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Haarzellen, die sensorischen Rezeptorzellen des auditorischen und vestibuldren Systems,
weisen apikal ein mechanosensitives, von calciumreicher Endolymphe umspiiltes
Haarbilindel auf, welches aus stufenartig angeordneten Stereozilien besteht. Jedes
Stereozilium ist Uber ein feines Filament, genannt tip link, mit dem nachstgroReren
Stereozilium verbunden. Der tip link setzt sich aus zwei dimeren Proteinen zusammen:
Protocadherin-15 und Cadherin-23. Beide Proteine sind atypische Mitglieder der Cadherin-
Familie, Calcium-abhangiger Adhasionsproteine. Die Stimulus-induzierte Deflektion des
Haarbiindels spannt die tip links und o6ffnet direkt mechanosensitive lonenkanale. Der
darauffolgende Kationeneinstrom depolarisiert die Haarzelle, welche das elektrische Signal
zum Gehirn weiterleitet. Um die Deflektion des Haarbiindels in eine kanal6ffnende Kraft,
welche je nach Deflektionsgrad die Offnungswahrscheinlichkeit des Kanals graduell erhoht,
umzusetzen, ist ein mechanisches Element in Form einer Feder nétig: die gating spring. Die
Federkonstante der gating spring wurde auf etwa 0.5 - 4 mN/m geschatzt — das molekulare
Korrelat wurde jedoch bisher nicht gefunden. Der tip link wurde nach seiner molekularen
Identifikation als mogliche gating spring ausgeschlossen, da Cadherine als zu steiff
angesehen wurden. Jedoch konnten (a)typische extrazelluldre Cadherin-Domadnen oder
Calciumbindende Regionen Protocadherin-15 sowie Cadherin-23 elastische Eigenschaften
verleihen. Elastizitat konnte auch aus der Umlagerung einzelner Domanen zueinander sowie
aus der Ent- und Riickfaltung individueller Domanen resultieren. Die direkte Bestimmung der
nanomechanischen Eigenschaften des tip links ist daher essentiell, um seinen elastischen
Beitrag zur gating spring und damit die Rolle des tip links im Mechanotransduktionsprozess
zu verstehen.

Dazu wurde in dieser Arbeit die Nanomechanik einzelner monomerer Protocadherin-15-
Molekile mithilfe einer hoch-prazisen optischen Falle direkt gemessen. Mit einem
hochspezifischen, eigens fir diese Untersuchung konzipierten biochemisch-
biophysikalischen Verfahren wurde die Kraft-abhangige Dehnung sowie Federkonstante der
Ektodomdne von Protocadherin-15 unter physiologisch relevanten Kraften ermittelt.
Weiterhin wurde das Ent- und Rickfaltungsverhalten des Proteins bestimmt. Die gemessene
Federkonstante stieg bei physiologischer Calciumkonzentration mit zunehmender Kraft von
0.2 mN/m (bei 6 pN angelegter Kraft) auf etwa 6 mN/m (bei 47 pN) an. Obwohl die
gemessenen Werte nicht ohne Weiteres auf den ganzen, dimeren tip link Gbertragen werden
konnen, spricht die GroBenordnung der Messergebnisse fiir eine relevante Beteiligung des
tip links an der gesuchten gating spring. Des Weiteren wurden reversible Ent- sowie
Rickfaltungen bei angelegter Kraft entdeckt. Entfaltungsereignisse fiihren zu einer



sprunghaften Ausdehnung des zuvor gefalteten Proteins und koénnen (ber die damit
einhergehende Zunahme der Konturldange Lo klassifiziert werden. Entfaltungsereignisse der
Klasse U; waren durch eine Konturlangenzunahme von Alp = (3 + 0.3) nm charakterisiert,
Klasse U, durch Alp = (14 + 1) nm und Klasse Us durch Alp = (32 £ 1) nm (MW % SEM).
Rickfaltungen (Klasse Ri) dagegen verkiirzten die Konturlange des Proteins um
Al = (-5 £ 1) nm. Entfaltungen der Klasse Uz erwiesen sich als calciumabhangig: sie traten
nur unter physiologisch niedrigen Calciumkonzentrationen von 20 uM Ca?* auf und wurden
unter einer Konzentration von 3 mM Ca?*, welche die Calciumbindungsstellen des Proteins
sattigt, nicht beobachtet. Die Konturldangenzunahme von (32 + 1) nm in Klasse Uz weist auf
die Entfaltung einer gesamten extrazellularen Cadherin-Domane hin, welche durch die
Entropiezunahme des entfaltenden Proteinanteils zu einer Reduktion der Steifheit
(Federkonstante) von Protocadherin-15 fiihrt. In diesem Sinne kdnnte die Entfaltung
einzelner Cadherin-Doméanen einen Entspannungsmechanismus unter groBer Belastung
darstellen und als Sicherheitsvorrichtung die Schadigung der tip links bei groflen Stimuli
verhindern. Zusatzlich wurde der nanomechanische Einfluss einer mit humaner Taubheit
assoziierten Deletion einer Aminosaure in der 7. Cadherin-Domane von Protocadherin-15
untersucht. Das mutierte Protein zeigte trotz sattigender Calciumkonzentration
ungewohnliche Entfaltungsereignisse mit einer Konturlangenzunahme von Lo = 33 nm,
welche auf die mutationsbedingte Destabilisierung der 7. Cadherin-Domane hinweist und
somit einen moglichen Erkarungsansatz fiir den pathologischen Phanotyp beim Menschen
liefert.



