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1 Einleitung

1.1 Vom Schall zum Ton

Unsere Umwelt umgibt uns permanent mit akustischen Signalen. Durch unser Gehor sind wir in
der Lage, diese trotz unterschiedlichster Art und Intensitdt wahrzunehmen und auszuwerten. Das
kindliche, unbeschédigte Gehor des Menschen kann Frequenzen zwischen 20 Hz - 20.000 Hz
registrieren, die sich in ihrer Intensitdt um den Faktor eine Million unterscheiden konnen. Trotz
dieses groBen Wahrnehmungsbereiches ist es dem menschlichen Gehorsinn moglich, Frequenz-
unterschiede im Bereich von 0,1 % wahrzunehmen (Dallos, 1996). Hierbei registrieren die Hor-
sinneszellen Bewegungsdnderungen, deren Amplitude sich im subatomaren Bereich befindet

(Sellick et al., 1982).

Erst das funktionell aufeinander abgestimmte Zusammenwirken von Aullen-, Mittel- und Innen-
ohr ermdglicht diese beeindruckende Fahigkeit. So fiihrt die Form der Ohrmuschel zu einer Fo-
kussierung des Schalls auf den Gehorgang. An dessen Ende wird das Trommelfell in Schwin-
gung versetzt. Durch die Gehdrkndchelchenkette erfolgt die Ubertragung der Schallenergie vom
Trommelfell auf das ovale Fenster des Innenohres. Durch die unterschiedliche GroBe von
Trommelfell (60 mm?) und Stapesfulplatte (3 mm?) und dem daraus resultierenden Grof3enver-
héltnis von 20:1 sowie durch die Hebelwirkung der Gehorknochelchen und des Trommelfells
(etwa zweifach) kommt es zu einer 40fachen Verstirkung des Schalldrucks beim Ubergang auf
die Perilymphe der Cochlea (,,Schnecke®) im Innenohr. Bei einem Defekt in der Fortleitung ent-

steht ein Horverlust von 60 dB (Drenckhahn, 2004).

Das Innenohr befindet sich im Inneren des Felsenbeins. Das von festem Knochen umgebene La-
byrinth enthilt ein mehrteiliges, mit Perilymphe gefiilltes Gangsystem, das die Sinnesepithelien
des Gleichgewichtsorgans und des Horsinnes enthilt. Dabei befinden sich im Vorhof- und Bo-
genganglabyrinth die Anteile des Gleichgewichtsorgans (Labyrinthus vestibularis), wohingegen
das Schneckenlabyrinth (Labyrinthus cochlearis) die akustischen Sinnesepithelien enthélt
(Drenckhahn, 2004). Dieses verlduft im Schneckenkanal, der sich beim Menschen in zweiein-
halb Drehungen um die zentrale Schneckenspindel (Modiolus) windet, in dem die einzelnen
Nervenfasern zur Schneckenbasis zuriicklaufen. Der Kanal besteht zum einen aus dem die Sin-
neszellen enthaltenen, mittig liegenden Ductus cochlearis (Scala media), der an der Schnecken-
basis beginnt und blind an der Schneckenspitze endet. Zum anderen verlaufen dazu parallel die

Scala vestibuli, die iiber das ovale Fenster mit dem Vestibulum verbunden ist, und die Scala



tympani, die tiber das runde Fenster von der Paukenhohle getrennt ist. Beide Scalae kommunizie-

ren an der Schneckenspitze (Helicotrema) miteinander (Drenckhahn, 2004).

Der Ductus cochlearis hat einen dreieckigen Querschnitt (Abb. 1). Den Boden bildet die
kollagenfaserreiche Basilarmembran (Membrana basilaris), auf der das Cortische Organ aufsitzt
und den Ductus cochlearis von der Scala tympani trennt (Drenckhahn, 2004). Medial wird der
Ductus cochlearis von der Scala vestibuli durch die Reissner-Membran abgetrennt. Lateral grenzt
der Ductus cochlearis an das bindegewebige Spiralband, welches die gefdlireiche Stria vascularis

enthilt und den Gang am Periost der Schneckenkapsel befestigt.
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Abb. 1: Querschnitt durch den Schneckengang. Dargestellt sind die drei Scalae der Cochlea, zentral
das Cortische Organ mit den inneren (IHZ) und duBeren Haarzellen (AHZ) auf der Basilarmembran lie-
gend, (links) der Limbus spiralis und (rechts) die Stria vascularis (Aus Benninghoff und Drenckhahn,
2004 S.726, mit freundlicher Genehmigung).

Die auf die Perilymphe {ibertragenen Druckstole deformieren den Ductus cochlearis, wodurch
die Basilarmembran in Schwingung versetzt wird. Da diese nach apikal hin in ihrer Steifigkeit
ab- und an Breite zunimmt, dndert sich deren Massentrégheit und fiihrt zu einer frequenzabhén-
gigen Wanderung der Druckwelle von basal nach apikal mit einer ortsspezifischen maximalen

Auslenkung der Basilarmembran. Die Bewegung der Basilarmembran wird tiber die Stiitzzellen



und die Tektorialmembran auf die an diesem Ort vorhandenen Haarsinneszellen iibertragen (sie-
he Abb. 2) und fiihrt damit zu einer mechanischen Frequenzanalyse der Schnecke (Ashmore,

2008; Benninghoff und Drenckhahn, 2004).
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Abb. 2: Verteilung der Kaliumkonzentration im Cortischen Organ. Dargestellt sind die Konzent-
rationen von Kalium in der Endolymphe, Perilymphe sowie der Transport und Verlauf des Kaliums

(Benninghoff und Drenckhahn, 2004).

Die Ionenzusammensetzung der Fliissigkeit im Ductus cochlearis, genannt Endolymphe, und die
der angrenzenden Scalae tympani et vestibuli, genannt Perilymphe, unterscheiden sich deutlich
(siche Abb. 2). Wihrend die Perilymphe der Extrazellularfliissigkeit entspricht (150 mM Na”,
3 mM K, 130 mM CI'), finden sich in der Endolymphe eine hohe Kalium- (150 mM) und
Chloridkonzentration (130 mM) sowie eine geringe Na'-Konzentration (1 mM). Durch den ho-
hen Gehalt der Na'-K'-ATPase und Na'-K"-2CI"-Kotransporter der Stria vascularis werden stin-
dig aktiv Kaliumionen in die Endolymphe und Natriumionen herausgepumpt (Drenckhahn,
2004). Durch diese unterschiedliche Konzentrationsverteilung kommt es zwischen den Haarzel-
len und der Endolymphe zu einer Potentialdifferenz von +155 mV, was die treibende Kraft fiir
den Kaliumeinstrom in die Haarzellen ist. Durch Bewegung der Stereozillien kommt es zu einer

mechanischen Offnung der Kaliumkanile in den Stereozillien, wodurch Kalium, dem Potential



folgend, in die Stereozillien einstromt. Dies fiihrt zu einer Depolarisation der Haarzelle. Nach
der Depolarisation verldsst Kalium, dem Konzentrationsgradienten zur Perilymphe folgend, die

Haarzellen durch basal sitzende KCNQ4-Kaliumkanéle (Wangemann, 2002).

1.2 Die Haarzellen

Die Haarzellen im Innenohr werden dem Neuroepithel zugeordnet. An ihnen findet die Signal-
transduktion der mechanischen Schallwelle zu einem elektrischen Signal statt. In der Cochlea
des Menschen gibt es zwei Arten von Haarzellen: eine Reihe von etwa 3500 inneren Haarzellen
und etwa 11000 duBere Haarzellen in drei bis vier Reihen (Ashmore, 2008). Beide Arten von
Haarzellen sind zahlreich innerviert. Die sensorischen IHZ werden am basalen Zellkorper affe-
rent innerviert, wobei Glutamat als Transmitter von ionotropen AMPA-Glutamatrezeptoren die
Typ-1-Ganglienzelldendriten erregt. Die &uBleren Haarzellen hingegen werden stérker efferent
innerviert und haben an der Zellbasis eine groBe Anzahl cholinerger und GABAerger Synapsen

(Benninghoff und Drenckhahn, 2004).

Aus der aktiven Kontraktion der AHZ kommt es zu einer lokalen Auslenkung der
Basilarmembran (Dallos, 1992). Dabei sind die AHZ in der Lage, ihre Zelllinge um bis zu 5 %
ihrer Gesamtldnge zu verdndern (Kachar et al., 1986). Ein Verlust der du3eren Haarzellen geht
mit einer Absenkung der Horschwelle um 30 - 50 dB einher (Ryan und Dallos, 1975). Es werden
zweil mogliche Formen der Langendnderung bei dulleren Haarzellen beschrieben. Die langsame
Form dauert Sekunden bis Minuten und wird in vitro iiber eine Erhdhung der intrazelluléren Kal-
zium-(Ca”")-Konzentration hervorgerufen. Die schnelle Form der Lingenianderung erreicht Fre-
quenzen bis zu 100 kHz und ist unabhingig von Adenosintriphosphat (ATP) und Ca”" (Puschner
und Schacht, 1997). Hierbei kommt es wiahrend der Depolarisation zu einer Verkiirzung und

wihrend der Hyperpolarisation zu einer Verlédngerung des Zellkorpers.

1.3  Das Motorprotein der dulleren Haarzellen - Prestin

Prestin wurde als das Motorprotein der duleren Haarzellen identifiziert (Zheng et al., 2000). Es
ist in hoher Konzentration ausschlieBlich in der lateralen Wand der dueren Haarzellen vorhan-
den (Belyantseva et al., 2000; Yu et al., 2006). Dort bildet es im Durchmesser 8 - 10 nm grof3e
Partikel (Ashmore, 2008) mit einer Dichte von etwa 2500/ pmz (Kalinec et al., 1992). Mit seiner

Féhigkeit zur frequenzsynchronen Kontraktion unterstiitzt es die ortsspezifische Vibration der



Basilarmembran und fiihrt so zu einer gesteigerten Horsensitivitdt und Frequenzselektivitit

(Ashmore, 2008; Dallos, 1992; Zhao und Santos-Sacchi, 1999).

Das menschliche Prestin-Gen gehort zur Familie der Anionen-Bikarbonat-Transporter SLC26
AS. Es liegt beim Menschen auf Chromosom 7 an Position 7q22.1 und besteht aus 21 Exons
(Ashmore, 2008). Das Protein Prestin besteht aus 744 Aminosduren und hat eine molekulare
Masse von 81,4 kDA (Ashmore, 2008). Es ist ein integriertes Membranprotein (Adler et al.,
2003) mit wahrscheinlich 12 Transmembrandomédnen und dem N- und C-Terminus, auf der in-
trazelluldren Seite gelegen (Bai et al., 2009). Die Struktur des Proteins ist evolutiondr hochkon-
serviert und das Gen ist in vielen Spezies mit dem Horen assoziiert (Weber et al., 2003). Evoluti-
ondr ist eine inverse Verteilung der Funktion von Prestin als Anionentransporter oder
Motorprotein zu sehen. So dominiert bei Zebrafisch und Huhn die Transporterfunktion, wobei es
zu keiner somatischen Motilitdt und nur zu einer geringen Ausbildung der nicht-linearen-
Kapazitanz (NLK) kommt (Tan et al., 2010). Bei Schnabeltier und Rennmaus (Gerbil) konnte
gezeigt werden, dass die motorische Funktion des Proteins dominiert, wihrend die Anionen-
Transporterfunktion nur schwach ausgebildet ist. Die Aminosduresequenz von Prestin liefert kei-
nen Hinweis auf eine bekannte Region eines Spannungssensors innerhalb der Proteinstruktur
(Ashmore, 2008). Die einfachste Vorstellung der Funktion von Prestin geht auf die Wirkungs-
weise eines Protein-Chlorid-Transporters zuriick (Oliver et al., 2001). Der bestimmende Anteil
fiir die Motorfunktion in der Proteinstruktur befindet sich zwischen den Aminoséuren 150 und
180 und ist 11 Aminosiuren lang (Tan et al., 2010). Uber die STAS-(Sulfattransporter und Anti-
Sigma Faktor-Antagonist)-Doméne am C-Terminus des Proteins ist Prestin mit dem Mikrotubuli-
assoziierte-Protein-1S (MAPI1S) verbunden. Diese Interaktion erhoht die Konzentration von

Prestin in der Zellmembran um den Faktor 2,7 (Bai et al., 2010).

Weiterhin besitzt das Protein modifizierbare Aminosduren. Durch die Proteinkinase G (PKG) ist
eine cGMP-abhingige Phosphorylierung an Serin 238 und Threonin 580 moglich (Deak et al.,
2005). Des Weiteren besitzt Prestin zwei potentielle Glykosylierungsstellen an
Aminosaureposition N133 und N166 (Rajagopalan et al., 2010). Sowohl fiir die Phosphorylie-
rungsstellen als auch fiir die Glykosylierungsstellen konnte gezeigt werden, dass sie Einfluss auf

die nichtlineare Kapazitanz (NLK) von Prestin und damit seine Funktion haben.



1.3.1 Die Expression von Prestin

Bei der Ratte ist Prestin ab der Geburt in der lateralen Zellmembran der dulleren Haarzellen
nachweisbar (Oliver und Fakler, 1999). Zwischen dem 6. und 9. postnatalen Tag kommt es zu
einer starken Zunahme von Prestin in der lateralen Zellwand, begleitet von einer parallelen Zu-
nahme der Elektromotilitit. Mittels immunologischer Markierung konnte gezeigt werden, dass
Prestin seine endgiiltige Fluoreszenzstirke im basalen Segment am postnatalen Tag 9, im media-
len am PT 10 - 11 und im apikalen Segment am PT 12 erreicht (Belyantseva et al., 2000). Es
bedarf somit etwa 2 Wochen fiir die strukturelle und funktionelle Reifung des Cortischen Organs.
Auch auf mRNA-Ebene konnte gezeigt werden, dass es postnatal zwischen Tag 3 und 7 zu einem
Anstieg des Prestin-mRNA-Gehaltes apikal um den Faktor 7 und basal um den Faktor 2 kommt
(Gross et al., 2005). Dabei bildet sich ein apikal-basaler Gradient aus mit der hochsten Expressi-

onsstirke im apikalen und der niedrigsten im basalen Bereich.

In vorherigen Arbeiten wurde bei der Maus die Promotorregion von Prestin untersucht. Hier
zeigten sich in einer in silico-Analyse typische Elemente der Core-Promotorregion, z. B. eine
GC-Box an Position -58 Bp von ATG und eine TATA-Box -300 Bp von ATG. Mit dem Pro-
gramm Mat-Inspector wurden die 500 Bp vor dem Exon 1 analysierten und potentielle Bin-
dungsstellen fiir GATA3, RREB-1 und Brn-2 gefunden (Zheng et al., 2003).Thyroxin stimuliert
die Prestinexpression iiber die Bindung an den Thyroxinrezeptor TR (Weber et al., 2002). Unter
Abwesenheit von Schilddriisenhormon kommt es zu einer Reduktion der Prestin-Expression auf
mRNA und Proteinebene (Winter et al., 2006). Allerdings wird Prestin weiterhin exprimiert, was
zeigt, dass die basale Transkription von Prestin unabhédngig von Schilddriisenhormon-
rezeptorkomplexen ist. In der in silico-Analyse der 5’-UTR (untranslatierte Region) 1500
Basenpaare vor ATG von Prestin der Ratte mittels MATINSPECTOR (Version 2.2) wurde von
Weber et al., (2002) an Position -416 Bp von ATG eine TRE-Bindungsstelle (thyroidhormon res-

ponse elements) bestimmt und experimentell bestatigt.

1.4  Transkription und Genexpression

Das zentrale Dogma der Molekularbiologie besagt, dass der Fluss der genetischen Information
von der DNA {iiber die RNA zu den Polypeptiden, spéter Proteinen, verlduft. Dies geschieht in
zwel aufeinanderfolgenden Schritten. Zuerst wird in der Transkription mit Hilfe einer DNA-

abhingigen RNA-Polymerase im Zellkern, und begrenzt auch in den Mitochondrien, die DNA



abgelesen und in einen komplementdren RNA-Strang umgeschrieben. Anhand dieser Vorlage
wird bei der Translation an den Ribosomen der Zelle eine Polypeptidkette gebildet. Hierbei co-
dieren immer drei Nucleotide der RNA, sogenannte Codons, eine Aminosdure. Es wird aller-
dings nur ein kleiner Teil der in der Transkription entstehenden RNA auch in Protein translatiert.
Einerseits erfahrt das Primértranskript der Transkription noch eine Prozessierung, in der nicht-
codierende Abschnitte (Introns) herausgeschnitten werden. Andererseits gibt es noch weitere
funktionelle RNA-Arten, die spezifische Funktionen haben, wie z. B. Transfer-RNA (tRNA),
ribosomale RNA (rRNA), ,small-nuclear RNA (snRNA) und ,,small interfering® RNA
(siRNA). Letztere ist in der Lage, durch komplementidre Bindung an DNA und mRNA die Able-

sung zu unterdriicken (Czech und Hannon, 2011).

1.4.1 Steuerung der Genexpression

Die Genexpression wird wesentlich iiber Proteinfaktoren gesteuert, die an regulatorische
Nukleinsduresequenzen in der DNA binden. Diese Sequenzen konnen in unmittelbarer Ndhe zum
Startpunkt der Transkription oder auch innerhalb eines Gens liegen (Venters und Pugh, 2009).
Der wichtigste Ansatzpunkt in der Regulation der Genexpression liegt in der Initiierung der

Transkription (Strachan und Read, 2005).

1.4.1.1 Promotorbereiche

Eine wichtige Eigenschaft regulatorischer Segmente der DNA ist das Vorhandensein von Bin-
dungsstellen filir Transkriptionsfaktoren, welche die Genexpression regulieren. Diese regulatori-
schen Einheiten nehmen einen relativ kleinen Platz im Genom ein (Pares-Matos et al., 2006). Die
RNA-Polymerase II benétigt die Unterstiitzung allgemeiner Transkriptionsfaktoren, wie dem
TATA-box bindenden Protein (Tbp) und Tbp assoziierte Faktoren (TAF), mit denen sie den
Transkriptionsinitiationskomplex bildet. Die Gene werden abhéngig vom Core-Promotor konti-
nuierlich mit einer geringen Transkriptionsrate abgelesen, die durch weitere positive Regulati-

onselemente (Enhancer) erhoht oder negative (Silencer) erniedrigt werden kann.



-38 bis-33  -32 bis -25 -3 bis +4 +28 bis +34
GCTCTGAGGGGGGAATAAATAAGGTTCATGGTTTGTTTGTTTTTTCATTTGTTTTTGCTCACTATATTTGTAAG AC

oOEI K=

TFIIB  TATA-Box Initiator
Recognition -204 bp von ATG
Element

Abb. 3: Core-Promotor von Prestin der Ratte. Dargestellt ist die 5°-UTR von Prestin (Ratte) im Be-
reich von -250 bis -168 Bp vor ATG mit den Elementen des Core-Promotors nach Butler und Kadonaga
(2002). BRE — “TFIIB recognition element” [Transkriptionsfaktor IIB Erkennungselement], TATA-Box,
Inr — ,Initiator* [Initiator], DRE — ,,downstream core promotor element* [abwirtsgelegene Kernpromo-

torelement]. Nach Butler und Kadonaga (2002) auf die 5‘-UTR von Prestin (Ratte) angewandt.

Der Core-Promotor ist der minimale kontinuierliche Abschnitt der DNA, der in der Lage ist, die
Initiation der Transkription durch die RNA-Polymerase Il zu veranlassen (Butler und Kadonaga,
2002). Er besteht aus charakteristischen Elementen, die in Abb. 3 dargestellt sind. Es wird ange-
nommen, dass zwischen 200 und 300 Transkriptionsfaktoren an den Core-Promotor binden. Dies
sind z. B. Untereinheiten der RNA-Polymerase sowie der Transkriptionsfaktor IID, der bei den
meisten Protein-codierenden Genen zur Initiation der Transkription benoétigt wird (Farnham,

2009). Dieser Komplex wird als basale Transkriptionsmaschine bezeichnet.

Der proximale Promotor liegt zwischen -250 Bp und +250 Bp, vom Initiationsstartpunkt aus
gesehen, entfernt (Butler und Kadonaga, 2002). Typischerweise binden hier ubiquitére Trans-
kriptionsfaktoren wie Spl, das 100 Bp vor dem Transkriptionsstartpunkt (TSP) mehrere Bin-
dungsstellen hat (Gidoni et al., 1984), und CCAAT-Elemente, die typischerweise -75 Bp vor dem
TSP liegen (Jones et al., 1985; Santoro et al., 1988). Diese Faktoren modulieren das Grundni-
veau und wirken als Enhancer (Strachan und Read, 2005). Weiter entfernte Regulationselemente

gehoren zur distalen Promotorregion.

Enhancer konnen vom Transkriptionsstartpunkt weit entfernt liegen und sind von der Orientie-
rungsrichtung der DNA-Stringe unabhéngig (Strachan und Read, 2005). Sie enthalten auf einer
Lange von 200 - 300 Bp mehrere Elemente, die von ubiquitiren und gewebespezifischen Trans-
kriptionsfaktoren erkannt werden. Sie konnen unter anderem auch Bindungsstellen fiir CCAAT
und Spl enthalten (Martin, 2001). Silencer verringern die basale Transkriptionsrate des Core
Promotors (Ogbourne und Antalis, 1998). Responseelemente beeinflussen die Transkription auf

spezifische duBere Reize. Sie liegen stromaufwirts in kurzer Entfernung (etwa 1 kB). Des Weite-



ren gibt es Abgrenzungselemente in der DNA, die in der Lage sind, die Ausbreitung von Effek-
ten durch Enhancer zu begrenzen, wenn sie zwischen Enhancer und Promotoren liegen (Bell et
al., 2001). Damit kdnnen Enhancer-Wirkungen lokal eingeddmmt werden. Durch Methylierung
dieser DNA-Bereiche kann die Wirkung der Abgrenzungsbereiche aber auch gehemmt werden

(Bell et al., 2001).

1.4.1.2 Transkriptionsfaktoren

1.4.1.2.1 Regulatorische Proteine

Transkriptionsfaktoren sind Proteine, die in der Lage sind, spezifisch an kurze
Nukleotidsequenzen der DNA zu binden. Dies geschieht iiber Wechselwirkungen zwischen den
Aminoséduren der Transkriptionsfaktoren und den Nukleotiden der DNA. Es wird angenommen,
dass es unter den 30000 menschlichen Genen etwa 1700 — 1900 Transkriptionsfaktor-codierende
Gene gibt, von denen im Jahre 2009 erst 62 experimentell auf ihre DNA-Bindung und regulatori-
sche Funktion hin untersucht worden sind (Vaquerizas et al., 2009). So gibt es 200 — 300 Kom-
ponenten fiir die basale Transkription und 2000 - 3000 sequenzspezifische Transkriptionsfakto-
ren (Lander et al., 2001). Diese werden auf geringerem Niveau exprimiert als ihre Zielgene,
wodurch die Spezifitit der Bindungsstelle steigt, da weniger affine Stellen nicht gebunden wer-

den (Brivanlou und Darnell, 2002).

Transkriptionsfaktoren binden relativ kurze Zielsequenzen, die bei Prokaryonten durchschnittlich
25 Bp und bei Drosophila etwa 13 Bp lang sind (Georges et al., 2010). Durch Dimerisierung der
Faktoren wird die Bindungsstirke zur DNA sehr viel stirker und spezifischer. So haben Schild-
driisenhormon, Vitamin D3 und Retinsdure dhnliche Bindungssequenzen und hauptsédchlich der
Abstand der Halbbindungsstellen bestimmt die Bindungsaffinitit des einzelnen Faktors

(Umesono et al., 1991).

Transkriptionsfaktoren enthalten hdufig zwei funktionell unterschiedliche Einheiten. Zum einen
die Aktivierungsdomédne, mit der die Faktoren in der Lage sind, iiber Interaktion mit dem Trans-
kriptionsinitiationskomplex die Transkription zu stimulieren. Zum anderen besitzen sie eine
DNA-Bindungsdomaéne, mit der sie in der Lage sind, iiber konservierte Strukturmotive spezifisch
an die Zielgene zu binden. Transkriptionsfaktoren konnen aktuell in vier groe Familien einge-
teilt werden: (I) das Leucin-Zipper-Motiv, (II) das Helix-Loop-Helix-Motiv, (III) das Helix-Turn-

Helix-Motiv und (IV) das Zinkfingermotiv. Der Leucin-Zipper bildet iiber seinen leucinhaltigen
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helikalen Bereich Y-formig Homodimere aus und bindet iiber die polaren Arme an die DNA.
Beim Zinkfingermotiv wird ein Zink-Ion iiber vier Aminosduren gebunden, die dadurch eine
Schleife bzw. einen Finger bilden. Durch eine a-Helix kommt es dann zur Bindung an die grof3e

Furche der DNA (Johnson und McKnight, 1989; Strachan und Read, 2005).

1.4.1.2.2 Regulation der Transkription iiber nukledre Hormonrezeptoren

Sowohl Retinsdure (RS) als auch Thyroxin (T4) spielen eine bedeutende Rolle wéhrend der
Entwicklung und bei dem Erhalt der sensorischen Epithelien im Innenohr (Raz und Kelley,
1997). T4 wirkt {iiber die Bindung an nukledre Thyroidhormonrezeptoren (THR) TRal, TRB1
und TRP2. Diese aktivieren die Transkription ihrer Zielgene iiber Bindung entweder als Homo-
oder Heterodimere. Wichtige Interaktionspartner in der Heterodimerkonformation sind unter
anderem Retinoid X Rezeptoren (RXR). Auch Retinsdure, ein aktiver Metabolit von Vitamin A,
wirkt iiber nukledre Rezeptoren, die retinoic acid receptors (RAR - Retinsdurerezeptoren), RXR
und auch THR-Homo- und Heterodimere. Die funktionellen Hetero-/Homodimere binden dann
Bindungselemente an der DNA (response elements), z. B. retinoic acid response elements
(RARE - Retinsdurebindungselemente) bzw. thyroid hormone response elements (TRE-
Thyroidhormon-Bindungselement; (Lee und Privalsky, 2005). Durch die Interaktion von TRE,
RAR und RXR mit moglichen Coaktivatoren kann es so zu einer Aktivierung, z. B. durch
CBP/p300, und Repression der Transkription, z. B. durch NCoR-1 (nukledrer Rezeptor-
Korepressor 1), kommen. Dabei ist die Regulation der Transkription durch Histonmodifizierung
bei Kofaktoren ein wichtiger Mechanismus (Garcia-Villalba et al., 1997). So sind Coaktivatoren
in der Lage, Proteine mit Histonacetyltransferase-(HAT)-Aktivitdit zu rekrutieren, wéhrend

Corepressoren in der Lage sind, Histondeacetylasen (HDAC) zu aktivieren.

1.4.1.3 Histon-Modifizierung

In der inaktiven Form ist die DNA fest in einer kondensierten Chromatinstruktur mit den
Histonen verbunden und erschwert den Proteinen, die an der Regulation der Genexpression be-
teiligt sind, den Zugang zur DNA. Diese Packungseinheiten werden als Nukleosomen bezeich-
net. Durch Modifizierung der Histone kann die Bindungsstirke an die DNA veridndert werden.
Hierbei sind Histonacetylierung, Histonmethylierung und Ubiquitinkonjugation beschrieben.

Verschiedene Histonacetyltransferasen sind in der Lage, freie Lysinseitenketten an den N-
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terminalen Enden der Histonoktamere zu acetylieren. Durch die Acetylierung wird die Affinitit
der Histone zu der DNA herabgesetzt. Die Umkehrreaktion wird von Histondeacetylasen kataly-
siert, was zu einer Blockierung der Transkription fiithrt. Verschiedene Substanzen, wie etwa
Natriumbutyrat, sind in der Lage, Histondeacetylasen zu inhibieren und damit die Transkription
zu steigern (Andersen and Rosenfeld, 2001). Neben der Acetylierung ist auch eine Methylierung
moglich. Hierbei fiihrt eine Methylierung von Lysinresten zu einer Blockierung und die
Methylierung von Argininresten der Histone zu einer Aktivierung der Transkription (Strachan
und Read, 2005). Die funktionellen Heterodimere von THR und RAR sind in der Lage, tliber In-
teraktion mittels spezieller Kofaktoren eine HAT- oder HDAC-Aktivitdt auszuiiben und damit
die Transkription zu regulieren (Garcia-Villalba et al., 1997; Halili et al., 2009; Lefebvre et al.,
2005; Slattery et al., 2009).

1.4.2 Charakterisierung der ausgewéhlten Transkriptionsfaktoren

In dieser Arbeit wurden Transkriptionsfaktoren ausgewahlt, die einen Einfluss auf die Regulation
der Prestin-Expression haben konnten. Entsprechend der Einteilung von Brivanlou und Darnell
(2002) sind dies: (1) Poudf3 als spezifischer, mit der Entwicklung der Innenohres assoziierter
Faktor, (2) C/ebpP (CCAAT/enhancer binding protein beta) und Spl (specificity protein 1) als
konstitutive TF, die sowohl als Verstédrker als auch Repressor wirken kénnen, und (3) die signal-
abhingigen Faktoren Crebla (cAMP response element binding protein) und Carf (calcium res-

ponse factor).

1.4.2.1 Poudf3

Pou4f3 gehort zur Gruppe IV der POU-Doménen-bindenden-Transkriptionsfaktoren. Neben den
namengebenden Transkriptionsfaktoren Pit-1, Oct und Unc-86 gehoren zu der Gruppe auch die
drei homologen Gene Brn-3a, Brn-3b und Brn-3c¢ (Pou4f3) dazu (Andersen und Rosenfeld,
2001). Gemeinsam ist ihnen eine zweiseitige DNA-Bindungsdomine. Diese besteht aus einer
variablen ,,Homeodomine® (POU-H), die iiber eine nicht-konservierte Verbindung mit einer wei-
teren konservierten, POU-spezifischen-(POU-s)-Doméne verbunden ist. Beide Untereinheiten
enthalten helix-turn-helix-Motive, durch die sie mit der DNA-Bindungsstelle interagieren

(Andersen und Rosenfeld, 2001).
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Der Pou4f3-Transkriptionsfaktor hat eine wichtige Funktion in der Entwicklung von neuronalen
Zellen im Hirnstamm, in der Netzhaut und im Trigeminusganglion, sowie fiir die Haarzellen im
Gleichgewichtsorgan und die duleren und inneren Haarzellen im Cortischen Organ (Ryan und
Rosenfeld, 1997). Bei Knockout-Méausen konnte gezeigt werden, dass Pou4f3 nicht so stark in
der initialen Anlage der Haarzellen als vielmehr in der frithen Entwicklung und Differenzierung
wichtig ist. So ist eine Mutation in diesem Gen mit einer autosomal-dominant vererbten Taubheit
assoziiert (Nolan et al., 2007). In Knockout-Méausen von Pou4f3 kommt es zu einer Fehl- und
Minderausbildung der inneren und dufleren Haarzellen (Xiang et al., 1997). Eine intakte Kopie
des Pou4f3 Gens ist ausreichend, um eine normale Entwicklung der Cochleafunktion zu ermdg-
lichen (Keithley et al., 1999). Vor kurzem wurde eine neue L223P-Mutation im Pou4f3-Protein
in einer holldndischen Familie beschrieben. Hier kam es bei den die Mutation tragenden Fami-
lienmitgliedern zu einem beginnenden Horverlust im Erwachsenenalter. Am starksten waren die
hohen Frequenzbereiche betroffen (de Heer et al., 2009). Diese Beobachtung passt zu der Klinik
frither beschriebener Mutationen (884del8 und L289F), wo allerdings die Symptomatik des
Horverlustes deutlich starker hervortrat und das Gleichgewicht ebenfalls betroffen war (Pauw et

al., 2008).

1.4.2.2 Clebpp

Der Transkriptionsfaktor C/ebpp (CCAAT/enhancer-binding protein — beta) wird als Schliissel-
transkriptionsfaktor einer Vielzahl von zelluldren Funktionen, wie z. B. Kontrolle von Zell-
wachstum und -differenzierung, Apoptose, Stoffwechsel und Aufrechterhaltung spezifischer
Funktionen sowie Immunreaktion und Entziindungsprozessen, beschrieben (Ramji und Foka,
2002). In einer Untersuchung an PC12-Zellen zeigten sich 115 Zielgene (Kfoury und Kapatos,
2009). C/ebpp gehort zur Familie der basischen Leucin-Zipper-Transkriptionsfaktoren (Akira et
al., 1990) und bindet an das 5°-CCAAT-3‘-Box-Motiv in der Promotorregion regulierter Gene
(Graves et al., 1986). Neben der evolutionér konservierten Basic-Leucine-Zipper-(bZIP)-Domain
am C-Terminus besitzt es am sonst divergenten N-Terminus 3 kurze Aktivierungsdoménen, die
mit dem basalen Transkriptionsapparat interagieren (Ramji und Foka, 2002). C/ebpf ist in der
Lage, Protein-Protein-Interaktionen mit anderen bZIP- und nicht-bZIP-Transkriptionsfaktoren
einzugehen (Vallejo et al., 1993). Mehrere Phosphorylierungsstellen in C/ebpp sind Angriffs-
punkte verschiedener signalabhingiger Regulationswege (rassMAPK, PKC, Ca”"/Calmodulin, PI

3-Kinase) und ermdglichen eine posttranskriptionell aktivierende, aber auch hemmende Regula-
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tion der DNA-Bindungsaktivitit (Ramji und Foka, 2002; Trautwein et al., 1994). C/ebpp wird als
Reaktion auf erhdhtes intrazellulires Ca®" in der Leucin-Zipper-Region an Ser276 iiber eine Cal-
cium-/Calmodulin-abhéngige Kinase phosphoryliert und fiihrt zu einer Stimulation der Trans-
kription (Wegner et al., 1992). Auch erhohtes cAMP fiihrt zu einer Aktivierung von C/ebpf
(Yukawa et al., 1998).

In der Promotorregion von C/ebpf sind funktionelle aktivierende Bindungsstellen fiir CREB
(Niehof et al., 1997) und SP1 (Berrier et al., 1998) nachgewiesen worden. CREB im Kernextrakt
hippocampaler Neuronen bindet an eine wichtige Bindungsstelle des C/ebp3 Promotors. Durch
cAMP aktiviertes pCREB scheint ein zentraler Faktor in der Regulation von C/ebpf zu sein. Da-
neben spielt aber auch die Autoregulation von C/ebpp eine Rolle (Foka et al., 2001). Auch eine
Membrandepolarisation fiihrte in hippocampalen Neuronen zu einem Anstieg der mRNA-
Expression von C/ebpp (Yukawa et al., 1998). Neuronal spielt C/ebp eine Rolle in der Langzeit-
plastizitidt von Neuronen. (Alberini et al., 1994).

C/EBP hat eine gewisse immunologische Bedeutung. Eine Vielzahl proinflammatorischer Gene,
wie z. B. IL-6 (Interleukin-6), IL-1pB, IL-8, IL-12 und TNFa (Tumornekrosefaktor), werden
durch C/ebpp reguliert (Yi et al, 2007). C/ebpp wird aber auch durch IL-6 und
Lipopolysaccharid (LPS) induziert und spielt eine Rolle in der Differenzierung von Makropha-
gen (Berrier et al., 1998). Eine Interaktion zwischen GATA und C/EBPp bildet Proteinkomplexe,
die essentiell fiir die Gata-Suppression der Adipozytendifferenzierung sind (Tong et al., 2005). In
einer Genexpressionsanalyse an unsterblich gemachten Zelllinien aus dem Innenohr wurden ers-
te Hinweise zur Bedeutung des Zusammenspiels zwischen Gata und C/ebp in der Innenohrent-

wicklung gefunden (Holley et al., 2007).

1.4.2.3 Spl

Sp1 (specificity protein 1) ist einer der am besten untersuchten aktivierenden Transkriptionsfak-
toren. Es ist ein ubiquitdr exprimierter Transkriptionsfaktor, der an der Regulierung vieler Hun-
dert Proteine beteiligt ist (Lomberk und Urrutia, 2005). Er gehort zur Familie der Sp/KLF-
(kriippel-like-factor)-Transkriptionsfaktoren. Charakteristisch fiir diese Familie sind 3 Doménen,
die fiir die Bindungsspezifitidt entscheidend sind, ndmlich eine DNA-Bindungsdoméne, eine
Kernlokalisationssignaldoméne und eine regulatorische Transkriptionsdomdne (Lomberk und

Urrutia, 2005). SP1 besitzt drei Cys2His2-Zinkfinger-DNA-Bindungsstellen, die an GC-Boxen
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mit den Konsensussequenzen 5°-G/T-GGGCGG-G/A-G/A-C/T-3° oder 5°-G/T-G/A-GGCG-
G/T-G/A-C/T-3, oder auch mit deutlich geringerer Affinitdt an CT- und GT-Boxen mit GC-Box
5-GGGGAGGGGC-3° und GT-Box 5’GGGGTGGGGC-3¢ binden koénnen. Mit seinen
glutaminreichen Transaktivierungsdoménen A und B kann er mit dem TATA-bindenden Protein
(TBP) und TBP-assoziierten Faktor 4 interagieren. Seine Wirkung erzielt er durch die Bildung
von Holo-Oligomeren mit anderen Spl-Molekiilen. Die Transkriptionsaktivitdt wird durch
posttranslationelle Modifikation und Proteininteraktion geregelt. Aber Spl hat nicht nur aktivie-
rende regulatorische Wirkung, sondern fiihrt in bestimmten Fillen zu einer negativen Regulation
(Wierstra, 2008). So hemmt Spl beispielsweise iiber eine Aktivierung der HDACI1 die Expressi-
on von p21 und durch Rekrutierung der DNA-Methyltransferase 1 die Expression von Myc-

assoziierten Zinkfingerproteinen.

Folgende Beobachtungen machen Spl zu einem moglichen Kandidaten in der Expressionsregu-
lation von Prestin. Eine in silico-Promotoranalyse in der Vorbereitung dieser Arbeit zeigte eine
Vielzahl moglicher Bindungsstellen von Spl in den Promotorbereichen von Prestin und Gata3.
Gata3 spielt eine bedeutende Rolle in der Innenohrentwicklung und stellte sich in vorherigen
Untersuchungen als ein moglicher wichtiger Transkriptionsfaktor flir die Prestin-Expression her-
aus (Gross et al., 2010). In der Regulation der Dopamin-beta-Hydroxylase spielt Gata3 durch
eine Interaktion mit Sp1 eine wichtige Rolle (Hong et al., 2008).

1.4.2.4 Crebla und Carf

Eine Vielzahl von Genen, unter anderem brain derived neurotrophic factor (BDNF) und c-fos,
werden durch neuronale Aktivitit reguliert (Lanahan und Worley, 1998; Nedivi et al., 1993).
Hierbei spielt die Ca**-abhingige Regulation eine groBe Rolle. Eines der am besten untersuchten
Gene in dieser Hinsicht ist BDNF. Dieses Protein hat im zentralen und peripheren Nervensystem

eine grofle Bedeutung fiir die neuronale Plastizitit (Marini et al., 2004; Tao et al., 2002).

Creb gehort zur Gruppe der Leucin-Zipper-Transkriptionsfaktoren (Yun et al., 1990) und bindet
an DNA-Elemente mit der Konsensussequenz 5°-TGACGTCA-3. Diese wurden als ,,cAMP-
response elements* (CREs) beschrieben (Goodman, 1990). Creb ist ein Stimulus-regulierter
Transkriptionsfaktor, der durch Phosphorylierung aktiviert wird und Endphase vieler regulatori-
scher Wege ist.
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Das Protein besitzt mehrere funktionelle Doménen, wie die glutaminreiche Region 1 und 2 (Ql
und Q2), die Kinase induzierbare Domain und eine bZIP-Doméne (Shaywitz und Greenberg,
1999). In der KID-Domine besitzt es zwei Serinbindungsstellen (Ser-133 Ser-142), an der eine
signalgetriggerte Phosphorylierung stattfinden kann (Gonzalez und Montminy, 1989). Das an
Ser-133 phosphorylierte Creb ist in der Lage mit dem Creb-bindenden Protein (CBP) zu inter-
agieren (Chrivia et al., 1993). Dabei werden fiir CBP mehrere Mdglichkeiten der Transkriptions-
aktivierung diskutiert. So wurde beschrieben, dass es durch eine intrinsische
Histonacetylaseaktivitidt in der Lage ist, die Transkriptionsrate zu erhohen (Tsankova et al.,
2004). Ein Ca**-Signal hingegen fiihrt zu einer Phosphorylierung von Ser-142 und Ser-143
(Kornhauser et al., 2002). Phosphoryliertes Ser-142 (pSer-142) und Ser-143 (pSer-143) inhibie-
ren wiederum die Interaktion von pSer133-Creb und CBP (West et al., 2002).

Creb hat eine wichtige Rolle in der Regulation der neuronalen Differenzierung, des neuronalen
Uberlebens und der Ausbildung neuer Synapsen. Hierbei reguliert Creb wichtige Faktoren, wie
c-fos und BDNF, die einen Einfluss auf die neuronale Plastizitit haben. BDNF als Zielgen der
Creb-abhéingigen Transkription kommt auch in den sensorischen Ganglienzellen des Hérnervens
vor (Marini et al., 2004). Eine funktionale CRE-Bindungsstelle wurde in Exon 3 und 4 beschrie-
ben (Tao et al., 1998).

Carf ist ein vermehrt in Neuronen vorkommender Transkriptionsfaktor (Xia und Storm, 2002).
Er hat keine Sequenzihnlichkeit mit anderen bekannten TF und keine Homologien im bekannten
Saugetiergenom. Hingegen ist die DNA-Bindungsstelle evolutiondr hochkonserviert und bindet

die Konsensussequenz 5'-YSANAACGAGGC-3' (Pfenning et al., 2010).

Wie Creb reguliert Carf die Transkription von BDNF. Im Promotor von BDNF sind zwei funkti-
onelle Bindestellen fiir Carf vorhanden, die als CaRE1 und CaRE2 bezeichnet werden (Tao et al.,
2002). Hierbei ist eine Kooperation von Carf und Creb gut nachvollziehbar, da deren Bindungs-
stellen im Promotor von BDNF unmittelbar nebeneinander liegen (West et al., 2002). Zwar wer-
den beide Transkriptionsfaktoren durch Ca" aktiviert, doch findet eine Aktivierung durch cAMP
ausschlieBlich bei Creb statt, das fiir seine Funktion eine Aktivierung durch Kinase vermittelte
Phosphorylierung benétigt. Bei Carf hingegen reicht allein Ca®" als Stimulus aus, wobei eine
zusétzliche Phosphorylierung nicht ausgeschlossen ist, da mogliche Bindungsstellen in der Se-
quenz vorhanden sind (Xia und Storm, 2002). Allerdings reagiert Carf hochstwahrscheinlich
nicht wie Creb mit CBP (Tao et al., 2002).
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Die Expression von Prestin wird unter langfristiger Salicylsduregabe hochreguliert (Yu et al.,
2008). Auch fiir Carfl wurde eine Salicylsdure-abhéngige Expressionssteigerung beschrieben
(Singer et al., 2008). Um Unterschiede und Gemeinsamkeiten in der Expression beider Gene zu

finden, wurde Carf in diese Untersuchung mit aufgenommen.

1.5  Tinnitus und Schwerhorigkeit

Hohe Schallpegel fiihren zur Schédigung des Innenohres. Damit einhergehend kann es nicht nur
zum Horverlust kommen, sondern auch zu pathologischen Schallwahrnehmungen, die als Tinni-
tus bezeichnet werden. Tinnitus (lat. tinnire — klingeln) ist die subjektive Wahrnehmung von Ge-
rauschen ohne das Vorhandensein einer physikalischen Gerduschquelle (Eggermont, 2005). Nach
akustischem Trauma kann es in den zentralen Anteilen der Hérbahn zu einem pathologischen
Anstieg der neuronalen Erregbarkeit kommen. Urséchlich ist eine erhohte spontane Aktivitit auf
kortikalem und subkortikalem Niveau, ausgelost durch verminderte Umgebungsinhibition (Salvi

et al., 2000).

Es ist bekannt, dass der chronische Gebrauch von Salicylsdure Tinnitus induzieren kann (Cazals,
2000; Eggermont, 2005). Salicylsdure wirkt als kompetitiver Antagonist an der Anionen-
Bindungsstelle von Prestin (Oliver et al., 2001). Dadurch kommt es zu einer Hemmung der
Haarzellmotilitét, die liber eine Hypomotilitdt zum Tinnitus fithren kann (Kakehata und Santos-
Sacchi, 1996). Des Weiteren bewirkt chronische Salicylsduregabe eine Hochregulation von Pres-
tin (Yu et al., 2008). Hohe Dosen von Salicylsdure fiihren ebenfalls zu einer Zunahme von IkB
im Innenohr, was zu einer Aktivierung des NF-kB-Signalwegs mit einer Abnahme von NF-xB
und einer Steigerung von c-fos und egr-1 fiihrt (Yu et al., 2008). Dabei wird diskutiert, ob diese
Verdnderungen ursdchlich mit der Steigerung der Prestinexpression zusammenhédngen, und ob
die damit einhergehende erhohte cochledre Amplifikation an der Entstehung von Tinnitus betei-

ligt ist (Yang et al., 2009).

1.6  Die organotypische Kultur als Modell

Der bedeutende Vorteil der organotypischen Kultur ist die Moglichkeit, die Bedingungen der
Kultivierung modifizieren zu konnen, um so den Einfluss verschiedener Faktoren auf das Innen-
ohr zu untersuchen. In dieser Arbeit werden Einflussfaktoren auf die Verdnderung der Prestin-

Expression in der organotypischen Kultur nach Sobkowicz et al. (1975) untersucht. Hierbei wur-
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de nach Préiparation des hédutigen Labyrinths aus der Knochenkapsel, das Cortische Organ zu-
sammen mit dem Modiolus kultiviert (Siehe 2.2.4). Fiir das Cortische Organ konnte gezeigt wer-
den, dass sowohl die Entwicklung als auch die Expression verschiedener Proteine einen apikal-
basalen Gradienten aufweisen (Belyantseva et al., 2000). Der grof3e Vorteil der organotypischen
Kultur gegeniiber der Einzelzellkultur ist das Erhalten der strukturellen Integritéit des Gewebes
und der erhaltenen Beurteilbarkeit der unterschiedlichen lokalen Entwicklung (Gross et al.,

2007). Somit kommt diese Art der Kultivierung der in vivo-Situation am nichsten.

Durch den Erhalt des Gewebeverbandes stellen sich Schiden der organotypische Kultur frithzei-
tig durch Verdnderungen der Haarzellen dar. Trotz des pradparatorischen Stresses, der auf das
Gewebe ausgelibt wird, zeigte sich in vorherigen Arbeiten, dass die Haarzellen in der
organotypischen Kultur unter Normoxie keine Zeichen eingeschriankter Vitalitit aufweisen

(Gross et al., 2007).

1.7  Die Koexpressionsanalyse

Die Verdnderung der Expression eines Gens ist durch das zusammenhingende Wirken verschie-
dener Transkriptionsfaktoren bestimmt. Um den Einfluss eines Transkriptionsfaktors auf die Re-
gulation der Genexpression zu bewerten, werden die Expressionsmuster der Gene unter unter-
schiedlichen experimentellen Bedingungen untersucht und deren Verhalten mit dem Zielgen in
Korrelation gebracht (Aid-Pavlidis et al., 2009). Verdeutlicht werden Gemeinsamkeiten im Mus-
ter der Genexpression durch die Korrelation der untersuchten Gene zueinander. Der Pearsonsche
Korrelationskoeffizient (t-Test) und die sich daraus errechnenden p-Werte sind die iiblicherweise
genutzten statistischen Berechnungen, um die Enge der Beziehung darzustellen (Chen und
Corey, 2002). Durch die experimentelle Verdnderung der Expression des Zielgens und die Be-
stimmung der Expression moglicher Transkriptionsfaktoren ldsst sich zeigen, welche Gene die
grofte Ubereinstimmung im Muster ihres Verhaltens haben. Gleiche Muster im Verhalten der
Expressionsdnderung unter verschiedenen experimentellen Bedingungen geben Hinweise auf

gemeinsame Regulationswege (Farber und Lusis, 2008).
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1.8  Aufgabenstellung

Prestin ist das Motorprotein in den &dufleren Haarzellen des Cortischen Organs und das Schliis-
selprotein, um die hohe Sensitivitdt des Horens zu ermdglichen. Ein Funktionsverlust von Prestin
bewirkt ein Absinken der Horschwelle um 40 - 60 dB (Liberman et al., 2002). Von einer Vielzahl
von Faktoren ist bekannt, dass sie einen Einfluss auf die Expression von Prestin haben. So konn-
te gezeigt werden, dass hohe Dosen von Salicylsdure zu einer Zunahme von Prestin in den Haar-
zellen fiihrt (Yu et al., 2008). Ebenso fiihrt die Einwirkung von Lirm zu einer Steigerung der
Prestin-mRNA-Expression (Mazurek et al., 2007). Hypoxie und Ischdmie hingegen fiihren zu

einer Abnahme der Prestinexpression (Gross et al., 2005).

Die molekularen Mechanismen der Expressionsregulation von Prestin sind bisher unzureichend
untersucht. Die Zunahme der Prestinexpression und Aufnahme des Proteins in die laterale
Membran der duBeren Haarzellen beginnt bei der Ratte direkt nach der Geburt und steigert sich

parallel mit der Zunahme der Elektromotilitdt der duBBeren Haarzellen (Belyantseva et al., 2000).

Fiir die Regulation der Transkription eines Genes sind Transkriptionsfaktoren von entscheiden-
der Bedeutung. Vorangegangene Arbeiten konnten zeigen, dass es eine enge Korrelation zwi-

schen Prestin und Gata3-Expression sowohl in vitro als auch in vivo gibt (Gross et al., 2010).

Ziel dieser Arbeit ist es, weitere Transkriptionsfaktoren zu identifizieren, die an der Expressions-
regulation von Prestin beteiligt sind. Fiir folgende Transkriptionsfaktoren wurden Hinweise in
der Literatur gefunden, dass sie an der Regulation von Prestin beteiligt sein konnten: (1) Pou4f3
ist ein im Innenohr haarzellspezifischer Transkriptionsfaktor, von dem eine essentielle Bedeu-
tung in der korrekten Ausbildung der Haarzellstruktur bekannt und der im Innenohr ausschlieB3-
lich in den &uBleren Haarzellen lokalisiert ist. (2) C/ebpp und Spl sind konstitutiv wirkende
Transkriptionsfaktoren, die sowohl als Aktivatoren als auch als Repressoren auf die Transkripti-

on wirken konnen. (3) Carfund Creb sind signalabhingige Transkriptionsfaktoren.

Die mRNA-Expressionen von Prestin und den ausgewihlten Transkriptionsfaktoren wurden un-
ter unterschiedlichen Bedingungen untersucht. Mithilfe einer quantitativen Echtzeit-
Polymerasekettenreaktion (RT-PCR) wurden selektive Bedingungen der Prestinverdnderung un-
tersucht, fiir die es Hinweise aus der Literatur und Voruntersuchungen der Arbeitsgruppe gab,
dass sie zu einer Beeinflussung von Prestin fithren. Vergleiche der Expressionsmuster von Pres-

tin und den ausgewéhlten Transkriptionsfaktoren sowie anschlieBende Korrelation der untersuch-
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ten Faktoren mit Prestin sollen Hinweise iiber eine mdgliche Beteiligung der TF an der mRNA

Expressionsregulation von Prestin liefern.

Folgende Bedingungen wurden untersucht: (1) Die normale postnatale Entwicklung von Prestin
bei Wistar-Ratten an den postnatalen Tagen 2, 5 und 8. Dieser Ansatz wurde ergidnzt durch eine
modifizierte Préparationstechnik, um Unterschiede in der Verteilung auf das Cortische Organ
bzw. die Limbusregion zu ermitteln. (2) Aufgrund der tonotopischen Organisation der Cochlea
wurden die untersuchten Cochleae in etwa drei gleich grof3e apikale, mediale und basale Seg-
mente aufgeteilt und getrennt untersucht. Da in vorherigen Arbeiten gezeigt werden konnte, dass
im Cortischen Organ ein apikal-basaler Gradient der Prestinexpression existiert, wurden die aus-
gewdhlten Transkriptionsfaktoren, ebenfalls aufgetrennt in apikal, medial und basal, untersucht.
(3) Da bekannt ist, dass die Prestin-Expression in der organotypischen Kultur modifiziert werden
kann, wurden die Wachstumsbedingungen der Kultur gezielt geédnderten. Bezugspunkt war die
organotypische Kultur unter den Standardbedingungen, bei der es wie in vivo zu einem Anstieg

von Prestin kommt (Lowenheim et al., 1999).

Die Kulturbedingungen wurden wie folgt modifiziert: Zusatz von Thyroxin (Gross et al., 2010)
und Natriumbutyrat (Gross et al., 2011), die die Expression von Prestin erhéhen, und Zusatz von
Kaliumchlorid (Mazurek et al., 2011) und Retinsdure (Gross et al., 2011), die zu einem Abfall

der Prestin-Expression fiithren.

Abschliefend wurde die Arbeit durch eine in silico-Analyse der Promotorregion von Prestin er-
génzt. Hierbei wurden die durch das molekularbiologische Genanalyseprogramm Genomatix®
ermittelten Promotorregionen von Prestin von Maus, Ratte, Rind und Mensch mithilfe des DNA-
Analyseprogramms MochiView® analysiert und auf das Vorhandensein publizierter
Konsensussequenzen der ausgewéhlten Transkriptionsfaktoren untersucht. Das Vorhandensein
evolutiondr konservierter Transkriptionsfaktorbindungsstellen in der Promotorregion von Prestin

wiére ein weiterer Hinweis auf die Relevanz korrelierender Transkriptionsfaktoren.
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2 Material und Methoden

2.1 Materialien und Substanzen

Die Wistar-Ratten wurden von der Firma Charles River, Niederlassung Berlin-Steglitz und Buch,

bezogen. In der vorliegenden Arbeit wurden Materialien von folgenden Firmen verwendet:

BD Biosciences (Bedford, USA), Biochrom Seromed (Berlin), Bio-Rad (Miinchen), BioTez
(Berlin-Buch), Biozym (Hess. Oldendorf), Braun (Melsungen), Cambrex (Rockland, USA), Ep-
pendorf (Hamburg), Falcon — Becton Dickenson (Le Pont De Claix, Frankreich), Feather (Distri-
butor: pfm, K6In), Fresenius (Bad Homburg), Gibco — Invitrogen (Paisley, UK), Gibco (Karlsru-
he, Deutschland), Inno-train  (Kronberg), MaiMed (Neuenkirchen), MBT Brand
(GieBen/Dossenheim), Merck (Darmstadt), Millipore (Schwalbach), MoBiTec (Gottingen), Nunc
(Roskilde, Dinemark), Pharmacia (Uppsala, Schweden), Promega (Madison, USA), Qiagen
(Hilden), R&D systems (Minneapolis, USA), Roche (Mannheim), Roth (Karlsruhe), Sarstedt
(Niimbrecht), Schleicher-Schuell (Dassel), Sigma-Aldrich (Taufkirchen), Serva (Heidelberg).

2.1.1 Verbrauchsmaterialien

Becton Dickinson, Einmalspritze 1, 10, 20 ml; Biozym, PCR-Reaktionsgefdlle 0,2 ml, 0,5 ml;
Braun, Einmalspritze 1, 2, 5, 10, 20 ml; Braun, Kaniile 21 G; Braun, Spritze mit Kaniile 1 ml, 26
G; Eppendorf, Eppendorf Tips Filter PCR-clean; Eppendorf, Eppendorf Tips Reloads; Eppen-
dorf, PCR-Reaktionsgefille 1,5; 2 ml; Eppendorf, Reaktionsgefae 0,5, 1,5, 2,0 ml; Eppendorf,
UVette, Kiivette; Falcon, 15 ml, 50 ml konisches Rohrchen; Falcon, 250, 750 ml Kulturflasche;
Falcon, 5 ml Rundbodenréhrchen; Falcon, Petrischalen o 35, 60, 150 mm; Feather, Einwegskal-
pell, No.20; MaiMed, sterile Mullkompressen 10 cm x 10 cm; Nunc, Zellkulturplatten 4 Kavita-
ten; Roche, LightCycler® Kapillaren, 20 pl; Sarstedt, 50 ml konisches Rohrchen; Sarstedt, Ein-
maltransferpipette 3,5 ml; Schleicher-Schuell, Einmalfilter, 0,2 pm; Schleicher-Schuell, Vacuflo,
Membranfilter, 0,2 um, 125 ml

2.1.2 Zellkulturmedium

Das eingesetzte Medium entspricht im Grundsatz dem von Lowenheim (1999) verwendeten Kul-

turmedium und hat folgende Zusammensetzung:
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Biochrom, fetalem Kalbsserum (FBS), 10 %; Biochrom, Penicillin, 100 U/ml; Gibco,
DMEM/F12 1:1, 500 pl; R&D, rh IGF-1, 24 ng/ml; Roche, Insulin-Transferrin-Natriumselenit,
(10 pg/ml 1., 10 pg/ml T., 10 ng/ml Na2SeO3); Sigma-Aldrich, D(+) Glukose, 0,6 % (0,9 %

Glukose-Endkonzentration).

2.1.3 Puffer und Losungen

In der Arbeit wurden folgende Puffer verwendet: BSG (buffered saline glucose): 116 mM NaCl,
27,2 mM NaH2PO4 x H20; 6,1 mM KH2PO4; 2 g Glukose (11,4 mM), Aqua dest; PBS (Phos-

phat gepufferte Kochsalzlgsung): Dulbecco’s phosphate-buffered saline, PAA Laboratories
GmbH, Coélbe, Deutschland, Katalognummer H15-002

RNA-Priparation

Die RNA-Préaparation wurde mit folgenden Materialien durchgefiihrt: Qiagen, QIAshredder
Homogenizers; Qiagen, RNase-Free DNase Set; Qiagen, RNeasy® Mini Kit (RLT-, RW1-, RPE-
Puffer, Mini-Spinséulen)

RT und RT-PCR

Die reverse Transkription (RT) und Real-Time-Polymerasekettenreaktion (RT-PCR) wurde mit
folgenden Materialien durchgefiihrt: BioTez, Oligo(dT); BioTez, Primer [sieche Tabelle 1];
Invitrogen, dNTP 2,5 mM ; Promega, M-MLV Reverse Transkriptase (RT) und M-MLV RT 5x
Reaktionspuffer; Promega, RNasin®, Ribonuklease-Inhibitor; Roche, LightCycler® FastStart
DNA MasterPLUS SYBR Green [; Verwendete Primer und deren Spezifitit siche Tabelle 1.

Die in Tabelle 1 angegebenen verwendeten Primer wurden mittels des Programms Primer-
BLAST (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/index.cgi?LINK_LOC = BlastHome;
Zugriff 02/2011) auf ihre Spezifitit untersucht. Dazu wurden die verwendeten Sequenzen in der
Suchmaske vorgegeben. Das Ergebnis der Suche zeigt im Februar 2011, dass jedes Primerpaar
nur fiir das jeweilige Gen 100%ige Ubereinstimmung im Genom von Rattus norvegicus liefert.
Mittels Gelelektrophorese konnte experimentell fiir jedes Gen nachgewiesen werden, dass es nur
eine Bande in Hohe der zu erwartenden Basenpaarlinge gab. Die verwendeten Primer eignen

sich also gut zum Nachweis der von uns untersuchten Sequenzen.
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Tabelle 1: Primer der in dieser Untersuchung verwendeten Gene

Name der Gens/ | Lédnge  Sequenz (5-> 3') Start Ende
Zugriffsnummer

Tbp 201 5'-ACC-CCC-TTG-TAT-CCT-TCA-CC-3' 608 627

NM 001004198 5'-CAT-GAT-GAC-TGC-AGC-AAA-CC-3' 808 789

Prestin 162 5'-CAC AGA GTC CGA GCT ACA CAG TC-3' 1508 1530

NM 030840 5'-TCA GTG CGC TGC TGT ACA AG-3' 1669 1649
Gata3 174 5'-AAG GCA GGG AGT GTG TGA AC-3' 779 798
NM_133293 5'-AGG AAG TCC CTG CTC TCC TC-3' 952 933
Carf | 233 5'-CTT GAA GAA CCT TTG CTG GC-3' 837 856

NM 001106915 5'-TGA GAC TTC CAC ATC AAG CG-3' 1069 1050
Crebl 154 5'-CAT GGA CTC TGG AGC AGA CA-3' 45 64

NM 031017.1 5'-TAC AGT GGG AGC AGA TGA CG-3' 198 179

Spl 195 5’-TGA ATG CTG CTC AAC TGT CC-3° 1594 1613

NM _012655.2 5‘-CTC CAC CTG CTG TCT CAT CA-3’ 1788 1769
C/ebpp 158 5'-GAC AAG CTG AGC GAC GAG TA-3' 657 676
NM_024125.4 5'-AGC TGC TCC ACC TTC TTC TG-3' 814 795
Pou4f3 186 5’- GTC TCA GCG ATG TGG AGT CA -3’ 527 546
NM_001108889.1 5’- GCG ACA GGG TAA GAG ACTCG -3’ 712 693

Oligo(dT) S-TTT-TTT-TTT-TTT-TTT-TTT-TT-3"

Dargestellt sind fiir die jeweiligen Gene die Accessionnummern der mRNA, die Sequenzen der verwen-
deten Primer, die Lokalisation der amplifizierten Abschnitte auf der mRNA (Start und Ende) sowie deren

Lénge.

RNA-Konzentrationsmessung mittels Ribogreen

Folgende Materialien wurden zur Bestimmung der RNA-Konzentration verwendet:
Invitrogen/Molecular Probes, Komponente A: RiboGreen RNA Quantifizierungsreagenz 1 ml

gelost in DMSO, Komponente B: 20X TE, 25 ml von 200 mM Tris-HCI, 20 mM EDTA, pH 7.5
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(20X TE) in DEPC-behandeltes Wasser; Ribosomaler RNA-Standard (16S and 23S rRNA von E.
coli; Komponente C), fiinf Fldschchen, jedes 200 pL von 100 ug/ml Losung in TE enthaltend.

Elektrophorese

Folgende Materialien wurden zur Durchfiihrung der Elektrophorese verwendet:
Invitrogen, TBE-Puffer (1,0 M Tris(hydroxymethyl)-aminometha, 0,9M Borsdure, 0,01 EDTA);
Inno-Train Diagnostik GmbH, Genagarose Tiny III; Cambrex, GelStar Nucleic Acid Gel Strain;
Sfach Ladepuffer (30 % Ficol, 0,25 % Bromphenolblau, 0,25 % Xylencyanol FF, 0,2 M
Na,EDTA).

2.1.4 Verwendete Gerite
Folgende Gerite wurden in dieser Arbeit verwendet:

Praparation: Fine Science Tools, Feinpriparationsinstrumente; Gelaire, Laminarflowbox,
Arbeitsbank; Kultur: Revco Scientific (Inc. Asheville, NC, USA), Inkubator; Millipore-Anlage,
0,22 um; Haarzellzdhlung: Leica, DMIL, Fluoreszenzmikroskop Microsystem Wetzlar GmbH,
Wetzlar, Deutschland; RNA-Prédparation: Eppendorf 5417 R, Tischzentrifuge; RNA-Messung:

Eppendorf, Genequant II, Biophotometer; Molecular Devices®, Spektramax M?2; Reverse
Transkription: Perkin Elmer Cetus, GeneAmp PCR System 9600; VWR Galaxy Mini,
Tischzentrifuge; RT-PCR: Roche, Light Cycler 1.5; Roche,LightCycler® Kapillaren, 20 pl;
Elektrophorese: Biometra® Standard Power Pack P25; MBT Brand, Gelelektrophoresekammer

und —trdger; GeneGenius, Bio Imaging System, Vollautomatisches Geldokumentations- und

Analysesystem.
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2.2 Methoden
2.2.1 Prédparation des Cortischen Organs

Die Genehmigung zur Tétung der Tiere wurde vom Landesamt fiir Arbeitsschutz, Gesundheits-
schutz und technische Sicherheit (LAGetSi), Berlin (T 0234/00), erteilt. Die Priparation erfolgte
nach dem Protokoll von Sobkowicz et al. (1993). Pro Versuchstag wurden zwischen 6 und 10
Tiere pripariert. Nach Ankunft der Tiere im Labor wurden diese in eine abgedeckte, durch 37 °C
warme Gelakkus gewidrmte, Styrobox iiberfiihrt. Da die Gesamtzeit der Praparation bis zu 5
Stunden betrug, wurde den Tieren 150 pl Elektrolyt-Glukoseldsung subkutan in die Nackenfalte
injiziert, um einer Exikose vorzubeugen. Vom Tierstall wurde das Geburtsdatum mitgeliefert. Da
dieses allerdings nur tages-, aber nicht stundengenau war, wurde zusétzlich zur Altersbestim-

mung noch die Scheitel-Steil3-Linge gemessen und der Haarbewuchs beurteilt.

Die Tiere wurden mittels einer chirurgischen Schere dekaptiert und die Haut nach kurzem Aus-
bluten mit 70 % Ethanol oberfldchlich desinfiziert. Um das Neurocranium freizulegen, wurden
die Kutis und das Weichgewebe mittels einer chirurgischen Schere auf einer sterilen Unterlage
durch einen sagittalen Hautschnitt geteilt und zu beiden Seiten entfernt. Der Schiddel wurde, aus-
gehend von der Crista occipitalis externa, entlang der Sutura sagitalis, aufgeschnitten, um an-
schlieBend mit einem Skalpell in der Sagittalachse gespalten zu werden. Mit einem Rundspatel
wurde das Cerebrum aus der Schddelhohle und mit einer chirurgischen Schere der weiche Gau-
men entfernt, um dann die Pars petrosa des Os temporale zu separieren. Beide Felsenbeine wur-

den in einer 60 mm Petrischale in auf 4 °C gekiihlter BSG-Losung gesammelt.

Bei der Sammlung von Segmenten fiir die 48h-Kultur wurde zur Préparations-BSG-Ldsung noch
Penicillin dazugegeben. Dies war bei der Sammlung von frischem Material nicht notwendig. Die
folgende Feinpriparation wurde von der Chemieingenieurin Julia Fuchs und der Arztin Nyamaa
Amarjargal durchgefiihrt und fand in einer Laminarflowbox unter aseptischen Bedingungen statt.
Pripariert wurde in BSG-Losungen von 4 °C. Zuerst wurde die Kapsel der Cochlea aus dem
Felsenbein herausgelost. Diese ist bei 2 Tage alten Tieren noch knorpelig und verknochert mit

zunehmendem Alter, was die Priparation mit jedem postnatalen Tag erschwert.

Als néchstes musste die Cochlea von der Kapsel und dem Ligamentum spirale ossea getrennt
werden. Dies gestaltete sich gerade bei den 8 Tage alten Tieren schwieriger, da die Verkndche-
rung des Neurocraniums fast vollstdndig abgeschlossen war. Nun wurden beide Cochleae jeweils

in eine neue, mit BSG-(Penicillin) gefiillte, 35 mm Petrischale iiberfiihrt und die Préparationsin-
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strumente wurden gewechselt. Dieser Vorgang diente der Verhinderung einer Keimiibertragung,
um eine keimfreie Kultur zu ermdglichen. Als néchstes wurde die knocherne Achse der Cochlea
(der Modiolus) von dem hautigen Labyrinth getrennt. Die nun entrollte Cochlea wurde anschlie-
Bend vom Ligamentum spirale befreit, indem das Ligament von basal nach apikal in einem Stiick
abgezogen wurde. Die nun freigelegte Cochlea wurde in ein apikales, mediales und basales
Stiick gedrittelt. Alle Instrumente wurden vor und wéhrend der Priparation mit 70 % Ethanol

desinfiziert.

2.2.2 Die Préparation ohne Limbus

In der limbusfreien Préparation wurde mit einer Pinzette der Limbus von medial aus vorsichtig
abgetrennt und separat gesammelt. Dies gestaltete sich schwieriger als das Abtrennen der Stria
vascularis, die sich im Sulcus spiralis externus wie an einer Sollbruchstelle im Ganzen abziehen
lasst. So musste das Abtrennen unter grofSter Vorsicht geschehen, um die Haarzellen nicht zu

zerstoren.

2.2.3 Darstellung der Haarzellen mittels Rhodamin-Phalloidin-Farbung

Um Haarzellschédden als Ursache von Prestinverdnderungen auszuschlieen, wurden die dulleren
Haarzellen unter allen untersuchten Bedingungen gezéhlt. Dafiir wurden die Fragmente bei
Raumtemperatur fiir 30 Minuten mit 4 % Paraformaldehyd in 0,1 M PBS fixiert. Anschlieend
wurden sie zweimal mit PBS gewaschen und anschlieend fiir 30 Minuten mit 0,2 % Triton X-
100 in PBS zur Permeabilisierung versetzt. Nach zweimaligem Waschen in PBS wurden die
Fragmente mit 5 pg/ml Phalloidin—Tetramethylrhodamine B Isothiocyanate (Phalloidin-TRITC;
P1951, Sigma-Aldrich, Miinchen, Deutschland) bei Raumtemperatur fiir 30 Minuten geférbt, mit
BSG gewaschen und anschlieBend unter dem Fluoreszenzmikroskop (Leica DMIL, Microsystem
Wetzlar GmbH, Wetzlar, Deutschland, 400fache Vergroferung) mit geeigneten Filtern fiir TRITC

(Extension: 544 nm, Emission: 572 nm) begutachtet.

Die Stereozillien und die Cuticularplatte der &uleren und inneren Haarzellen im Innenohr haben
einen hohen Aktingehalt. Diese Strukturen lassen sich somit durch Phalloidin, das an
filamentdres Aktin 31 (F-Aktin) bindet, gut anfirben (Cano et al., 1992). Da diese Strukturen
aber bei Schidigung als erstes ihre Ordnung verlieren, eignen sie sich gut als Indikator fiir den

Zustand der Haarzellen. Folgende Zahlkriterien wurden festgelegt:
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(1) Mindestens 20 zusammenhingende AHZ einer Reihe miissen erkennbar sein,
(2) die vier Haarzellenreihen miissen gut erkennbar sein, (3) pro Segment werden 3 - 5 verschie-
dene Stellen auszéhlt, (4) Stellen mit mechanischen Alterationen werden nicht beriicksichtigt. (5)
Die  Anzahl der Haarzellen wurde  mindestens iiber eine Lénge  von

500 pm gemessen (Mazurek, 2007).

Abb. 4: Haarzellfirbung mit Phalloidin. Angefirbt sind die hufeneisenférmig aufgereihten
Stereozillien der drei Reihen AuBerer Haarzellen (AHZ) und der einen Reihe innerer Haarzellen (IHZ).

Der schwarze Balken entspricht einer Léange von 10 pM.

2.2.4 Zuden Versuchsansitzen in der organotypischen Kultur des Cortischen Organs

In der Promotion von Kerstin Stute wurde der Einfluss von T4 und KCI auf die Prestin-
Expression untersucht (Stute, 2011). Die Segmente wurden bei 37 °C und 5 % CO; in 4-well-
Platten (1,9 cm’ Oberfliche pro well, Nunc, Wiesbaden, Deutschland) im Inkubator kultiviert.
Das Kulturmedium hatte die von Lowenheim et al. (1999) empfohlene Zusammensetzung (siche
2.1.2). Die bei -80 °C gelagerten RNA-Proben der Kultur wurden in der vorliegenden Arbeit fiir
die Untersuchung der Expression der Transkriptionsfaktoren benutzt. Die Prestin-Expression

wurde erneut bestimmt und diente als Kriterium fir den Zustand der RNA-Proben.

In der vorliegenden Arbeit werden zwei verschiedene Versuchsansitze in der organotypischen
Kultur verwendet. Bei dem ersten Ansatz dient das Frischprdparat vom ersten Ohr als Kontrolle
und das Préiparat des kontralateralen Ohres zur Analyse der Verdnderungen wéhrend der Kulti-
vierung. Drei Gruppen wurden in dieser Art untersucht: (1) Die Kultur der Cortischen Organe
ohne zusitzliche Substanzen, (2) die Kultur mit zusitzlich 0,5 uM T4 (Sigma, Steinheim,
Deutschland) und (3) die Kultur mit erhohter KCl-Konzentration (50 uM). Bei diesem Ansatz
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konnen Faktoren, wie das Alter der Tiere bzw. Eigenschaften des Mediums, die Ergebnisse be-

einflussen.

Bei dem 2. Ansatz diente das eine Ohr zur Kontrolle und das kontralaterale Ohr zur Untersu-
chung des Einflusses des zu testenden Faktors. Die Untersuchung beider Ohren erfolgte nach der
Kultivierung. Da anzunehmen ist, dass im Frischpraparat praktisch keine Unterschiede zwischen
den beiden Ohren vorliegen, ergibt sich fiir jede experimentelle Probe eine eigene Kontrollprobe.
Der Vorteil dieses Ansatzes besteht darin, die Verdnderungen der Expression durch den zu unter-
suchenden Faktor wihrend der Kultivierung empfindlicher erfassen zu konnen. Der Bedarf an
Tieren ist geringer und es kann der Paarvergleich zur Berechnung der Ergebnisse eingesetzt wer-
den. Dieser Ansatz wurde (1) bei der Kultur mit Zugabe von 0,01-2 mM NB (Sigma, Steinheim,
Deutschland), gelost in destilliertem Wasser, angewendet. Als Kontrolle diente die Kultur des
kontralateralen Cortischen Organs ohne NB-Zusatz. Auflerdem wurde (2) die Kultur mit Zugabe
von 1-100 uM Retinsdure (Sigma, Steinheim, Deutschland) in dieser Art untersucht. Retinsdure
wurde gelost in DMSO (1 uM RS in 0,01, 5 uM RS in 0,05, 10 uM RS in 0,1, 50 uM RS in 0,5
und 100 uM RS in 1 % DMSO). Als Kontrolle diente die Kultur des kontralateralen Cortischen
Organs mit dem Lésungsmittel DMSO ohne RS-Zusatz.

Im Grundsatz sind beide Vorgehensweisen geeignet, um eine Aussage iiber den Einfluss der zu
untersuchenden Substanzen zu treffen. Fiir die anschlieBende RNA-Priparation wurden jeweils 2

- 3 Segmente zusammengefasst.

2.2.5 RNAlater und anschlielende RNA-Isolation

Nach der Praparation wurden die Segmente in 100 pl RNAlater (Ambion®) aufgenommen und
nach Protokoll {iber Nacht bei 4 °C gelagert. Zur Isolation wurde dem Roéhrchen laut Vorschrift
100 pl eisgekiihlte PBS-Losung zugesetzt und 2 Minuten bei 14000 UpM zentrifugiert. Der
Uberstand wurde entfernt, dem Rhrchen wurde abermals 100 pl PBS zugesetzt (Waschung),
dann wurde ein weiteres mal 2 Minuten bei 14000 UpM zentrifugiert. Dieser Schritt diente der
RNA-Stabilisierung. Die weitere Isolation wurde mit den RNeasy® Mini Kit (Qiagen) durchge-
fiihrt. Dieses benutzt das Verfahren der selektiven RNA-Bindung an der Silicagel-Membran und
Mikrozentrifugationstechnik. Folgende Schritte wurden durchgefiihrt: (1) Lyse in
Guanidinisothiocyanat-(GITC)-haltigen Puffer, (2) Homogenisierung des Gewebes mittels der
QIAshredder Spinsaule.
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Nachdem der Uberstand vorsichtig mit einer 100 ul Pipette (Eppendorf) abpipettiert wurde, wur-
den 350 pl RLT-Puffer mit B-Mercaptoethanol (10 pl B-ME pro 1 ml RLT-Puffer) hinzugefiigt.
Das Rohrchen wurde flir 5 Minuten bei Raumtemperatur stehen gelassen, danach 5 Sekunden
gevortext und kurz abzentrifugiert. Dann wurde das Volumen mit einer 1000 pul Pipette auf die
QIAshredder Spinsdule gegeben und 2 Minuten bei 14000 UpM zentrifugiert. Das Rohrchen
wurde hiernach fiir 15 Minuten bei Raumtemperatur stehen gelassen und anschlieBend bei -80 °C

eingefroren.

Zur RNA-Isolation wurden die Proben bei Raumtemperatur 15 Minuten lang aufgetaut und wéh-
renddessen die DNAse-Behandlung vorbereitet. Die RNA-Isolation wurde streng nach dem Pro-
tokoll von Qiagen durchgefiihrt. Den aufgetauten Proben wurden gleiche Mengen 70 % Alkohol
hinzugegeben und mit dem homogenisierten Lysat durch Pipettieren vermischt. Die Proben wur-
den anschliefend auf die RNeasy® Spinsdulen gegeben und fiir 20 Sekunden bei 8000 UpM
zentrifugiert. Das in 2 ml Rohrchen aufgefangene Zentrifugat wurde verworfen und 350 ml
RWI1-Puffer auf die Sdule hinzugefiigt mit anschlieBender Zentrifugation bei 10000 UpM fiir 20
Sekunden. Das Zentrifugat wurde ebenfalls verworfen und 80 ul DNAse-Mix fiir 15 Minuten bei
Raumtemperatur auf die Membran gegeben. Dieser Schritt soll mogliche DNA-
Verunreinigungen entfernen. 350 ul RW1-Puffer wurden auf die Membran gegeben und bei
10000 UpM 20 Sekunden zentrifugiert. Das Zentrifugat und die Auffangrohrchen wurden ver-
worfen und RNeasy® Spinsdulen in ein neues 2 ml Rohrchen gestellt. AnschlieBend wurden die
Rohrchen gewaschen. Dazu wurden 500 pul RPE-Puffer hinzugefiigt und 20 Sekunden bei
100000 UpM zentrifugiert, wobei das Zentrifugat verworfen wurde. Der Schritt wurde wieder-
holt und diesmal 2 Minuten bei 10000 UpM zentrifugiert. Das Zentrifugat wurde verworfen und
die Spinsiule in ein neues 2 ml Rohrchen iiberstellt, um anschlieBend 1 Minute bei 14000 UpM
zum Trocknen der Sdulen zentrifugiert zu werden. Schlielich wurden die Sdulen auf ein 1,5 ml
Sammelrohrchen platziert, 30 pul RNase-freies Wasser auf die Membran pipettiert, abschlieBend
1 Minute bei 10000 UpM zur Eluierung der RNA zentrifugiert und sofort bei -80 °C eingefroren.

2.2.6 Quantifizierung der RNA

Aufgrund der geringen RNA-Menge der Proben wurde die RNA-Konzentration anschlieend mit
Hilfe des Quant-iT™ RiboGreen RNA Assay Kit (Invitrogen/Molecular Probes, Gottingen,
Deutschland)® gemessen. Bei dieser Methode bindet ein interkalierender Farbstoff an die Nukle-
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insduren und dndert dabei sein Fluoreszensverhalten. Die Fluoreszenzstirke wurde mit Hilfe des
Spektramax M2 (Molecular Devices®, USA) gemessen und ausgewertet. Die Durchfiihrung der
Messung erfolgte streng nach dem Protokoll von Invitrogen/Molecular Probes. Mit Hilfe des im
Kit enthaltenden ribosomalen RNA-Standards wurde eine Standardmessreihe erstellt und die zu

bestimmenden Proben mit dieser verglichen.

2.2.7 Real-time Polymerase-Kettenreaktion (RT-PCR)

In einem ersten Schritt wurde die RNA denaturiert, dass heifit die durch Wasserstoffbriickenbin-
dungen entstandene Sekundirstruktur der RNA gelost. Dazu wurden pro Ansatz 11,2 pl RNase-
freies Wasser (in der Folge ,,Wasser®), 0,8 ul RNasin und 10 ul der RNA-Probe bzw. Wasser
(Leerwert) in einem 0,2 ml (PCR-) Eppendorfgefd3 gemischt und im Thermocycler Perkin Elmar
fiir 10 Minuten auf 70 °C erwédrmt. Im nichsten Schritt erfolgte die reverse Transkription, in der
die RNA durch das Enzym Reverse Transkriptase in DNA umgeschrieben wurde. Dazu wurde
der Probe im nichsten Schritt nach dem Abkiihlen auf 4 °C je Ansatz 8 ul RT-Puffer (5x), 0,5 ul
RNasin, 0,25 pl M-MLV-Reverse-Transkriptase, 8 pl dNTP-Mix (10 uM) und 2 pl Oligo-dT-
Mix (75,8 pM) hinzugefiigt. Nach kurzem Abzentrifugieren wurde der Ansatz fiir 60 Minuten
auf 42 °C erwiarmt, dann fiir 5 Minuten auf 95 °C erhitzt und anschliefend auf 4 °C abgekiihlt.

Bis zur weiteren Verarbeitung wurde die nun entstandene cDNA bei -20 °C gelagert.

Die Vervielfiltigung der cDNA mittels Polymerasekettenreaktion (PCR) wurde mit dem Roche
LightCycler® System durchgefiihrt. Dieser Vorgang umfasst drei Schritte. Zuerst wurde die Pro-
be bei 95 °C fiir 10 Minuten zur Aktivierung der Polymerase und Denaturierung der cDNA und
Primer préainkubiert. Im ndchsten Schritt folgte die Amplifikation der spezifischen DNA-
Zielsequenz, in einem dritten Schritt das Erstellen der Schmelzkurven zur Identifikation des
PCR-Produkts und schlieBlich das Abkiihlen auf 40 °C. Die Schritte der Amplifikation bestehen
aus der Denaturierung der DNA bei 95 °C fiir 10 Sekunden, der Primeranlagerung bei einer in
Tabelle 2 dargestellten spezifischen Temperatur und der anschlieBenden Elongation bei 72 °C fiir
15 Sekunden, bei der die DNA-Polymerase die jeweiligen Strdnge in 5°>3° Richtung syntheti-

siert.

Das LightCycler®-System—Protokoll wurde fiir jedes Primerpaar mittels einer Effizienzkurve an
einer Corti/Limbus/Modiolus cDNA beziiglich Annealing-Temperatur und Effizienz optimiert.

Jeder Ansatz hatte ein Gesamtvolumen von 20 pl, zusammengesetzt aus je 1 pl 3’- und 5’-Primer
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(10 uM), 4 ul Master Mix (Roche), abhéngig von der Zielsequenz 1 — 5 pul cDNA (siehe Tabelle
2) und Wasser (PCR-Grad).

Tabelle 2: Parameter der RT-PCR nach Primeroptimierung

Gen Annealing- Schmelztemperatur Effizienz cDNA-Einsatz in ul
Temperatur

Tbp (201bp) 66 °C 60 °C 1,92 5
Prestin (164bp) 70 °C 65 °C 1,88 5
Gata3 (174bp) 66 °C 60 °C 1,98 3
Spl (195bp) 66 °C 60 °C 1,82 5
C/ebpp (158bp) 66 °C 60 °C 1,92 5
Carf (233bp) 66 °C 60 °C 1,95 5
Crebla (154bp) 66 °C 60 °C 1,88 3
Pou4f3 (186bp) 68 °C 60 °C 1,88 3

Zusammenstellung der untersuchten Transkriptionsfaktoren mit Annealing- und Schmelztemperatur sowie

der Effizienz, Menge der eingesetzten cDNA in die RT-PCR der untersuchten Gene.

2.2.8 Kalibrator

Fiir unsere Untersuchungen fiihrten wir in jeder Serie zwei Kalibratorproben ab dem Schritt der
reversen Transkription als interne Qualitdtskontrolle und Normierung der Ergebnisse mit. Der
Kalibrator enthielt Cortisches Organ mehrerer neugeborener Ratten (PT 3 - 5). Durch die Be-
rechnung nach Pfaffl (2001) werden alle Ergebnisse relativ auf die Expression innerhalb des
Kalibrators bezogen (siche Kapitel 2.2.9). Hierbei wurde der Mittelwert beider Kalibratorproben
verwendet. Wihrend dieser Arbeit war es notig, einen neuen Kalibratorpool zu erstellen. Dies
betrifft die Ergebnisse von Natriumbutyrat und Retinsdure, die noch mit dem vorherigen
Kalibrator bestimmt wurden. Da die Zusammensetzung der Kalibratoren nicht identisch ist, wer-
den die Ergebnisse der organotypischen Kultur als relative Verdnderungen in Bezug zu den Kon-

trollen angegeben.
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2.2.9 Quantifizierung der mRNA

Um die Variabilitdt zu minimieren, wurden die Messwerte der PCR fiir die untersuchten Gene
gegen zwei Bezugssysteme normiert. Dies war zum einen die Gesamt-RNA und zum anderen
das Haushaltsgen Tbp. Dementsprechend sind die Ergebnisse dieser Untersuchungen als relative

Einheiten, bezogen auf die Gesamt-RNA (RE/RNA) und bezogen auf Tbp (RE/Tbp), angegeben.

Die Berechnung des Verhiltnisses der Expression eines Gens auf die RNA (RE/RNA) wurde
folgendermallen durchgefiihrt:

( CP )
RE/RNA = 10 “zielgen” X [Faktor] "
- MGesamtRNA (PTObe)
1
az; - 2
Zielgen loglo(Ezielgen) N

Symbole: Faktor:  willkiirlich 1011 gewdhlt; Mgeammrna(Probe): Masse pro 1 pul  Eluat,
Ezicigen: Effizienz des Zielgens. Die Herleitung findet sich bei Gross et.al. (2007).

Folgendes Beispiel soll die Rechnung verdeutlichen: Es sei CPpresiin = 27,29; MGesamirna = 20,19
ng; Epresiin = 1,87. Diese Werte eingefiigt in (1) und (2) ergeben:

a= -3,68

27,29
103,68 x1011

RE/RNA = 1222X10 _ g8
20,19

Des Weiteren wurden in dieser Untersuchung die PCR-Ergebnisse des Zielgens auf die Expressi-
on eines Referenzgens bezogen. Die Berechnung des Verhéltnis ist in Formel (3) dargestellt und-

erfolgte nach Pfaffl (2001).
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ACPzieigenl[Cali—Probe]

(EZielgen)

(EReferenzgen)

Ratio = - 3
ACPReferenzgenlCali—Probe] ( )

Symbole: Ratio: Expression des Zielgens gegen Referenzgen normalisiert; ACPejoen[ Cali-Probe]: Diffe-
renz zwischen Zielgen-CP-Werte von Kalibrator und Probe; ACPg.d Cali-Probe]: Differenz zwischen Re-
ferenzgen-CP-Werte von Kalibrator und Probe; Eyicieen: Effizienz des Zielgens; Egeferenzeen: Effizienz des

Referenzgens.

Im Folgenden soll ein Beispiel exemplarisch durchgerechnet werden. Hierbei ist Tbp das Refe-
renzgen und Prestin das Zielgen:
Referenzgen: Etyp = 1,99; CPrpp(Cali) = 22,31; CPrpp(Probe) = 24.
Dann ist ACPy,,(Cali-Probe) = -1,69 und Ery,"" T~ 0,3125.

Zielgen: Eppesiin = 1,87; CPprestin(Cali) = 27,22; CPpyesiin(Probe) = 26,28.
Dann ist ACPpregin(Cali-Probe) = 0,94 und E*“P 71"~ 1 805

AUS Eppeggiy ¥ Frestin/ EprACP Top ergibt sich das Verhéltnis Prestin/Tbp von 5,78.

2.2.10 Gelelektrophorese und Dokumentation

Zur Kontrolle der Primerspezifitit wurde die amplifizierte cDNA in einer Gelektrophorese nach
ihrem Molekulargewicht aufgetrennt. Bei der Gelelektrophorese wird an ein in einer ionischen
Pufterlosung liegendes Gel ein elektrisches Feld angelegt. In die im Gel eingelassenen Taschen
wird das aufzutrennende Gemisch gegeben. Die Molekiile wandern nun, abhingig von ihrer
GroBe, Ladung und Konformation, unterschiedlich schnell durch dieses Gel, wobei sich kleine,
negativ geladene Teilchen am schnellsten auf die positiv geladene Anode zubewegen. Nach ent-

sprechender Féarbung der Teilchen wird die Laufweite an einem Standard verglichen.

Es wurden also 1 - 2 ul Amplifikat (bzw. Leerwert) mit 2 pl 5x Ladepuffer in 10 pul (Gesamtvo-
lumen) 0,5fach TBE-Puffer und dem Molekulargewichtsmarker V (8-587 bp) auf ein SybrGreen-
haltiges (GelStar Nucleic Acid Gel Stain, Cambrex) 3%iges Agarose-Gel (3 g Genagarose Tiny
[T + 100 ml 0,5xTBE-Puffer/destilliertes Wasser) aufgetragen. Bei 100 V erfolgte die Auftren-
nung in einer Gelelektrophoresekammer fiir etwa 45 Minuten. Die so aufgetrennten und markier-
ten Banden wurden mittels Geldokumentations- und —analysesystems dargestellt und digitalisiert

gespeichert.



33

2.2.11 Methode der computerbasierten Analyse der Promotoren

Zur Bestimmung der Promotorbereiche von  Prestin  wurde das Programm
Gene2Promoter der Firma Genomatix mit freundlicher Genehmigung verwendet (Genomatix,
2008). Die Analyse wurde am 28.10.2008 durchgefiihrt. Das Programm Gene2Promotor ver-
wendet zur Ermittlung moglicher proximaler und distaler Promotorbereiche eines Genes einen
multifaktoriellen Ansatz. Hierbei werden zusétzlich zu den etwa 600 Bp vor und 300 Bp nach
ATG liegenden proximalen Promotoren distale Promotorbereiche gesucht, indem stromaufwérts
vom Transkriptionsstartpunkt liegende Sequenzen einem phylogenetischen Alignement zur Iden-
tifizierung konservierter Bereiche unterzogen werden. Diese werden anschlieBend auf promotor-

definierende Sequenzen hin untersucht (Cartharius et al., 2005).

Tabelle 3: Promotorbereiche Prestin Ratte

Promotorset (PS) Position Start Ende Lénge
3 -550 8656764 8657415 652 Bp
2 -21513 8635801 8636401 601 Bp
1 -26042 8631272 8631877 606 Bp

Zusammenstellung der von Genomatix ermittelten Promotorbereiche fiir Prestin, PS: von Genomatix
verwendete Benennung der Genabschnitte, Start und Ende in Bezug von Base Nr.1 des Chromosom 4 der

Ratte NC_005103, Position relativ zu ATG von Prestin (Startbase der Translation).

Die fiir Prestin der Ratte ermittelten Promotorbereiche sind in Tabelle 3 angegeben. Weiterhin
wurde mit dem proximalen Promotorbereich (Promotorset 3) eine Sequenzvergleichsanalyse mit
dem Programm blastn® (Nucleotid Basic Local Alignment Search Tool) der National Library of
Medicine (Zhang et al., 2000) durchgefiihrt, um homologe DNA-Abschnitte in den stromauf-

wirtsliegenden Genabschnitten von Prestin bei Maus, Mensch und Rind zu ermitteln.

Zur Untersuchung der Promotorbereiche auf mégliche DNA-Bindungsstellen der in dieser Arbeit
untersuchten Transkriptionsfaktoren wurde das Genanalyseprogramm MochiView 1.45 (Abb. 5)
verwendet (URL: http://johnsonlab.ucsf.edu/sj/mochiview-start/, Zugrift 2010). MochiView ist
eine Gensequenzanalysesoftware, mit der es moglich ist, importierte DNA-Sequenzen auf das
Vorhandensein von Transkriptionsbindungsstellen hin zu untersuchen (Homann und Johnson,

2010). Hierzu wurden die Sequenzen der von Genomatix angegeben Promotorbereiche in


http://johnsonlab.ucsf.edu/sj/mochiview-start/
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MochiView importiert. Weiterhin wurde in der Literatur nach Konsensussequenzen der in dieser
Arbeit untersuchten Transkriptionsfaktoren gesucht (sieche Tabelle 4). Diese wurden als Bin-
dungsmotive in dem Programm MochiView definiert und in einer Datenbank gespeichert. An-
hand der Konsensussequenzen der importierten Transkriptionsfaktoren wurde fiir jeden Faktor
die positionsgewichtete, ortsspezifische Bindungsstirke innerhalb der importierten Promotorse-

quenzen berechnet.

Import Export Utilities Database Skin New Plot Manager

P —

swet  [3 shared] 1.PS1-Geno | 2. PS2-Geno | 3. PS3.Geno

5> 1. 1 Gatad (cumoff=2.46) | 2. 1 RARE (ownoft=2 5] | 3. 2 RARE [cuto#t=2.85) | Plus 22 mors,

)| 2.|.JPEMAM79‘2 SP1 (cutoff-4.13)
(cutoff=2.59)

<25 Mofifs> 1. 1 Gata3 foutoffe2 46| 2. 1 RARE foutoffe? 6]| 3.2 RARE (outoff=3 B8 | Plus 22 more

3y

TRE
AGGxCx  AGGxCx
IEEEEEEEEE T ]

0
<Matif> Care (cuinff=4.5) £656796-8656812 [+]

<2 Masfe> 1. Spt outofes 42| 2. [IP]MADO79 2 SP1 (cutoff=d 13)

<Motits [JP] MAD18.2 CREB! (cutoffed 53]

8656454 - 8657501 |

Abb. 5: in silico DNA-Analyseprogramm MochiView 1.45 (Homann und Johnson, 2010). Darge-
stellt ist die Promotorregion von Prestin (Ratte). Angezeigt wird die Bindungswahrscheinlichkeit der

Transkriptionsfaktoren an dem zu untersuchenden DNA-Abschnitt.

Zur Evaluation, ob gefundene Bindungsstellen iiberzufillig hdufig in einer untersuchten DNA-
Sequenz vorhanden sind, mischten wir die Basen der untersuchten Promotorbereiche mittels der
Software “shuffleseq” (Rice et al., 2000; Schmitz) von EMBOSS
(http://emboss.bioinformatics.nl/cgi-bin/emboss/shuffleseq, Zugriff 2010) und erstellten jeweils
50 gemischte Sequenzen gleicher Nukleotidzusammensetzung. Diese Datensets wurden ebenfalls
mittels MochiView auf die Bindungsstellenhdufigkeit der untersuchten Transkriptionsfaktoren

hin untersucht.


http://emboss.bioinformatics.nl/cgi-bin/emboss/shuffleseq
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Tabelle 4: Konsensussequenzen der untersuchten Transkriptionsfaktoren

Gen Sequenz Quelle
POU4F3 RCTCATTAAY (Xiang et al., 1995)
C/EBPp RTTGCGYAAY (Osada et al., 1996)
TKNNGYAAK
TKNNGNAAK
CARF YSANAACGAGGC (Pfenning et al., 2010)
ANAACGAGGC
CTATTTCGAGGC (Tao etal,, 2002)
WNHWWTWMSHY
RARE AGGTTA, AGGACA, AGGCTA, AGGTGA, (Cho et al., 2001)
AGTTCA, GGGCCA, GGTTCA, AGTTCG
TRE AGGACT, TGGTCT, TAAGGAC (Weber et al., 2002)
(Katz und Koenig, 1993;
Umesono et al., 1991)
RARE/TRE AGGTCA, GGGTCA (Umesono et al., 1991)
(Shago und Giguere, 1996)
GATA3 AGATAG, AGATAA, GATGAT, GATAA, (Grigorieva et al., 2010; Hong et

TGATAG, TGATAA, AAGATAAG

al., 2006; Okazaki et al., 2009)

Dargestellt sind die in MochiView verwendeten Konsensussequenzen der einzelnen Transkriptionsfakto-

ren. R =A/G, Y = C/T(U), K= T(U)/G, N = jede Base, S = C/G, TRE = Thyroxid-Bindungselement

(thyroxid response element)) RARE = Retinsdure-Bindungselement (retinoic acid response element) ,

CaRE1 = Kalziumbindungselement (calcium response element).
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2.3 Statistik
2.3.1 Methodische Varianz

Fiir fast alle Messungen wurden zwei Kalibratorproben als Doppelwerte in allen Arbeitsschritten
der Probenaufarbeitung mitgefiihrt. Aus den Doppelwerten der Kalibratorproben wurde die
Streuung nach Formel (5) ermittelt, welche ein MaB fiir die Prizision in der Serie der Messung

war.
Zur Herleitung

Zur Berechnung der gepoolten Varianz wurde die Formel (1) nach Butler (1985) verwendet.

2 _ (Z?: 1(Xl' — fi)z)a + (Z?: 1(X] — fj)z)a+1 + -+ (ZZ= 1(xk - fk)z)n (1)

0 (-D+G-D+~+Gk-1

Angepasste Formel zur Herleitung der gepoolten Varianz nach Butler (1985). Laufindex (i,j,k) —
Stichprobengrofe; tiefgestellter Funktionsindex (a,n) — Anzahl der Stichproben (Doppelwertbe-
stimmungen); s* - gepoolte Varianz.

Durch das Vorliegen von Doppelwerten ist die Stichprobengrof3e 2. Dadurch ergibt sich:

2

X1 + X\2 Xy + Xx1\%
Z(xi_fi)z - (xl_ 12 2) +<x2_ 22 1)

i=1 (2)

X1 — X9\ 2 Xy — X3 2
- ( : 2) +( - 1) |Bei (x; — x1)? = (x; — x,)? folgt daraus

(%1 — x3)°

= 2X
4

= %(Xl — Xx;)? 3)

Weiterhin entspricht bei einem Endwert der Laufindizes (i, j, k) in (1) von 2 der Nenner in (1)

der Anzahl der Doppelwertbestimmungen n (siehe (4)).
(i-D+(G-D+-+k-1)=n 4)

Somit lésst sich die Gleichung (1) fiir StichprobengréBen von 1, j, k = 2 durch Einsetzen von (3)

und (4) in (1) folgendermafen vereinfachen:
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1 n
= 3 ( —x)f ®)

=1

Durch das Ziehen der Wurzel der gemeinsamen Varianz aus (5) erhédlt man die gemeinsame

Standardabweichung des Mittelwerts des Kalibrators.

Der Variationskoeffizient (VK) wird berechnet nach (6):

_ Standardabweichung

VK = x 100 6
Mittelwert ©)

Tabelle 5 fasst die methodische Varianz der Untersuchungen fiir die einzelnen Gene zusammen.
Es zeigt sich, dass der Variationskoeffizient (VK) der RT-PCR (inkl. reversen Transkription) fiir
alle bestimmten Gene, auller Sp1, bei < 15 % liegt. Bei Sp1 wurde ein VK von 19 % erreicht. Als
weitere Qualitdtskontrolle der Daten wurde zusétzlich zu den Proben in jeder Serie eine
Kalibratorprobe mitgefiihrt. Abb. 6 zeigt fiir jedes bestimmte Gen den Wert der Kalibratorprobe
im Zeitraum der Untersuchung. Es konnten fiir keines der bestimmten Gene signifikante Trends

ermittelt werden.

Tabelle 5: Methodische Varianz der RT-PCR

Gen VK (%) n
Tbp 8 13
Prestin 14 10
Gata3 7 3
C/ebpp 13 11
Spl 19 11
Carf 15 11
Crebla 15 11
Pou4f3 12 8

Variationskoeffizient (VK) aus den Doppelwerten der Kalibratoren nach Formel (6) bestimmt. n

— Anzahl der Untersuchungen.
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Abb. 6: Verinderung des Kalibratormesswertes jedes Gens im Verlauf der Bearbei-
tungsserien. In der Abbildung dargestellt ist die fortlaufende Bestimmung der bei jeder Reakti-
onsserie mitgefiihrten Kalibratorprobe fiir die jeweilig bestimmten Gene. In Klammern zu jedem
Gen angegeben ist die Gleichung der Regressionsgraden sowie der Korrelationseffizient: A) Tbp
(y = -0,0085x+22,19, R = 0,25), C/ebp-b (y = 0,0016x + 27,034, R = 0,02), Carf (y =
0,013x+25,546, R = 0,18) und Crebla (y = 0,012x+22,98, R = 0,17). B) Prestin (y =
0,005x+24,96, R = 0,10), Pou4f3 (y = 0,003x+24,37) und Sp1 (y = 0,039x+22,10, R = 0,24).

2.3.1 Statistische Auswertung

Um die Zuverldssigkeit der Bestimmung der Expression der jeweiligen Gene zu sichern, wurde
die Expression jeweils bezogen auf den Gesamt-RNA Gehalt und das Referenzgen Tbp angege-
ben. Im Folgenden werden nur Verdnderungen als relevant betrachtet, die bezogen auf beide Re-

ferenzsysteme signifikant sind.

Die statistische Auswertung der Versuchsergebnisse erfolgte mithilfe des Programms
STATISTICA 6.0 - Studentenversion. Mittelwerte = Standardabweichung (Stabw.) bzw. Stan-
dardfehler (Stdf.) wurden berechnet und mithilfe des Programms Microsoft Excel 2007 grafisch
dargestellt. Die Daten wurden mittels einfaktorieller ANOVA auf Ausreillerwerte analysiert und
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mittels post-hoc-Test (Scheffé-Test, LSD) verglichen. Als signifikant wurden ein p < 0,05 gewer-
tet. Proben mit dazugehorigen Kontrollen wurden mit dem Wilcoxon Paar-Test bewertet. Der
konservative Scheffé-Test diente dazu, Gruppenmittelwerte miteinander zu vergleichen, was fir
eine Signifikanz eine grofere Differenz der Mittelwerte erfordert. Neben dem Scheffé-Test wur-
de der liberalere Least-Significant-Difference-Test (LSD) verwendet. Dieser paarweise multiple
Vergleichstest detektiert auch geringere signifikante Differenzen durch das Zusammenfiihren der

Varianzen der Gruppen.

2.3.1 Qualititskontrolle der Probenkonservierung

Im Rahmen dieser Untersuchung wurden bereits bearbeitete Proben aus der Arbeitsgruppe ver-
wendet. Zur Evaluierung der Probenqualitét nach der Aufbewahrungsphase wurden die nachbe-
stimmten Ergebnisse der Prestin-Expression mit denen der Erstbestimmung in Abb. 7 in Korrela-
tion gebracht. Es zeigt sich eine hochsignifikante Korrelation zwischen beiden Bestimmungen,
was fiir eine gute Reproduzierbarkeit der Messergebnisse und somit einer guten Qualitdt der

Proben spricht.
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Abb. 7: Korrelation der relativen Prestin-Expression aus den von Kerstin Stute (2011) ver-
wendeten Proben mit der in dieser Arbeit durchgefiihrten Neubestimmung dieser Proben.
Prestin jeweils bezogen auf Tbp. Es besteht eine enge, hochsignifikante Korrelation zwischen
beiden Bestimmungen (R = 0,91 p < 0,0001, n = 84). Unterschiede der absoluten Werte resultie-

ren aus der Verwendung unterschiedlicher Kalibratorproben in beiden Bestimmungen.
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3 Ergebnisse

3.1 Die postnatale Entwicklung
3.1.1 Betrachtung der Haarzellen

Prestin wird ausschlieBlich im Innenohr in den &uBleren Haarzellen exprimiert (Zheng et al.,
2000). Somit hingt der Prestingehalt einer Probe von der Anzahl vitaler duflerer Haarzellen in
einem praparierten Segment ab. Um diesen Einflussfaktor zu kontrollieren, wurden von allen
Versuchsbedingungen Haarzellfairbungen angefertigt und die inneren und dufleren Haarzellen

begutachtet.

300pm ) 300pm § 300pm

Abb. 8: Priaparation des Cortischen Organs, Aufteilung in die Segmente und Darstellung
der Haarzellen je Segment. Innenohr einer Ratte, postnataler Tag 5; A) hautiges Labyrinth aus
der knochernen Kapsel gelost. B) Separieren von Cortischem Organ (links) sowie Stria
vascularis und Modiolus (rechts) C) nach Segmenten aufgeteiltes Cortisches Organ; Darstellung

der Haarzellen des apikalen (D), medialen (E) und basalen (F) Segments (Gross et al., 2011).

Um eine Aussage iiber die Gesamtzahl von duBBeren Haarzellen pro Segment im Frischprédparat
des Cortischen Organs zu erhalten, wurde ihre Anzahl pro Segment bestimmt. Hierzu wurde die
Segmentlidnge gemessen, die Anzahl der dulleren Haarzellen pro 100 um gezdhlt (Tabelle 6) und

daraus die Anzahl der AHZ pro Segment berechnet.
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Tabelle 6: Haarzelldichte im Frischprédparat

AHZ IHZ
Bedingung
apikal medial basal apikal Medial basal

Frisch(n=6) | 13,102  13,1+£09  127+08 | 87409 85+12 8614

Angegeben ist die mittlere Anzahl + Stabw. der AHZ und IHZ pro 100 um im Frischpriparat des

Cortischen Organs..

Wie Tabelle 6 und Abb. 8§ zeigen, ist die Haarzelldichte der duBeren und inneren Haarzellen im
Frischprdparat des  Cortischen  Organs in  allen  Segmenten  gleich  grof.
Abb. 9 zeigt die mittlere Anzahl der Haarzellen pro Segment, ebenfalls im Frischpréparat des
Cortischen Organs. Im apikalen Segment finden sich durchschnittlich 1100 Haarzellen (HZ), im
medialen Segment 900 HZ und im basalen Segment 850 HZ. Dabei ist die durchschnittliche

Haarzellanzahl apikal signifikant hoher als im medialen und basalen Segment.
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Abb. 9: Anzahl der dulBleren Haarzellen im apikalen (a), medialen (m) und basalen (b)
Segment 5 Tage alter Ratten. Dargestellt sind Mittelwerte + Stdf. #p < 0,05 (LSD) vs. apikal (n
= 5). Die Berechnung erfolgte mit Hilfe einer Okularstrichplatte (200 Stricheinheiten = 2 mm)
und einem Objektmikrometer. Dazu wurden (1) die HZ/100 pm und (2) die Lange des Segments

gemessen, um (3) daraus die Anzahl der Haarzellen pro Segment zu berechnen.
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Da sowohl die RNA-Masse als auch die Menge der Tbp-mRNA proportional zur Gewebegrof3e
zunehmen, sollte bei einer Normierung auf diese Referenzsysteme der Grofenunterschied der
Segmente keinen Einfluss auf die gemessenen Expressionsunterschiede haben. Die Gesamtzahl
an HZ/Segment ist zur Abschidtzung des Prestin mRNA-Gehaltes pro Haarzellen im apikalen,
medialen und basalen Bereich sinnvoll (siehe 4.1 Referenzsysteme). Diese Zahl zeigt zugleich,
dass das apikale Segment etwas groBer als das mediale und basale Segment ist. Insgesamt hat die
neugeborene Ratte damit etwa 3000 Haarzellen. Das stimmt mit Untersuchungen aus der Litera-

tur gut iiberein (Dallos, 1996).

3.1.2  Entwicklung von RNA-Gehalt und Tbp mRNA Expression im Cortischen Organ

450 - ERNA DOTbp *2*3 1600
l *1

__ 400 - 1400
£ 350 1 1200
- —
g 30 - 1000 3
E 250 - 3
& #- 800
2 200 - 3
g - 600 2
Z 150 - 2

100 4 - 400

50 - - 200

0 - -0
a m| b a|'m b a m| b
PT2 PTS PTS

Abb. 10: Verinderung der Gesamt-RNA pro Segment und mRNA-Expression von Tbp
wihrend der postnatalen Entwicklung. Apikale (a), mediale (m) und basale (b) Segmente
wurden zur Signifikanzberechnung zusammengefasst. Dargestellt sind Mittelwert + Stdf., PT —
postnataler Tag, *'p < 0,0001 (Tbp) PT5 vs. PT2; *?p < 0,0001 (Tbp) PT8 vs. PT5; *’p < 0,006
(RNA), PT8 vs. PT2 (Scheffé); “p < 0,01(LSD) basal vs. PT8 apikal oder medial, jeweils n = 6,

zusammen n = 18.

Das Verhalten beider Referenzsysteme unter den jeweiligen experimentellen Bedingungen zeigt
Abb. 10. Es zeigt sich ein leichter Anstieg der Gesamt-RNA von etwa 240 ng pro Segment am
postnatalen Tag 2 auf 330 ng pro Segment am postnatalen Tag 8. Da die Gesamt-RNA ein gutes
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Mal fiir die Gesamtmasse an Gewebe ist (sieche 4.1 unten), konnte dieser Anstieg ein Ausdruck
fiir das Wachstum des Cortischen Organs sein. Die Tbp-Expression zeigt liberraschenderweise
einen 40%igen Abfall zwischen PT2 und PT8. Am PT2 und PTS5 liegt eine identische Expression
im apikalen, medialen und basalen Segment vor. Nur am PT8 gibt es einen 20%igen Unterschied

zwischen dem medialen und basalen Segment.

3.1.3 Entwicklung von der mRNA-Expression von Prestin und ausgewéhlten Transkripti-

onsfaktoren

Die Entwicklung von Prestin und Pou4f3 zwischen dem 2. und 8. postnatalen Tag ist in Abb. 11
dargestellt. Der Gehalt von Prestin-mRNA steigt zwischen PT2 und PT8 um den Faktor 6 im
apikalen, den Faktor 5 im medialen und den Faktor 2 im basalen Segment an. Dadurch bildet
sich innerhalb des Cortischen Organs zum PTS8 hin ein apikal-basaler Gradient aus, bei dem
Prestin apikal 2,4fach hoher exprimiert ist als basal (Scheffé: p < 0,0001). Dieser Gradient wurde
schon in vorherigen Arbeiten beschrieben (Judice et al., 2002; Gross, Machulik et al. 2005;

Mazurek, Haupt et al. 2007). Diese Entwicklung ist in beiden Bezugssystemen nachweisbar.

Bei Pou4f3 gibt es zwischen den apikalen, medialen und basalen Segmenten am postnatalen Tag
2 und 5 keine signifikanten Unterschiede. Zwischen PT5 und PT8 kommt es im apikalen und
medialen Segment zu einem deutlichen Anstieg der Pou4f3-Expression. Hierbei steigt Pou4f3
apikal um den Faktor 2 (LSD: p < 0,001) und im medialen Segment um den Faktor 1,5 (LSD: p
< 0,02) an. Basal kommt es zu keinem Anstieg der Expression. Dadurch bildet sich auch bei
Pou4f3, wie bei Prestin, ein apikal-basaler Gradient aus. Apikal ist Pou4f3 1,6fach hoher expri-
miert als basal (LSD: p <0,01).
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Abb. 11: Verinderung der Expression von Prestin und Pou4f3 im apikalen, medialen
und basalen Segment wihrend der postnatalen Entwicklung. Ergebnisse dargestellt in Bezug
auf Gesamt-RNA und Tbp als Mittelwert + Stdf., Abkiirzung siehe Abb. 10. Signifikanzen sind
giiltig in beiden Referenzsystemen. Prestin: p*' < 0.007 versus PT2, ** p < 0.0001 vs. PT5, # p
<0.002 vs. apikal, Poudf3:** p < 0.008 vs. PT5, # p < 0.02 vs. apikal.

Sp1 und C/ebp

Wie in Abb. 12 dargestellt, zeigen die konstitutiv exprimierten Transkriptionsfaktoren C/ebpf
und Spl ein unterschiedliches Verhalten in der postnatalen Entwicklung. Die Expression von
C/ebpp zeigt keine Verdnderung zwischen PT2 und PTS5 und steigt zum postnatalen Tag 8 an. Im
apikalen und medialen Segment kommt es zu einem 1,6 - 2fachen Anstieg (LSD: p < 0,001). Am
PTS ist ein signifikanter apikal-basaler Gradient nachweisbar. Im Unterschied dazu fillt die Ex-
pression von Spl zwischen dem 2. und 5. postnatalen Tag um 35 % (LSD p < 0,0001) in allen
Segmenten ab. Dieses Niveau der Expression wird bis zum postnatalen Tag 8 konstant expri-

miert. Ein apikal-basaler Gradient wird nicht ausgebildet.
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Abb. 12: Verinderung der Expression von C/ebpp und Sp1 im apikalen, medialen und
basalen Segment wihrend der postnatalen Entwicklung. mRNA-Expression in Bezug auf
Gesamt-RNA und Tbp dargestellt als Mittelwert & Stdf.. Abkiirzung siche Abb. 10. Signifikanzen
sind giiltig in beiden Referenzsystemen. *'p < 0.02 vs. PT2, (apikalen und mittlere Segmente,

Scheffé), #p < 0.008 vs. apikal PT8 (LSD),** p < 0.0001 vs. PT2 (alle Segmente), n = 6.

Carf und Crebla

In Abb. 13 ist die postnatale Entwicklung der signalabhéngigen Transkriptionsfaktoren Carf und
Creb zwischen PT2 und PT8 dargestellt. Die Expression beider Gene dndert sich in der postnata-
len Entwicklung nicht signifikant und es kommt zu keiner Ausbildung eines apikal-basalen Gra-

dienten. Dies zeigt sich sowohl in der Auswertung bezogen auf RNA als auch auf Tbp.
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Abb. 13: Verinderung der Expression von Carf und Crebla im apikalen, medialen und
basalen Segment wihrend der postnatalen Entwicklung. Abkiirzung siche Abb. 10. Es kommt

zu keinen signifikanten Verdnderungen.

3.2  Verinderung der Expression von Prestin und ausgewihlten Transkriptionsfak-
toren in der organotypischen Kultur unter verschiedenen experimentellen Be-
dingungen

3.2.1 Anzahl der Haarzellen unter verschiedenen experimentellen Bedingungen

In Tabelle 7 ist die mittlere Anzahl der Haarzellen pro 100 um (£Stabw.) von den untersuchten
Gruppen dargestellt. Pro 100 pm finden sich durchschnittlich 12 - 13 AHZ und 8 - 9 IHZ. Ver-
glichen mit in vivo-Bedingungen (frisch) kommt es in vitro (Kultur) zu einer geringen Abnahme
der Haarzellanzahl pro 100 um. Diese resultiert aus dem Wachstum der am Boden der Kultur-

platte fixierten Segmente und der damit verbundenen relativen Abnahme der Haarzelldichte. Un-



ter den gewihlten experimentellen Bedingungen ist kein signifikanter Abfall der Anzahl von
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inneren oder duBeren Haarzellen zu beobachten.

Tabelle 7: Anzahl intakter Haarzellen unter verschiedenen Bedingungen

Bedingung AHZ IHZ

apikal medial basal apikal medial basal
Kultur (n=9) 12,1£0,9 12,0+£0,8 11,8+ 1,1 8,0£1,6 8,6 1,2 8,2 £1,3
T4 (0,5 uM; n=3) | 13,9+£0,8 13,1 £0,8 13,3+£0,7 10,6 £ 0,4 9,7+ 1,3 9,7+0,5
KCI*

Kontrollen | 11.7 + 0.8 11.8+0.8 12.0+04 8.6+1.0 8.6+1.7 9.0+1.2
K@5mM,n=3) | 12.8+0.6 120+ 0.5 122 £0.5 9.1+£1.1 9.5+0.9 9.1£22
KGSmM,n=3) | 11.1£0.9 11.9+1.1 11.8£0.9 6.6+1.9 6.6+ 1.7 8.0£2.0

Retinsdure®
10pM (n=3) | 14,6 £0,2 14,6 £ 0,5 14,2+ 0,6 10,7+ 0,5 10,5+ 1,6 10,1 £0,4
S50uM (n=4) | 142+0,8 12,5+2,6 13,3£1,5 10,8 £0,4 10,3£2,0 9,2+33
100 uM (n=5) | 14,3+ 1,0 132+13 132+1,4 9,6+2,4 10,5 +1,3 9.6+2.4
Natriumbutyrat®
10uM (n=3) | 14,8 +0,1 14,6 £ 0,9 14,8+ 1,1 10,8 £0,8 10,7 0,7 10,4+1,7
100 M (n=3) | 15,0+ 1,0 14,7404 14,6+0,3 10,8+0,8 10,7 40,7 10,4+ 1,7
500 M (n=3) | 158+ 1,0 145+1,1 133+12 11,3+28 11,3403 9,9+2,0
1000 uM (n=3) | 13,9+2,1 133+21 13,8+0,8 9,4+2,1 102+25 10,6 £ 0,8
2000 uM (n=2-4) | 16,7+ 1,0 12,9443 142409 77433 77466 77425

Dargestellt ist die durchschnittliche Anzahl von inneren (IHZ) und duBeren Haarzellen (AHZ)
pro 100 pm einer Reihe im apikalen, medialen und basalen Segment des Cortischen Organs

postnataler Ratten. Angegeben ist der Mittelwert (= Stabw.). Untersucht wurden die Bedingun-

gen, wie sie in Kapitel 2.2.4 oben) aufgefiihrt sind. * Gezihlt von Julia Fuchs.
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3.2.2 Die normale 48h-Kultur
3.2.2.1 Verhalten der Referenzsysteme

Zunichst wurde untersucht, wie sich die Referenzsysteme Gesamt-RNA und Tbp als Referenz-
gen in der normalen Kultur verhalten. In Abb. 14 ist die Entwicklung der Gesamt-RNA und Tbp-
Expression in der organotypischen 48h-Kultur getrennt fiir die apikalen, medialen und basalen
Segmente dargestellt. Die mittlere RNA-Masse pro Segment in den Kontrollen liegt bei 250 ng
und fillt in der Kultur auf 150 ng pro Segment ab. Tbp als Referenzgen zeigt keine signifikante

Veranderung in der Kultur.
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Abb. 14: Verinderung der RNA und Tbp-Expression in den apikalen (a), medialen (m)
und basalen (b) Segmenten des Cortischen Organs in der organotypischen 48h-Kultur. Fiir
die Signifikanzberechnung wurden die Segmente zusammengefasst. *p < 0,006 (LSD) vs. Kon-

trolle (RNA), Tbp n. s., (n =7 jeweils).

3.2.2.2 Prestin und Pou4f3

Abb. 15 zeigt fiir Prestin und Pou4{3 die Verdnderung der Expression in der Kultur im Vergleich
zum Frischpréiparat (Kontrolle). Prestin steigt im apikalen Segment um den Faktor 2,2 (Scheffé:
p = < 0,0014) und medial um den Faktor 1,4 (LSD: p < 0,03) an. Dabei bildet sich ein apikal-
basaler Gradient nach 48 h Kultivierung heraus, bei dem Prestin nach 48 h im apikalen Segment
2,5fach hoher exprimiert ist als im basalen Segment (Schefté: p < 0,03). Dies entspricht dem

Gradienten, wie er auch am postnatalen Tag 8 in der normalen Entwicklung zu finden ist, und
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deckt sich mit bisherigen Veroffentlichungen der Arbeitsgruppe. Pou4f3 hingegen zeigt keine

signifikanten Verdnderungen.
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Abb. 15: Verinderung der Expression von Prestin und Pou4f3 in der organotypischen
48h-Kultur im apikalen (a), medialen (m) und basalen (b) Segment. Angegeben ist sowohl
der Bezug auf Gesamt-RNA und auf Tbp mRNA als Mittelwert + Stdf.. (A) Prestin: *1p <0,002
(Scheffé) vs. apikal Kontrolle, **p < 0,03 (LSD) vs. medial Kontrolle, basal Kultur vs. Kontrolle

(p =n.s.), (B) Poudf3: es zeigen sich keine signifikanten Verdnderungen. (n = 6 jeweils).

3.2.2.3 Spl, C/ebpp, Carfund Crebla

Abb. 16 zeigt das Verhalten der Transkriptionsfaktoren C/ebpf, Spl, Carf und Crebla in der
organotypischen Kultur mit den dazugehorigen Kontrollgruppen. Keiner der Transkriptionsfakto-
ren bildet einen apikal-basalen Gradienten aus. Fasst man, da keine signifikanten Unterschiede
zwischen den Segmenten vorhanden sind, die apikalen, medialen und basalen Segmente in der
Betrachtung zusammen, so zeigen sich folgende Verdnderungen. C/ebpp steigt um 37 %
(Scheffé: p = 0,037) an. Bei SP1 kommt es zu einer 30%igen (LSD: p = 0,08) Reduktion der
Expression. Diese tendenziellen Verdnderungen von C/ebpf und Spl zeigen sich auch in der
normalen postnatalen Entwicklung. Bei Carf und Crebla sind keine Verdnderungen der mRNA-

Expression nachweisbar.
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Abb. 16: Expression der Transkriptionsfaktoren C/ebpf (A), Spl (B), Carf (C) und
Crebla (D) in der organotypischen 48h-Kultur (PT3-5). Dargestellt sind die Expression der
Transkriptionsfaktoren, bezogen auf die Gesamt-RNA und auf das Referenzgen Tbp als Mittel-
wert = Stdf. Zur Berechnung der Signifikanzen wurden die Segmente bei C/ebpf und Spl zu-
sammengefasst. (A) "5 < 0,04 (Scheffé) vs. Kontrolle Tbp, Kultur vs. Kontrolle RNA (p = n. s.),
(n = 6 jeweils); (B) *'p = 0,03 (Scheffé) vs. Kontrolle RNA, >l<2p = 0,08 (LSD) vs. Kontrolle Tbp;
(C) und (D) keine signifikanten Verdanderungen.

3.2.3 Kultivierung unter verschiedenen experimentellen Bedingungen.

Um die Koexpression der ausgewihlten TF zu untersuchen, wurden fiir die Kultivierung des
Cortischen Organs Bedingungen ausgewéhlt, die geeignet sind, die Prestin-Expression zu veridn-
dern. In Voruntersuchungen wurde festgestellt, dass T4- und NB-Zusétze zum Kulturmedium zu
einer erhohten Prestin-Expression und der Zusatz von KCl und Retinsdure zu einer verminderten
Expression fiihren. Um den Einfluss der verschiedenen experimentellen Faktoren auf Prestin und

die ausgewihlten Transkriptionsfaktoren zu untersuchen, wurden in allen nachfolgenden Abbil-



dungen die Verdnderungen der Expressionen auf die jeweilige Kontrolle bezogen (relative Ver-

anderungen, engl. fold change). Dieses Herangehen erlaubt die statistische Analyse mittels des
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Wilcoxon-Tests filir gepaarte Stichproben.

3.2.3.1 48h-Kultur unter Zusatz von Thyroxin

Die Auswirkungen der Zugabe von 0,5 uM Thyroxin (T4) zur organotypischen Kultur (48 h) auf
den RNA-Gehalt und Expression von Tbp ist in Abb. 17 dargestellt. Der RNA-Gehalt pro Seg-
ment liegt sowohl in den Kontrollen als auch in der Kultur zwischen 100 und 150 ng pro Seg-
ment. Im Gegensatz zur T4-freien Kultur kommt es unter Zugabe von 0,5 uM Thyroxin zu kei-
nem Abfall der Gesamt-RNA pro Segment (vergleiche Abb. 17). Wahrscheinlich ist dieses
Verhalten auf die wachstumsstimulierende Wirkung des Thyroxins zuriickzufiihren (Augustine

und Hymer, 1978). Ebenso gibt es keinen Unterschied der Expression von Tbp in der T4-Kultur

verglichen mit den dazugehdrigen Kontrollen.
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Abb. 17: Die Wirkung von 0,5 pM T4 auf die Entwicklung des RNA-Gehaltes und der
Tbp-Expression in der organotypischen Kultur des Cortischen Organs. Werte angegeben als
Mittelwert £+ Stdf.. Fiir die Signifikanzberechnung wurden die jeweiligen Segmente zusammen-

gefasst. Abkiirzung sieche Abb. 10. Es ergeben sich keine signifikanten Verdnderungen (n = 4 je

Segment).
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3.2.3.1.1 Prestin und ausgewihlte TF

Die Zugabe von 0,5 uM Thyroxin zur organotypische Kultur bewirkt bei Prestin und Pou4f3
einen signifikanten Anstieg der Expression unter Ausbildung eines apikal-basalen Gradienten
(Abb. 18). Prestin steigt um den Faktor 4 im apikalen (LSD: p < 0,001) und um den Faktor 1,7
im medialen Segment (LSD: p = 0,03), bezogen auf die Kontrollen, an. Basal steigt Prestin in

dieser Untersuchungsserie nicht signifikant an.

Pou4f3 steigt im apikalen Segment um den Faktor 2,2 (LSD: p < 0,05) und medial nicht signifi-
kant um den Faktor 1,7 (p = 0,09; n = 7) an. Die Tendenz ist allerdings deutlich zu erkennen und
das Muster der Verdnderungen von Pou4f3 ist der von Prestin sehr dhnlich. Die Expression von
C/ebpp steigt deutlich um den Faktor 4,9 (Schefté: p < 0,0001) in allen Segmenten an. Hierbei
kommt es zu keiner Ausbildung eines Gradienten. Fiir Spl zeigen sich keine signifikanten Ver-
anderungen. Carf zeigt eine 25%ige Abnahme der mRNA-Expression (LSD: p < 0,01) im apika-

len und medialen Segment. Fiir Crebla zeigen sich keine signifikanten Verdnderungen.
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Abb. 18: Expression von Prestin und der untersuchten TF unter Zugabe von 0,5 pM T4
in der organotypischen 48h-Kultur postnataler Ratten. Dargestellt sind die Mittelwerte +
Stdf. als relative Verdnderungen, bezogen auf die Kontrollgruppe, getrennt nach apikalen (a),
medialen (m) und basalen (b) Segmenten. In die Berechnung wurden die Verdnderungen in bei-

den Bezugssystemen einbezogen mind. n = 7 jeweils; *p < 0.05 (Wilcoxon Paar Test).



53

3.2.3.2 48h-Kultur unter Zusatz von Natriumbutyrat

Da keine systematischen Voruntersuchungen iiber den Einfluss von Natriumbutyrat auf die Ex-
pression von Prestin und die von uns ausgewéhlten Transkriptionsfaktoren vorliegen, wurde die
Dosisabhingigkeit mit einbezogen. In Abb. 19 ist das Verhalten der Gesamt-RNA und Tbp-
Expression in der mit Natriumbutyrat versetzten 48h-Kultur dargestellt. Unter steigender Dosie-
rung kommt es ab einer Dosis von 100 uM Natriumbutyrat zu einem Abfall der Gesamt-RNA,
bezogen auf Dosierungen von 10 uM (LSD: p < 0,003) und dazugehdrigen Kontrollgruppen
(LSD: p < 0,02). Der Abfall ist am ehesten als Wachstumshemmung zu deuten. Das Verhalten
von Tbp ist unter der Zugabe von Natriumbutyrat konstant. Einzig die 2000 uM Natriumbutyrat-
Gruppe hat einen 20%igen Abfall gegeniiber der entsprechenden Kontrollgruppe.
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Abb. 19: Verhalten von (A) Gesamt-RNA und (B) Thp bei Zugabe von steigenden Dosie-
rungen Natriumbutyrats. NB - mit Natriumbutyrat behandelte Kulturen, Kontrolle — dazugeho-
rige Kontrollgruppen. Apikale, mediale und basale Segmente in der Darstellung zusammenge-
fasst. (A) *'p mind. < 0,02 (LSD) je Konzentration: Kontrolle vs. NB. (B) *'p < 0,01 (LSD)
2000 uM NB vs. Kontrolle. (n = 18 jeweils).

3.2.3.2.1 Verhalten der untersuchten Transkriptionsfaktoren

In Abb. 20 ist die Wirkung von Natriumbutyrat auf die relativen Verdnderungen der Expression
von Prestin und Pou4f3 dargestellt. Bei beiden Genen kommt es unter Natriumbutyrat zu einer
dosisabhingigen Erhéhung der Expression in allen Segmenten. Prestin nimmt im apikalen, me-

dialen und basalen Segment bei Dosen von 500 - 2000 uM Natriumbutyrat um den Faktor 1,5 zu
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(p < 0,05). Bei Pou4f3 kommt es zu einer dosisabhingigen Verdopplung der Genexpression in
allen Segmenten. Im apikalen und basalen Segment wird das Maximum der Zunahme bei 500
uM erreicht. Hohere Dosierungen fithren zu keiner weiteren Zunahme der Expression. Die
Transkriptionsfaktoren C/ebpp, Spl, Carf und Crebla zeigen keine signifikanten Verdnderungen

der Expression in der Kultur unter Zugabe von Natriumbutyrat (Daten nicht dargestellt).

30 _ —@— Prestin 30 ] —B— Prestin 30 —@— Prestin

—O—Pou4f3 1 —O—Pou4f3

Relative Veridnderung (n-Vielfaches)

0,0 T ! 0,0 +
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0 500 1000 1500 2000 0 500 1000 1500 2000 0 500 1000 1500 2000

Natriumbutyrat (uM) Natriumbutyrat (uM) Natriumbutyrat (pM)

Abb. 20: Einfluss von Natriumbutyrat auf die relativen Verinderungen der Expression
von Prestin und Pou4f3 im apikalen (a), medialen (m) und basalen (b) Segment. Dic Werte
von 500 - 2000 uM wurden fiir die Signifikanzberechnung zusammengefasst. (n = 10 - 12 je
Segment). Prestin: apikal *'p < 0,05, medial *'p < 0,01, basal *'p < 0,02, Pou4f3: apikal **p <
0,0001, medial *2p <0,0001, basal >X<2p <0,0001. (Wilcoxon-Test).

3.2.3.3 48h-Kultur unter Zusatz von Kaliumchlorid

Abb. 21 zeigt die Verdnderung von RNA-Gesamtkonzentration und Tbp-Expression in der 48h-
Kultur unter Zusatz von 50 mM Kaliumchlorid (KCl). Zur Berechnung der Signifikanz wurden
die Segmente der jeweiligen Gruppen zusammengefasst. Wie in der normalen Kultur (3.2.2)
kommt es zu einer Abnahme der Gesamt-RNA pro Segment, hier von durchschnittlich 110 ng
pro Segment auf 80 ng pro Segment. Dies entspricht einem Abfall um 40 % (Schefté: p = 0,001).
Tbp hingegen zeigt in keinem Segment einen signifikanten Anstieg oder Abfall. Ein Gradient ist

weder bei der Gesamt-RNA noch bei Tbp zu finden.
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Abb. 21: Entwicklung der Gesamt-RNA pro Fragment und der Tbp-Expression in einer
48h-Kultur unter Zugabe von 50 mM KCIl. Dargestellt sind Mittelwerte + Stdf. der jeweiligen
Segmente (n = 6 jeweils). Fiir die Signifikanzberechnung wurden die Segmente zusammenge-

fasst. *'p < 0,001 (Scheffé): RNA der Kultur vs. RNA der Kontrollen. (n = 3-4 Kultur).

3.2.3.3.1 Prestin und ausgewihlte TF

Aus vorherigen Untersuchungen ist bekannt, dass die Zugabe von Kaliumchlorid in die 48h-
Kultur zu einer Abnahme der Prestin-Expression fiihrt (Stute, 2011). Abb. 22 gibt eine Zusam-
menfassung der Verdnderungen in der mit 50 mM KCI versetzten organotypischen Kultur. Hier-
bei kommt es zu einer 50%igen Reduktion der Prestin-Expression im apikalen (p = 0,02) und
einer 30%igen Reduktion im medialen Segment. Dabei ist zu beriicksichtigen, dass es in einer
organotypischen Kultur normal zu einem 80 % Anstieg der Prestin-Expression kommt (s. 0.).
Ahnlich wie bei Prestin fillt die Carf-Expression in allen Segmenten und in beiden Bezugssys-
temen um etwa 50 % ab. Pou4f3 und Spl zeigen keine sicheren Verédnderungen in der Expressi-
on. C/ebpf hingegen erfihrt einen etwa 4,6fachen Anstieg in der KCI-Kultur (p < 0,0001). Die-
ser Anstieg betrug in der Kultur mit normalem KCI Gehalt 40 % (Abb. 16). Crebla zeigt einen
Anstieg der Expression um etwa 40 % (p < 0,01). Ein apikal-basaler Gradient ist nicht vorhan-

den.
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Abb. 22: Verinderung der Expression von Prestin und ausgewiihlten Transkriptionsfak-
toren in der organotypischen Kultur unter Zusatz von 50 mM KCI. Dargestellt sind die rela-
tiven Expressionsverdnderungen der untersuchten Gene als Mittelwert + Stdf. Die relativen Ver-
dnderungen in Bezug auf die Gesamt-RNA und Tbp wurden in der Darstellung

zusammengefasst. *p mindestens < 0,05, n = 6 (Wilcoxon-Test).

3.2.3.4 48h-Kultur unter Zusatz von Retinsdure

Abb. 23 zeigt die Verdnderung der Gesamt-RNA (ng) pro Fragment und der Tbp-Expression un-
ter steigenden Dosierungen von Retinsdure. Die Gesamt-RNA pro Fragment als auch die Tbp

Expression zeigen, bezogen auf die jeweiligen Kontrollen, keine signifikanten Verédnderungen.

3.2.3.4.1 Veridnderung der untersuchten Gene

In Abb. 24 sind fiir die apikalen, medialen und basalen Segmente die relativen Expressionsande-
rungen fiir Prestin, Pou4f3 und C/ebpf bei steigender RS-Konzentration dargestellt. Im apikalen
Segment zeigt sich bei RS-Konzentrationen von 50 und 100 uM die deutlichste Reduktion der
Prestin-Expression um den Faktor 2 (p < 0,01). Im medialen und basalen Segment ist dieser Ab-
fall geringer ausgepriagt und nur bei 100 uM zu sehen (p < 0,01). Bei Pou4f3 findet sich ein
leichter Abfall der Expression um 25 % bei 100 uM Retinsdure im apikalen und basalen Seg-
ment (p < 0,05). Fiir C/ebpp zeigt sich eine dosisabhingige Zunahme der Expression mit Errei-

chen einer maximalen Zunahme um den Faktor 2,3 bei 50 uM apikal und medial bzw. bei 100
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uM basal. Fiir Spl, Carf und Crebla weisen keine signifikanten Verdnderungen unter dem Ein-

fluss von Retinsdure auf (siche Abb. 25).
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Abb. 23: Veranderung der Gesamt-RNA (A) und von Tbp (B) in Abhéingigkeit steigen-
der Dosierungen von Retinsdure (RS) in der organotypischen Kultur. Dargestellt sind die
behandelten Gruppen (RS) mit den dazugehdrigen Kontrollen (Kontrolle). Es kommt zu keinen

signifikanten Verdnderungen.
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Abb. 24: Verhalten der Expression von Prestin, Pou4f3 und C/ebpp in der 48h-Kultur
unter steigender Dosierung von RS. Dargestellt ist Mittelwert = Stdf. der relativen Expressi-
onsverdanderung der apikalen (a), medialen (m) und basalen (b) Segmente. Bei Pou4f3 wurden 50
uM und 100 pM fiir die Signifikanzberechnung zusammengefasst *p < 0,05, **p < 0,01,***p <
0,001, ****p <0,0001, (n= 16 - 18 jeweils).
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Abb. 25: Verhalten der Transkriptionsfaktoren Spl, Carf und Crebla in der
organotypischen Kultur unter 50 und 100 pM Retinsiure (RS). Dargestellt sind Mittelwert +
Stdf. der relativen Expressionsverdnderungen. Die Verdnderungen bezogen auf Gesamt-RNA

und Tbp wurden zusammengefasst. Keine signifikanten Verdnderungen (n =12 - 14).

3.3 Korrelation

In den vorangegangenen Abschnitten wurden die Muster der Verdnderungen in der Genexpressi-
on miteinander verglichen. Um die Beziehung der Expression von Prestin zu den ausgewdéhlten
Transkriptionsfaktoren weiter zu untersuchen, wurde die Korrelation zwischen Prestin und den
Transkriptionsfaktoren berechnet. Tabelle 8 zeigt die signifikanten Korrelationen zwischen der
Expression von TF und Prestin in der postnatalen Entwicklung und unter verschiedenen Kultur-

bedingungen.

Es zeigte sich, dass es eine enge Korrelation zwischen Prestin und Pou4f3 gibt, welche in der
postnatalen Entwicklung zwischen PTS und PT8 sowie in vitro unter allen experimentellen Be-
dingungen, aufler unter Zusatz von Retinsdure, nachweisbar ist. Zwischen Prestin und C/ebpf
besteht in den Gruppen PTS und PTS8 sowie unter Zusatz von T4 eine enge Korrelation. In der
Kultur unter Zusatz von Retinsdure ist eine negative Korrelation zwischen Prestin und C/ebpf
nachzuweisen (p < 0,01). Unter Zugabe von 50 mM KCIl kommt es zu einer engen (r = 0,73)

Korrelation zwischen Carf und Prestin (p < 0,001).
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Tabelle 8: Korrelation von Prestin und ausgewihlten Transkriptionsfaktoren

Transkriptionsfaktor Bedingung npn
Pou4f3-Prestin PT5-PTS8 0.84; 0.0000 (36)
Kultur, T4 0.76; 0.0016 (24)
Kultur, BA 0.73; 0.01 (15)*
Kultur, KC1 0.63; 0.001 (24)
C/ebpp-Prestin PT5-PT8 0.74; 0.0000 (36)
Kultur, T4 0.61; 0.003 (24)
Kultur, RA -0.76; 0.01 (15)*
Carf-Prestin Kultur, T4 0.55; 0.008 (24)
Kultur, KC1 0.65; 0.0006 (24)

PT-postnataler Tag; Kulturen mit Exposition von Thyroxin (T4), Natriumbutyrat (NB) und
Retinsdure (RS). r — Pearsonscher Korrelationkoeffizient, p — Statistische Signifikanz, n - An-
zahl. Signifikante Korrelationen wurden auch innerhalb der Segmente beobachtet (alle PTS -
PT8 Gruppen, n = 12; fast alle Kulturgruppen, n = 8. *Korrelation der Mittelwerte verschiedener

Konzentrationen.

3.4  Vergleich der Genexpression

Um die Expression der verschiedenen Gene in beiden Referenzsystemen vergleichen zu konnen,
wurde ein Diagramm konstruiert, wobei auf der Abszisse die Expressionswerte bezogen auf die
Gesamt-RNA und auf der Ordinate die Expressionswerte bezogen auf das Referenzgen Tbp dar-
gestellt sind. Am hochsten exprimiert sind Gata3 (10000 - 50000 RE/RNA), Sp1 (1000 - 10000
RE/RNA), Prestin, Pou4f3 und Creb sind mittelstark exprimiert (100 - 1000 RE/RNA), wohin-
gegen Carf und C/ebpP am geringsten exprimiert sind (10 - 200 RE/RNA). Insgesamt zeigt sich,
dass beide Referenzsysteme fiir Prestin und alle TF signifikant miteinander korrelieren, bis auf
Crebla, wo die gemessenen Verdnderungen in der Entwicklung und durch verdnderte Bedingun-

gen kleiner waren als der methodische Fehler.
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Abb. 26: Genexpressionsdiagramm. Das Diagramm zeigt die Expression der in dieser Stu-
die untersuchten Gene. Es sind die Mittelwerte der folgenden Gruppen dargestellt (jeweils api-
kal, medial, basal): PT2, PT5, PTS; Kultur, T4, NB, KCI, RS (jeweils Kontrolle und experimen-
telle Gruppe). Korrelationskoeffizient (R): Prestin (0,83), Pou4f3 (0,65), C/ebpp (0,91), Spl
(0,69), Carf (0,79). Alle Korrelationen sind signifikant mit (p < 0,01 n = 27). Creb (0,36) n. s. (n
=27 jeweils, auller Gata3: n=9).

3.5 Untersuchungen zur regionalen Verteilung der Transkriptionsfaktoren

Die Segmente, so wie sie in 3.1 charakterisiert wurden, bestehen im Wesentlichen aus Corti-
schem Organ und Limbus. Um einen Einblick in die regionale Verteilung der Transkriptionsfak-
toren zu erhalten, wurde die Priparationstechnik dahingehend modifiziert, dass das Cortische
Organ und der Limbus getrennt pripariert und untersucht wurden. Der Teil des Limbus besteht
hauptsédchlich aus Bindegewebe (Kimura et al., 1990) und radidren Nervenfaserbiindeln mit

moglichen restlichen Ganglienzellen (Abb. 1).

3.5.1 Die Verteilung von RNA und Tbp im Cortischen Organ und Limbus

Zuerst galt es zu untersuchen, wie sich der RNA-Gehalt und die Tbp-Expression im Cortischen

Organ und im Limbus verhalten. In Abb. 27 ist der Gehalt von RNA in ng/Segment und die Ex-
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pression von Tbp am postnatalen Tag 2, 5 und 8 jeweils im apikalen, medialen und basalen Seg-

ment im Cortischen Organ und Limbus dargestellt.

Im Cortischen Organ gibt es keine Unterschiede im Entwicklungsmuster von RNA und Tbp.
Zwischen PT2 und PT5 kommt es zu keiner signifikanten Verdnderung von Gesamt-RNA und
Tbp-Expression. In allen Segmenten findet sich eine durchschnittliche RNA-Masse von 200
ng/Segment. Am postnatalen Tag 8 kommt es zu einer 25%igen Reduktion der RNA pro Seg-
ment (p < 0,01) sowie der Tbp-Expression (p = 0,02). Im Limbus hingegen zeigt sich bei anni-
hernd konstanter RNA-Menge pro Segment ein 70%iger Abfall der Tbp-Expression zwischen
dem postnatalen Tag 2 und 8.

3.5.1 Verteilung der Transkriptionsfaktoren im Cortischen Organ und Limbus

In fritheren Untersuchungen wurde gezeigt, dass Gata3 eng mit der Prestin-Expression korreliert.
Gata3 wurde sowohl in Haarzellen als auch in dem benachbarten Gewebe nachgewiesen. Um die
Verteilung weiter zu spezifizieren, wurde in der vorliegenden Arbeit der Gehalt von Gata3 im
Cortischen Organ und Limbus untersucht. Abb. 28 stellt die unterschiedliche Verteilung der Ga-
ta3-Expression zwischen Cortischem Organ und Limbus dar. Es zeigt sich, dass Gata3 um den
Faktor 4 - 6 hoher im Cortischen Organ exprimiert wird, als im Limbus. Gata3 fillt zum PTS8 hin
um 28 % ab (p < 0,02 - LSD). Auch im Limbus kommt es ab PT5 zu einem Abfall der Gata3-

Expression.

Ebenfalls in Abb. 28 dargestellt ist die Expression von Pou4f3 im Cortischen Organ und Limbus.
Den Erwartungen aus der Literatur entsprechend, ist Pou4f3 ausschlieBlich im Cortischen Organ

exprimiert. Hier zeigt sich ein Abfall der Expression von PT2 zu PTS.
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Abb. 27: Verinderung der Gesamt-RNA pro Segment und der Tbp-Expression wihrend
der postnatalen Entwicklung im apikalen, medialen und basalen Segment des Innenohrs
postnataler Ratten, getrennt nach (A) Cortischem Organ und (B) Limbus. Abkiirzung siche
Abb. 10. Fiir die Signifikanzberechnung wurden die Segmente eines postnatalen Tages zusam-
mengefasst. A) *'p < 0,01 (LSD) vs. RNA PT5, “'p = 0,02 (LSD) vs. Tbp PT5. B) *'p < 0,001
(Schefté) PTS8 vs. PT2 Tbp, (n = 6 je Segment).



63

50000 - - 800
[ Gata3 [OPou4f3 |
40000 - _
= - 600 =
= =
S 30000 - - o
E X *o - 400 £
@ 20000 2
© 1 3
L Q
© 10000 - 200 &
0 - L0
2 ‘ 5 ‘ 8 ‘ 2 5 8
Corti Limbus

Postnataler Tag je Abschnitt

Abb. 28: Verteilung von Gata3 und Pou4f3 zwischen Cortischem Organ und Limbus am
PT2, PT5 und PT8. Dargestellt sind Mittelwert + Stdf., Expression bezogen auf Gesamt-RNA.
p™ < 0,02 (LSD): Gata3 PT2 vs. PTS8, p* < 0,03 (LSD): Poudf3 PT2 vs. PT8, *'p < 0,008
(Scheffé): Gata3 - Limbus vs. Corti an jedem PT, **p < 0,00001 (Scheffé): Pou4f3 — Limbus vs.
Corti (an jedem PT). (Corti: mindestens n = 18, Limbus: n= 12).

Die C/ebpB-Expression ist im Cortischen Organ deutlich hoher exprimiert als im Limbus (Abb.
29). Die Expression von Spl, Carf und Crebla hingegen unterscheidet sich in ihrer Auspriagung
nicht zwischen dem Cortischen Organ und dem Limbus. Im Unterschied zu dem Gesamtpriparat

(Abb. 12 und Abb. 13) wird ein Abfall von Sp1, Carf und Creb vom PT2 zu PT8 beobachtet.

Tabelle 9 fasst die Verteilung im Innenohr der untersuchten Transkriptionsfaktoren zusammen.
Wiahrend Pou4f3, Gata3 und C/ebpp ausschlieBlich bzw. vorwiegend in den Haarzellen im Corti-
schen Organ exprimiert werden, kommen Spl, Carf und Crebla in beiden Teilregionen etwa
gleichverteilt vor. Durch die Bestédtigung der ausschlieflichen bzw. liberwiegenden Expression
der Transkriptionsfaktoren Pou4f3, Gata3 und C/ebpf in der Haarzellregion des auditiven Innen-
ohres wird die postulierte Bedeutung beziiglich ihres Einflusses auf die Regulation von Prestin

unterstitzt.
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Abb. 29: Expression der Transkriptionsfaktoren Sp1, C/ebpp , Carf und Crebla im Cor-
tischen Organ und Limbus des Innenohrs in der postnatalen Entwicklung. PT-postnataler
Tag (A) Clebpp: *'p < 0,001 - Corti vs. Limbus (an jedem PT), (B) SP1: *’p < 0,0001 - Corti
PT2 vs. PT8, *°p < 0,004 - Limbus PT2 vs. PT8, (C) Carf: *p < 0,0001 - Corti PT2 vs. PTS,
#p < 0,04 - Limbus PT2 vs. PT8, (D) Crebla: **p < 0,001 - Corti PT5 vs. PT8, *'p < 0,01 -
Limbus PT2 vs. PT8 (Corti: n = 24; Limbus: n = 12).

Tabelle 9: Zusammenfassung der Verteilung der Transkriptionsfaktorexpression zwischen

Cortischem Organ und Limbus

Transkriptionsfaktoren Verteilung

Pou4f3 AusschlieBlich in Haarzellregion
Gata3, C/ebpp Uberwiegend in Haarzellregion
Spl, Carf, Crebla Gleich verteilt

Verteilung der Expression der in dieser Arbeit untersuchten Transkriptionsfaktoren zwischen

Cortischem Organ und dem anliegenden Limbusgewebe.
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4 Diskussion

4.1 Referenzsysteme

Die Methode der RT-PCR umfasst von der Gewebepriparation bis zum Ergebnis eine gro3e An-
zahl von Arbeitsschritten. Dementsprechend grof3 ist die Gefahr der einflieBenden Fehler. In die-
ser Arbeit wurden deshalb als Referenz fiir die RT-PCR zwei unterschiedliche Referenzsysteme
herangezogen. Zum einen wurden die Messergebnisse auf die Gesamt-RNA der préparierten

Probe bezogen, zum anderen auf die mRNA eines geeigneten Referenzgens normiert.

Die Gesamt-RNA

Sie ist ein guter Marker fiir das Gesamtmaterial von Gewebe. Bei unserer Priparationstechnik ist
die Gesamt-RNA im apikalen Segment gréBer als im medialen und basalen Segment. Unterstiitzt
wird diese Vermutung durch die Haarzellzdhlung innerhalb der Segmente (Abb. 9). Es finden

sich apikal etwa 30 % mehr Haarzellen als basal.

Wihrend der postnatalen Entwicklung findet man einem Anstieg der RNA-Masse pro Segment
von 20 %. Dies ist Ausdruck des Wachstums des Cortischen Organs in der postnatalen Entwick-
lung. Im Gegensatz dazu sieht man in der organotypischen Kultur einem Abfall der RNA-Masse.
Auch wenn bei der Praparation mit groBter Vorsicht gearbeitet wurde, handelt es sich hierbei um
eine potentiell gewebeschiddigende Prozedur, die zum Absterben des geschddigten Gewebes fiih-
ren kann. AuBBerdem kommt es wahrscheinlich im umliegenden Gewebe zu einer Proliferations-
hemmung und Degeneration der Zellen und damit zu einem Abfall der RNA (Parker et al., 1986;
Slattery et al., 2009; Utesch et al., 1993). Interessanterweise ist dieser Abfall in der T4-Kultur
nicht zu beobachten. Dies ldsst sich auf die wachstumsstimulierende Wirkung von Thyroxin zu-

riickfithren (Augustine und Hymer, 1978).

Die Normierung der PCR-Ergebnisse auf die Gesamt-RNA bringt auch Probleme mit sich. So
besteht die Gesamt-RNA zum iiberwiegenden Anteil aus ribosomaler RNA (rRNA), so dass ein
konstantes Verhéltnis zwischen rRNA:mRNA Voraussetzung ist. Dies wire eine Erkldrung fiir
die etwas groBere Streuung, die in den Ergebnissen, bezogen auf RNA, bestehen. Aus diesen
Griinden wurde ein 2. Referenzsystem genutzt, welches die Ergebnisse der einzelnen untersuch-

ten mRNA mit einem Referenzgen vergleicht.
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Das Referenzgen

Die Normierung der PCR-Messergebnisse gegen ein Referenzgen hat den Vorteil, dass zwei Ge-
ne auf mRNA-Niveau miteinander verglichen werden. Dies hat zur Konsequenz, dass sowohl

Referenzgen als auch Zielgen den gleichen Arbeitsschritten unterliegen.

Ein Referenzgen sollte im untersuchten Gewebe unter allen experimentellen Bedingungen stabil
exprimiert werden (Hendriks-Balk et al., 2007). Desweiteren darf es keiner regulatorischen Ver-
dnderung unterliegen. Insofern spiegelt die Expression des Referenzgens (auch Haushaltsgen
genannt) die generelle transkriptionelle Aktivitdt eines Gewebes wider (Huggett et al., 2005). In
vorherigen Untersuchungen der Arbeitsgruppe stellte sich Tbp als geeignetes Referenzgen heraus
und wurde dementsprechend auch fiir diese Untersuchung ausgewdhlt. Tbp zeigte im Gegensatz
zur Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase (Gapdh) ein stabileres Verhalten in der postna-
talen Entwicklung und in der organotypischen Kultur (Stute, 2011).

Im Rahmen dieser Untersuchung kam es im Gesamtfragment zu einem 40%igen Abfall der Tbp-
Expression wihrend der postnatalen Entwicklung. Bei der Differenzierung zwischen Cortischem
Organ und Limbusanteil zeigte sich im Limbus bei annidhernd konstanter RNA-Menge pro Seg-
ment ein 70%iger Abfall der Tbp-Expression zwischen dem zweiten und achten postnatalen Tag.

Dieser Abfall ist deutlich hoher als der 30%ige Abfall der Tbp-Expression im Cortischen Organ.

Eine Erkldrung fiir den Abfall der Tbp-Expression konnte die Abnahme der postnatalen
transkriptionellen Aktivitdt sein. Auch konnte der Abfall der Tbp-Expression mit den unter-
schiedlichen Priparationsbedingungen am PT2 und PT8 sowie der unterschiedlichen Beschaf-
fenheit des bearbeiteten Gewebes zusammenhdngen. Mit zunehmendem Alter kommt es zu einer
immer stirker werdenden Verknocherung des Limbus spiralis und damit anscheinend zu einer
abnehmenden transkriptionellen Aktivitit der Genexpression im Gewebe. So zeigt sich, dass der
Abfall der Tbp-Expression im Cortischen Organ etwas geringer ausfillt als im Gesamtfragment
der Priparation. Trotz dieses Abfalls in der Expression von Tbp zeigten sich gleiche Entwick-
lungsmuster in beiden Referenzsystemen, so dass beide Systeme fiir die Normierung der mRNA-

Expression geeignet sind.

Haarzellen

Die Bestimmung der Haarzellanzahl unter den jeweiligen experimentellen Bedingungen ist eine

weitere Qualititskontrolle, da Prestin ausschlieBlich in den AHZ vorkommt. Die Anzahl der
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AHZ sollte durch die experimentellen Bedingungen nicht verindert werden. Tabelle 7 zeigt, dass
keine numerischen Verdanderungen der &uBleren Haarzellen vorliegen. Eine geringe partielle
Schadigung kann nicht vollstindig verhindert werden. Dariiber hinaus kann die Zahl der Haar-
zellen pro Segment als Referenzsystem fiir die Prestin-Expression dienen. Aus Tabelle 7 und
Abb. 9 geht hervor, dass bei der manualen Préparation das apikale Segment etwa 20 % mehr
AHZ enthilt. Dies sollte allerdings keinen Einfluss auf die Ergebnisse haben, da sowohl beim
Bezug der Ergebnisse auf die Gesamt-RNA wie auch auf das Referenzgen Tbp GroBenunter-

schiede dieser Art ausgeglichen werden.

4.2 Zur Verteilung von RNA und mRNA auf das Cortische Organ und den Limbus

Die organotypische Kultur des Cortischen Organs nach der Préparation von Sobkowicz et al.
(1997) enthilt nicht nur Gewebe des unmittelbaren Cortischen Organs, sondern auch Anteile des
Limbus. Fiir die Beurteilung der Koexpression von Transkriptionsfaktoren in Relation zu Prestin
ist es wichtig, die Verteilung der Transkriptionsfaktoren auf das unmittelbare Cortische Organ
bzw. den Limbus zu kennen. Transkriptionsfaktoren, die stirker im Limbus exprimiert werden
als im Cortischen Organ, konnten zu einer Fehlinterpretation fiihren. Die Zusammensetzung des
Sobkowicz-Priparates ist wichtig fiir das Anheften des Segmentes auf der Zellkulturplatte und
das Wachstum der Kultur. Fehlt der Limbusanteil, wachst das Priaparat nicht am Boden der Kul-
turplatte an und es gibt sogenannte ,,Schwimmer*. Daher wurde die unterschiedliche Expression

der Transkriptionsfaktoren nur in den Frischpriparaten vom PT2, PT5 und PT8 untersucht.

Unterschiede in der Verteilung wurden fiir die Gene Gata3, Pou4f3 und C/ebpf gefunden. Diese
Transkriptionsfaktoren werden im Cortischen Organ stirker exprimiert als im Limbus. Die hohe-
re Expression deutet auf eine spezifische Funktion im Cortischen Organ hin. Erwartungsgemail

waren Prestin und Pou4f3 im Limbus nicht nachweisbar.

Interessant ist der starke Abfall der Tbp-Expression von PT2 zu PT8 im Limbus. Der Abfall im
unmittelbaren Cortischen Organ betrdgt 20 % (Abb. 27). Das bedeutet, dass bei der Préparation
des Cortischen Organs nach Sobkowicz (1997) der Anteil von Limbus im Gesamtpraparat mitbe-
stimmt, wie sich der Tbp-mRNA-Gehalt zum PT8 hin &dndert. Wie oben dargestellt, wurde in der
vorliegenden Studie ein Abfall des Tbp-mRNA-Gehaltes um 40 % gefunden, wéhrend in der
vorangegangenen Untersuchung kein Abfall festgestellt wurde (Gross et al., 2010). Moglicher-

weise sind prédparative Unterschiede Ursache fiir diese Diskrepanz. Wie die Ergebnisse zeigen,
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ist der Abfall des Tbp-mRNA-Gehaltes in der Limbusregion nicht relevant fiir die Aussagen
bzgl. die Verdanderungen der Expression wahrend der postnatalen Entwicklung und des apikal-

basalen Gradienten.

Betrachtet man die postnatalen Verdnderungen im Cortischen Organ und Limbus fiir Carf, Spl
und Creb, so findet man in beiden Regionen einen deutlichen Abfall im Unterschied zum
Sobkowicz-Priparat. Die Ursache dieses Abfalls ist unklar. Es ist denkbar, dass der mRNA-
Gehalt dieser Gene innerhalb des Limbus unterschiedlich zellulér verteilt ist. Der Limbus ist ein
zelluldr heterogen zusammengesetztes Gewebe, bestehend aus verschieden Fibrozyten, Interden-
talzellen, inneren Sulcuszellen und Kapillaren (Kimura et al., 1990). Welche Zellen im Ergebnis
der Préparation besonders schnell absterben, ist nicht bekannt. Es konnte sich auch um
préparative Artefakte handeln. Im Allgemeinen gelingt die Trennung von Cortischem Organ und
Stria vascularis sehr gut, die prizise Trennung von Cortischem Organ und Limbus wird mit zu-

nehmendem Alter der Tiere schwieriger.

4.3  Der apikal-basale Gradient

In vorherigen Untersuchungen konnte in der postnatalen Entwicklung die Ausbildung eines api-
kal-basaler Gradienten von Prestin sowohl bei Ratten (Gross et al., 2005) als auch bei Meer-
scheinchen nachgewiesen werden (Mazurek et al., 2007). Dieser Gradient ist sowohl auf mRNA-
Ebene (Gross et al., 2005) als auch auf Proteinebene zu finden, wie mittels in-situ-
Hybridisierung und Immunhistologie gezeigt werden konnte (Gross et al., 2010; Judice et al.,
2002). Weiterhin zeigt eine Uberschlagsrechnung (Tabelle 10) aus den vorliegenden Daten nach
Gleichung (1), dass der relative Prestingehalt pro Haarzelle im apikalen Bereich deutlich hoher

ist als im basalen Segment.

ng

Segmentl _ REprostin
Haarzellen " Haarzelle
Segment 1

REPrestin
ng

Haarzellen |

Konzentrationp,qstin ] X Massegya)l
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Tabelle 10: Uberschlagsrechnung zur Bestimmung des Prestin mRNA Gehaltes pro Haarzelle

Segment Prestin/RNA RNA/Segment Haarzellen/Segment Prestin/Haarzelle
Apikal 500 RE/ng 300 ng/Segment 1100 136 RE
Basal 300 RE/ng 250 ng/Segment 850 88 RE

Mittelwerte der Berechnung fiir das apikale und basale Segment, entnommen aus Abb. 9, Abb.

10 und Abb. 11.

Auch fiir andere Proteine wie KCNQ4 ist ein apikal-basaler Gradient in den AHZ beschrieben
worden (Beisel et al., 2000). Dies wirft die Frage auf, ob der Gradient das Ergebnis eines regula-
torischen Mechanismus der Prestin-Expression oder einfach Ausdruck unterschiedlicher Mor-
phologie der Haarzellen in den verschiedenen Regionen ist. Es konnte gezeigt werden, dass die
apikalen AHZ linger sind als die basalen und ein groBes Zellvolumen haben (Sato et al., 1999).
Diese Tatsache konnte den apikal-basalen Gradienten von Prestin und Pou4{3 erkldren, da beide

Proteine im Cortischen Organ ausschlieBlich in den AHZ vorkommen.

Allerdings ldsst sich damit nicht der bereits beschriebene Gradient von Gata3 und von C/ebp3
begriinden, der ebenfalls liber der tonotopischen Achse zu finden ist. Die mRNA beider Gene ist
zwar konzentriert in der Region der AHZ zu finden, allerdings nicht ausschlieBlich in den AHZ.
Weiterhin konnte fiir Gata3 mittels Immunfarbung gezeigt werden, dass die Expression im basa-
len Segment geringer als im apikalen Segment erscheint (Gross et al., 2010). Abb. 30 zeigt, dass
es wihrend der postnatalen Entwicklung zu keiner wesentlichen Volumen- und Oberflichenzu-
nahme der Haarzellen in den apikalen und basalen Segmenten kommt, die die beschriebene
Gradientenausbildung erkldren konnte. So findet sich zwar eine Zunahme der Zelloberfldche
wihrend der postnatalen Entwicklung, doch ist diese apikal und basal mit einer Vergrof3erung um

den Faktor 1,3 identisch.

Durch Oliver und Fakler (1999) wurde der spannungsabhingige Ladungstransfer, ausgedriickt
als nichtlineare Kapazitit Cyichtlinear, Uber der Membran der AHZ in der postnatalen Entwicklung
gemessen. Dieser stellt das elektrophysiologische Aquivalent des Motorproteins Prestin in der
lateralen Zellmembran dar. Dabei konnte gezeigt werden, dass es einen apikal-basalen Gradien-
ten in der Entwicklung der nichtlinearen Kapazitit gibt. Am PTO war die Cpichtiinear Nur apikal,

aber nicht basal detektierbar. Wéahrend der weiteren Entwicklung stieg die Ciicht.lincar KOntinuier-
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lich an und war im apikalen Teil dem basalen Teil bis zum PT9 durchschnittlich einen Tag voraus
(Santos-Sacchi et al., 1998). Mahendrasingam et. al. (2010) untersuchten mittels Immunmarkie-
rung von Prestin die AHZ im apikalen und basalen Segment am PT7 und PT16 neugeborener
Ratten. Dadurch konnten sie auf die Dichte und Verteilung von Prestin in der lateralen Wand
riickschlieffen. Sie fanden am PT7 einen apikal-basalen Gradienten der Prestindichte in der late-
ralen Wand der AHZ vom Faktor 2,5. Dieser Faktor entspricht dem apikal-basalen

Prestingradienten, der in dieser Untersuchung auf mRNA-Ebene gemessen werden konnte.

Diese Befunde, und die Tatsache, dass der Gradient sowohl in Bezug auf die Gesamt-RNA, das
Referenzgen und die Haarzellen gezeigt werden konnte, legt die Vermutung nahe, dass es in den
unterschiedlichen Regionen des Cortischen Organs eine ortsspezifische Regulation der Prestin-
Expression in den dufleren Haarzellen gibt. In der vorliegenden Arbeit wird gezeigt, dass ein
apikal-basaler Gradient nicht nur fiir Prestin und Gata3, sondern auch fiir Pou4f3 und C/ebpf
nachweisbar ist. Es ist gut mdglich, dass diese beiden Transkriptionsfaktoren beitragen zur Aus-

bildung des apikal-basalen Prestingradienten.

2000 | 1000 -
1500 & r‘/\ < 800
T ! g i
3 i 2 600 ~
$ 1000 | ] H
E i £
5 ] g 400 — ‘/‘———‘
S I r'/a/‘ -g
S ° i
500 -+ —a 3 -3
i N 200 m
r m
L ——h [ —=b
0 T T 1 O
1 5 10 1 5 10

Postnataler Tag

Abb. 30: Verhalten von Volumen und Zelloberfliche der #ufleren Haarzellen in der
postnatalen Entwicklung von Katzen. Dargestellt sind getrennt nach apikalem, medialem und
basalem Segment fiir die postnatalen Tage 2, 5 und 8 die errechneten Werte fiir Volumen und

Zelloberflache. Basisdaten fiir die Berechnung entnommen aus (Sato et al., 1999). Volumen be-

rechnet nach: V. = Zelldurchmesser? x m X Zel:ﬂ und Manteloberfléche nach: Ayantery =

n X Zelldurchmesser X Zellhohe (Berechnungsmodel eines Zylinders).
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4.4  Die Koexpression von Prestin und untersuchten Transkriptionsfaktoren
4.4.1 Prestin und Pou4f3

Die parallelen Verdnderungen von Pou4f3 und Prestin in vivo und unter verschiedenen experi-
mentellen Bedingungen in vitro unterstiitzen die Vermutung, dass Pou4f3 einen Einfluss auf die
Regulation von Prestin hat. Es ist also mdglich, dass Pou4f3 neben seiner bisher bekannten Be-
deutung fiir die korrekte Entwicklung und das Uberleben der vestibuliren und auditorischen
Haarzellen in der spdten embryonalen und frithen postnatalen Entwicklung (Xiang et al., 1997)

auch fiir die Regulation von Prestin, dem Motorprotein der dulleren Haarzellen, notwendig ist.

In dieser Untersuchung filihrte die Zugabe von Natriumbutyrat zu der organotypischen 48h-
Kultur zu einer Steigerung der Expression von Prestin und Pou4f3 in allen Segmenten des Corti-
schen Organs. Die anderen untersuchten Transkriptionsfaktoren und das Referenzgen Tbp zeig-
ten hingegen keine Verdanderungen der Expression. Natriumbutyrat hemmt die Histondeacetylase
(HDAC), was zu einer verminderten Deacetylierung der Histone fiihrt (Davie, 2003). Die
Acetylierung der Histone bestimmt die Bindungsaffinitdt der Histone zur DNA und reguliert da-
riiber die Transkriptionsrate eines Genes. Dieser Weg wird als ein Mechanismus der epigeneti-
schen Modifikation der Expressionsregulation von Genen gesehen (Peserico und Simone, 2011).
Die Ergebnisse dieser Untersuchung sprechen fiir die Moglichkeit einer epigenetischen Regulati-
on der Prestin-Expression iiber die Verdnderung des HAT/HDAC-Status. Auch hier kommt es zu

einer gleichsinnigen Regulation von Prestin und Pou4{3.

Die Modifikation der organotypischen Kultur mit Retinsdure und mit Thyroxin fiihrte zu einer
unterschiedlichen Verédnderung der Expression von Prestin und Pou4f3. Wiahrend es unter der
Zugabe von 0,5 mM Thyroxin zu einem deutlichen Anstieg der Expression von Prestin und
Pou4f3 kommt, hemmte die Zugabe von Retinsidure zur Kultur die Expression von Prestin und
Pou4f3 deutlich. Von beiden Hormonen ist aulerdem bekannt, dass sie bei der Haarzellentwick-

lung im Cortischen Organ eine bedeutende Rolle spielen (Raz und Kelley, 1997).

Sowohl Thyroxin als auch Retinsdure binden als Hormone iiber nukledre Hormonrezeptoren an
die DNA und fiihren iiber eine Interaktion mit Coaktivatoren und Corepressoren zu einer Beein-
flussung auf die Transkriptionsrate der von ihnen regulierten Gene. Hierbei entscheidet die Zu-
sammensetzung der Hormonrezeptorendimere (THR, RAR, RXR) und der Abstand der

Dimeruntereinheiten an der DNA iiber eine aktivierende oder repressorische Wirkung. Dies er-
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klart, warum beide Substanzen bei gleichen Hormonrezeptoren eine entgegengesetzte Wirkung

auf die Expression von Prestin und Pou4f3 haben kdnnen.

Physiologischerweise fillt die Konzentration von Retinsdure im Cortischen Organ postnatal ab
(Kelley et al., 1993) und wird im adulten Cortischen Organ nicht mehr exprimiert (Bryant et al.,
2002). Hingegen kommt es postnatal zu einem Anstieg des Schilddriisenhormons mit einem
Punktum maximum um den 15. postnatalen Tag (Adigamov et al., 1988). Fiir Prestin konnte ge-
zeigt werden, dass TR fiir die Wirkung von T4 auf die Expressionssteigerung von Prestin not-

wendig ist (Winter et al., 2006).

Das Verhalten der Poudf3-Expression zeigt Ahnlichkeiten und Unterschiede gegeniiber der Ex-
pression von Gata3, fiir das sich in vorangegangenen Untersuchungen Hinweise auf eine Regula-
tion der Prestinexpression ergeben haben (Gross et al., 2010). Beide Gene zeigen einen apikal-
basalen Gradienten und korrelieren eng mit der Prestin-Expression. Pou4f3 ist allerdings nicht in
den Stiitzzellen, sondern ausschlieBlich in den &dulleren Haarzellen im Cortischen Organ zu fin-
den (Xiang et al., 1997). Des Weiteren zeigte sich, dass die Expression von Pou4f3 auch nach
dem PTS5 ansteigt, wohingegen die Expression von Gata3 unveridndert bleibt (Gross et al., 2010).
Moglicherweise sind beide Transkriptionsfaktoren in kooperativer Weise an der
transkriptionellen Regulation von Prestin beteiligt, wobei der Einfluss von Gata3 ein Zusam-

menwirken mit den umliegenden Unterstiitzungszellen ermdglicht.

4.4.2 Prestin und C/ebpf

Ein paralleles Verhalten von C/ebpf und Prestin findet sich in vivo zwischen PT5 und PT8 sowie
in mit T4 versetzten Kulturen. Neben Pou4f3 ist C/ebpp der einzige hier untersuchte Transkripti-
onsfaktor, der am PTS8 ebenfalls einen apikal-basalen Gradienten ausbildet und im Cortischen

Organ gegeniiber Limbus deutlich starker exprimiert wird.

In der vorliegenden Arbeit zeigte sich unter KCI ein Anstieg der C/ebpf Expression. Auch Sun
et.al (2007) konnten zeigen, dass es in kortikalen Neuronen nach vierstiindiger 25 mM KClI-
Kultur zu einer Induktion von C/ebpp kommt. Dies steht im Einklang mit Untersuchungen von
Yukawa et al. (1998), die zeigen konnten, dass eine Membrandepolarisation zu einem Anstieg
der C/ebpp mRNA-Expression fithren kann. Dies ist wahrscheinlich auf die Aktivitétssteigerung
nach CaMKIV-abhingiger Phosphorylierung von Crebla zuriickzufiihren. In dieser Untersu-
chung wurde unter KCl ebenfalls eine starke (R = 0,81) und unter T4 eine leichte (R = 0,73)
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Korrelation zwischen C/ebpf und Creb in der Entwicklung gefunden. Ein intrazelluldrer Anstieg
von cAMP fiihrt zu einer Phosphorylierung von C/ebp an mehreren Bindungsstellen (Trautwein
et al., 1994) und geht mit einer erhdhten DNA-Bindung und Steigerung der Transkriptionsaktivi-
tit einher (Persson et al., 2005). Die Hochregulation von C/ebp nach verstirkter Depolarisation

ist entscheidend fiir die Exotoxizitét bei Hirnschdden (Cortes-Canteli et al., 2008).

Unter Zugabe von T4 kam es in dieser Arbeit zu einem Anstieg der C/ebpB-Expression und zu
einer positiven Korrelation mit Prestin. In dem Promotor von Prestin konnte die Existenz funkti-
oneller Schilddriisenhormonbindungsstellen nachgewiesen werden, die zu einer Steigerung der
Expression fiithren (Weber et al., 2002; Winter et al., 2006). Ein Anstieg von C/epbf unter Zuga-
be von Schilddriisenhormonen wurde im Leberstoffwechsel beschrieben und eine TRE-
Bindungsstelle im Promotor von C/ebpa nachgewiesen (Menendez-Hurtado et al., 2000; Wang et
al., 2009). Es ist gut moglich, dass dem gemeinsamen Anstieg von C/ebpf3 und Prestin eine Inter-

aktion mit der TRE-Bindungsstelle zu Grunde liegt.

Insgesamt ist C/ebpp ein Faktor, der in einer Vielzahl von regulatorischen Wegen eine Rolle
spielt. So wurden in PC12-Zellen 115 Gene gefunden, die mit C/ebpf assoziiert sind (Kfoury
und Kapatos, 2009). Dabei kann es sowohl zu einer Aktivierung wie auch zu einer Repression
kommen. Im Unterschied zu der KCl- und T4-Kultur ist die Expression von C/ebpf in der
Natriumbutyrat- und Normalkultur unverdndert. Die Ursachen sind unbekannt. Offensichtlich
bietet die Normalkultur und die Natriumbutyratkultur eine geringere Stressausiibung auf das

Gewebe.

4.4.3 Prestin und Spl

In dieser Untersuchung zeigte sich fiir Sp1 unter keiner Bedingung ein korrelatives Verhalten der
Expressionsentwicklung im Vergleich zu Prestin. Dementsprechend ist zu vermuten, dass Spl
eher keinen spezifischen Einfluss auf das Verhalten der Prestin-Expression hat. Unter allen Be-
dingungen zeigte es eine konstante Expression, was der Funktion eines konstitutiven Transkrip-
tionsfaktors entspricht. Nicht untersucht wurde die Regulation von Sp1 auf posttranskriptioneller
Ebene. So ist bekannt, dass die Aktivitidt von Sp1 durch Phosphorylierung verstarkt werden kann.
Insgesamt wurden 9 Kinasen beschrieben, die eine Phosphorylierung bewirken konnen

(Wierstra, 2008). Neben der Phosphorylierung sind Acetylierung, Glykosylierung,
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Ubiquitylierung und Sumoylation beschrieben (Wierstra, 2008). Dies zeigt, dass die Regulation

von Spl weit iiber die Regulation auf Transkriptionsebene hinausgeht.

Auch wurden Interaktionen von Spl mit von uns untersuchten Transkriptionsfaktoren beschrie-
ben. C/ebpp reguliert die gewebespezifische Aktivierung von CD11c iiber eine Interaktion mit
Spl (Lopez-Rodriguez et al., 1997). Die Interaktion von C/ebpp und Spl konnte ebenfalls im
CYP2D5-Gen gezeigt werden, wo es die Bindung von C/ebpf verstdrkt (Lee et al., 1994). Spl
konnte auch iiber die Interaktion mit Pou4f3 und Gata3 wirken. Fiir beide Transkriptionsfaktoren
sind entsprechende Wechselwirkungen aufgezeigt worden. So wurden Mutationen in der 5°-
flankierenden Region im Pou4f3-Gen beschrieben, die zu einer verdnderten Bindungsaffinitit
von Spl fiihrten (Nolan et al., 2007). Diese Mutationen im Pou4f3-Gen gehen mit einem ,,/ate
onset hearing loss®, einenm spéteinsetzenden Horverlust bei diesen Patienten, einher. Bei der
Untersuchung der Dopamin-beta-Hydroxylase (DBH) zeigte sich eine Wechselwirkung zwischen
Spl und Gata3 (Hong et al., 2008). Hier kam es zu einer Protein-Protein-Interaktion zwischen
Spl und Gata3, die eine Bindung von Gata3 an den Promotor von DBH trotz fehlender Gata3-
Bindungsstellen, ermdglicht. Fiir Prestin gibt es Hinweise darauf, dass Gata3 an der Regulation

der Transkription beteiligt ist.

Das in dieser Arbeit beobachtete Muster der Spl-Expression passt am ehesten zu der Funktion
als konstitutiver Aktivator eines Haushaltsgens, das normalerweise nicht reguliert ist (Wierstra,

2008). Die Funktion auf posttranskriptioneller Ebene bedarf weiterer Untersuchungen.

4.4.4 Prestin und Carf

Carf spielt im neuronalen Gewebe eine grofle Rolle fiir die aktivitdtsgesteuerte Regulation (Xia
und Storm, 2002). In den hier untersuchten Bedingungen zeigten sich fiir Carf Verdnderungen
der Expression in den Kulturen unter Zusatz von KCIl und T4. In beiden Kulturen wurde Carf

deutlich herunter reguliert. Dieser Abfall korreliert eng mit dem Verlauf von Prestin.

Carf ist ein aktivititsgesteuerter = Transkriptionsfaktor, der wunter intrazelluldrem
Ca’"-Anstieg aktiviert wird und zu einer Expressionssteigerung der Zielgene fiihrt (Xia und
Storm, 2002). Kulturen mit hohen KCIl-Konzentrationen simulieren eine dauerhafte Aktivierung
der Zelle und fithren zu einer Membrandepolarisation. Damit verbunden kommt es zu einem
Ca*'-Einstrom in die Haarzellen, was eine Aktivierung von Carf nach sich zieht. Segal (1990)

beobachtete, das Ca*"-Tonen frithe Messenger fiir die Wirkung des Schilddriisenhormons sind. Er
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zeigte, dass die Ca*"-Aufnahme ein sehr frithes Ereignis nach Bindung des Hormons an den ent-
sprechenden Membranrezeptor ist. Die erhdhte intrazelluldre Ca*-Konzentration kénnte ein Sig-
nal zur Verdnderung der Expression dieses Transkriptionsfaktors sein. Dariiber hinaus sind weite-
re regulatorische Wege an der Aktivierung von Carf beteiligt. Tao et al. (2002) konnten zeigen,
dass es bei einer durch Ionomycin getriggerten intrazelluldren Ca**-Erhohung nicht zu einer ge-
steigerten Carf-Aktivitdt kommt. Singer postulierte, dass der Anstieg von Carf unter chronischer
Salicylsduregabe auf einer dosisabhingigen Beeinflussung von L-Typ-Kalzium-Kanilen beruht

(Singer et al., 2008).

Auch unter Liarm kommt es zu einer verstarkten Depolarisation der Haarzellen mit damit verge-
sellschafteter Ca®"-ErhShung. Es ist gut moglich, dass an der Entstehung von lirminduziertem
Tinnitus auch eine Herunterregulation von Prestin beteiligt ist. Eine Abnahme von Prestin in den
duBeren Haarzellen konnte zu einer Senkung der Horschwelle und Verminderung der Frequenz-
diskrimination fiihren. Es wurde beschrieben, dass eine verminderte periphere cochledre Aktivi-
tdt zentral zur Ausbildung von Tinnitus fiihren kann (Eggermont, 2005; Jastreboff, 1990). Ande-
rerseits schiitzen hohe Kaliumkonzentrationen das Uberleben der inneren und #uBeren

Haarzellen neugeborener Ratten vor Ischdmie induzierten Schiaden (Mazurek et al., 2006).

McDowell et. al. (2010) haben eine Knockout-Maus fiir Carf generiert. Es zeigten sich keine
Auftilligkeiten im Verhalten, die auf eine Horminderung, vermittelt durch eine verminderte Pres-
tin-Expression, schlieen lieBen. Auffillig war eine erhohte Expression GABAerger Proteine bei
unverdnderter Anzahl glutamaterger Synapsen. Es zeigten sich dezente Hinweise auf eine schwé-
chere Gedéchtnisfunktion, wobei eine verminderte BDNF-Exon-IV-Expression beteiligt sein

konnte.

4.4.5 Prestin und Creb

Creb gehort ebenfalls zu den signalabhingigen Transkriptionsfaktoren. In der vorliegenden Un-
tersuchung zeigte Crebl nur in den hochdosierten KCI-Kulturen eine Verdnderung der mRNA-
Expression. Hier kam es zu einem 40 % Anstieg gegeniiber den Kontrollen. Doch weder in vivo
noch in vitro kam es zu einer signifikanten Korrelation zwischen Creb und Prestin. Dies lasst
vermuten, dass die Verdnderungen von Creb auf RNA-Ebene unabhidngig von der Prestin-
Expression erfolgen. Neben der Regulation auf mRNA-Ebene unterliegt Creb einer deutlichen

Beeinflussung durch posttranskriptionelle Modifikationen. Die Stimulus-induzierte Aktivierung
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von Creb wird iiber Phosphorylierung von Serinbindungsstellen (Ser133 und Ser142) vermittelt
(Sheng et al., 1991).

Fiir die Wirkung der Phosphorylierung auf CREB gibt es einige Hinweise und Vermutungen. Die
Bindungsaffinitdit von CREB an CRE-Bindungsstellen kann gesteigert werden, was allerdings
vor allem fiir schwache Bindungsstellen gilt (Shaywitz und Greenberg, 1999). Desweiteren un-
terstlitzt die Phosphorylierung an Ser133 eine Dimerisierung mit CREB oder anderen bZIP-
Faktoren, wie z. B. CREM und ATF-1 (Shaywitz und Greenberg, 1999). Hierbei haben
CREB/CREB-Homodimere die ldngste Halbwertszeit. Die Dimerisierung scheint nétig zu sein
fiir eine Ca®"-getriggerte Aktivierung der Transkription (Shaywitz und Greenberg, 1999). Mehre-
re regulatorische Signalwege miinden in einer Phosphorylierung von CREB: (I) Hormonaktivier-
te G-Protein-Rezeptoren fiihren tiber cAMP-Erhdhung zu einer Aktivierung der Proteinkinase A
(PKA), (IT) Sympathische Aktivitit fiihrt iiber einen Ca**-Anstieg zur Aktivierung von CaMKIV,
(ITT) Wachstumshormone kénnen den RAS-Signalweg RSK?2 aktivieren und (IV) bei Stress frei-
gesetzte inflammatorische Zytokine konnen MSK (mitogen- and stress-activated kinase) und
MAPKAP-K2 (mitogen-activated protein kinase-activated protein kinase-2) aktivieren (De
Cesare et al., 1999). Eine Membrandepolarisation und der damit einhergehende Ca®"-Einfluss
fiihren ebenfalls zu einer Phosphorylierung an Ser133 und damit zu einer Aktivierung von CREB
(De Cesare et al., 1999). Die Beeinflussung der Stabilitdt und Translokation des Proteins vom
Zytoplasma in den Zellkern scheint bei Creb keine primédre Wirkung der Phosphorylierung zu

sein (Shaywitz und Greenberg, 1999).

CREB ist ein typischer Transkriptionsfaktor, der in der Neuroplastizitdt involviert ist (Tardito et
al., 2006). Es konnte gezeigt werden, dass neuronale Aktivitit und Ca*" eine wichtiger Stimulus
bei der Ausbildung von synaptischen Verbindungen sind (Shaywitz und Greenberg, 1999). Hier-
bei wird ein Einfluss von CREB auf die Expression von BDNF diskutiert, das eine wichtige Rol-
le in der Ausbildung synaptischer Verbindungen in der Entwicklung des ZNS spielt (Tao et al.,
1998). So konnten eine verstirkte Depolarisation und ein mdglicher, damit verbundener Anstieg
von Creb zu einer Festigung synaptischer Verbindungen zwischen Haarzellen und Nervenzellen

fihren.
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4.5 Computerbasierte Analyse der Promotoren

Das Vorhandensein von Bindungsstellen fiir einen Transkriptionsfaktor im Promotorbereich ei-
nes Genes deutet auf eine potentielle Rolle dieses Faktors in der Regulation hin. Die Bindung
eines Transkriptionsfaktors ldsst sich nur experimentell, z. B. durch Chromatin-
Immunoprézipitation (ChIP), bestitigen. Aufgrund des experimentellen Aufwandes dieser Unter-
suchung bedarf es einer vorherigen Selektion potentieller Transkriptionsfaktoren. Zahlreiche
computergestiitzte Algorithmen wurden entwickelt, um die Bindungsstirke eines Transkriptions-
faktors an einer gegebenen DNA-Sequenz zu berechnen (Bailey, 2008). Allerdings ist eine be-
rechnete Bindungswahrscheinlichkeit nicht beweisend fiir eine wirkliche Bindung bzw. eine
funktionell bedeutende Bindung. Zur Reduktion falsch positiver Bindungsstellen ist die vorheri-
ge Eingrenzung infrage kommender DNA-Abschnitte notwendig. Diesem Vorgehen liegt die
Annahme zu Grunde, dass funktionell bedeutende Bereiche in einer Promotorregion evolutionér
konserviert sind. Durch einen phylogenetischen Vergleich unterschiedlicher Spezies lassen sich
so konservierte Bereiche ermitteln. Dieser Ansatz wurde auch in dem Genomatix®-Projekt ver-
folgt (Cartharius et al., 2005). So wurden fiir Prestin drei mogliche Promotorregionen ermittelt,
die in der vorliegenden Untersuchung auf mogliche Transkriptionsbindungsstellen hin untersucht

wurden.

4.5.1 Promotorbereiche

Die Transkriptionsaktivitidt eines Gens wird durch die zugehorige Promotorregion des Genes
reguliert. Diese befindet sich iiblicherweise in der 5 UTR und kann das erste Exon mit umfas-
sen. Daneben wurde die Existenz alternativer Promotoren beschrieben, die alternative Expressi-
onsprodukte (Isoformen) hervorbringen koénnen (Kimura et al., 2006). Hierbei konnen die alter-
nativen Promotoren sowohl bis zu 100 kB weiter distal im 5°-UTR-Bereich, als auch innerhalb
des Gens liegen. Beides ist fiir das Dystrophingen beim Menschen beschrieben. Fiir das mensch-

liche Prestingen sind bereits mehrere Isoformen bekannt (Teek et al., 2009).

Im Weiteren wurde evaluiert, inwieweit bei der Ratte die fiir Prestin durch das Genanalysepro-
gramms Matlnspector® von Genomatix® vorhergesagten Promotorbereiche typische Promotor-
elemente enthalten. Abb. 3 zeigt einen Ausschnitt des Promotorsets 3 (-250 Bp bis -168 Bp vor
ATG). Dieser enthélt im Bereich um -200 Bp vor ATG typische Core-Promotorelemente (Butler

und Kadonaga, 2002). So ist es wahrscheinlich, dass diese Region Promotorfunktion fiir Prestin
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inne hat. Die DNA-Sequenz, unmittelbar um das Startcodon von Prestin (-5 bis +6 Bp) lokali-
siert, ist eine Kozak-Sequenz (Kozak, 1987), wie sie homolog auch fiir Prestin der Maus gefun-
den worden ist (Zheng et al., 2003). Diese typische Sequenz ist haufig um das Startcodon

eukaryonter Gene zu finden.

4.5.2 Insilico Analyse von Transkriptionsbindungsstellen

Falls die Korrelation zwischen der Prestin-Expression und der Expression von Pou4f3, C/ebpf
und Carf auf dem Vorliegen von Bindungsstellen in der Promotorregion von Prestin fiir diese
Transkriptionsfaktoren beruht, sollten sich diese in einer in silico Analyse nachweisen lassen.
Das Vorhandensein der Bindungsstellen im Genom mehrerer Spezies erhoht die Wahrscheinlich-
keit deren biologischer Relevanz (Elnitski et al., 2006). Daher wurde die Promotorregion von
Prestin bei Ratte, Maus, Rind und Mensch mit Hilfe des Sequenzanalyseprogramms MochiView
(Abb. 5) auf Bindungsstellen der Faktoren hin untersucht. Als Matrix dienten hierzu in der Lite-
ratur veroffentlichte Konsensussequenzen der einzelnen Transkriptionsfaktoren (Tabelle 4). Der
Schwellenwert zur Anzeige einer Bindungsstelle berechnet sich aus der vorgegebenen

Konsensussequenz.

Zunichst wurden die Promotorregionen von Prestin auf das Vorhandensein von Bindungsstellen
fir TRE und RARE untersucht. Tabelle 11 zeigt das Auftreten vorhergesagter Bindungsstellen
bzw. die Anzahl der Bindungsstellen im Promotor. Dabei wurde geschaut, ob das Auftreten die-
ser Bindungsstellen hdufiger vorkam als in einer willkiirlich erstellten Sequenz gleicher Zusam-
mensetzung. Interessanterweise kam es in PS3 zu einer Anreicherung von RARE- und TRE-
Bindungsstellen. Die Promotorbereiche PS1 und PS2 zeigten eine identische Verteilung der Bin-
dungsstellen in der genetischen und den zufillig gemischten Sequenzen. Daher wurden die wei-

teren in silico Untersuchungen nur von PS3 durchgefiihrt.

Die Bindungsstellen, die in PS3 gefunden werden konnten, sind in Tabelle 12 dargestellt. Wei-
terhin wurde geschaut, wie haufig die Motive in einer zufilligen Sequenz gleicher
Basenzusammensetzung auftreten und ob das Auftreten in den Promotorbereichen tliberproporti-
onal haufig vorkommt. Tabelle 12 fasst die Ergebnisse der Analyse zusammen. Es zeigt sich,
dass Bindungsstellen fiir Pou4f3, C/ebpp und Carf bei allen untersuchten Spezies in der Promo-

torregion von Prestin iiberzuféllig hdufig vorhanden sind.
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Tabelle 11: Auftreten vorhergesagter Bindungsstellen in den Promotorregionen von Prestin

Motive Prestin PS3 (n = 50) Prestin PS1 (N =50)  Prestin PS2 (N = 50)
RARE/TRE 2 (0,9+0,7) 0 (0,4+0,6) 0 (0,4+0,5)
RARE 3(1,0£04) 2 (2,3%1,3) 2 (2,3+1,4)
TRE 3 (1,0+0,4) 1 (0,6+0,9) 0 (0,5+0,8)

Promotoren wurden mittels Genomatix ermittelt, Bindungsstellen wurden mittels MochiView
identifiziert. In Klammern: Auftreten der Motive in gemischt rearrangierten Sequenzen der Pro-

motoren (n = 50; Mittelwert = Stabw).

Zur Bestdtigung bedarf es einer experimentellen Validierung der vorhergesagten Bindungsstel-
len. Dies geschieht in der Promotoranalyse iiber experimentelle Verdnderung von Sequenzen
innerhalb definierter DNA-Abschnitte im Promotor und konsekutive Messung eines
Markerproteins, z. B. durch die direkte Messung der Proteinbindung an die DNA mittels EMSA
(electrophoretic mobility shift assay). Der neueste Ansatz ist die Chromatin-Immunoprézipitation
(ChIP). Mit dieser Methode werden in vivo an die DNA gebundene Transkriptionsfaktoren detek-
tiert mit der Erfordernis, dass diese vorher bekannt sind (Orlando, 2000). Genexpressionsassays

messen die Verdnderung eines Reportergens in Abhangigkeit cis-aktiver regulatorischer Signale.
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Tabelle 12: Bindungsstellen von Pou4f3, C/ebpf und Carf in der Promotorregion von Prestin

Motiv Sequenz Hiufigkeit des Auftretens Spezies
Pou4f3 5- AAATGA- 3 BDNF und NT-3*
5'-GAAAATGAAA-3" (+) 3(1,0-1) Ratte, 89-98¢
5'-GCAAATGAAA-3" (+) 5(2,1-5) Maus
5’'-GCAAATGAGA-3" (+) 2(1,0-5) Rind
5'-AAAAATGACC-3" (-) 1(0,0-1) Mensch
C/ebpp 5°-TKNNGNAAK-3 Konsensussequenz®
5'-TGGAGGAAG-3 (-) 2(1,0-4) Ratte, 56-48°
5'-TGGAGGAAG-3 (-) 3 (0, 10) Maus
5"-TGGAGGGGC-3 (+) 7(2,0-6) Rind
5-TGGAGAGGA-3'(+) 4(1,0-3) Mensch
CaRF 5-ANAACGAGGC-3'(+) CaRE1 von BDNF*
5'-CAGGAGAGGC-3'(+) 3(1,0-3) Ratte, 450-441¢
5'-CTTGGGAGGC-3'(-) 7 (4, 1-5) Maus
5’-CCTGTGAGGC-3'(+) 3(2,0-6) Rind
5'-GGGAAGAGGC-3'(+) 5(2,0-3) Mensch

“Clough et al. 2004; "Osada et al. 1996; Pfenning et al. 2010; *Auftreten der Bindungsstellen in
der Promotorregion nach Genomatix (GXP_19572). Der Sequenzvergleich zeigt
Sequenzkonservierungen zwischen Ratte, Maus, Rind und Mensch im PS3-Prestin-Promotor.
Konstante Kernsequenzen, die in allen Spezies konserviert sind, sind unterstrichen. Die homolo-
gen Sequenzen von PS3 konnen unter NCBI/HomoloGene/SLC26a5, Zugriffsnummer
NW 047687 (Rattus norvegicus), NT 165760.2 (Mus musculus), NW_001494886.1 (Bos tau-
rus), NT _007933.15 (Homo sapiens) identifiziert werden. In Klammern ist angegeben, wie hiu-
fig die Motive in einer zufdlligen Mischung der Sequenzen auftreten (Median, Min-Max, jeweils
n = 30). Der Wald-Wolfowitz-Test zeigt signifikante Unterschiede zwischen dem beobachteten
und der zufilligen Haufigkeiten fiir jede untersuchte Sequenz (jeweils p < 0,001).
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5 Bedeutung der Untersuchung und Schlussfolgerungen

Folgende Aussagen konnen auf der Grundlage dieser Arbeit getroffen werden: (I) In dieser Ar-
beit wurde erstmalig die Koexpression zwischen ausgewéhlten Transkriptionsfaktoren und Pres-
tin wihrend der postnatalen Entwicklung untersucht. (II) Diese Arbeit zeigt, dass neben Gata3
auch die Transkriptionsfaktoren Pou4f3, C/ebpf und Carf moglicherweise an der Regulation von
Prestin beteiligt sind. Es zeigte sich ein paralleles Verhalten zwischen Prestin und Pou4f3 in vivo
und zum Teil in vitro. C/ebpp und Carf hingegen korrelieren unter ausgewéhlten Bedingungen
eng mit der Expression von Prestin. (III) Die Arbeit trigt ferner zum Verstdndnis der Entwick-
lung des apikal-basalen Gradienten bei. Die ebenfalls einen Gradienten ausbildenden Transkrip-
tionsfaktoren Pou4f3 und C/ebpp konnten mit der tonotopischen Expression von Prestin in Ver-
bindung stehen. (IV) Weiterhin wurde die regionale Verteilung der ausgewéhlten TF zwischen
Cortischem Organ und Limbus untersucht, wobei sich bestétigte, das Pou4f3 ausschlieBlich so-

wie C/ebpp und Gata3 vermehrt im Cortischen Organ exprimiert werden.

Durch diese Erkenntnisse trégt die Arbeit zum Grundlagenwissen der postnatalen Innenohrent-
wicklung bei und bietet mit der moglichen Beeinflussung von Prestin therapeutische Méglichkei-
ten. Prestin ist ein fiir den Horprozess bedeutendes Protein, dass bei einem Funktionsverlust zu
einer Minderung des Horvermogens um etwa 40 dB fiihrt (Liberman et al., 2002). Starker Lirm
fiihrt neben einer Schiadigung der duBleren Haarzellen und damit verbundenen Horstoérungen auch
zu einer Hochregulation von Prestin (Mazurek et al., 2007). Ebenso 16st die chronische Einnah-
me von Salicylsdure reversibel Tinnitus aus und fiihrt {iber einen Anstieg der Prestin-Expression
(Yu et al., 2008) zu einem Anstieg der Elektromotilitit der AHZ (Yang et al., 2009). Der Typ I
der Tinnitusklassifikation nach Zenner (1998) wird als Motortinnitus bezeichnet und beruht auf
der verstirkten Hypermotilitit der duBeren Haarzellen. Prestin als Motorprotein steht in der Dis-

kussion als moglicher Ausloser (Mazurek et al., 2006).

Die Arbeit zeigt einerseits Mdglichkeiten zur Beeinflussung der Prestin-Expression und versucht
andererseits, Zusammenhinge potentieller Mechanismen der Expressionsregulation von Prestin
darzulegen. Ich bin mir allerdings bewusst, dass Transkriptionsfaktoren auf der Ebene der Trans-
kription wirken und dass weitere Moglichkeiten der Proteinregulation vorhanden sind. Weiterhin
beziehen sich diese Ergebnisse auf die frithe postnatale Entwicklung im Tiermodell bzw. auf die
organotypische Kultur des Innenohres. Allerdings konnten diese Ergebnisse auf grundlegende

Prozesse im adulten Tier hindeuten.
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Es sind weitere experimentelle Untersuchungen nétig, um tiefgreifendere Erkenntnisse zur Regu-
lation der Prestinexpression zu erlangen. Bei dieser Arbeit handelt es sich lediglich um
Koexpressionsuntersuchungen und somit indirekte Hinweise auf die Rolle der Transkriptionsfak-
toren. Mogliche weitere Untersuchungen wiren eine selektivere Priparation der AHZ, die Ex-
traktion der mRNA mittels Einzelzell-PCR, die Anwendung eines Luciferase-Reporter-Gene-
Assays zur Bestimmung spezifischer Transkriptionsbindungsstellen und die kontrollierte Aus-

schaltung einzelner Transkriptionsfaktoren mittels siRNA.
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6 Zusammenfassung

Prestin ist das Motorprotein der dulleren Haarzellen im Cortischen Organ des Innenohres. Durch
seine mechanosensorische Kopplung ist es maf3geblich fiir die hohe Sensitivitidt des Horens ver-
antwortlich. Die molekularen Mechanismen der Expressionsregulation von Prestin werden im-

mer noch unzureichend verstanden.

In dieser Arbeit wurde die mRNA-Expression von Prestin und die der Transkriptionsfaktoren
Poudf3 (POU domain, class 4, transcription factor 3), C/ebpP (CCAAT/enhancer binding protein
beta), Spl (specificity protein 1), Carf (calcium response factor) und Crebl (cAMP response
element binding protein) bei Ratten mittels Echtzeit-PCR unter unterschiedlichen experimentel-
len Bedingungen bestimmt und auf zwei Bezugssysteme bezogen. Hierfiir dienten der totale
RNA-Gehalt einer Probe und der mRNA-Gehalt des Haushaltsgens Tbp. Die Expression von
Prestin und die der ausgewéhlten Transkriptionsfaktoren wurden verglichen hinsichtlich: 1.) des
Musters der Expression, 2.) der Korrelation des mRNA-Gehalts und 3.) der Existenz von Bin-
dungsstellen fiir die untersuchten Transkriptionsfaktoren in den Promotorbereichen von Prestin

und der Transkriptionsfakoren.

Es wurden Bedingungen gewihlt, von denen bekannt ist, dass sie einen Einfluss auf die Expres-
sion von Prestin haben. Dies sind zum einen die Expressionsveranderungen wahrend der postna-
talen Entwicklung der Ratte zwischen dem 2. und dem 8. postnatalen Tag. Zum anderen wurden
Expressionsverdnderungen in der organotypischen Kultur des Cortischen Organs gezielt indu-
ziert. Hierzu wurden der Kultur Thyroxin (T4), Kaliumchlorid (KCI), Natriumbutyrat (NB) bzw.
Retinsdure (RS) in verschiedenen Konzentrationen zugesetzt. Aulerdem erfolgte die Suche nach

Expressionsverdnderungen entlang der apikal-basalen Achse des Cortischen Organs.

In dieser Arbeit zeigte sich, dass die mRNA—Expressionen von Prestin und Pou4f3 in der postna-
talen Entwicklung sowie in der organotypischen Kultur unter Zugabe von Thyroxin (0,5 uM),
Natriumbutyrat (bis 2000 uM) und erhohter KCI-Konzentration (50 mM) signifikant miteinander
korrelieren. Beide Gene bilden aullerdem sowohl in der postnatalen Entwicklung als auch in der
48h-Kultur unter Zugabe von Thyroxin (0,5 mM) einen apikal-basalen Gradienten entlang der
apikal-basalen Achse des Cortischen Organs aus. Fiir C/ebpp und Prestin zeigte sich in der post-
natalen Entwicklung und in den 48h-Kulturen unter Zugabe von Thyroxin (0,5 mM) sowie
Retinsdure (bis 100 uM) eine signifikante Korrelation zwischen der Expression beider Gene.

Auch C/ebpp bildet in der postnatalen Entwicklung einen apikal-basalen Gradienten im Corti-
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schen Organ aus. Die Expression des Transkriptionsfaktors Carf korreliert mit der Prestinexpres-
sion sowohl in der Kultur unter Zugabe von Thyroxin (0,5 mM) als auch unter Zugabe von KCI

(50 mM). Fiir die Faktoren Sp1 und Crebla sind keine signifikanten Korrelationen nachweisbar.

Mithilfe einer modifizierten Priparationsmethode wurde analysiert, inwieweit im Innenohr eine
unterschiedliche Expression der untersuchten Transkriptionsfaktoren im Bereich der Haarzellen
und der angrenzenden Limbusregion vorliegt. Dabei zeigte sich, dass die Transkriptionsfaktoren
Gata3 und C/ebpf im Cortischen Organ hoher exprimiert werden als im Limbus. Fiir Pou4{3 ist
eine spezifische Expression in den duBeren Haarzellen des Cortischen Organ bekannt. Fiir Spl,

Carf und Creb konnte keine hohere Expression im Cortischen Organ gefunden werden.

In einer in silico-Analyse der Promotorregionen von Prestin bei Mensch, Ratte, Maus und Rind
fanden sich Hinweise darauf, dass homologe Bindungsstellen fiir Pou4f3, C/ebpp und Carf in der
Promotorregion von Prestin zu finden sind. Auch Bindungsstellen fiir Retinsdure und Thyroxin
finden sich haufiger in den Promotorsequenzen von Prestin als in zufilligen Sequenzen gleicher

Basenzusammensetzung.

Diese Ergebnisse deuten darauf hin, dass die Transkriptionsfaktoren Pou4f3, C/ebpp und Carf an
der Regulation der Expression von Prestin beteiligt sein konnen. Es bedarf weiterer experimen-
teller Untersuchungen, um die funktionelle Relevanz der Transkriptionsfaktoren und Bindungs-

stellen zu beweisen.
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Abbildungs- und Diagrammverzeichnis

Abb. 1: Querschnitt durch den Schneckengang. Dargestellt sind die drei Scalaec der Cochlea,
zentral das Cortische Organ mit den inneren (IHZ) und duBeren Haarzellen (AHZ) auf der
Basilarmembran liegend, (links) der Limbus spiralis und (rechts) die Stria vascularis (Aus

Benninghoff und Drenckhahn, 2004 S.726, mit freundlicher Genehmigung)...........ccccecvvvevverrnnenn.

Abb. 2: Verteilung der Kaliumkonzentration im Cortischen Organ. Dargestellt sind die
Konzentrationen von Kalium in der Endolymphe, Perilymphe sowie der Transport und

Verlauf des Kaliums (Benninghoff und Drenckhahn, 2004). .........cccoccieviiniiniieiiiieeeeeeeee

Abb. 3: Core-Promotor von Prestin der Ratte. Dargestellt ist die 5°-UTR von Prestin (Ratte) im
Bereich von -250 bis -168 Bp vor ATG mit den Elementen des Core-Promotors nach Butler
und Kadonaga (2002). BRE — “TFIIB recognition element” [Transkriptionsfaktor IIB
Erkennungselement], TATA - Box, Inr — ,Initiator* [Initiator], DRE — ,, downstream core
promotor element” [abwirtsgelegene Kernpromotorelement]. Nach Butler und Kadonaga

(2002) auf die 5°-UTR von Prestin (Ratte) angewandt.............ccceecueeeiirriienienienieeie e

Abb. 4: Haarzellfirbung mit Phalloidin. Angefirbt sind die hufeneisenformig aufgereihten
Stereozillien der drei Reihen #AuBerer Haarzellen (AHZ) und der einen Reihe innerer

Haarzellen (IHZ). Der schwarze Balken entspricht einer Lange von 10 uM. ........cccooeeevvvevvennnnnn.

Abb. 5: in silico DNA-Analyseprogramm MochiView 1.45 (Homann und Johnson, 2010).
Dargestellt ist die Promotorregion von Prestin (Ratte). Angezeigt wird die
Bindungswahrscheinlichkeit der Transkriptionsfaktoren an dem zu untersuchenden DNA-

AADSCIIIT. «.eeeeeieiiieeeeeeeeeeeeeee ettt ettt e et e ee e e e e e e e e eeee e ee e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e et e e e e e e e e e e e ea e et eeaaaaaaaaa———_

Abb. 6: Verinderung des Kalibratormesswertes jedes Gens im Verlauf der
Bearbeitungsserien. In der Abbildung dargestellt ist die fortlaufende Bestimmung der bei
jeder Reaktionsserie mitgefiihrten Kalibratorprobe fiir die jeweilig bestimmten Gene. In
Klammern zu jedem Gen angegeben ist die Gleichung der Regressionsgraden sowie der
Korrelationseffizient: A) Tbp (y = -0,0085x+22,19, R = 0,25), C/ebp-b (y = 0,0016x + 27,034,
R =0,02), Carf (y = 0,013x+25,546, R = 0,18) und Crebla (y = 0,012x+22,98, R = 0,17). B)
Prestin (y = 0,005x+24,96, R = 0,10), Pou4f3 (y = 0,003x+24,37) und Sp1 (y = 0,039x+22,10,

Abb. 7: Korrelation der relativen Prestin-Expression aus den von Kerstin Stute (2011)
verwendeten Proben mit der in dieser Arbeit durchgefiihrten Neubestimmung dieser
Proben. Prestin jeweils bezogen auf Tbp. Es besteht eine enge, hochsignifikante Korrelation
zwischen beiden Bestimmungen (R = 0,91 p < 0,0001, n = 84). Unterschiede der absoluten
Werte resultieren aus der Verwendung unterschiedlicher Kalibratorproben in beiden

BESTIMMUNZEN. .....eeiiiiiiiieciie ettt ee et este e e bt eetbeesbeeessteessseeesseeesseesssaeessseessseeassaeessseesnseen

Abb. 8: Priparation des Cortischen Organs, Aufteilung in die Segmente und Darstellung der
Haarzellen je Segment. Innenohr einer Ratte, postnataler Tag 5; A) héutiges Labyrinth aus
der knochernen Kapsel gelost. B) Separieren von Cortischem Organ (links) sowie Stria
vascularis und Modiolus (rechts) C) nach Segmenten aufgeteiltes Cortisches Organ;
Darstellung der Haarzellen des apikalen (D), medialen (E) und basalen (F) Segments (Gross

<11 IO 0 I TSRS

Abb. 9: Anzahl der Aufleren Haarzellen im apikalen (a), medialen (m) und basalen (b)
Segment 5 Tage alter Ratten. Dargestellt sind Mittelwerte + Stdf. “p < 0,05 (LSD) vs. apikal
(n = 5). Die Berechnung erfolgte mit Hilfe einer Okularstrichplatte (200 Stricheinheiten = 2
mm) und einem Objektmikrometer. Dazu wurden (1) die HZ/100 um und (2) die Lange des

Segments gemessen, um (3) daraus die Anzahl der Haarzellen pro Segment zu berechnen. ..........

..... 3
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Abb. 10: Verinderung der Gesamt-RNA pro Segment und mRNA-Expression von Tbp

wihrend der postnatalen Entwicklung. Apikale (a), mediale (m) und basale (b) Segmente
wurden zur Signifikanzberechnung zusammengefasst. Dargestellt sind Mittelwert + Stdf., PT
— postnataler Tag, *'p < 0,0001 (Tbp) PT5 vs. PT2; **p < 0,0001 (Tbp) PT8 vs. PT5; *’p <
0,006 (RNA), PT8 vs. PT2 (Scheffé); *p < 0,01(LSD) basal vs. PT8 apikal oder medial,
jewells 1= 6, ZUSAMMEN N = 18, .....ccciiiiiiiieitesieie ettt e steesr e e b e e be e seessaesssessseesseensaessnens 42

Abb. 11: Verinderung der Expression von Prestin und Pou4f3 im apikalen, medialen und

basalen Segment wiihrend der postnatalen Entwicklung. Ergebnisse dargestellt in Bezug
auf Gesamt-RNA und Tbp als Mittelwert + Stdf., Abkiirzung siehe Abb. 10. Signifikanzen
sind giiltig in beiden Referenzsystemen. Prestin: p*' < 0.007 versus PT2, ** p < 0.0001 vs.
PTS, # p < 0.002 vs. apikal, Poudf3:*’ p < 0.008 vs. PT5, # p < 0.02 vs. apikal........c..ccocovurrmee..e. 44

Abb. 12: Verinderung der Expression von C/ebpp und Spl im apikalen, medialen und

basalen Segment wihrend der postnatalen Entwicklung. mRNA-Expression in Bezug auf
Gesamt-RNA und Tbp dargestellt als Mittelwert = Stdf.. Abkiirzung siehe Abb. 10.
Signifikanzen sind giiltig in beiden Referenzsystemen. *'p < 0.02 vs. PT2, (apikalen und
mittlere Segmente, Scheffé), #p < 0.008 vs. apikal PT8 (LSD),** p < 0.0001 vs. PT2 (alle
SEGIMENTE), T = 0. .ecueiiiiiiiiiiiieteeeee ettt ettt ettt et ettt et e b e sbeesbeesanesateene e bt e beesaeenaeeeaees 45

Abb. 13: Verinderung der Expression von Carf und Crebla im apikalen, medialen und

basalen Segment wihrend der postnatalen Entwicklung. Abkiirzung siehe Abb. 10. Es
kommt zu keinen signifikanten VEranderungen. ..........coccvveeeuieeiieenciieiiieenieecciee e creeeeeeesvee s 46

Abb. 14: Verinderung der RNA und Tbp-Expression in den apikalen (a), medialen (m) und

basalen (b) Segmenten des Cortischen Organs in der organotypischen 48h-Kultur. Fiir
die Signifikanzberechnung wurden die Segmente zusammengefasst. *p < 0,006 (LSD) vs.
Kontrolle (RNA), Tbp 0. 8., (11 =7 JEWEILS). ...veeriierieriieiieieeiieree e see e eve e e seesreseseesseenseesaesseens 48

Abb. 15: Verinderung der Expression von Prestin und Pou4f3 in der organotypischen 48h-

Kultur im apikalen (a), medialen (m) und basalen (b) Segment. Angegeben ist sowohl der
Bezug auf Gesamt-RNA und auf Tbp mRNA als Mittelwert + Stdf.. (A) Prestin: *'p < 0,002
(Scheffé) vs. apikal Kontrolle, **p < 0,03 (LSD) vs. medial Kontrolle, basal Kultur vs.
Kontrolle (p = n. s.), (B) Pou4f3: es zeigen sich keine signifikanten Verdnderungen. (n = 6
JEWEILS). 1vveiiietiesteeieste et et e et e e bt e steestaeesseesbeesseessaessseasseassaesseesseessaessseasseasseesseesseesseasseasseenseensaesaens 49

Abb. 16: Expression der Transkriptionsfaktoren C/ebpp (A), Sp1 (B), Carf (C) und Crebla

(D) in der organotypischen 48h-Kultur (PT3-5). Dargestellt sind die Expression der
Transkriptionsfaktoren, bezogen auf die Gesamt-RNA und auf das Referenzgen Tbp als
Mittelwert + Stdf. Zur Berechnung der Signifikanzen wurden die Segmente bei C/ebpf und
Spl zusammengefasst. (A) *'p < 0,04 (Scheffé) vs. Kontrolle Tbp, Kultur vs. Kontrolle RNA
(p =n.s.), (n = 6 jeweils); (B) *'p = 0,03 (Scheffé) vs. Kontrolle RNA, **p = 0,08 (LSD) vs.
Kontrolle Tbp; (C) und (D) keine signifikanten Veranderungen. ............ccecvevveervercvencreecveesreenneenenens 50

Abb. 17: Die Wirkung von 0,5 pM T4 auf die Entwicklung des RNA-Gehaltes und der Tbp-

Expression in der organotypischen Kultur des Cortischen Organs. Werte angegeben als
Mittelwert + Stdf.. Fiir die Signifikanzberechnung wurden die jeweiligen Segmente
zusammengefasst. Abkiirzung siehe Abb. 10. Es ergeben sich keine signifikanten
Veranderungen (N =4 J& SEZMENL). ......cceevvierriertierierreereereesseesseeseessesseesseesseesseesssesssessseesseessessseens 51

Abb. 18: Expression von Prestin und der untersuchten TF unter Zugabe von 0,5 uM T4 in der

organotypischen 48h-Kultur postnataler Ratten. Dargestellt sind die Mittelwerte + Stdf.
als relative Verdnderungen, bezogen auf die Kontrollgruppe, getrennt nach apikalen (a),
medialen (m) und basalen (b) Segmenten. In die Berechnung wurden die Verdnderungen in
beiden Bezugssystemen einbezogen mind. n = 7 jeweils; *p < 0.05 (Wilcoxon Paar Test). .............. 52
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19: Verhalten von (A) Gesamt-RNA und (B) Tbp bei Zugabe von steigenden
Dosierungen Natriumbutyrats. NB - mit Natriumbutyrat behandelte Kulturen, Kontrolle —
dazugehorige Kontrollgruppen. Apikale, mediale und basale Segmente in der Darstellung
zusammengefasst. (A) *'p mind. < 0,02 (LSD) je Konzentration: Kontrolle vs. NB. (B) *'p <
0,01 (LSD) 2000 uM NB vs. Kontrolle. (n = 18 JEWEILS).....ccceerierierieniieieeieeieeeeseesee e 53

20: Einfluss von Natriumbutyrat auf die relativen Verinderungen der Expression von
Prestin und Pou4f3 im apikalen (a), medialen (m) und basalen (b) Segment. Dic Werte
von 500 - 2000 uM wurden fiir die Signifikanzberechnung zusammengefasst. (n = 10 - 12 je
Segment). Prestin: apikal *'p < 0,05, medial *'p < 0,01, basal *'p < 0,02, Pou4f3: apikal **p <
0,0001, medial **p < 0,0001, basal **p < 0,0001. (WilcOXON-TESt). .......co.eveerereereerrreerreereeeereeeeeernans 54

21: Entwicklung der Gesamt-RNA pro Fragment und der Tbp-Expression in einer 48h-
Kultur unter Zugabe von 50 mM KCI. Dargestellt sind Mittelwerte + Stdf. der jeweiligen
Segmente (n = 6 jeweils). Fir die Signifikanzberechnung wurden die Segmente
zusammengefasst. *'p < 0,001 (Scheffé): RNA der Kultur vs. RNA der Kontrollen. (n = 3-4
KUITUT). 1ottt et e e st e e tb e e et e e e bae e abee e baeetaeaasseeesbeesssaeansaeessaeenseeensns 55

22: Verinderung der Expression von Prestin und ausgewihlten Transkriptionsfaktoren
in der organotypischen Kultur unter Zusatz von 50 mM KCI. Dargestellt sind die
relativen Expressionsverdnderungen der untersuchten Gene als Mittelwert = Stdf. Die
relativen Verdnderungen in Bezug auf die Gesamt-RNA und Tbp wurden in der Darstellung
zusammengefasst. *p mindestens < 0,05, n =6 (WilcoXon-Test). ......ccccecerreireriieeriieerieeniee e 56

23: Verinderung der Gesamt-RNA (A) und von Tbp (B) in Abhingigkeit steigender
Dosierungen von Retinsiure (RS) in der organotypischen Kultur. Dargestellt sind die
behandelten Gruppen (RS) mit den dazugehodrigen Kontrollen (Kontrolle). Es kommt zu
keinen signifikanten VErnderUNGen. ..........ccvevverieiiiiiieeiiesiiesee e ereereeseesseeseeesenessseesseesseessaesssessnas 57

24: Verhalten der Expression von Prestin, Pou4f3 und C/ebpp in der 48h-Kultur unter
steigender Dosierung von RS. Dargestellt ist Mittelwert + Stdf. der relativen
Expressionsverdnderung der apikalen (a), medialen (m) und basalen (b) Segmente. Bei
Pou4f3 wurden 50 uM und 100 pM fiir die Signifikanzberechnung zusammengefasst *p <
0,05, **p < 0,01,***p < 0,001, ****p <0,0001, (n = 16 - 18 JeWEIIS). ...eecvrrcrrrrrieieriereeeie e 57

25: Verhalten der Transkriptionsfaktoren Sp1, Carf und Crebla in der organotypischen
Kultur unter 50 und 100 uM Retinsiure (RS). Dargestellt sind Mittelwert + Stdf. der
relativen Expressionsverdnderungen. Die Verdnderungen bezogen auf Gesamt-RNA und Tbp
wurden zusammengefasst. Keine signifikanten Verdnderungen (n =12 - 14)....ccccoeiiiiiiiienieninnne. 58

26: Genexpressionsdiagramm. Das Diagramm zeigt die Expression der in dieser Studie
untersuchten Gene. Es sind die Mittelwerte der folgenden Gruppen dargestellt (jeweils apikal,
medial, basal): PT2, PT5, PT8; Kultur, T4, NB, KCIl, RS (jeweils Kontrolle und
experimentelle Gruppe). Korrelationskoeffizient (R): Prestin (0,83), Poudf3 (0,65), C/ebpp
(0,91), Sp1 (0,69), Carf (0,79). Alle Korrelationen sind signifikant mit (p < 0,01 n =27). Creb
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27: Verinderung der Gesamt-RNA pro Segment und der Tbp-Expression wihrend der
postnatalen Entwicklung im apikalen, medialen und basalen Segment des Innenohrs
postnataler Ratten, getrennt nach (A) Cortischem Organ und (B) Limbus. Abkiirzung
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zusammengefasst. A) *'p < 0,01 (LSD) vs. RNA PT5, *'p = 0,02 (LSD) vs. Tbp PT5. B) *'p <
0,001 (Scheffé) PT8 vs. PT2 Tbp, (N =6 j& SEZMENL).....cccuerriieriieiieniieeiieeie ettt et 62

28: Verteilung von Gata3 und Pou4f3 zwischen Cortischem Organ und Limbus am PT2,
PT5 und PT8. Dargestellt sind Mittelwert + Stdf., Expression bezogen auf Gesamt-RNA. p*'
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< 0,02 (LSD): Gata3 PT2 vs. PT8, p** < 0,03 (LSD): Pou4f3 PT2 vs. PT8, *'p < 0,008
(Scheffé): Gata3 - Limbus vs. Corti an jedem PT, **p < 0,00001 (Scheffé): Pou4f3 — Limbus
vs. Corti (an jedem PT). (Corti: mindestens n = 18, Limbus: 0= 12).....ccccevvviiviiienciienieeeieenn,

Abb. 29: Expression der Transkriptionsfaktoren Spl, C/ebpp , Carf und Crebla im
Cortischen Organ und Limbus des Innenohrs in der postnatalen Entwicklung. PT-
postnataler Tag (A) C/ebpf: *'p < 0,001 - Corti vs. Limbus (an jedem PT), (B) SP1: *p <
0,0001 - Corti PT2 vs. PT8, *’p < 0,004 - Limbus PT2 vs. PT8, (C) Carf: *'p < 0,0001 -
Corti PT2 vs. PT8, *°p < 0,04 - Limbus PT2 vs. PT8, (D) Crebla: *°p < 0,001 - Corti PT5 vs.
PT8, *'p < 0,01 - Limbus PT2 vs. PT8 (Corti: n = 24; Limbus: 0= 12). ..c.ceceovverrerrererreeernans

Abb. 30: Verhalten von Volumen und Zelloberfliiche der &dufleren Haarzellen in der
postnatalen Entwicklung von Katzen. Dargestellt sind getrennt nach apikalem, medialem
und basalem Segment fiir die postnatalen Tage 2, 5 und 8 die errechneten Werte fiir Volumen
und Zelloberfliche. Basisdaten fiir die Berechnung entnommen aus (Sato et al., 1999).
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