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Abstract. ���� ���� ������� ��� ��������� ���������� �����-���� ���� ������� ��� ��������� ���������� �����-
��o� fo� � �u�b�� of ��������. R�������, ��u��� ���� ����� 
(NSCs) from the cochlear nuclei have been identified, indi-
�����g � �o������� �������o� fo� ��� ��������� of ����o����u��� 
������g �o��. A�ou���� ����u�� ���� �� ���o����� �o�� �� ��� 
��v��o����� of ��� �u���o�� ������. I� ���� ��u��, �� ����� 
�o ��������� ������� ��ou���� ����u�� ���u�� N�C ��v��o�-
���� ��� ��ff���������o� ���oug� ��� u���gu����o� of ��u������ 
(CLU) �� N�C� ��o����� f�o� ��� �o������ �u����. To fu����� 
�����f� ��� u��������g ���������� ��vo�v�� �� ��� ��v��o�-
���� ��� ��ff���������o� of N�C� �x�o��� �o ��ou���� ����u��, 
�� �u�����fu��� �o����u���� ������ �o���� �� ����� ��� CLU 
�������� b� �� ����������o���� ��j����o� of ��RNA ���g����g 
CLI. A� �x������, ��� N�C� f�o� ���� ������� ���� LV-CLU 
��RNA �x��b���� � �o��� ��o��f�����o� ����o ���� �x�o��� 
�o �� �ug������ ��ou���� ��v��o����� (AAE). Fu������o��, 
��� ����b���o� of ���� ��o��o��� ���u��� b� �x�o�u�� �o AAE 
��� �b�og���� �f��� ��������g ��� �x������o� of ��� CLU g���. 
Du���g ��� ��ff���������o� of ��ou���� ����u��-�x�o��� ���� 
cells into neurons, the number of astrocytes was significantly 
���u���, �� �v������� b� ��� �x������o� of ��� ���� ���k���, 
microtubule associated protein‑2 (MAP‑2) and glial fibrillary 
������ ��o���� (GFAP), ����� ��� ���k���� ����b���� ���� 
��� CLU g��� ��� ��������. Ou� ���u��� �������� ���� ��ou���� 
����u�� ��� ���u�� ��� ��v��o����� ��� ��ff���������o� of 
N�C� f�o� ��� �o������ �u���u� ������ ���oug� ��� CLU 

�������. Ou� ��u�� �ugg���� ���� CLU ��� b� � �ov�� ���g�� 
fo� ��� ��������� of ����o����u��� ������g �o��.

Introduction

����o����u��� ������g �o�� �� ��� �o�� �o��o� ����o�� ���o���� 
�o�������, ���� ����ox������� 300 �����o� ����v��u��� b���g 
�ff�����. Cu����� �������� ���������� ����u�� ��ff����� ����� of 
������g ���� ��� �o������ ��������. T�� �u�b�� of ��������g 
�u���o�� ��u�o�� �� �������� ����� � �������� �o�� �� ����������g 
��� �ff����v����� of ������g ������� ��v����. I��������g ��� 
�u�b�� of �����u�� �u���o�� ��u�o�� ��� ����ov��g ��� fu��-
��o� of ������g ������� ��v���� ��v� b��o�� k�� ���u�� fo� 
o�����z��g ��� �������u��� �ff���� of ���������� fo� ����o��-
��u��� ������g �o��.

A�ou���� ����u�� ���� �� ���o����� �o�� �� ��� ��v��o�-
���� of ��� �u���o�� ������. T�� �ff���� of �x�o�u�� of ��� 
�o����� ��� ��� ������o� v������ �o������ �u���u� (AVCN) 
of C57BL/6J (B6) ���� �o �� �ug������ ��ou���� ��v��o�-
���� (AAE) ���� ���v�ou��� ���o���� �� ��� ��u�� b� W���o�� 
��� B�o�� (1). T���� ��u�� ���o�������� ���� �x�o�u�� �o �� 
AAE ���u���� �� ��� ���u��� ��v����� of ��� ��og�����v� �o�� 
of ou��� ���� �����. Mo��ov��, �x�o�u�� �o �� AAE ��� b��� 
��o�� �o �x��� ������� ��u�o��o�����v� �ff���� �� DBA/2J 
����, �� ��� ���� �x�o��� �o �� AAE �x��b���� � �o��� ���v�-
��o� of �u���o�� b�������� ����o��� ������o���, f���� ������g 
���� ����� ��� � ���k���� ���u��� �o�� of AVCN vo�u�� ��� 
��u�o� �u�b�� �o������ �o ��� u�������� �o���o� ���� (1,2). 
T��� ���v�ou� ��u�� ���o�������� ���� �x�o�u�� �o �� AAE 
����ov�� ����o����u��� ������g �o�� �� B6 ��� DBA/2J ����. 
Ho��v��, ��� u��������g ���������� ��vo�v�� �� ��� �ou��-
���u��� ����o��� of ��� ��v��o����� of ��� �u���o�� ������ 
������ u������.

Ov�� ��� ���� ������, ���������� fo� v���ou� �������� b���� 
o� ���� ����� ��v� �����v�� ���������g �������o� �u� �o ����� 
�x�����v� ��ff���������o� �b����� (3). A��u�u�����g �v������ 
has confirmed that stem cells can differentiate into many types 
of ����� ��� ��� ��u� b� u��� �o ����� � v������ of ��������, 
including genetic diseases, injuries, cancer, or inflammation 
��u��� b� ���u�� (4,5,15). B���� o� ��� �������� of ���f-������� 
��� �u����o����� �o ��u�o��, ����o����� ��� o��go�����o�����, 
��u��� ���� ����� (N�C�) ��v� b��� ������� �� ��� ��������� of 
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������� ����� of ���vou� ������ ���o�����, �u�� �� P��k���o�'� 
������� ��� A�z������'� �������, �� ���� �� ������ �o�� ��ju�� 
and many other diseases (6‑9). The first stem cells in the inner 
��� ���� fou�� �� 2003 (10). Ou� ������ ����������� ���u��� ���o 
���o������� ���� N�C� f�o� ��� �o������ �u���� �x��� �� ��� 
��� b��������, ���������g � �o������� ��������� fo� ����o����u��� 
������g �o�� (11).

P��v�ou� ��u���� ��v� fou�� ���� �ug������ ��ou���� 
����u�� ��� ����fu� fo� ������������g ��u�o��� ����u��o� ����� 
into the acoustic nerves (12,13). A previous study confirmed 
���� ��u�o��� ����u��o� ����� ����v�� f�o� ��� o�f���o�� bu�b� 
��� ��ff��������� ���o ��u�o�� �� ��� �o������ �u���� fo��o���g 
�x�o�u�� �o �� AAE (12). Ho��v��, ������� �x�o�u�� �o �� 
AAE ��� �ff��� ��� ��v��o����� of ��� �u���o�� ������ b� 
��f�u�����g ��� ��v��o����� of ���� ����� �� ��� �o������ 
�u���� ������� �o b� ����������.

I� ��� ������� ��u��, �� ����� �o ��������� ������� ��� 
��o��f�����o� ��� ��ff���������o� of N�C� �x�o��� �o ��ou���� 
����u�� �ou�� b� �����v�� �� ����. Fu������o��, �� ��v����g���� 
��� ���������� ��vo�v�� �� ��� ��v��o����� ��� ��ff����-
�����o� of ��ou���� ����u��-�x�o��� N�C� �� ��� ��� �o������ 
�u����.

Materials and methods

Animal groups. N��bo�� ����gu�-D����� ���� (�=6) ���� 
�u������� f�o� ��� A����� C����� �� ��� Fou��� M������� 
M������ U��v������, X�'��, C����. A�� ������ ��o���u��� ���� 
���fo���� �� ���o������ ���� ��� N���o��� I�����u��� of H����� 
gu��������, ��� ���� ����ov�� b� ��� I�����u��o��� A����� 
C��� ��� U�� Co������� of ��� Fou��� M������� M������ 
U��v������.

T�� ������� ���� ����o��� ���o����� �o ��� fo��o���g 
3 g�ou��: �) ��� �o���o� g�ou� ���� �o �x�o�u�� �o �o���; ��) ��� 
g�ou� �x�o��� �o 70 �B �ou�� �����u�� ��v�� (�PL; 8 �/���); 
��� ���) g�ou� �x�o��� �o 20 �B �PL (8 �/���). A�� ��� ���� 
���� k��� �� � v��������� ����b�� ���� f��� ������ �o foo� ��� 
�����.

Isolation, culture and differentiation of NSCs from cochlear 
nuclei. N�C� ���� ��o����� f�o� ��� �o������ �u���� of ���� 
�� 7 ��� 12 ���� �f��� b���� �� ���v�ou��� ������b�� (1,13). 
The cells were incubated with Dulbecco's modified Eagle's 
����u� (DMEM)/F12 ����u� �o�������g B27 ��� N2, 
��������� g�o��� f���o� (EGF; 20 �g/��) ��� f�b�ob���� 
g�o��� f���o� (FGF)-2 (20 �g/��) ��� ���������� (100 U/��) 
(��� f�o� ��g��-A������, ��. Lou��, MO, U�A). A�� ����� ���� 
maintained at 37˚C in a 5% CO2 ���o������.

Fo� ���� ��ff���������o�, P7 ���� ������� ���� �����f����� 
���o 6-���� ������ ���� �o��-�-������-������� �ov�������. T�� 
culture medium containing 10% fetal bovine serum (FBS), 
EGF ��� FGF-2 ��� ���ov��. H��f of ��� ����u� ��� 
�������� �v��� ���o�� ���. C��� ��ff���������o� ��� �����z�� 
�f��� 7 ����.

Lentiviral-mediated clusterin (CLU) shRNA delivery. LV-CLU 
��RNA �����f����o� ��� ���fo���� �� o���� �o �v��u��� ��� 
�ff��� of CLU o� ��� ��v��o����� ��� ��ff���������o� of 
N�E� �x�o��� �o ��ou���� ����u��. Fo� ��� �����v����-�������� 
CLU ��RNA ����v���, ��RNA� ���� ����g���, ���������� 

synthesized and PAGE‑purified, free of RNase contamination, 
���o����g �o ��� �����u���o�� of ��� ���uf���u��� (G���C���, 
����g���, C����). T��� ���� ���� ��g���� ���o ��� ��u�����-
�o�N�o ������� (��ov���� b� D� J.�. Y��, D��������� of 
M���ob�o�og�, ��� Fou��� M������� M������ U��v������) �� 
���v�ou��� ������b��. �����b�� o��go�u���o����� ���� u��� �� 
� ��g���v� �o���o�.

T����f����o� ��� ���fo���� u���g L��of�������� 2000 
���o����g �o ��� ���uf���u���'� �����u���o�� �� fo��o��: 
20 µg of �����v���� v���o� �������g ��RNA ��� 100 µ� 
L��of�������� 2000 (I�v���og��, C����b��, CA, U�A) ���� 
��x�� ��� ���ub���� ���� HEK293T ����� (ob������ f�o� 
��� C������ A������ of M������� �������, B��j��g, C����) �� 
37˚C, 5% CO2 fo� 48 �. C��� �u���������� ���� �o������� ��� 
concentrated using a 0.45 µm filter (Amicon Ultra‑15 100K; 
M�����o��, B��������, MA, U�A); ��� ���o�b����� v��u� ��� 
stored at ‑80˚C until use. Newborn rats were administered an 
����������o���� ��j����o� of 2.5 µg ��u������o�N�o �� 1 �� of 
DMEM. T�� ������� ���� ���� �x�o��� �o ��v��o������� �o��� 
as described above. The effects of transfection were confirmed 
b� RT-qPCR ��� ������� b�o� ��������.

Immunofluorescence and fluorescence microscopy. T�� ����� 
���� ������ 3 ����� ���� ��o������-buff���� ������ (PB�) ��� 
fixed with 4% formalin (Sigma‑Aldrich) for 30 min at room 
��������u��. Af��� fu����� ������g ��3 �� ����� ���� PB� 
containing 0.1% Triton X‑100 (Sigma‑Aldrich), the cells were 
incubated with 1% BSA for 30 min at room temperature. The 
����� ���� ���� �u��u��� ���� ����-CLU (1:100) ����bo���� (����� 
C�uz B�o�����o�og�, I��., ����� C�uz, CA, U�A) ��� ����o�v�� 
overnight at 4˚C in PBS. After washing, FITC‑conjugated goat 
����-��bb�� IgG (��g��-A������) ��� ����� �� � ���u��o� of 1:50. 
Ob���v���o�� ���� ���fo���� ����������� �f��� ������g ���� 
f���� ����u� u���� �� O����u� IX70 ����o��o�� (O����u�, 
Tok�o, J����).

Reverse transcription-quantitative (real-time) polymerase 
chain reaction (RT-qPCR). To��� ����u��� RNA ��� ��o����� 
from the cells using purification mini kits (RNeasy; Qiagen, 
Hilden, Germany) according to the manufacturer's specifica-
��o��. O�� ����og��� of �o��� RNA ��� �o�v����� �o �DNA 
(������� �DNA ��������� k��; B�o-R��, H���u���, CA, U�A) ��� 
��� �ub��qu����� �ubj����� �o RT-PCR. PCR ��� ���fo���� �� 
a thermal cycler at 94˚C for 5 min followed by 30 amplification 
cycles (94˚C, 30 sec; 55˚C, 30 sec; 72˚C, 1 min). Quantitative 
PCR ��� ������� ou� �o qu����f� ��� �x������o� of CLU, N�����, 
����o�ubu��-���o������ ��o���� 2 (MAP-2), g���� f�b������� 
������ ��o���� (GFAP), ������ b���� ��o���� (MBP), ��� β-����� 
������g�� RNA o� �� ABI 7300 PCR ������� (A������ 
B�o�������, Fo���� C���, CA, U�A). T�� ������v� �x������o� 
v��u� of ��� ���g�� g��� ��� ����u����� �� ��� ����o of ���g�� 
�DNA �o β-�����. T�� ������� u��� �� ���� ��u�� ��� ��������� 
in Table Ⅰ.

Western blot analysis. T�� ��o����� ���� �������� b� 
�u�������g ��� ����� �� ����� buff�� ���� �o������ ����������-
���������������� ���� (EDTA)-f��� ��o�����-����b��o�-�o�k���� 
��b���� (Ro���, B����, ����z������) fo� 10 ��� o� ���. T�� 
���� �x������ ���� �o������� (3x10 ���), ���� ������fug�� �� 
15,000 x g fo� 15 ��� �o ���ov� ��� ���o�ub�� ���������.
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Each protein sample was electrophoresed by 12% 
�o��u� �o����� �u�f���-�o������������ g�� ������o��o����� 
(�D�-PAGE), ��� ���� �����f����� o��o ����o����u�o�� 
���b����� (M�����o��, B��fo��, MA, U�A). Af��� b�o�k��g 
with 5% fat‑free milk powder at room temperature for 2 h, the 
���b����� ���� ���ub���� ���� ������� ����bo���� �g����� 
CLU (��-8354), N����� (��-33677), Mu����� RNA-b�����g 
��o���� 1 (M��-1; ��-135721), MAP-2 (��-74421), GFAP 
(��-33673), MBP (��-13564) ��� β-����� (��-8432; ����� 
Cruz Biotechnology, Inc.) at 4˚C overnight, and subsequently 
�u��u��� ���� HRP-�o�jug���� go�� ����-�ou�� IgG (��-2489; 
����� C�uz B�o�����o�og�, I��.) fo� 2 � �� �oo� ��������u��. 
β-����� ��� u��� �� �� �������� �o���o�. T�� ������o� ��o�u�� 
��� v��u���z�� b� �������� ������u���������� (ECL; 
A������� P��������, P���������, NJ, U�A).

Flow cytometric analysis of apoptosis. To ��v����g��� ��� �ff���� 
of CLU o� ��� ��o��o��� of N�C� �x�o��� �o ��ou���� ����u��, 
we performed flow cytometric analysis of phosphatidylserine 
�x�������z���o� u���g ��� A���x�� V-f�uo������� ��o���o-
������� k�� (I��u�o����, M��������, F�����). T�� ������� 
����� ���� ���v����� ��� ������ o��� ���� ���-�o�� PB�, ��� 
���� ��-�u������� �� b�����g buff�� (10 �M HEPE�, �H 7.4, 
150 �M N�C�, 2.5 �M C�C�2, 1 �M MgC�2, 4% bovine serum 
albumin). Annexin V‑fluorescein isothiocyanate (0.5 lg/ml) and 
��o����u� �o���� (0.6 �g/��) ���� ����� �o � 250 µ� ���quo� 
(5x106 �����) of ���� ���� �u������o�. Fo��o���g ���ub���o� �� 
��� ���k �� �oo� ��������u�� fo� 15 ���, ��� ������� ����� ���� 
immediately analyzed using a FACSCalibur™ flow cytometer 
(BD B�o��������, ��� Jo��, CA, U�A).

Cell proliferation assay. To ��������� ��� �ff���� of CLU o� 
���� ��o��f�����o� fo��o���g �x�o�u�� �o �� AAE, ���� v��b����� 

��� ����������� b� MTT �����. T��g����g ����� ���� ������ 
�� 200 µ� of g�o��� ����u� �� � 96-���� ����� ��� �u��u��� �� 
37˚C overnight in 5% CO2. A� ���� �u���b�� ���� �o���, 20 µ� 
of 5 �g/�� MTT (��g��-A������) ���� �����. T�� ����� ���� 
further incubated at 37˚C for 4 h, and the formazan crystals 
���� ���� ����o�v�� ���� DM�O. T�� o������ ������� ��� �����-
����� u���g � ����o�u��u�� ����� ������ (BD B�o��������) �� 
490 ��. T�� �b�o�b���� v��u�� ���� �o�����z�� �o ��� v��u�� 
ob������ f�o� ��� u�������� ����� �o ��������� ��� ��������g� 
of ���� �u�v�v��.

Statistical analysis. ����������� �������� ���� ���fo���� u���g 
ANOVA o� ��u����'� �-����� ���� �P�� �of����� (v����o� 13.0, 
�P�� I��., C����go, IL, U�A). P-v��u�� <0.05 ���� �o�������� 
to indicate statistically significant differences.

Results

Acoustic stimuli induce the development and differentiation 
of NSCs. To ��������� ��� �ff���� of ��ou���� ����u�� o� N�C 
��o��f�����o� ��� ��ff���������o�, MTT ����� ��� ������� b�o� 
�������� ���� ���fo����. Ex�o�u�� �o �� AAE ��������� ���� 
v��b����� �o������ ���� ��� �o���o� g�ou� (F�g. 1A). Ex�o�u�� 
�o ��ou���� ����u�� ���u���� �� ��� �o����gu����o� of ��� N�C 
���k��, N�����, ��� ��� u���gu����o� of ��� ��u�o��� ���k��, 
MAP-2 (F�g. 1B ��� C). Ex�o�u�� �o ��ou���� ����u�� ���o 
���u���� �� � 1.56- ��� 1.48-fo�� �������� �� ��� �x������o� of 
��� ����o���� ���k��, GFAP, ��� ��� o��go�����o���� ���k��, 
MBP, ��������v���.

Exposure to different levels of acoustic stimuli induces 
the differential expression of CLU in NSCs. To �����f� ��� 
u��������g ���������� ��vo�v�� �� ��� ��o��f�����o� ��� 
��ff���������o� of ��ou���� ����u��-�x�o��� N�C�, ��� �x����-
��o� ��v��� of CLU ���� ����������. Ex�o�u�� �o ���o�g 
��ou���� ����u�� (70 �B) ��������� ��� CLU �RNA ��v��� �f��� 
7 ���� �o������ ���� ��� �o���o� g�ou� (F�g. 2A). Fo��o���g 
�x�o�u�� fo� 12 ����, ��� �x������o� ��v��� of CLU �RNA 
���� �o��� �� �o������ �o ��o�� �� 7 ����, ������� ��� CLU 
�RNA ��v��� ��������� fo��o���g �x�o�u�� �o � ���k���� 
��ou���� ��v��o����� (20�B).

A� ��o�� b� ������� b�o� ��������, ��� ��o���� �x������o� 
level of CLU was significantly higher in the group exposed to an 
AAE ���� �� ��� �o���o� g�ou�. B� �o������, ��� ��o���� �x����-
��o� ��v�� of CLU �� ��� g�ou� �x�o��� �o � ���k���� ��ou���� 
��v��o����� ���������. Ho��v��, ��� CLU ��o���� ��v��� 
��������� �f��� 7 ���� (F�g. 2B) ��� �x��b���� ��g��� ��v��� 
of CLU ���� �f��� 12 ���� of �x�o�u�� �o �� AAE (F�g. 2C). 
I��u�of�uo�������� �������g ��v����� � ������� �ff��� of 
��ou���� ����u�� o� CLU ��o���� ��v��� (F�g. 3); ��� ��o���� 
�x������o� of CLU ��������� �� ��� g�ou� �x�o��� �o �� AAE 
�u���g ���� ��ff���������o�, ���������g � �o������� �o�� of CLU 
�� ��� ��v��o����� ��� ��ff���������o� of N�C� �x�o��� �o 
��ou���� ����u��.

Transfection with LV-CLU shRNA markedly decreases the 
expression of CLU in NSCs from cochlear nuclei. To ��������� 
��� �ff���� of CLU o� ��� ��v��o����� ��� ��ff���������o� of 
N�C� �x�o��� �o ��ou���� ����u��, �����f����o� ���� LV-CLU 
��RNA ��� ���fo����. A ���k�� �o����gu����o� �� CLU 

T�b�� I. ��qu���� of o��go�u���o����� u��� �� PCR �������.

G��� Po����o� P����� ��qu�����

CLU U� 5'-ATGATGAAGACTCTGCTGCT-3'
 Do�� 5'-TCACTCCTCCCGGTGCTT-3'
N����� U� 5'-TCGCTTAGAGGTGCAACAGC-3'
 Do�� 5'-CCTATTCCGTCTCAACGTA-3'
M��-1 U� 5'-CGAGCTCGACTCCAAAACAAT-3'
 Do�� 5'-AGCTTTCTTGCATTCCACCA-3'
GFAP U� 5'-GAGATCGCCACCTACAGGAA-3'
 Do�� 5'- GCTCCTGCTTCGACTCCTTA-3'
MAP-2 U� 5-TCAGAGGCAATGACCTTACC-3'
 Do�� 5'-GTG GTA GGC TCT TGG TCT TT-3'
MBP U� 5'-TCGCAGAGGACCCAAGATG-3'
 Do�� 5'-TAAGAAGCCGAGGGCAGGA-3'
β-����� U� 5'-CAGGATGCAGAAGGAGATTAC-3'
 Do�� 5'-AACGCAGCTCAGTAACAGTC-3'

CLU, ��u������; M��-1, Mu����� RNA-b�����g ��o���� 1; GFAP, g���� 
fibrillary acidic protein; MAP‑2, microtubule‑associated protein 2; 
MBP, ������ b���� ��o����.
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��o���� �x������o� ��� ob���v�� �� ��� LV-CLU ��RNA-
������� ���� �o������ ���� ��� �o���o�� (F�g. 4A). CLU ��o���� 
levels were decreased by 83.4% in the LV‑CLU shRNA‑treated 
g�ou� (F�g. 4B). No CLU g��� ��������g ��� ob���v�� �� ��� 
�����b�� �o���o� (��g���v� �o���o�) g�ou�.

Effect of CLU on NSC proliferation in rats exposed to an AAE. 
To ��������� ��� �ff���� of CLU o� N�C ��o��f�����o� fo��o���g 
�x�o�u�� �o �� AAE, MTT ����� ��� ���fo���� �o ��������� 
���� v��b�����. C��� v��b����� ��� ��������� fo��o���g �x�o�u�� 
�o AAE ��� ������� � ���k �f��� 7 ���� (F�g. 5A). Fo��o���g 
��������g of CLU �x������o�, ��� AAE-���u��� ���� ��o��f���-

��o� ���������. Ex�o�u�� �o �� AAE ���u��� �� �������� �� 
cell viability to approximately 131%, which was attenuated 
���� ��� �x������o� of ��� CLU g��� ��� �������� (F�g. 5B). 
Ou� ���u��� �ugg��� ���� CLU �� ��vo�v�� �� ��� ��o��f�����o� of 
N�C� ���u��� fo��o���g �x�o�u�� �o ��ou���� ����u��.

CLU silencing ameliorates the inhibition of cell apoptosis 
induced by exposure to acoustic stimuli in rat NSCs. To ��v��-
��g��� ��� �ff���� of CLU o� N�C ��o��o��� fo��o���g �x�o�u�� 
to acoustic stimuli, flow cytometric analysis of phosphatidyl-
serine externalization (by fluorescence‑labeled Annexin V 
b�����g) ��� u���. Ou� ���u��� ��v����� ���� ��� ����b���o� of 
���� ��o��o��� fo��o���g �x�o�u�� �o �� AAE ��� ��v����� 
���� ��� CLU g��� ��� ��������. Fo��o���g �x�o�u�� �o �� 

F�gu�� 2. Eff���� of �x�o�u�� �o ��ou���� ����u�� o� ��� �x������o� of ��u������ 
(CLU) �� ��u��� ���� ����� (N�C�) f�o� ��� �o������ �u����. (A) RT-qPCR 
of CLU �RNA �x������o� �� N�C� ��� (B) ������� b�o� �������� of CLU 
��o���� �x������o� �� N�C� fo��o��g �x�o�u�� �o ��ff����� ��v��� of ��ou���� 
stimuli, and (C) quantification analysis of relative CLU protein expression. 
I� (B), β-����� ���v�� �� ��� �o����g �o���o�. R��u��� ��� ��������� �� ��� 
����� ± �������� ���o�; **P<0.01 ��� *P<0.05 �o������ �o �o���o��.

F�gu�� 1. Eff���� of �x�o�u�� �o ��ou���� ����u�� o� ���� ��v��o����� ��� ��f-
f���������o�. (A) C��� v��b����� ��� ��������� b� MTT �����. (B) W������ b�o� 
analysis of protein expression during cell differentiation. (C) Quantification 
of ������v� ��o���� �x������o�. I� (B), β-����� ���v�� �� ��� �o����g �o���o�. 
R��u��� ��� ��������� �� ��� ����� ± �������� ���o�; **P<0.01 ��� *P<0.05 
�o������ �o �o���o��.
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AAE, the cell apoptotic rate significantly decreased, whereas 
��� ��o��o��� ���� ��������� fo��o���g ��� ��������g of ��� CLU 
g��� (F�g. 6B). T���� ���u��� �ugg��� ���� CLU �� ��vo�v�� �� 
��� ����b���o� of ���� ��o��o��� ���u��� b� �x�o�u�� �o ��ou���� 
����u��.

Role of the CLU gene during cell differentiation triggered 
by exposure to acoustic stimuli. T�� CLU g��� ����� � �o�� 

Figure 3. Immunofluorescence staining with antibodies against clusterin (CLU) in neural stem cells (NSCs) from the cochlear nuclei (protein expression of CLU). 
(A) Ex�o�u�� �o �o���� ��v��o����� [�bou� 40 �B �ou�� �����u�� ��v�� (�PL)]; (B) �x�o�u�� �o ���k���� ��ou���� ��v��o����� (20 �B �PL) fo� 7 ����; (C) �x�o�u�� 
�o �ug������ ��ou���� ��v��o����� (70 �B �PL) fo� 7 ����; (D) �x�o�u�� �o �ug������ ��ou���� ��v��o����� (70 �B �PL) fo� 12 ����. ����� b�� ���������� 50 µ�.

F�gu�� 4. Eff����v� ��������g of ��u������ (CLU) �x������o� �� ��� ���� ����� 
using the specific shRNA vector: (A) western blot analysis of CLU protein 
�x������o� �� ��u��� ���� ����� (N�C�) f�o� ��� �o������ �u���� fo��o���g 
transfection with LV‑CLU shRNA, and (B) quantification of CLU protein 
�x������o�. I� (A), β-����� ���v�� �� ��� �o����g �o���o�. R��u��� ��� ��������� 
�� ��� ����� ± �������� ���o�; **P<0.01 �o������ �o �o���o��.

F�gu�� 5. Eff���� of ��u������ (CLU) g��� ��������g o� ���� g�o���. (A) C��� 
viability was estimated by MTT assay, and (B) quantification of relative cell 
v��b�����. R��u��� ��� ��������� �� ��� �����  ± �������� ���o�; **P<0.01 ��� 
*P<0.05 �o������ �o ��������v� �o���o��.
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�u���g ���� ��ff���������o� ����� �� ���gg���� b� ��ou���� 
����u��. Fo��o���g �x�o�u�� �o �� AAE, ��� �������o� of 
CLU ��� �o ��� �o����gu����o� of ��� �RNA ��v��� of ��� 
N�C ���k���, N����� ��� M��-1, ��� ��� u���gu����o� of ��� 
��u�o��� ���k��, MAP-2. T�� fo�����o� of ����o����� ��� 
o��go�����o����� ���o �x��b���� ������� ����g��. Ex�o�u�� �o 
��ou���� ����u�� ���u���� �� �� �������� of 1.65- ��� 1.45-fo�� 
�� ��� �x������o� of ��� ����o���� ���k��, GFAP, ��� ��� o��go-
�����o���� ���k��, MBP, ��������v���. Ho��v��, ��� �������� 
�� ����� ��v��� ��� �u�������� ���� CLU ��� ��������. T�� 
���u��� f�o� ������� b�o� �������� �o�f����� ������� ����g�� 
�� ��� ��o���� ��v��� of ����� ���k���. T�� ��o���� ��v��� of 
MAP-2, GFAP ��� MBP ��������� b� 1.35-, 1.48- ��� 1.56-
fo��, ��������v��� (F�g. 7). T�� �������� �� ����� ��v��� ��� ���o 
�u�������� ���� CLU ��� ��������. Ou� ob���v���o�� ��v��� 
���� �x�o�u�� �o ��ou���� ����u�� �ff���� ���� ��ff���������o� 
���oug� CLU.

Discussion

����o����u��� ������g �o�� �� � ����ou��� ��b��������g �o�����o� 
fo� �����o�� of ����v��u��� �o�������. T�� �������� �������� 
�� ��� ��������� of ������g �o�� �� �u� �o ��� ov���x�o�u�� �o 

��v��o������� �ox���, g������ �������o����o� �o �g�-������� 
������g �o��, o� bo��. T�� ��ob��� �� fu����� �o��ou���� 
�� ��� �u��� �o�u����o� �o����u�� �o �g�. T�� �u�b�� of 
A�������� ��o �uff�� �ub�������� ������g ���������� ��� 
b��� ��������� �o ���� �o �� ���� �� 65 �����o� ����v��u��� 
b� ��� ���� 2030 (14). T��� ���� u��oub����� ��v� ��o��ou� 
�o��o��o�o��� ������ fo� ��������, ������ ���� ��ov����� ��� 
�o������k���.

A�ou���� ����u�� ���� �� ���o����� �o�� �� ��� ��v��o����� 
of ��� �u���o�� ������. I� ��� b��� �ugg����� ���� �x�o�u�� �o 
�� AAE �ff���� ��� ��o��f�����o� ��� ��ff���������o� of N�C� 
����v�� f�o� ��� o�f���o�� bu�b� (12). A� �������, ���������� 
���� ��u���o���� ���� ����� ��v� b��� ������� �� ��� ��������� 
of � v������ of ��������, ����u���g P��k���o�'� ������� ��� 
A�z������'� �������, �� ���� �� ������ �o�� ��ju��, ����� f���u�� 
��� bo�� ����o� ���fu����o� (7-9,15). Ou� ����������� 
���u��� ��������� ���� N�C� �x��� �� ��� ��� �o������ �u���� (11). 
Our finding is significant for treating hearing loss by inducing 
��� ��ff���������o� of N�C�. A� �x������, �x�o�u�� �o �� AAE 
significantly enhanced the proliferation and differentiation 
of N�C� f�o� �o������ �u���� �� ��� ��� �u���o�� ������. 
Ex�o�u�� �o �� AAE ��� ����ov� ��� ��������� of ����o��-
��u��� ������g �o�� b� ��gu�����g ��� ��v��o����� of N�C� 

F�gu�� 6. C�u������ (CLU) g��� ��������g ���oug� ����v� ����u��� ��o��o��� �� �� �ug������ ��ou���� ��v��o����� (AAE). (A) C���� ���� �����z�� b� 
Annexin V‑fluorescein isothiocyanate, and (B) quantification of relative apoptotic cells. In (A), propidium iodide (PI) staining was conducted as described in the 
M������� ��� ����o�� �����o� ���� Q2 ���o���g ����o��� o� ���� ��o��o��� ����� (A���x�� V1, PI1), Q3 �o�����o����g �o v��b�� o� u�����g�� ����� (A���x�� V-, 
PI-), ��� Q4 ������f���g ����� u����go��g ����� ��o��o��� (A���x�� V1, PI2). R��u��� ��� ��������� �� ��� ����� ± �������� ���o�; *P<0.05 �o������ �o ��������v� 
�o���o��.
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f�o� �o������ �u����. Ho��v��, ��� u��������g ���������� 
��vo�v�� �� ��� ��v��o����� of N�C� �x�o��� �o ��ou���� 
����u�� ������ u������.

CLU, ����� �� ���o k�o�� �� ��o���o��o���� J, �� � ��g��� 
�o����v�� ��� �����o�������-�������� g���o��o����, ��� �� 
fou�� �� v���u���� ��� �u��� ����u�� ��� f�u��� (16). CLU 
��� ��ov�� �o b� ��vo�v�� �� ��� ��gu����o� of ���� ��o��f-
�����o� ��� ��ff���������o� �� � �u�b�� of ����u�� (17,18). 
Furthermore, studies have confirmed that the CLU protein is 
���o������ ���� v���ou� �����o�og���� ��o������, �u�� �� ���� 
������o�, ���� ��ff���������o� ��� �����fo�����o�, ���� ����� 
��gu����o�, ���u�� ��gu����o�, ����� ������o�����o� ��� DNA 
������ (19,20). I� ��� b��� ���o�������� ���� CLU ��o�o��� 
��� g�o��� of �o����� ���������� ����� ���oug� ��� u���gu����o� 
of ����������� ����� in vitro (21). To �����f� ��� u��������g 
���������� ��vo�v�� �� ��� ��o��f�����o� ��� ��ff���������o� 
of N�C� f�o� �o������ �u���� �x�o��� �o ��ou���� ����u��, 
�� ���������� ��� �x������o� ��v��� of CLU. W� ob���v�� �� 
u���gu����o� �� CLU �x������o� �u���g ��� ��ff���������o� of 
N�C� f�o� �o������ �u���� �x�o��� �o �� AAE. Ou� ���u��� 
confirm an important role of CLU in the development of NSCs 
�x�o��� �o ��ou���� ����u��.

���� ����� ��� � ������� ����� of ����� ���� ��v� ���f-������� 
��� ��u���o���� ��ff���������o� ���������� (6). Du���g ����� 
f���u��, ��� g���u�o����-�o�o�� ����u�����g f���o� ���u��� 
������� ��g�������o� b� ���������g ��� �u�b�� of ������-
���� b�oo� ���� ����� ��� �����f�����g ���� �o ��� ���� of 
��ju�� (22,23). T���� ���� �������� ���� ��� ��o��f�����o� of 
���� ����� �� ��u���� �o ���� ���� �������. A�ou���� ����u�� ��v� 
� ��o�� ������o����� ���� ���bo�� ��� b�������� N�C� f�o� 
�o������ �u���� ��� ��� ��o�o�� ��� ��o��f�����o� of N�C� 
f�o� �o������ �u���� ��� ����b�� ����� ��o��o���. Ho��v��, �� 

fou�� ���� ���� ��o��f�����o� ��������� �f��� CLU ��� �������� 
�� ���� �x�o��� �o ��ou���� ����u��. A�ou���� ����u�� ������ �o 
��o�o�� ��� ��o��f�����o� of N�C� f�o� ��� �o������ �u���� 
���oug� CLU.

N�C� ��v� b��� ������ u��� �� ��� ��������� of ���v� 
��ju��-������� ��������, ������ �u� �o ����� ��u���o���� 
��ff���������o� �o�������. �ug��� et al (24,25) ���o�������� 
���� N�C� ����ov�� �og����v� fu����o� �� �o��� ���� ���� 
A�z������'� �������. Fu������o��, N�C� ��� ��ff��������� ���o 
�o�������g�� ��u�o�� �o ����� P��k���o�'� �������, ���������g 
�� ���o����� �o�� of N�C ��ff���������o� �� ��� �������u��� 
�ff���� (26). N����� �� � ���b�� of ��� f����� of ������������ 
filaments and is found in neuroepithelial stem cells (27). Nestin 
�� ������ u��� �o ������f� N�C� �� ��� �x������o� �� ���������� 
���� ��u��� ����u��o� ����� ��ff��������� ���o ��u�o�� ��� 
g���� ����� (28). M��-1 �� �bu����� �� ��u��� ����u��o� ��� ���� 
�����, ��� �� k�o�� �� � �o��o� ���k�� fo� ��u��� ����u��o� 
����� (29). MAP-2 �� ��������� �x������� �� ��� ���vou� ������ 
��� �� o�� of ��� �o�� �bu����� ��o����� �� ��� b���� (30). I� 
�� ��oug�� �o b� � goo� ��������� �� � b�o���k�� fo� ��u�o��. 
GFAP is a monomeric intermediate filament protein found 
�� ��� ����og���� �k����o� (31). GFAP ��� b��� fou�� �o b� 
� �o��������� u��fu� ����o���� ���k�� �� ���������g �������� 
ou��o��� (32). I� ���� ��u��, �x�o�u�� �o ��ou���� ����u�� 
���u��� � �������� �� ��� �x������o� of ��� N�C ���k���, 
N����� ��� M��-1, ��� �� �������� �� ��� �x������o� of MAP-2, 
GFAP ��� MBP. Ho��v��, ����� �ff���� ���� ���k���� �����u-
���� ���� ��� CLU g��� ��� ��������, ���������g ���� ��ou���� 
����u�� ��o�o��� ��� ��ff���������o� of N�C� f�o� ��� �o������ 
�u���� ���oug� ��� CLU �������.

In conclusion, this study confirms that exposure to acoustic 
����u�� ��o�o��� ��� ��o��f�����o� ��� ��ff���������o� of N�C� 

F�gu�� 7. Eff��� of ��u������ (CLU) g��� ��������g o� ���� ��ff���������o� �� �� �ug������ ��ou���� ��v��o����� (AAE). (A) �RNA �x������o� �u���g ���� 
differentiation confirmed by RT‑qPCR, (B) protein expression during cell differentiation measured by western blot analysis, and (C) quantification of relative 
��o���� �x������o�. I� (A), β-����� ���v�� �� ��� �o����g �o���o�. R��u��� ��� ��������� �� ��� ����� ± �������� ���o�; **P<0.01 ��� *P<0.05, �o������ �o ������-
��v� �o���o��. 
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f�o� ��� �o������ �u���� ���oug� ��� CLU �������. Ou� ���� 
�u��o�� � ��� �o������� ������ fo� ��� ��������� of ����o��-
��u��� ������g �o��.
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