsvorhaben
wurde aus diesem Grund bei der aufwendigen Préparation des Saccus und

Ductus endolymphaticus auf héchstmdgliche Préazision geachtet. Durafasern
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und Knochengewebe wurden bestmdglich entfernt. Im Hinblick auf die spezifi-
sche Untersuchung nur eines Zielgewebes kénnen die weiteren Experimente

sicherlich noch weiter verbessert werden.

4.1.3 Der V2-Rezeptor als Bestandteil des Volumenregulationssystems

Setzt man voraus, dass der V2-Rezeptor im Saccus und Ductus
endolymphaticus fester Bestandteil eines Volumenregulationssystems ist, wie
es in der Niere bekannt ist, muss man auch die Ergebnisse fiir die Ubrigen Be-
standteile dieses Systems betrachten. Korrespondierend zu den Nachweisen
des V2-Rezeptors in der Niere (Nonoguchi et al., 1995), wurde AQP2-mRNA im
Saccus und Ductus endolymphaticus nachgewiesen (Kumagami und Loewen-
heim et al., 1998; Beitz et al., 1999), wahrend es in der Cochlea von adulten
Tieren nicht nachgewiesen werden konnte (Takumi et al., 1998; Beitz et al,
1999).

Im Saccus endolymphaticus des Meerschweinchens konnte AQP-2
immunhistochemisch nicht gefunden werden (Zhong und Liu, 2003). AQP-2
konnte im menschlichen Saccus endolymphaticus sowohl als mRNA als auch
als Protein nachgewiesen werden (Couloigner et al., 2004).
Immunhistochemisch zeigte sich der AQP-2-Wasserkanal vorwiegend
zytoplasmatisch lokalisiert, also in Vesikeln vorliegend (Couloigner et al., 2004).
In einer anderen Studie wird ein Volumenregulationssystem in Strukturen der
Cochlea, die im Kontakt zum Endolymphraum stehen, diskutiert (Mhatre et al.,
2002).

Hier sind weiterfilhrende Studien auf subzellularer Ebene notwendig, die den
Rezeptor und den zugehdrigen Wasserkanal zeitgleich in denselben Zellen be-
trachten, um die physiologischen Zusammenhange besser zu erschlieBen.
Funktionell betrachtet, wurde durch ADH Stimulation in Hauptzellen des Sam-
melrohres der Niere eine Translokation von AQP-2 in die apikale Membran be-
obachtet (Katsura et al., 1995). Es wurde auch eine erhéhte AQP2-mRNA-
Expression durch vorherige ADH-Injektionen bei adulten Ratten sowohl in der
Cochlea als auch im Saccus endolymphaticus nachgewiesen (Sawada et al.,
2002). Dies ist auch in der Niere bereits bekannt (Terashima et al., 1998).
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In kultivierten Zellen des Saccus endolymphaticus fand sich ein inhibitorischer
Effekt von ADH auf den Membranumsatz (Kumagami et al., 1998). Bemer-
kenswert war, dass der inhibitorische Effekt von ADH durch Zugabe eines V2-
Rezeptor-Antagonisten aufgehoben werden konnte. Die Arbeitsgruppe um
Kitano fand nach einer ADH-Stimulation bei Ratten eine verminderte Expressi-
on von V2-Rezeptor mRNA im Innenohrgewebe, welches Cochlea,
Vestibularapparat und den Nervus vestibulocochlearis einschloss (Kitano et al.,
1999). Diese Erkenntnisse, kontrar zum bisher etablierten Schema in der Niere,
kénnten die Erklarung der Entstehung des endolymphatischen Hydrops sein,
wenn man den gegenlaufigen Effekt unter der Voraussetzung der umgekehrten
Orientierung des gesamten Volumenregulationssystems betrachtet. Die klini-
sche Wirksamkeit eines V2-Antagonisten beim endolymphatischen Hydrops des

Morbus Meniére kdnnte unter diesen Voraussetzungen sinnvoll erscheinen.

4.2 V1-Rezeptoren

Der Nachweis der V1a- und V1b-Rezeptoren wurde nur mittels
Immunhistochemie im Saccus und Ductus endolymphaticus und den Kontroll-
geweben gefuhrt (Abbildung 11-17). Auf einen Nachweis der Via- und V1b-
Rezeptoren auf Proteinebene wurde verzichtet, da die Untersuchungen des
V1a- und V1b-Rezeptors bisher nicht im Mittelpunkt des Interesses fur die Mor-
bus Meniéere-Forschung standen und der Protein-Nachweis mittels Western-Blot

sehr aufwandig und kostspielig ist.

4.21 V1a-Rezeptor - Immunhistochemie

Die Arbeitsgruppe um Furuta wies V1a-Rezeptor mRNA in der Cochlea nach
(Furuta et al., 1998). Ein Jahr spéater gelang der Nachweis von V1a-Rezeptor
mRNA im Saccus endolymphaticus. Der Nachweis des V1a-Rezeptors in einer
in-situ-Hybridisierung gelang nicht (Furuta et al., 1999). In den eigenen Ergeb-
nissen konnte keine spezifische V1a-Rezeptor-Markierung in den Zellen des

Saccus und Ductus endolymphaticus nachgewiesen werden.
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Die Markierungen in der vorliegenden Arbeit waren eindeutig geféaBspezifisch
(Abbildung 11 und 12) und spiegeln die Ergebnisse von Briner wider, der V1a-
Rezeptoren in Kapillarendothelzellen nachwies (Briner et al., 1992). Die Erkla-
rung fir einen Nachweis der V1a-Rezeptor mRNA sowohl in der Cochlea als
auch im Saccus endolymphaticus (Furuta et al., 1998 und 1999) kann an den
Bestandteilen von Kapillarendothelien in den verwendeten Gewebeproben lie-
gen.

Die makroskopischen Ergebnisse von Dahlmann und von Diring zur GefaBver-
sorgung des Saccus und Ductus endolymphaticus konnten anhand der Ge-
samtibersichten der Hautchenpraparate weitgehend nachvollzogen werden
(Dahlmann und von Daring, 1995).

Eine Gesamtibersicht von Saccus und Ductus endolymphaticus, wie bei dem
V2-Rezeptor, konnte als Abbildung nicht erstellt werden, da die Fluoreszenz-
markierung unter der Mikroskopbeleuchtung sehr schnell ausblich. Die repra-
sentative Ausschnittaufnahme zeigt jedoch ein deutlich ausgepragtes Kapillar-
netz im intermediaren Abschnitt des Saccus endolymphaticus (Abbildung 11).
Im Ductus endolymphaticus konnten aus der Immunhistochemie keine exakten
Parallelen zu makroskopischen Beschreibungen gezogen werden, welche im
intermediaren Abschnitt eine Reduzierung des Kapillarnetzes angaben (Dahl-
mann und von During, 1995). Die verwaschene Darstellung und die starke Hin-
tergrundfluoreszenz lagen an dem praparatorisch bedingten Faseranteil um den
sehr schmalen Ductus endolymphaticus.

Einige Studien beschreiben einen negativ rickwirkenden Effekt auf den V2-
Rezeptor Uber den Via-Rezeptor, ausgeldst durch ADH. Diese Erkenntnisse
bezogen sich nicht auf Gewebe des Saccus und Ductus endolymphaticus, son-
dern meist auf Nierengewebe, wo der V1a-Rezeptor in dieselben Zellen wie der
V2-Rezeptor lokalisiert werden konnte (Nonoguchi et al., 1995; Tashima et al.,
2001; lzumi et al., 2007). In den eigenen Ergebnissen konnte der V1a-Rezeptor
lediglich im Bereich der Kapillarendothelien lokalisiert werden, was auch Anga-
ben in der Literatur entspricht (Briner et al., 1992; Thibonnier et al., 1994).
Durch weiterfihrende Studien muss die Rolle von V1a-Rezeptoren im Bereich

des endolymphatischen Systems geklart werden. AuBerdem muss der Frage
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nachgegangen werden, ob ein Zusammenhang zwischen dem V1a-Rezeptor
und dem V2-Rezeptor und der Volumenregulation besteht.

4.2.2 V1ib-Rezeptor - Immunhistochemie

Immunhistochemische Farbungen flir den V1b-Rezeptor wurden hier erstmals
an Gewebe des Saccus und Ductus endolymphaticus durchgefiihrt. Die
Immunhistochemie ergab ein positives Ergebnis mit einer relativ homogenen
Verteilung Uber Saccus und Ductus endolymphaticus. Die detaillierten Abbil-
dungen (Abbildung 16 und 17) weisen nicht eindeutig auf ein
membranstandiges Rezeptorprotein hin, wie bei dem V2-Rezeptor. Ein verstarkt
intrazellular vorgehaltener Rezeptorbestand, der bei Bedarf in die Zellmembran
eingebaut werden kann, wurde in unseren Beobachtungen, aufgrund der Loka-
lisation der Markierungen, ebenfalls in Betracht gezogen. Aufgrund der punkit-
férmigen, diffus intrazellular verstreuten Markierungen kénnte man auch eine
unspezifische Farbung von intra- oder extrazellularen Epitopen vermuten.

Die Arbeitsgruppe um Furuta hatte Vib-Rezeptor cDNA mittels PCR in der
Cochlea von Ratten nicht nachweisen kdnnen (Furuta et al., 1998). Hier sind
weitere Untersuchungen beziglich der exakten Lokalisation und einer eventuel-
len Bedeutung des V1b-Rezeptors flir das endolymphatische System nétig.
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5 ZUSAMMENFASSUNG

Der Morbus Meniere, benannt nach Prosper Meniére, mit der Symptomtrias von
fluktuierender Tieftonschwerhdérigkeit, dem Tinnitus und den rezidivierenden
Drehschwindelattacken ist seit ca. 150 Jahren bekannt. Eine kausale Therapie
der Erkrankung existiert trotz vielschichtiger Forschung bis heute nicht, da die
genauen Ursachen nicht geklart werden konnten. Der endolymphatische Hyd-
rops stellt das histopathologische Korrelat des Morbus Meniére dar und bildet
den Mittelpunkt der Forschungsarbeiten. Verschiedene Arbeitsgruppen konnten
die Hauptbestandteile des Volumenregulationssystems, wie es in der Niere
existiert, auch im Saccus und Ductus endolymphaticus nachweisen. Die mittels
Immunhistochemie oder PCR erzielten Ergebnisse waren jedoch teilweise wi-
dersprichlich. So war es Ziel der vorliegenden Arbeit, Vasopressin Rezeptoren
an Hautchenpraparaten des Saccus und Ductus endolymphaticus der Ratte
nachzuweisen.

Der V2-Rezeptor konnte mittels Immunhistochemie im gesamten Saccus und
Ductus endolymphaticus nachgewiesen werden. Der V1a-Rezeptor fand sich
immunhistochemisch nicht in den Epithelzellen, sondern in den Kapillarendothe-
lien des Saccus und Ductus endolymphaticus. Eine Interaktion des V1a- und
des V2-Rezeptors wird somit nicht fir wahrscheinlich gehalten. Beim V1b-
Rezeptor konnte erstmals im Saccus und Ductus endolymphaticus ein
immunhistochemischer Nachweis erzielt werden, welcher in weiteren Untersu-
chungen noch genauer eingeordnet werden muss. Der erstmalig geflhrte V2-
Rezeptor-Nachweis im Immunoblot ist die entscheidende Grundlage far die Er-
klarung der Wirksamkeit der neuesten Therapieansatze des Morbus Meniére.
Bislang kann man sich anhand von Behandlungsalgorithmen mit den verschie-
densten konservativen, medikamentdsen und chirurgischen Therapien bei aku-
tem und chronischem Morbus Meniere behelfen (Coelho et al., 2008). Nur
durch weitere intensive Grundlagenforschung in der Pathogenese des Morbus
Meniere kann eine Therapie, die bisher die Erkrankung nur kontrollieren konnte,

zu einer heilenden Therapie werden.
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6.2 AbkuUrzungsverzeichnis

AAO American Academy of Otolaryngology
AC Adenylatzyklasekomplex

ADH Antidiuretisches Hormon

AQP-2 Aquaporin-2

ATP Adenosintriphosphat

BERA Brainstem Evoked Response Audiometry
cAMP zyklisches Adenosinmonophosphat

DAPI 4’ 6-diamidino-2-phenylindol, dihydrochlorid
DIC Differential-Interferenz-Kontrastierung
DE Ductus endolymphaticus

DNA Desoxyribonukleinsaure

ECL Enhanced Chemiluminescence

Gs G-Protein

MRZ Mitochondrienreiche Zelle

PBS Phosphate Buffered Saline

PCR Polymerasekettenreaktion

PFA Paraformaldehyd

PKA Proteinkinase A

PLC Phospholipase C

RNA Ribonukleinsaure

RRZ Ribosomenreiche Zelle

RT-PCR Reverse Transkriptase — Polymerasekettenreaktion
SE Saccus endolymphaticus

Vv Vasopressin

Via-R Vasopressin 1a-Rezeptor

Vib-R Vasopressin 1b-Rezeptor

V2-R Vasopressin2-Rezeptor
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