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Zusammenfassung

Zusammenfassung

Die calcium- und spannungsabhangigen big conductance (BK) Kaliumkanale sind an einer
Vielzahl physiologischer, aber auch pathophysiologischer Prozesse beteiligt. Sie werden in
vielen unterschiedlichen Gewebstypen, einschliel3lich der Cochlea, exprimiert. In dieser
finden die Schalltransduktion und die Weiterleitung der Signale Uber den Hérnerven ins
Gehirn statt. Die BK-Kanale sind in den reifen sensorischen inneren Haarsinneszellen (IHZ)
fur die schnelle Repolarisation des Rezeptorpotentials und die kleinen
Membranzeitkonstanten verantwortlich, womit eine schnelle Reaktion auf Anderungen des
Membranpotentials mdglich ist.
Obwohl die BK-Kanéle in IHZ bereits bei einer Membranspannung von -75 mV mit einer
halbmaximalen Aktivierungsspannung von -50 mV o&ffnen, ist der schnell aktivierende
BK-Strom (lx;) unabhangig vom Ca*-Einstrom iiber spannungsgesteuerte Calciumkanéle
(Ca,1.3-Kanale) am synaptischen Pol der IHZ. Dieses Paradoxon konnte bislang noch nicht
aufgeldst werden. Ziel der Arbeit war es, einen alternativen Aktivierungsmechanismus fur
BK-Kanale in Sdugern nachzuweisen, der sich von der bekannten BK-Aktivierung mittels
Ca*-Einstrom durch benachbarte Ca,1.3-Kanéle in Haarzellen von Végeln, Reptilien und
Amphibien unterscheidet.
Mit konfokaler Immunhistochemie wurde in dieser Arbeit die subzelluldre Lokalisation der
porenbildenden BKa-Untereinheit im Vergleich zu den Tight Junctions, den Ca,1.3-Kanalen
und dem Endoplasmatischen Retikulum (ER) in den IHZ von Mausen untersucht. IHZ weisen
zwei raumlich getrennte BKa-Subpopulationen auf, wobei die Hauptpopulation, die als
Cluster am Hals der IHZ lokalisiert ist, die gréoRRte physiologisch noch sinnvolle Entfernung
unterhalb der Tight Junctions zu den prasynaptischen Ca,1.3-Kanalen aufweist. In der Nahe
prasynaptischer Ca,1.3-Kanale konnte nur eine kleine BKa-Subpopulation identifiziert
werden. BKa-Kanal-Cluster waren zudem nicht in der Nahe des ERs lokalisiert, welches als
mdgliche Ca?*-Quelle hatte dienen kénnen.
Die Ca**-unabhéngige Aktivierung von BK-Kanalen bei negativen Potentialen kann durch die
neu entdeckten y-Untereinheiten, die Leucin-rich repeat-containing Proteine, LRRC26 (y1)
und LRRC52 (y2), die in heterologen Expressionssystemen die halbmaximale
Aktivierungsspannung der BK-Stréme um -140 mV bzw. -100 mV verschieben, ausgelost
werden.
Mit nested PCR, Immunfluoreszenzanalysen und dem in situ Proximity Ligation Assay
(is-PLA) wurden unreife und reife Corti-Organe bzw. IHZ von Mausen auf das Vorliegen von
LRRC26 und LRRC52 analysiert. In reifen IHZ konnten mit nested PCR Transkripte fir
LRRC52, nicht jedoch fir LRRC26 nachgewiesen werden. Konsistent dazu wurden keine
LRRC26-Proteine, aber eine synchrone Hochregulation von LRRC52 und BKa mit Horbeginn
in den IHZ von Wildtyp-Mausen identifiziert. Dartber hinaus kolokalisierten beide Proteine in
3



Zusammenfassung

Clustern am Hals der IHZ. Mithilfe des is-PLA wurde eine rdumliche Nahe von < 40 nm von
LRRC52 und BKa nachgewiesen. Zusatzlich wurde in zwei Knockout-Mausmodellen, BKa™-
und Ca,1.3"-Mausen, denen die BKa-Untereinheit fehlt, die Abwesenheit von LRRC52 in
reifen IHZ festgestellt.

Die synchrone entwicklungsabhangige Hochregulation von LRRC52 mit BKa zu Hoérbeginn,
ihre Kolokalisation in einem Abstand von < 40 nm am Hals der IHZ und die Abhangigkeit der
LRRC52-Expression von der Anwesenheit von BKa weisen LRRC52 als y2-Untereinheit der
BK-Kanéle in IHZ aus. Ein funktioneller Nachweis bleibt zuklnftigen Experimenten, z.B. der
Analyse einer LRRC52-knockout-Maus, vorbehalten.



Summary

Summary

The big conductance, voltage and calcium-activated K* (BK) channels participate in a large
variety of physiological but also pathophysiological processes. They are expressed in various
tissues including the cochlea in both excitable and non-excitable cells. The cochlea
transduces sound into transmitter release and converts the information to the auditory
brainstem by the acoustic nerve. BK channels are responsible for fast repolarization of the
receptor potential and small time constants of the mature inner hair cell (IHC), enabling it to
respond very quickly to changes in membrane potential.

Although they activate at around -75 mV with a voltage of half-maximum activation of -50 mV
the fast activating BK current (lx;) is largely insensitive to Ca®* influx through presynaptic
voltage-gated calcium (Ca,1.3) channels, a paradox that has not been resolved so far. The
aim of this thesis was to identify an alternative activation mechanism for BK channels in
mammalian IHCs distinct to the known BK channel activation by Ca® influx through adjacent
Ca,1.3 channels common to hair cells of birds, reptiles and amphibians.

Using confocal immunohistochemistry, the subcellular localization of the pore-forming BKa
subunit with respect to tight junctions, Ca,1.3 channels and the endoplasmic reticulum (ER)
was analyzed in mature IHCs. IHCs show a subcellular spatial segregation of two BKa
populations with the large population localized at the IHC neck directly underneath the tight
junction ring at the largest possible distance from presynaptic Ca,1.3 channels. A much
smaller population of BKa channels was however identified in proximity to presynaptic Ca,1.3
channels. BK channel clusters at the IHC neck were not localized close to the ER, which
could have served as an internal store for Ca*".

Ca?*-independent activation of BK channels at negative potentials can be caused by newly
detected y subunits, the Leucin-rich repeat-containing proteins, LRRC26 (y1) and LRRC52
(y2), which upon heterologous expression can shift the voltage of half-maximum activation of
the BK current by -140 mV and -100 mV, respectively.

Immature and mature mouse organs of Corti and IHCs were analyzed for LRRC26 and
LRRC52 with nested PCR, immunofluorescence analysis and in situ Proximity Ligation
Assay (is-PLA). In mature IHCs, transcripts for LRRC52 but not for LRRC26 could be
detected using a nested PCR approach. Consistently, no LRRC26 protein expression was
found in IHC of wildtype mice. However, a synchronous developmental up-regulation of
LRRC52 with the pore-forming BKa subunit was identified at the onset of hearing resulting in
the co-localization of both proteins in clusters at the IHC neck. Furthermore, a close proximity
of LRRC52 and BKa within < 40 nm was specified using is-PLA. Additionally, LRRC52 was
absent from mature IHCs of BKa- and Ca,1.3-deficient mice, which both lack BKa protein.
Taken together, the synchronous developmental up-regulation of LRRC52 with BKa at the

onset of hearing, their co-localization within a distance of < 40 nm at the IHC neck and the
5
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BKa-dependent expression of LRRC52 identify LRRC52 as y2 subunit of BK channels in
IHC. Future experiments are needed to functionally proof the role of LRRC52 for the

activation of BK channels, e.g. using a LRRC52-knockout mouse model.
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1 Einleitung

Unter den funf klassischen Hauptsinnen mit denen der Mensch seine Umwelt physiologisch
wahrnimmt, erlangt das Ohr als erstes seine volle Funktionsfahigkeit. Damit wird die
Relevanz eines intakten Gehdrs fir Lebewesen sehr deutlich. Neben der Vermittlung der
auditiven Wahrnehmung ist es zuséatzlich fir den Erwerb der Sprache und somit auch fir die
Teilnahme an sozialen Interaktionen Uber Kommunikation unerladsslich. Durch variierende
Betonung ist es dem Menschen auflerdem mdglich, Gber das gesprochene Wort Emotionen
zu transportieren, sodass nicht nur informative, sondern auch emotionale und soziale
Aspekte gesendet und empfangen werden kénnen.

Ist das Hérvermdgen eingeschrankt oder fehlt es véllig, kbnnen trotz technischer Hilfsmittel,
vielfaltiger Therapieformen und Gebardensprache viele dieser Informationen nicht wieder-
oder weitergegeben werden. Der Gehorsinn spielt aullerdem fir die rdumliche Orientierung
eine essentielle Rolle und ermdglicht die Lokalisation von Gerduschen und Ténen sowohl bei
Tag als auch in der Dunkelheit. Zudem hilft er bei der Erkennung und Abwendung von
Gefahren im Alltag, wie zum Beispiel dem Hupen im Stralenverkehr. Im Vergleich zu den
olfaktorischen, gustatorischen, visuellen und taktilen Wahrnehmungen stellt das Gehor als
Schaltzentrale der auditiven Wahrnehmung das empfindlichste Sinnessystem dar (Schmidt
et al., 2005). Durch diese Komplexitat ist es jedoch sehr stéranfallig fir genetische Defekte
und Entwicklungsstérungen, die oft nicht regenerieren und ursachlich medizinisch behandelt
werden kénnen. Aufgrund des Fehlens kurativer Therapien werden zur Zeit lediglich
technische Hilfsmittel wie Hoérgerate oder Cochlea-Implantate (Cl) zur Verbesserung des
Horvermdgens eingesetzt oder das Erlernen der Kommunikation mit Gehoérschaden
gefordert.

Zur Entwicklung geeigneter Therapieformen ist es somit unerlasslich, das Wissen Uber den
Aufbau und die Funktionsweise des Ohres weiter auszubauen und die molekularen
Grundlagen, die fur ein intaktes Gehor notwendig sind, aufzudecken. Diese
Forschungsarbeiten kénnen zum gréf3ten Teil nicht am Menschen durchgeflhrt werden. Bis
auf den Frequenzbereich des Hoérens (Mensch: 16 Hz — 20 kHz, Maus: 2 kHZ — 64 kHz) sind
Aufgaben und Funktionen des Gehdrs der Maus dem des Menschen sehr dhnlich. Die Maus

wird daher vielfach als Modellorganismus genutzt.

1.1 Aufbau und Funktion des Ohrs
Aufgrund der strukturellen und funktionalen Ahnlichkeiten zum Gehér des Menschen wurde
in dieser Arbeit die Maus als Modellorganismus verwendet. In den folgenden Abschnitten

wird daher der Aufbau und die Funktionsweise des Saugerohrs erlautert.
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1.1.1 Das Ohr

Anatomisch Iasst sich das Sdugerohr in AuRen-, Mittel- und Innenohr unterteilen (siehe Abb.
1). Das Aufdenohr wird durch die Hérmuschel, die fur die Schallortung verantwortlich ist, und
den Gehdrgang, durch den der Schall zum Mittelohr weitergeleitet wird, aufgebaut. Das
Mittelohr  setzt sich aus Trommelfell, Paukenhdhle und der gelenkigen

Gehdrknochelchen-Kette, bestehend aus Hammer, Amboss und Steigblgel, zusammen.

duBeres Ohr Mittel- Innenohr
ohr
duRerer Amboss
Gehorgang
Ohrmuschel Hammer Steigbiigel im Vestibularorgan

ovalen Fenster

Kochlea

rundes Fex @
Tuba auditiva ——\¢— ?

Abbildung 1: Aufbau des Saugerohrs

Die schematische Abbildung zeigt das AulRen-, Mittel- und Innenohr. Der Schallreiz wird Uber
das Trommelfell und die fir die Impedanzanpassung zustandigen Gehdérkndchelchen an die
Perilymphe des Innenohrs weitergegeben. Von hier wird der zuvor noch mechanische
vorliegende Reiz als elektrische Erregung an die Horrinde geleitet (Behrends et al., 2012).

Das Trommelfell ist eine diinne Membran, die durch Schallwellen in Schwingung gebracht
wird und diese an die im luftgefiiliten Mittelohr liegenden Gehdrkndchelchen Ubertragt. Am
Ende des Mittelohrs ist die Fullplatte des Steigbligels Uber das ovale Fenster mit dem
flissigkeitsgefullten Innenohr verbunden. Da im Innenohr, die Schallausbreitung anders als
in der Luft stattfindet muss eine Impedanzanpassung durch das Mittelohr vorgenommen
werden. Hierzu muss der Druck am ovalen Fenster gegeniber dem Druck am Trommelfell
erhoht werden. Bei der Druckanpassung die hauptsachlich durch die Flachenunterschiede
zwischen dem Trommelfell und der Steigblgelfulplatte (17-fach) bewerkstelligt wird, spielt
auch die Hebelwirkung von Hammer, Amboss und Steigbligel (1,3-fach) eine Rolle. Dies
fuhrt zu einer 22-fachen Gesamtverstarkung des Drucks am ovalen Fenster und ist
notwendig, da die Flussigkeit des Innenohrs im Vergleich zum Luftwiderstand in der
Paukenhohle des Mittelohrs einen gréReren mechanischen Widerstand besitzt. Gabe es

diese Art der Verstarkung nicht wirden 98 % des Schalls, statt 40 % wie mit Mittelohr,
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reflektiert werden (Geisler, 1998; Huppelsberg und Walter, 2009). Im flussigkeitsgeflllten
Innenohr wird der noch mechanisch vorliegende Schallreiz in elektrische Erregung
umgesetzt und Uber den Hoérnerv, Nervus vestibulocochlearis (V1. Hirnnerv), und weitere

Schaltstellen im Gehirn bis zur Hoérrinde weitergeleitet (Schmidt et al., 2005).

1.1.2 Aufbau und Funktion des Innenohrs

Das Innenohr setzt sich aus der Gehérschnecke (Cochlea) und dem Gleichgewichtsorgan
(Vestibularorgan) zusammen. Das Vestibularorgan ist fur die Detektion von Linear- und
Winkelbeschleunigungen zustandig und spielt somit unter anderem eine Rolle bei der
raumlichen Orientierung sowie der Koordination von Bewegungsablaufen. In der knéchernen
Cochlea liegt das hautige Labyrinth mit dem eigentlichen Hérorgan, dem Corti-Organ,
welches in diesem Abschnitt genauer erldutert wird. Die folgende Darstellung zeigt

schematisch den Querschnitt durch einen Gang der Cochlea (Abb. 2).

Tectorial
membrane Reissner's

membrane

Stria
& vascularis

Spiral
ligament

Basilar
membrane

Abbildung 2: Querschnitt durch einen Gang der Cochlea

Um den Modiolus ordnen sich die drei hautigen Gange spiralférmig innerhalb der Cochlea
an. Die Reissner-Membran separiert die Scala vestibuli nach unten von der Scala media, die
durch die Basilarmembran ebenfalls nach unten von der Scala tympani getrennt wird. Das
Corti-Organ ist auf der Basilarmembran lokalisiert und ragt in die Scala media. Die Stria
vascularis stellt einen stoffwechselaktiven Epithelbereich an der lateralen Wand dar (Geisler,
1998).

Die Cochlea ist in drei flissigkeitsgefillte Kompartimente unterteilt und windet sich von basal
nach apikal um eine knécherne Achse, den Modiolus. Die Basilarmembran trennt die Scala
tympani von der in der Mitte liegenden Scala media, die auch Ductus cochlearis genannt

wird. Oberhalb dieser liegt, separiert durch die Reissner-Membran, die Scala vestibuli. Diese
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ist durch die Membran des ovalen Fensters und die Scala tympani tber die Membran des
runden Fensters vom Mittelohr getrennt. Beide flussigkeitsgefillten Rdume gehen an der
Spitze der Cochlea, dem Helicotrema, ineinander uUber (Geisler, 1998). Alle drei
Kompartimente sind mit einer Flussigkeit gefillt, die Scala tympani und die Scala vestibuli
mit der kaliumarmen Perilymphe und die Scala media mit kaliumreicher Endolymphe. Diese
wird von einem stoffwechselaktiven Epithelbereich an der lateralen Wand, der Stria
vascularis, produziert und ahnelt in ihrer Zusammensetzung einer intrazellularen Flussigkeit
(145 mmol/l K*) (Ferrary et al., 1996, Wangemann, 2006). Die Scala tympani und Scala
vestibuli sind mit einem kaliumarmen Ultrafiltrat des Blutplasmas (145 mmol/l Na®, 5 mmol/l
K*) gefillt, welches den extrazellularen Flissigkeiten &hnlich ist (Wangemann, 2006).
Aufgrund der unterschiedlichen lonenzusammensetzungen der Endo- und Perilymphe
besitzen die IHZ ein positives endocochledres Potential von +85 mV (Fettiplace, 2017;
Wangemann, 2006), dessen Funktion im nachsten Kapitel genauer erlautert wird. Diese
Potentialdifferenz wird aktiv durch lonenaustauschprozesse an der Stria vascularis vermittelt
(Takeuchi et al., 2000).

Das fur die Erregungsweiterleitung verantwortliche Corti-Organ liegt der Basilarmembran auf
und beherbergt die eigentlichen Sinneszellen (s. Abb. 3). Zu ihnen z&hlen die auleren
Haarsinneszellen (AHZ), die sich in drei Reihen anordnen und deren Sinnesharchen
(Stereozilien) in die Tektorialmembran (TM), eine gallertartige Struktur, die sich vom inneren
Sulcus (IS) bis Uber die Haarzellen erstreckt, integriert sind. Den zweiten Sinneszelltyp
bilden die in einer Reihe angeordneten inneren Haarsinneszellen (IHZ), deren Stereozilien
frei in die Endolymphe hineinragen. Die Stereozilien (korrekt eigentlich Stereovilli) stellen
spezialisierte, haarahnliche Fortsatze mit Aktin-Skelett an den apikalen Zellpolen beider
Haarzelltypen dar. Sie besitzen unterschiedliche Langen, von denen die kurzeren
Stereozilien Uber langere Eiweil¥filamente, den sogenannten Tip-links, an ihrem Apex mit
den langeren Sinnesharchen verbunden sind (Pickles et al., 1984). Die Membrana reticularis
fungiert als Epithelgrenze an den Sinneszellen und den ihnen benachbarten Stitzzellen,
indem sie den oberen endolymphatischen vom unteren perilymphatischen Raum trennt.

Die zu den Stitzzellen gehdrenden Pfeilerzellen (PZ) spannen zwischen den aufteren und
inneren Haarsinneszellen den Cortischen Tunnel auf (CT), der einen Einfluss auf die
Schwingungseigenschaften der Basilarmembran hat. Afferenzen von Typ |
Spiralganglien-Neuronen (SGN) sind fir die Innervierung der reifen IHZ verantwortlich
wohingegen die Fasern des lateral olivocochledren (LOC) Biindels eine efferente Modulation
der Afferenzen Typ | bewirken. In AHZ dagegen wird die Innervation tGber Typ Il Afferenzen
und Efferenzen des medialen olivocochledaren (MOC) Blindels bewerkstelligt (Berglund und
Ryugo, 1987; Guinan, 2006; Rusznak und Szics, 2009; Spoendlin, 1969).

10
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1.1.3 Schalltransduktion im Innenohr

Wird die Membran des ovalen Fensters durch einen akustischen Schallreiz und die dadurch
entstehenden Schwingungen der Gehdrkndchelchen des Mittelohrs in Richtung der Cochlea
ausgelenkt wird die Perilymphe in der Scala vestibuli verschoben und es entsteht schlieRlich
eine sogenannte Wanderwelle auf der Basilarmembran. Die Schwingungen der
Basilarmembran erreichen dabei bei hohen Tonen ihre maximale Amplituden an der Basis
und haben bei tiefen Tonen ihre starksten Auslenkungen im apikalen Bereich . Der Grund
dafur sind die unterschiedlichen physikalischen Eigenschaften der Basilarmembran entlang
der Cochlea, die zum Apex hin flexibler, diinner und breiter wird. Jede Tonfrequenz kann
dadurch einer ortlich genau definierten Nervenfaser zugeordnet werden, sodass schon in der
Cochlea eine tonotope Schallverarbeitung stattfindet (Geisler, 1998). In der folgenden

Abbildung ist der Querschnitt durch ein ausgereiftes Corti-Organ abgebildet (Abb. 3).

SCALA TYMPANI

Abbildung 3: Querschnitt durch ein ausgereiftes Corti-Organ

Die Sinneszellen (AHZ: duRere Haarsinneszellen; IHZ: innere Haarsinneszellen) sind von
Stlutzzellen umgeben und liegen der Basilarmembran (BM) auf. Die Pfeilerzellen (PZ)
spannen den Cortischen Tunnel (CT) auf. Die Stereozilien der IHZ ragen frei in die
Endolymphe, die Sinneshidrchen der AHZ in die Tektorialmembran (TM). Die
Reissner-Membran (RM) trennt Scala vestibuli und Scala media. Spiralganglien-Neurone
(SG; Abkurzung einmalig nur in dieser Abbildung, ansonsten als SGN bezeichnet) leiten den
Reiz Uber weitere Schaltstellen im Gehirn zur Horrinde weiter. IS: innerer Sulcus, SV: Stria
vascularis (Ashmore et al., 2000).

Durch die Wanderwelle werden die Basilarmembran mit dem darauf lokalisierten
Corti-Organ, die Tektorialmembran und die Reissner-Membran in Bewegung versetzt und
damit eine Scherbewegung zwischen der Tektorialmembran und der Basilarmembran
ausgelost. Dabei kommt es zur Auslenkung der Stereozilien der AHZ und IHZ mit
anschlieBender Straffung der Tip links dieser Sinnesharchen. Mechano-sensitive
Transduktionskanale (MET-Kanale) an der Basis der Tip links bewirken anschlieRend durch
einen K'-Einstrom eine Depolarisation der Haarsinneszellen (HZ) (Hudspeth, 1989; Pickles
und Corey, 1992). Durch das endocochleare Potential von +85 mV und die hohe

11
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Kaliumkonzentration in der Endolymphe (145 mM) wird die dafiir notwendige grofRe
treibende Kraft fir den passiven Einstrom von K'-lonen in die negativ gegenlber der
Endolymphe geladenen HZ (etwa -70 mV) aufgebaut, sodass diese bestrebt sind einen
Ausgleich dieser Spannungsdifferenz herzustellen (Fettiplace, 2017; Wangemann, 2006).

In den AHZ kommt es durch die Depolarisation zu einer Konformationsanderung der in der
lateralen Zellwand gelegenen Motorproteine Prestin, die dadurch ihre Flache verringern und
somit eine Kontraktion, also eine Langenanderung, der AHZ (Elektromotilitat) zur Folge hat
(Brownell et al., 1985; Zenner et al., 1985; Zheng et al., 2000). Die Fahigkeit der
synchronisierten GréRenanderung durch die Oszillation von bis zu 1000 Hz bewirkt somit
eine 100-fache Signalverstarkung, die eine erhdhte Auslenkung der Basilarmembran zur
Folge hat (Huppelsberg und Walter, 2009). So ist auch das HOren von Ténen mit niedrigen
oder mittleren Schalldruckpegeln moglich. Bei Deletion des Proteins Prestin steigt die
Horschwelle der betroffenen Mause um 40 bis 60 dBSPL, was die essentielle Rolle von
Prestin in der Reizverstarkung beweist (Liberman et al., 2002).

Die eigentlichen Sinneszellen stellen jedoch die IHZ dar, welche den mechanischen Reiz in
Form der Stereozilien-Auslenkung in Transmitterfreisetzung transduzieren, die ein
exzitatorisch postsynaptisches Potential, ein sogenanntes EPSP, also ein nunmehr
elektrisches Signal an der postsynaptischen Faser auslost. An dieser Reizumwandlung
und -weiterleitung sind mehrere verschiedene Prozesse beteiligt. Hierbei kommt es durch die
Bewegung der endolymphatischen Flussigkeit zwischen der Tektorialmembran und dem
apikalen Pol der IHZ zu einer Auslenkung der Stereozilien, die durch die Motilitat der AHZ
zusatzlich verstarkt wird (Ashmore et al., 2000; Brownell et al., 1985). Dadurch wird, wie
auch in den AHZ, ein Transduktionsstroms ausgelést der durch einen K'-Einstrom eine
Depolarisation der IHZ bewirkt. Dies fiihrt jedoch, anders als in den AHZ, unter anderem zur
Offnung schnell aktivierender, spannungsabhangiger Calciumkanale des Typs Ca,1.3 und
somit zu einem Ca?*-Einstrom (Platzer et al., 2000).

AnschlieBend kommt es an den, am basalen Zellpol und in unmittelbarer Nahe zu den
Calciumkanalen gelegenen, Synapsen zur Ausschuttung des Transmitters Glutamat (Fuchs
et al., 2003; Puel, 1995; Ruel et al., 1999). Dieser spezielle Synapsentyp wird als
Ribbonsynapse bezeichnet und unterscheidet sich in seiner Struktur stark von anderen
Synapsen. So besitzen Ribbonsynapsen eine elektronendichte Proteinstruktur und sind mit
der prasynaptischen Haarzell-Membran fest verankert. Zusatzlich binden sie standig Vesikel,
die fur eine fortwahrende Erregbarkeit der Haarsinneszellen durch Transmitterausschittung
unerlasslich sind .

Durch die Glutamat-Freisetzung wird an der Post-Synapse der Haarsinneszelle zunachst ein

EPSP und in geringer rdumlicher und zeitlicher Entfernung ein Nervenaktionspotential
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generiert, das Uber die afferente Horbahn mit zahlreichen Verarbeitungsstufen zum
auditorischen Kortex, in dem auch der Horeindruck entsteht, geleitet wird (Hudspeth, 1989).

Adulte IHZ generieren ein, von der Reizstarke abhangiges, graduiertes Rezeptorpotential
(Kros et al.,, 1998). Dadurch koénnen fein abgestufte Schwingungsanderungen der
Stereozilien in eine fein abgestufte Ausschittung von Transmittern an der Synapse
umgewandelt und damit eine prazise Schallverarbeitung ermdglicht werden. Die
Depolarisation aktiviert auRerdem Kaliumkanéale, die eine Repolarisation der IHZ bewirken.
Dabei 6ffnen sich zuerst die schnell aktivierenden calcium- und spannungsabhéangigen
BK-Kanale und etwas zeitversetzt auch die spannungsabhangigen Kaliumkanale K, (Kros et
al., 1998; Marcotti et al., 2003; Oliver et al., 2003; Housley et al., 2006). Damit verlieren IHZ
(und AHZ) die depolarisierenden K'-lonen aus der Schallanregung passiv (d.h. ohne
ATP-Verbrauch) entlang ihres elektrochemischen Gradienten durch spannungsgesteuerte
K*-Kanale an die kaliumarme Perilymphe, da K" bestrebt ist sein Gleichgewichtspotential von

etwa -85 mV wieder herzustellen.

1.1.4 Reifung der Cochlea

Die Haarsinneszellen sind beim Menschen bereits vor der Geburt komplett ausgereift und
vermitteln somit schon ab Geburt einen funktionsfahigen Héreindruck. Der Hoérbeginn bei
Mausen liegt dagegen am Tag 12 (Ehret, 1985), sodass diese taub zur Welt kommen. Erst
am postnatalen Tag 18 (P18) ist die Reifung muriner innerer Haarzellen vollendet. Damit
stellen Mause ein optimales Modell dar, um die Entwicklung der IHZ zu untersuchen. Bei
dem Reifungsprozess in den ersten drei postnatalen Wochen sind die auffalligsten
Veranderungen bis zum Horbeginn weitestgehend abgeschlossen.

Unreife IHZ generieren in dieser Phase ohne jegliche Stimulation von aullen spontan
Calcium-Aktionspotentiale (s. Abb. 4, Spont APs, rot). Dieser Spontanaktivitat liegt eine
alternierende Aktivitat von Calcium- und Kaliumkanalen zugrunde (Kros et al., 1998; Marcotti
et al.,, 2003b). Die spontanen Aktionspotentiale bewirken sehr wahrscheinlich eine
Transmitterfreisetzung an den Synapsen, die das Signal an die, schon ab der Geburt
ausgebildeten, Spiralganglien-Afferenzen weitergeben (Pujol et al., 1998).

Nach Horbeginn (s. Abb. 4, P12, Onset of Hearing) werden diese spontanen
Aktionspotentiale durch die Expression weiterer Typen von Kaliumkanalen, wie
beispielsweise dem calcium- und spannungsabhdngigen Kaliumkanal BK (s. Abb. 4, Iy,
grun), wieder abgestellt. Dieser Mechanismus ist hdchst wahrscheinlich fir die Reifung der
Horbahn essentiell und stellt dabei unter anderem sicher, dass die richtige Verschaltung zu
den SGNs aufgebaut wird (Beutner et al., 2001; Glowatzki und Fuchs, 2002; Kros et al.,
1998; Pujol et al., 1998).

13



Einleitung

In der folgenden Abbildung ist das entwicklungsabhangige Vorliegen unterschiedlicher

lonenstréme verschiedener lonenkanale schematisch dargestellt (Abb. 4).
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Abbildung 4: Entwicklungsabhingige Anderungen verschiedener biophysikalischer
Eigenschaften muriner IHZ

Die Lange und Auspragung der vertikalen Linien spiegelt die entwicklungsabhangigen
Veranderungen im Vorhandensein unterschiedlicher lonenstrome verschiedener lonenkanale
sowie die Anderungen des Membranpotentials (V) in apikalen IHZ vor und nach Hérbeginn
(Onset of Hearing) wider. Spont APs: spontane Ca®*-Aktionspotentiale, Ix.: Natrium-Strom,
Isk2: calciumabhangiger K*-Strom mit geringer Einzelkanalleitfahigkeit (SK2-Kanale), Ik
einwarts gleichrichtender K*-Strom, lc.: spannungsabhangiger Ca®*-Strom (Ca,1.3-Kanale),
Ik, pr: klassischer verzogerter gleichrichtender K'-Strom, Ik, spannungsabhangiger
verzogerter  gleichrichtender K'-Strom  (KCNQ4-Kanéale), Ixr: spannungs- und
calciumabhangiger K*-Strom mit hoher Einzelkanalleitfahigkeit. Der Tag der Geburt (PO,
Birth) entspricht hierbei dem pranatalen Tag 19,5 (E 19,5; (Marcotti, 2012)).

1.2 Kaliumselektive Kanale

Kaliumkanéle sind integrale Membranproteine, die einen Fluss von einfach positiv geladenen
Kaliumionen durch Membranen ermdglichen. Sie bilden die grofdte und vielfaltigste Familie
von lonenkanalen und kommen in praktisch allen Bakterien- oder Saugetierzellen vor
(Sigworth, 2003). Kaliumkanale sind an einer Vielzahl physiologischer Prozesse wie der
Hormonsekretion (Rudy, 1988), der Apoptose (Yu et al., 1997), der Proliferation (Comes et
al., 2015) sowie der neuronalen Erregbarkeit (Jeevaratnam et al., 2017) beteiligt.

Dariber hinaus sind sie fiur die Aufrechterhaltung und die Stabilisierung des
Ruhemembranpotentials einer Zelle essentiell, welches sich am
K*-Konzentrationsgradienten orientiert und ungefahr dem K'-Gleichgewichtspotential
(GGW-Potential) entspricht. Zur Berechnung des K'*-GGW-Potentials kann die Gleichung
nach Nernst verwendet werden, die das thermodynamische Gleichgewicht eines lons Uber
eine semipermeable Membran beschreibt. In Nervenzellen von Saugetieren entspricht die

intrazelluldare K'-Konzentration ungefahr 155 mM, die extrazelluldre etwa 5 mM, wodurch

14



Einleitung

sich ein K*-GGW-Potential von ungefahr -85 mV ergibt. Die elektrochemische Triebkraft, die
sich als Differenz aus dem Ruhemembranpotential (Nervenzelle Sadugetier: -70 mV) und dem
GGW-Potential fur eine bestimmte lonenart ergibt und aussagt wie stark die entsprechenden
lonen in welche Richtung stromen, liegt fir K*-lonen bei ungefahr +15 mV und bewirkt damit
einen K'-Ausstrom aus der Zelle. Das K'-GGW-Potential kann mit der Gleichung von
Goldman-Hodgkin-Katz, die alle lonen die am Membranpotential beteiligt sind bertcksichtigt,

prazisiert werden (Goldman, 1943).

Spannungsabhiingige Kalium Kaniile Kalzium abhiingiger Kalium Kanal

Ku7 (KCNQ)

Einwiirts gleichrichtender Kalium Kanal 2-Poren Kalium Kanal

Abbildung 5: Schematische Darstellungen der Topologie der porenbildenden
Untereinheiten der vier Klassen von Kaliumkanalen

Die Segmente S1 bis S6 bzw. M1 bis M2 stellen die Transmembrandomanen dar. P, P1, P2
bezeichnen die Sequenzbereiche in den extrazellularen Schleifen, die nach der Anordnung
der Untereinheiten als Tetramer die Kanalpore bilden. N bildet den Amino- und C den
Carboxy-Terminus ab (Benarroch, 2009).

Aufgrund ihrer Topologie werden die Kaliumkanale in vier Hauptklassen unterteilt (Abb. 5).
Hierzu gehoéren die Zwei-Poren Kaliumkanalen (Kup), die Einwartsgleichrichter (K* channel
inward rectifier, K;) sowie die spannungs (K,)- und die calciumabhangigen (Kca)
Kaliumkanéle. Die zu den Ky-gehbrenden Leckstromkanale und die einwarts
gleichgerichteten  Kaliumkanale sind vor allem an der Regulation des
Ruhemembranpotentials beteiligt (Reimann und Ashcroft, 1999). Zu den K,-Kanalen gehéren
unter anderem auch die im Innenohr exprimierten und fir die autosomal dominante Form der
Taubheit, DFNA2, verantwortlichen, KCNQ4-Kanale (Kubisch et al., 1999). Diese sind fur
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das negative Ruhemembranpotential von etwa -70 mV in den IHZ hauptverantwortlich (Kros
und Crawford, 1990; Marcotti et al., 2003b). Innerhalb der calciumabhangigen Kaliumkanale
unterscheidet man Kanale mit geringer (10-20 pS; SK (small conductance) -Kanale), mittlerer
(25-100 pS; IK (intermediate conductance)-Kanale) und hoher Einzelkanalleitfahigkeit
(100-300 pS; BK (big conductance) -Kanale) (Kaczorowski et al., 1996; Salkoff et al., 2006),
die zusatzlich unterschiedliche pharmakologische Eigenschaften sowie unterschiedliche
Aktivierungsspannungen besitzen. BK-Kanale nehmen eine Sonderstellung ein, da deren
Aktivierung durch die Veranderung in der Membranspannung zusatzlich durch eine lokale

Erhéhung der intrazellularen Ca?*-Konzentration moduliert werden kann.

1.2.1 Spannungs- und calciumabhangige Kaliumkanale

Die spannungs- und calciumabhangigen (big conductance) Kaliumkanale (BK-Kanale)
gehdren zu einer Unterfamilie der Kaliumkanale, der sogenannten Slo-Familie, deren
Mitglieder charakteristisch eine auflergewdhnlich hohe Leitfahigkeit aufweisen. Zusatzlich
zum Slo1-Typ, der durch die BK-Kanale reprasentiert wird, gibt es noch die Kaliumkanale
des Typs Slo2 (Santi et al., 2006) und Slo3 (spermienspezifischer Kaliumkanal, KSPER)
(Zeng et al., 2011). Der BK-Kanal wird in der Literatur auch mit den Synonymen Kca1.1,
MaxiK, Slowpoke oder Slo1 bezeichnet.

BK-Kanale sind ubiquitar im Saugetier-Organismus exprimiert und spielen bei vielen
physiologischen Ablaufen eine entscheidende Rolle. In erregbaren Zellen sind sie unter
anderem an der neuronalen Erregbarkeit und der auditorischen Wahrnehmung (Pyott et al.,
2007) beteiligt. Auflerdem sind BK-Kanale fiir die Kontrolle der mechanischen Spannung in
der glatten Muskulatur essentiell (Knaus et al., 1995; Wallner et al., 1999), bei der es durch
die Hemmung der BK-Kanéle zu einer Depolarisation in den Muskelzellen und damit zu einer
Muskelkontraktion kommt (Anwer et al., 1993; Brayden und Nelson, 1992). Eine lokal
erhohte intrazelluldre Calciumkonzentration ([Ca®']), die durch calcium-induced calcium
release (CICR) aus dem sarkoplasmatischen Retikulum ausgelést wird, kann aullerdem
BK-Kanale in der glatten Muskulatur von Arterien aktivieren, die ihrerseits eine
Hyperpolarisation dieser Zellen und damit eine Entspannung des Muskels bewirkt (Nelson et
al., 1995). AulRerdem spielen BK-Kanale auch im Hippocampus eine wichtige Rolle (Hicks
und Marrion, 1998) und sind bei Froschen an der neuromuskularen Transmitterfreisetzung
beteiligt (Robitaille und Charlton, 1992). Ergdnzend dazu wurden auch in den Axonen und
Nervenendigungen im zentralen Nervensystem der Ratte Uber Immunhistochemie und in
situ-Hybridisierung bereits BK-Kanale identifiziert (Knaus et al., 1996).

Die Aktivierung von BK-Kanédlen fuhrt in erregbaren Zellen ganz allgemein zu einer

Repolarisation, wodurch ein Prozess angestolRen wird, der als negative Rickkopplung
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bezeichnet wird und unter anderem den durch spannungsabhingige Ca*-Kanale
vermittelten Calciumeinstrom beendet (Vergara et al., 1998).

BK-Kanale sind auf’erdem in nicht-erregbaren Zellen wie beispielsweise den
Chromaffinzellen der Nebenniere exprimiert, wo sie bei der K'-Sekretion und damit fir die
K*-Homdostase wichtig sind (Holtzclaw et al., 2011; Solaro und Lingle, 1992).

Eine effiziente Blockierung von BK-Kanélen wird durch positiv geladene Kationen wie
beispielsweise Casium und Barium erreicht (Vergara und Latorre, 1983). BK-Kanale sind
dartber hinaus sensitiv gegenuber dem Nervengift Tetraethylammonium (TEA) (Kros und
Crawford, 1990; Vergara et al., 1984) und dem Pilz-Indolalkaloid Paxillin (Knaus et al., 1994).
Die Skorpiongifte Charybdotoxin (ChTx) (Kros et al., 1998; Miller et al., 1985) und Iberiotoxin
(IbTx) (Galvez et al., 1990; Kros et al., 1998) bewirken ebenfalls eine selektive Hemmung

von BK-Kanalen.

1.2.2 Aufbau von BK-Kanalen

1.2.2.1 a-Untereinheit

Im Jahr 1991 wurde der BK-Kanal zum ersten Mal aus der cDNA des Slowpoke1-Gens von
Drosophila kloniert (Atkinson et al., 1991; Butler et al., 1993; Elkins et al., 1986; Latorre und
Brauchi, 2006; Soom et al., 2008). Die in den verschiedenen Spezies nachfolgend
detektierten BK-Gensequenzen weisen eine hohe Sequenzhomologie untereinander auf, wie
beispielsweise auch das humane Aquivalent Kcnma1 (Butler et al., 1993; Fodor und Aldrich,
2009; Shipston, 2001). Von diesen einzelnen konservierten Spezies-spezifischen Genen
werden alle bisher bekannten cDNA-Varianten der porenbildenden BKa-Untereinheit
gebildet.

Die BK-Kanale sind aus einem Tetramer aus vier porenbildenden a-Untereinheiten (Shen et
al., 1994), die aus jeweils sieben Transmembrandomanen (TMD) bestehen (S0-S6),
aufgebaut (Abb. 6). Im Gegensatz zu den K,-Kanélen, die aus sechs TMD aufgebaut sind,
besitzen die BK-Kanédle also eine zusatzliche SO-TMD und weisen damit einen
extrazellularen N-Terminus auf (Wallner et al., 1996). Die Segmente SO bis S4 sind in dieser
Darstellung als ,voltage-sensor domain“ (VSD) dargestellt, wovon die vierte positiv-geladene
TMD (S4) als tatsachlicher Spannungssensor dient. Das flinfte und sechste Segment bilden
zusammen mit dem dazwischenliegenden und in allen porenbildenden Kaliumkanalen
konservierten Kaliumselektivitatsfilter die eigentliche Kanalpore (,pore-gate domain®, PGD)
(Doyle et al., 1998).
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Abbildung 6: Schematische Darstellung der Topologie einer BKa-Untereinheit (A)
sowie eines tetrameren BKa-Kanals (B)

A, Topologieschema einer einzelnen porenbildenden BKa-Untereinheit mit drei
verschiedenen Domanen. Die ,voltage-sensor‘-Domane (VSD; grin) wird aus den
Segmenten S0-S4 gebildet, wovon die positiv geladene S4-TMD als Spannungssensor dient.
Die 5. und 6. TMD mit der dazwischenliegenden Kernschleife spannen die
.pore-gate“-Domane (PGD, gelb) auf. Der zytoplasmatische C-Terminus (CTD) enthalt die
beiden hydrophoben Sequenzen, die sogenannte regulators of conductance for K (RCK1
domain, RCK2 domain; zwei RCK-Domanen pro Untereinheit; (Rothberg, 2012), die fir die
Bindung von Ca®"-lonen zustandig sind. B, Schematische Darstellung eines tetrameren
BK-Kanals mit VSD, PGD und der oktameren Anordnung der RCK-Domanen im CTD (Zhou
etal., 2017).

Die Abhangigkeit von Calcium stellt eine Besonderheit der BK-Kanale dar, die durch
spezielle Strukturen innerhalb der a-Untereinheiten bedingt ist. So besitzen sie eine Uber 800
Aminosauren lange zytoplasmatische Domane (CTD), die zwei Drittel des Gesamtproteins
ausmacht und vier weitere hydrophobe Segmente (S7 bis S10) enthalt (Adelman et al., 1992;
Butler et al., 1993; Meera et al., 1997; Swartz, 2004; Wu et al., 2010). Im C-Terminus liegen
darliber hinaus zwei Regionen, sogenannte regulators of conductance for K (RCK), die
durch negativ geladene Aspartatreste eine hohe Affinitit gegeniiber Ca®"-lonen aufweisen
(Jiang et al., 2001; Schreiber und Salkoff, 1997; Schreiber et al., 1999; Yuan et al., 2010).
Trotz der geringen Ahnlichkeit ihnrer Aminoséuresequenzen (Fodor und Aldrich, 2006) weisen
die RCK1- und die, oft auch als ,calcium-bowl“-bezeichnete (Schreiber und Salkoff, 1997),
RCK2-Domane deutliche Ahnlichkeit in ihrer dreidimensionalen Struktur auf (Yuan et al.,
2010). Diese strukturellen Gegebenheiten sind daflr verantwortlich, dass die BK-Kanale auf
unterschiedliche Spannungen sowie [Ca®']; reagieren kénnen und sind demnach fiir die
Aktivierung des Kanals von entscheidender Bedeutung (Latorre et al., 1982; Schreiber et al.,
1999). Konformationsanderung der BKa-Untereinheiten, die auf die Aktivierung des
Spannungssensors bzw. auf die Aktivierung durch Ca**-lonen zuriickzufiihren ist, fiihrt zur
Offnung der Kanalpore und damit zu einem Ausstrom von K*-lonen (Magleby, 2003; Niu et
al., 2004; Xia et al., 2002).
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Die funktionale Diversitat der BK-Kanale in Saugetieren wird durch alternatives Spleilten der
Kcnma1-mRNA an bislang sechs bekannten Stellen im C-Terminus und einer im N-Terminus
bedingt, sodass in verschiedenen Geweben und Zellen Kanadle mit unterschiedlichen
biophysikalischen Funktionen vorliegen (Fodor und Aldrich, 2009; Latorre et al., 2017). Diese
kdnnen beispielsweise eine Veranderung der Sensitivitdit der BK-Kanale gegenuber
Ca*-lonen hervorrufen (Tseng-Crank et al., 1994). Alternatives SpleiRen spielt dariiber
hinaus eine wichtige Rolle bei der Lokalisation der Kanale in die Plasmamembran oder in
intrazellulére Organellen (Singh et al., 2012; Zarei et al., 2004).

Auch post-translationale Modifikationen wie die Phosphorylierung des BK-Kanals in nativen
Zellen sind an der biophysikalischen Variabilitat der Kanale beteiligt. In der glatten
Muskulatur und in Neuronen werden BK-Kanale beispielsweise durch das Anfligen von
Phosphatresten durch die cAMP-abhangige Kinase aktiviert, wohingegen sie die Aktivitat in
der Hypophyse inhibiert (Contreras et al., 2013).

Die Assoziation der porenbildenden a-Untereinheit mit einer variablen Anzahl an
verschiedenen modulatorischen [- oder y-Untereinheiten baut darliber hinaus die
physiologische und biophysikalische Vielseitigkeit der BK-Kanale weiter aus und wird in den

folgenden Kapiteln genauer beschrieben.

1.2.2.2 B-Untereinheiten

BKa-Kanéle in Saugetieren kdnnen durch vier verschiedene, gewebsspezifisch exprimierte
B-Untereinheiten, B1 bis B4 (Kcnmb1-4), bestehend aus ungefahr 191 Aminosauren,
moduliert werden (Gonzalez-Perez und Lingle, 2019; Knaus et al., 1994; Li et al., 2016a).
Alle vier B-Untereinheiten sind aus jeweils zwei membrandurchspannenden Domanen, die
Uber eine extrazelluldare Schleife verbunden sind, aufgebaut und weisen damit einen
zytoplasmatischen C- als auch N-Terminus auf (Orio et al., 2002). Es wird vermutet, dass die
Interaktion der a- und B-Untereinheit der BK-Kanale Uber die SO-TMD im extrazellularen
N-Terminus der a-Untereinheit und der extrazellularen Schleife der B-Untereinheit erfolgt
(Wallner et al., 1999).

Die B1-Untereinheit wurde zum ersten Mal im Jahr 1994 beschrieben (Knaus et al., 1994)
und liegt in der glatten Muskulatur, in den sensorischen Haarzellen des Innenohrs und in
verschiedenen Neuronen vor (Orio et al., 2002). In den Chromaffinzellen der Nebenniere
(Xia et al., 1999) und im Gehirn (Hicks und Marrion, 1998; Pyott, 2004) sind vornehmlich
B2-Untereinheiten anzutreffen. Das Vorkommen von B3-Untereinheiten wurde vor allem in
Hoden, der Milz und dem Pankreas detektiert (Xia et al., 2000) das der f4-Untereinheit im
Gehirn, dem Detrusormuskel der Blase und im Hoden (Brenner et al., 2000; Chen und
Petkov, 2009).
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In heterologen Expressionssystemen wurde fir die gleichzeitige Proteinbiosynthese der
BKa-Untereinheit zusammen mit jeweils einer der vier B-Untereinheiten einen Einfluss auf
die Calcium-Sensitivitdt und die Kinetik der BK-Kanéle aufgezeigt. Die humanen Isoformen
B1 und B2 bewirken hierbei eine verringerte Aktivierung sowie Inaktivierung der BKa-Kanale
und eine Erhéhung der Calcium-Sensitivitdt, sodass die Aktivierungsspannung der

BKa-Untereinheiten bei einer zytosolisch erhdhten [Ca®'];

von 1 uM und hdéher um
entsprechend etwa -80 mV bzw. -60 mV verschoben ist (Cox und Aldrich, 2000; McManus et
al., 1995; Nimigean und Magleby, 2000; Orio und Latorre, 2005; Wallner et al., 1999; Xia et
al., 1999).

Die vier verschiedenen SpleiRvarianten der B3-Untereinheit (83a-d) fihren meist zu einer
schnelleren aber unvollstdndigen Inaktivierung der BK-Kanéle und fur die Maus-Isoform zu
einer Verschiebung der Aktivierungsspannung um -30 mV bei einer [Ca®']; von 0 und 1 pM
(Gonzalez-Perez und Lingle, 2019; Xia et al., 2000; Zeng et al., 2008, 2007).

Die B4-Untereinheit bewirkt dagegen eine verringerte Kinetik von Aktivierung und
Inaktivierung und eine Verringerung der Spannungssensitivitdt von etwa +35 mV in
Abwesenheit von Calcium sowie eine Erhdhung um etwa -25 mV bei einer hohen [Caz"]i von
Uber 1 uM (Brenner et al., 2000; Contreras et al., 2013; Wang et al., 2006). 34 16st durch die
Interaktion seiner positiv geladenen Aminosaureresten in seiner extrazelluldren Schleife mit
den negativ geladenen Aminosaureresten der a-Untereinheit zusatzlich eine Resistenz der
BK-Kanale gegenuber ChTx und IbTx aus, indem es deren Bindung an die Kanale verhindert
(Meera et al., 2000; Weiger et al., 2000). Die p4-Untereinheit bedingt daruber hinaus die
Oberflachenexpression von SLO3, bewirkt jedoch keine Aktivierungsverschiebung der
pH-Abhangigkeit der KSPER-Kanale (Yang et al., 2011).

BK-Kanéle sind auRerdem in der Lage, mit ein bis vier B-Untereinheiten zu interagieren, was
zu einer abgestuften Spannungsabhéangigkeit der Aktivierung der BK-Kanale fuhrt und
dadurch zusatzlich die biophysikalische Variabilitdt der BK-Kanale erhéht (Gonzalez-Perez
und Lingle, 2019; Wang et al., 2002). Daruber hinaus ist bekannt, dass die
BK-Kanal-Komplexe nicht aus den gleichen vier a- oder B-Untereinheiten aufgebaut sein
missen und es noch immer unklar ist, unter welchen Bedingungen die vier jeweiligen

Untereinheiten identisch sind und unter welchen verschieden .

1.2.2.3 y-Untereinheiten

Innerhalb der letzten Jahre gelang die Identifikation weiterer Strukturen, welche die
BK-Kanale auf eine andere Weise modulieren als die bereits bekannten B-Untereinheiten.
Aufgrund dieser funktionalen wie auch ihrer strukturellen Unterschiede zu den
B-Untereinheiten wurden die Mitglieder dieser Proteinfamilie als neue y-Untereinheiten
klassifiziert (Hoshi et al., 2013; Yan und Aldrich, 2012; Zhang und Yan, 2014).
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Die Mitglieder dieser leucin-rich repeat containing (LRRC)-Proteinfamilie, LRRC26 (y1),
LRRC52 (y2), LRRC55 (y3) und LRRC38 (y4), sind aus einer TMD, einer kurzen
zytoplasmatischen Domane und einem langen extrazellularen N-Terminus mit dem
wiederkehrenden Leucin-reichen Motiv (LRR-Domane) aufgebaut und besitzen eine GroRke
von ungefahr 35 kDa (Abb. 7) (Yan und Aldrich, 2010, 2012). Das im N-Terminus liegende
Signalpeptid ist fir die Translokation der LRR-Doméane in den Extrazellularraum zustandig.
Die extrazellulare LRR-Doméane wird beim Menschen von sechs, bei der Maus von funf, 24
bis 25 Aminosauren langen LRR-Motiven, die von jeweils einer cystein-reichen Region am
N-Terminus (LRRNT) und in Richtung der C-terminalen Endigung (LRRCT) flankiert werden,
aufgespannt. LRRC-Proteine sind darlber hinaus teilweise glykosyliert (human y1: eine N-,
human y2: vier N-, Maus y2: finf N-Glykosylierungsstellen). Die Aminosduresequenzen der
LRRC-Proteine weisen jedoch untereinander nur eine Ahnlichkeit von 35-40 % auf, was auf
die Unterschiede in den ,nicht-LRR"-Regionen zurtckzufuhren ist (Latorre et al., 2017;
Zhang und Yan, 2014).
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Abbildung 7: Schematische Darstellung der Topologie einer humanen y1-Untereinheit
Die vy-Untereinheiten sind aus einer Transmembrandomane (TM), einem kurzen
zytoplasmatischen C-Terminus (COO-) und einem langen extrazellularen N-Terminus mit
dem wiederkehrenden Leucin-reichen Motiv (LRR-Domaéane) aufgebaut. Die LRR-Domane ist
N-glykosyliert und besteht aus sechs Leucin-reichen Sequenzen (LRR1-6), die von zwei
Cystein-reichen Regionen flankiert werden (LRRNT und LRRCT). Nach der Abspaltung des
Signalpeptids (N-signal) lokalisiert der lange N-Terminus auf der extrazellularen
Membranseite. In den LRRNT- und LRRCT-Sequenzen ist die Ausbildung potentieller
Disulfidbriicken méglich (gelb markierte Kugeln). Uber ein Stickstoffatom der Aminosaure
Asparagin (grin markierte Kugel) wird die Verknipfung der N-Glykosylierung vermittelt (Yan
und Aldrich, 2012).

COO
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Die LRRC-Proteine werden wie die B-Untereinheiten gewebespezifisch exprimiert und sind
vermutlich fir die verschiedenen biophysikalischen Eigenschaften der BK-Kanéale
mitverantwortlich. Die y1-Untereinheit ist in elektrisch erregbaren Zellen wie den arteriellen
Myozyten von Ratten (Evanson et al., 2014) sowie in sekretorischen Epithelzellen, wie den
Tranendrisen, den Ohrspeicheldrisen und im Dickdarm lokalisiert (Yang et al., 2017). In
einer Studie von Egland et al. wurde bereits im Jahr 2006 in der Prostata und den
Speicheldrisen eine starke Proteinbiosynthese von y1 sowie in Pankreas und im Dinn- und
Dickdarm eine etwas geringere y1-Biosynthese festgestellt. Fir Brust-, Prostata-,
Dickdarm- und Bauchspeicheldrisenkrebs wurde in diesen Untersuchungen ebenfalls ein
Vorliegen von y1 beschrieben (Egland et al., 2006; Liu et al., 2012). Aufgrund der
Kolokalisation von y1 mit Zytokeratinen und Intermediarfilamenten erhielt dieses zusatzlich
den Namen cytokeratin-associated protein in cancer (CAPC) (Egland et al., 2006). Die
y2-Untereinheit liegt vor allem in den Hoden und im Skelettmuskel vor (Yan und Aldrich,
2012) und konnte =zuvor bereits als y-Untereinheit des pH-sensitiven SLO3 (oder
KSPER)-Kaliumkanals in menschlichen Spermien identifiziert werden (Yang et al., 2011;
Zeng et al.,, 2011). y3-Untereinheiten sind vor allem im neuronalen System anzutreffen,
wohingegen die y4-Untereinheit in Cerebellum, Thymus, Nebenniere, Skelettmuskel und
Hoden nachgewiesen wurde (Evanson et al., 2014; Yan und Aldrich, 2012; Zhang und Yan,
2014).

1.2.2.3.1 Physiologische Relevanz der y-Untereinheiten

Zu den Auswirkungen der vier LRRC-Proteine auf die BK-Kanale gehort vor allem eine von
der jeweiligen Untereinheit abhangige Verschiebung der Aktivierungsspannung von
BK-Kanalen zu negativen Potentialen (Hoshi et al., 2013; Yan und Aldrich, 2010, 2012;
Zhang und Yan, 2014). BKa-Stréme aktivieren in heterologen Expressionssystemen und bei
virtueller Abwesenheit von [Ca®], erst bei etwa +100 mV (Thurm et al., 2005; Yan und
Aldrich, 2012). In nicht-erregbaren Prostatakrebszellen (Lymph Node Carcinoma of the
prostate, LNCaP) wurde erstmals eine durch y1 ausgeldste Verschiebung der Aktivierung
des BK-Stroms in Richtung des Ruhemembranpotentials bei einer sehr geringen
Ca?*-Konzentration nachgewiesen (Yan und Aldrich, 2010). Nach heterologer Expression
von a- und B-Untereinheiten in HEK-Zellen, denen spannungsgesteuerte Calciumkanale fur
eine intrazellulare Calciumerhéhung fehlen, wurde die halbmaximale Aktivierungsspannung
der BK-Kanale in Anwesenheit von LRRC26 um -140 mV, von LRRC52 um -100 mV, von
LRRC55 von -50 mV und von LRRC38 um -20 mV verschoben (Gonzalez-Perez und Lingle,
2019; Li et al.,, 2016b; Yan und Aldrich, 2012, 2010). Diese unterschiedlich starken
Auswirkungen der LRRC-Proteine auf die BK-Aktivierungsspannungen sind fir die
Namensgebung verantwortlich: LRRC26 wird mit y1, LRRC52 mit y2, LRRC55 mit y3 und
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LRRC38 mit y4 bezeichnet. Durch die oben genannten Eigenschaften kénnen BK-Kanale,
die mit y-Untereinheiten assoziiert sind, nicht nur in nicht-erregbaren Zellen unter
physiologischen Bedingungen aktivieren, sondern o6ffnen sich in erregbaren Zellen
unabhéngig von [Ca®']; auch bei negativen Membranspannungen (Yan und Aldrich, 2012;
Zhang und Yan, 2014).

In nativen Zellen wurde fir die y1-Untereinheit bereits eine Kolokalisation mit BK-Kanalen in
der Plasmamembran arterieller Myozyten von Ratten detektiert, was zu einer Erhdhung der
Spannungs- und Calciumsensitivitat der BK-Kanale und damit zu einer Erweiterung der
BlutgefaRe flhrt (Evanson et al.,, 2014). Fur die vermeintliche spermien-spezifische
Expression von y2 wurde bei bestimmten pH-Konzentrationen zwar eine Verschiebung der
Aktivierungsspannung des pH-sensitiven KSPER-Stroms zu negativen Potentialen
nachgewiesen (Yang et al.,, 2011), eine Kolokalisation oder gar funktionale Interaktion mit
BK-Kanalen wurde dagegen noch nicht nachgewiesen. Die physiologische Relevanz der
y3- und y4-Untereinheiten konnte bislang noch nicht aufgeklart werden.

Uber die Stéchiometrie von a- und y-Untereinheiten gibt es bislang noch keine Erkenntnisse.
Durch die heterologe Expression verschiedener a:y1-Verhaltnisse in Xenopus Oozyten ist
bisher lediglich bekannt, dass y-Untereinheiten einen ,alles-oder-nichts“-Einfluss auf
BK-Kanale ausiiben (Gonzalez-Perez et al., 2014). Entgegen der abgestuften Effekte der
Assoziation der a-Untereinheit mit ein bis vier B-Untereinheiten (Wang et al., 2002) wird der
vollstdndige modulatorische Effekt hier durch das Vorhandensein von nur einer
y1-Untereinheit zusammen mit der a-Untereinheit ausgeldst. Es konnte aulRerdem gezeigt
werden, dass die heterolog exprimierten BKa-Kandle sowohl B2 als auch y1 enthielten
(Gonzalez-Perez und Lingle, 2019; Gonzalez-Perez et al.,, 2014). Ob die Gene dieser
Untereinheiten jedoch in nativen Zellen funktional exprimiert werden bleibt weiterhin unklar.
Die Modulation der BK-Kanale durch y1-Untereinheiten wird vermutlich tber eine 20-fache
Erhéhung der allosterischen Kopplung zwischen dem Spannungssensor und der Kanalpore
bewirkt (Yan und Aldrich, 2010). Mithilfe von heterologen BKy-Proteinchimaren wurden die
verschiedenen modulatorischen Effekte auf BK-Kandle durch die unterschiedlichen
Sequenzen der y-Untereinheiten genauer untersucht und eine kurze Region in der TMD und
deren angrenzenden intrazellularen und positiv geladenen Aminosauren als strukturelle
Ursache identifiziert (Li et al., 2015).

Die y-Untereinheiten konnten ein interessantes diagnostisches und pharmakologisches
target fur medizinische Fragestellungen darstellen, da die Proteinbiosynthese flr
LRRC-Proteine in verschiedenen Krebszellen sehr stark ist (Egland et al., 2006; Liu et al.,
2012; Yan und Aldrich, 2010) und gleichzeitig auch eine erhdhte Aktivierung von BK-Kanale
in Gliomen, Prostata- und Knochentumoren festgestellt wurde (Bloch et al., 2007; Cambien
et al., 2008; Weaver et al., 2004).
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1.2.3 Aktivierungsmechanismus von BK-Kanalen
Wie bereits erwahnt, konnen BK-Kanale unter physiologischen Bedingungen sowohl durch

eine erhéhte [Ca?);

als auch durch ein depolarisiertes Membranpotential aktiviert werden
(Cui et al., 2009; Latorre et al., 1989). Fir die Offnung des Kanals ist ein umgekehrt
proportionales Zusammenspiel zwischen den oben genannten Bedingungen von
entscheidender Bedeutung und héngt damit vom Status des Calcium- und des
Spannungssensors ab.

Die Aktivierung der BK-Kanale wird in einem von Horrigan et al. entwickelten Modell mit
einer zweistufigen Konformationsdnderung erklart. So sind die Kanaléffnung und die
Aktivierung des Spannungssensors zwar unabhangig voneinander, sie kdnnen sich jedoch
Uber einen allosterischen Mechanismus beeinflussen (Cui et al., 1997, 2009; Horrigan und
Aldrich, 1999). Die Aktivierung des Spannungssensors durch eine Membrandepolarisation
fuhrt hierbei zu einer Erhéhung der Offenwahrscheinlichkeit des Kanals, die wiederum den
Spannungssensor empfindlicher fir Membrandepolarisationen macht. Umgekehrt fihrt die
Aktivierung des Spannungssensors zu einer Erhéhung der Ca®-Affinitat des
Calciumsensors, sodass durch die Ca®-Bindung ihrerseits die Aktivierung des
Spannungssensors erhdht wird (Xia et al., 2002). Die Wahrscheinlichkeit einer Offnung der
Kanalpore steigt demnach mit hoéheren Ca®'-Konzentrationen und/oder hoheren
Depolarisationen, sodass der BK-Kanal auch als Koinzidenzdetektor bezeichnet wird (Hoshi
et al.,, 2013). Normalerweise ist eine [Ca?']; von (iber 10 uM bis in den millimolaren Bereich
notwendig, um BK-Kanéle erfolgreich zu aktivieren. Die Ca®*-lonen binden hierbei an die
entsprechenden  BK-Sequenzabschnitte und bewirken eine Verschiebung der
spannungsabhangigen Parameter zu negativeren Potentialen. Damit ist eine Offnung der
BK-Kanale also auch unter physiologischen Bedingungen, also bei Spannungen nahe dem
Ruhemembranpotential, mdglich (Cox et al., 1997). Andersherum ist durch die allosterische
Aktivierung der Kandle in erregbaren Zellen somit auch ohne Aktivierung der
Spannungssensoren eine Offnung der BK-Kanile bei positiven Membranspannungen
mdglich (Horrigan und Aldrich, 1999; Horrigan et al., 1999).

Da die Spannungsabhéngigkeit der BK-Kanal-Offnung stark von der [Ca®")

abhangt, sind die
BK-Kanile haufig in der Nahe spannungsabhingiger Ca®'-Kanile (voltage-gated Ca**
channels, VGCC) lokalisiert, deren Ca®*-Einstrom wiederum eine erleichterte Offnung der
BK-Kanéle bewirkt (Lu et al.,, 2006). BK-Kanéle liegen deshalb oftmals mit anderen
lonenkanalen (Berkefeld et al., 2006; Fakler und Adelman, 2008) und/oder Enzymen (Alioua
et al., 2002; Lu et al., 2006) in sogenannten makromolekularen Proteinkomplexen vor. Eine
raumliche Nahe von BK-Kanadlen zu allen VGCC-Unterfamilien und deren mogliche
molekulare Interaktionen wurden bereits in verschiedenen heterologen Expressionsstudien

sowie teilweise im Rattengehirn nachgewiesen. Hierzu gehdren die L-Typ-Calciumkanale
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Cay1.2 und Ca,1.3 und der P/Q-Typ-Kanal Ca,2.1 in Hirnschnitten (Berkefeld et al., 2006;
Grunnet und Kaufmann, 2004; Vivas et al., 2017), der N-Typ-Kanal Ca,2.2 in
Hippocampusschnitten (Loane et al., 2007; Marrion und Tavalin, 1998) und der T-Typ-Kanal
Ca,3.2 in der Prostatakrebszelllinie LNCaP (Gackiere et al., 2013).

1.2.4 BK-Kanale in inneren Haarsinneszellen

Die als calcium- und spannungsabhangig beschriebenen BK-Kanale liegen in den IHZ von
Mausen und Ratten ab Hérbeginn, also ab einem Alter von 12 Tagen (Ehret, 1985), vor und
stellen damit eine Besonderheit von reifen IHZ dar. Mithilfe elektrophysiologischer und
immunhistochemischer Analysen konnte die entwicklungsabhangige Proteinbiosynthese an
Mé&usen in einem Alter von P10 mit einem geringen BK-Strom und wenig Immunreaktivitat,
von P14 mit einer intensiveren Immunreaktivitdt und einem mittelstarken BK-Strom bis hin zu
P20 mit hohen BK-Stromwerten und intensiven BK-Kanal Clustern nachgewiesen werden
(Pyott, 2004). Ab der dritten postnatalen Woche erreicht der BK-Kanal seine persistierende
Maximalstromamplitude (Abb. 8). Die fir die schnell aktivierenden K*-Strome (lxy)
verantwortlichen BK-Kanale schalten durch ihre massive Hochregulation und in
Zusammenarbeit mit den KCNQ4-Kanalen die postnatale Phase der Spontanaktivitat in IHZ
ab. Die IHZ werden dadurch in sensorische Zelltypen umgewandelt und sind nun in der
Lage, ein Schall-gekoppeltes, graduiertes Rezeptorpotential zu bilden (Kros et al., 1998;
Langer et al., 2003), sodass sie, wie andere Sinneszellen auch, mit einer fein abgestuften

Transmitterausschittung auf unterschiedlich starke Reizintensitaten reagieren kénnen.
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Abbildung 8: Entwicklungsabhangiges Auftreten von murinen BK-Stromen

Vor Hérbeginn (P12) ist kein calcium- und spannungsabhangiger BK-Strom vorhanden. Der
BK-Strom wird um P12 hochreguliert und erreicht einen konstanten Maximalstrom ab Beginn
der dritten postnatalen Woche. PO= Tag der Geburt (in Anlehnung an (Kros et al., 1998)).
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Die Aktivierungszeitkonstanten der BK-Kanale in IHZ sind selbst spannungsabhangig und
liegen zwischen 0,2 und 0,7 ms, sind damit im Vergleich zu anderen lonenkanalen also sehr
schnell (Marcaotti et al., 2004; Thurm et al., 2005). An der IHZ kommt es aufgrund der groRRen
Leitfahigkeit der BK-Kanale zu einer schnellen Repolarisation des Rezeptorpotentials sowie
einer auf die Halfte bis ein Drittel verringerten Membranzeitkonstante. Aufgrund der grof3en
BK-Leitfahigkeit kénnen die durch die MET-Kandle in die Zelle einstromenden
depolarisierenden  K'-lonen schnell wieder ausstromen, sodass dadurch das
Ruhemembranpotential der IHZ wieder hergestellt werden kann (Marcotti et al., 2004; Oliver
et al., 2006).

In IHZ gibt es auRerdem Hinweise darauf, dass sich der BK-Gesamtstrom aus zwei
unterschiedlichen spannungsaktivierten Komponenten zusammensetzt. Zusatzlich zur
bereits bekannten Iberiotoxin-sensitiven Komponente Ix;, wurde in IHZ von Mausen eine
sehr kleine und relativ schnell aktivierende Iberiotoxin-resistente Komponente identifiziert,
die durch den Ca,1.3-induzierten Ca?-Einstrom aktiviert und mit Ixc. bezeichnet wurde
(Marcotti et al.,, 2004). Diese besitzt auRerdem eine wesentlich langsamere
Aktivierungszeitkonstante die sich fur Ik cavon 2 bis 11 ms im basalen Teil bis hin zu 12 bis
48 ms im apikalen Bereich der Cochlea erstreckt, wohingegen sie fir die grof3e
BK-vermittelte Strom-Komponente Ix¢ von 0,2 bis 0,7 ms reicht (Marcotti et al., 2004; Thurm
et al, 2005). Welche molekulare Grundlage den beiden unterschiedlichen
Stromkomponenten zugrunde liegt, konnte bislang noch nicht aufgedeckt werden.

In den IHZ von Végeln, Reptilien und Amphibien wird die Frequenzkodierung uber eine lokal
unterschiedlich starke Proteinbiosynthese von Ca,1.3- und BK-Kanalen bewerkstelligt,
sodass einzelne HZ entlang des sensorischen Epithels fir spezielle Tonfrequenzen
zustandig sind (Art und Fettiplace, 1987a; Fuchs und Evans, 1990; Hudspeth und Lewis,
1988; Pyott und Duncan, 2016; Roberts et al., 1990). Die Kombination aus der Aktivierung
der Ca,1.3-Kanale, den verschiedenen BK-SpleiRvarianten mit daraus resultierenden
verschiedenen kinetischen Eigenschaften und der GroRe des Ca?*-Einstroms hat einen
sogenannten electric tuning Mechanismus hervorgebracht, mit dem verschiedene
Schallfrequenzen aufgelést werden kdnnen (Navaratnam et al.,, 1997; Pyott und Duncan,
2016; Ramanathan et al., 1999, 2000; Rosenblatt et al., 1997). Die BK-Kanale in den IHZ
von Vogeln, Reptilien und Amphibien sind dartber hinaus mit Ca,1.3-Kanélen kolokalisiert
und werden durch deren Schall-induzierten Ca*-Einstrom aktiviert, sodass es zur
Repolarisation der IHZ kommt (Art und Fettiplace, 1987a; Pyott und Duncan, 2016; Roberts
et al., 1990).

Im Gegensatz dazu besitzen Saugetiere durch eine evolutionar neu entwickelte mechanisch
abgestimmte Cochlea, in der zusatzlich motile aulRere Haarsinneszellen als cochlearer

Verstarker eine Rolle spielen, einen ausgepragten Hoérsinn mit einem weitaus gréReren
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Frequenzbereich als bei Végeln, Reptilien oder Amphibien (Manley et al., 2004). Bei
Saugetieren findet eine sogenannte “Orts-Frequenz’-Kodierung statt, bei der durch eine
Tonfrequenz jene IHZ am starksten aktiviert werden, die auf demjenigen Bereich der
Basilarmembran aufsitzen, der durch die Schallwellen-induzierte Wanderwelle im Innenohr
die starkste Auslenkung erfahrt (Békésy und Wever, 1960). Dementsprechend arbeiten die
BK-Kanéle in den IHZ von Sdugern auf andere Weise als in denen anderer Vertebraten und
weisen offenbar auch keine funktionale Kopplung mehr zu Ca,1.3-Kanélen auf. So ist das
BKa-Protein hier hauptsachlich am Hals der IHZ lokalisiert und ist damit mehrere Mikrometer
entfernt von den Clustern prasynaptischer Ca,1.3-Kanale (Fell et al., 2016; Rutherford, 2015;
Wong et al.,, 2014). Passend dazu ist bereits bekannt, dass der schnell-aktivierende Ik
unabhéngig von extrazellularem Ca*-Einstrom durch Ca,1.3-Kanale ist (Kros und Crawford,
1990; Marcotti et al., 2004; Thurm et al., 2005). Ungewdhnlicherweise aktivieren BK-Kanale
in IHZ jedoch bereits bei sehr negativen Spannungen, namlich bei -75 mV, mit einer
halbmaximalen Aktivierungsspannung von ungefahr -50 mV.

Sowohl die negative Aktivierungsspannung als auch die Ca?-Unabhingigkeit deuten
daraufhin, dass BK-Kanadle als rein spannungsabhangige Kanale in IHZ fungieren und damit
auch unter physiologischen Spannungen funktionsfahig sind (Marcotti et al., 2004; Thurm et
al., 2005). Die molekularen Ursachen fir den negativen Aktivierungsbereich der BK-Kanéle

konnten bislang noch nicht aufgeklart werden.

1.2.4.1 Aktivierung der BK-Kanidle durch Interaktion von BKa mit modulatorischen
Untereinheiten

BK-Kanale kommen in den IHZ aller Vertebraten vor und weisen durch alternatives Splei3en
ihrer Untereinheiten sowie durch die unterschiedliche Kanalzusammensetzung aus diesen
Untereinheiten in heterologen Expressionssystemen eine Vielzahl unterschiedlicher
biophysikalischer Merkmale auf. Unterschiedliche BKa-SpleiRvarianten sowie deren
Interaktion mit verschiedenen modulatorischen Untereinheiten, fir die in heterologen
Expressionssystemen bereits eine Verschiebung der Aktivierungsspannung von BK-Kanalen
nachgewiesen wurde, kdnnten auch in den IHZ von S&ugern fir die ungewdhnliche negative

], verantwortlich sein.

Aktivierung der BK-Kanale in Abwesenheit von [Ca
So wurde in den IHZ von Huhnern beispielsweise bereits gezeigt, dass eine Assoziation der
BKa-Untereinheit mit der B-Untereinheit die Calciumsensitivitdt erhéht und die
Aktivierungsspannung zu negativeren Potentialen verschiebt (Ramanathan et al., 1999,
2000). Bei Schildkréten und Kiken sind zudem unterschiedliche Spleiltvarianten der BKa-
Untereinheit zusammen mit einer graduierten Proteinbiosynthese der B-Untereinheiten

entlang der tonotopen Achse des Corti-Organs fir die funktionale Heterogenitat der
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BK-Kanalen und den Mechanismus des ,electric tuning“ verantwortlich (Fettiplace und
Fuchs, 1999).

In IHZ von Saugetieren wurden zwar bereits verschiedene C-terminale
Kcnma1-Spleilkvarianten gefunden, die in die Aktivierung der BK-Kanale involviert sein
konnten, jedoch war deren Expressionslevel sehr gering und auch ihre subzellulare
Lokalisation bleibt weiterhin unklar (Langer et al.,, 2003; Sakai et al., 2011). Die
physiologische Bedeutung dieser Spleilvarianten konnte im Saugetier bislang ebenfalls
noch nicht aufgeklart werden. Lediglich zwei orthologe C-terminalen Spleivarianten wurden
in IHZ von Kiken bereits mithilfe elektrophysiologischer Messungen untersucht (Michael T et
al., 1997). In dieser Studie wurde kein Unterschied im Aktivierungsverhalten der BK-Kanéle
durch diese beiden Spleillvarianten festgestellt. Da die Aminosaduresequenzen von
BK-Kanalen der Ratte und dem Kiiken eine Sequenzhomologie von 87-100 % aufweisen
wird vermutet, dass die SpleiRvarianten der Ratte ahnliche Charakteristika aufweisen
(Langer et al., 2003).

Die Expression verschiedener BKa-Spleilvarianten in der Cochlea wahrend der
Entwicklung, deutet auRBerdem daraufhin, dass sie fir das intrazellulare targeting der
BK-Kanale und/oder deren Anordnung mit weiteren Proteinen zu Multiproteinkomplexen, wie
es bereits flir spannungsabhéngige K'-Kanale beschrieben wurde, verantwortlich sein
kénnten (Kim et al., 2010). Verschiedene Spleivarianten kdnnten somit der Grund fur das
entsprechende trafficking von BK-Kanalen zum Hals in den IHZ und zum synaptischen Pol in
den AHZ sein (Pyott und Duncan, 2016). Daher wird vermutet, dass die BKa-SpleiRvarianten
keinen Einfluss auf das Aktivierungsverhalten der BK-Kanédle haben und andere Ursachen
fur die negative BK-Aktivierungsspannung in IHZ verantwortlich sind.

Beispielseise kdnnten auch die verschiedenen B-Untereinheiten die BK-Kanale in IHZ von
Saugetieren modulieren. In IHZ von Ratten wurden tatsachlich Transkripte fir 1 und B4,
nicht aber fir 32 identifiziert; B3 wurde nicht untersucht (Langer et al., 2003). Fir 4 wurden
in dieser Studie jedoch nur Transkripte in unreifen IHZ gefunden, wohingegen fir 31 eine
synchrone Hochregulation mit BKa-Transkripten mit Horbeginn nachgewiesen wurde. Die
IHZ von (1/B4-defizienten Doppel-KO-Mausen weisen jedoch normale BK-Stréme und eine
normale Lokalisation des BKa-Proteins auf (Pyott et al., 2007), was daraufhin deutet, dass
weder B1 noch B4 fur die negative Aktivierungsspannung der BK-Stréme in IHZ von
Saugetieren verantwortlich sind. Mause, denen die B1-Untereinheit fehlt, besitzen aulerdem
einige Monate ein normales Horvermdgen und einen normalen cochledren Phanotyp
(Rattiger et al., 2004).

Die in diesem Abschnitt genannten Befunde weisen daraufhin, dass weder die
BKa-Spleilvarianten noch die verschiedenen (-Untereinheiten fir die negative

2+]i

Aktivierungsspannung von BKa in den IHZ in Abwesenheit von [Ca“’]; verantwortlich sind.
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Es muss also einen weiteren Mechanismus geben, durch den die BK-Kanale in IHZ von
Saugetieren unabhingig von extrazellulirem Ca*-Einstrom bei negativen Spannungen
aktivieren. Die neu entdeckten LRRC-Proteine kénnten in IHZ als y-Untereinheiten den
calcium- und spannungsabhangigen BK-Kanal in einen rein spannungsabhangigen Kanal
umwandeln, der somit auch unter physiologischen Spannungen funktionsfahig ware und
damit die negative Aktivierung von BK-Kanélen in Abwesenheit von Ca** erkldren. Durch die
y1- und y2-Untereinheiten wird jeweils zusammen mit der a-Untereinheit in heterologen
Expressionssystemen die grofte Verschiebung der BK-Aktivierungsspannung von 140 mV
(y1) bzw. 100 mV (y2) in Richtung negativer Potentiale bewirkt, wodurch diese als potentielle
Interaktionspartner der BK-Kanéle in den IHZ von Saugetieren fungieren kénnten (Yan und
Aldrich, 2012). Die y1-Untereinheit gilt hierbei als wahrscheinlichster Kandidat, da dartber
hinaus bereits eine funktionale Assoziation dieser mit den BK-Kanalen in nativen Zellen,
namlich arteriellen Myozyten (Evanson et al.,, 2014) sowie Tranen-, Ohrspeichel- und
Speicheldrisen (Yang et al., 2017) nachgewiesen wurde. Auch die bereits als y-Untereinheit
des BK-Kanal-verwandten SLO3-Kaliumkanals identifizierte y2-Untereinheit stellt einen
potentiellen Interaktionspartner fur BK-Kanéle dar (Yang et al., 2011; Zeng et al., 2011). In
nativen Zellen wurde jedoch bislang noch keine Interaktion zwischen y2 und BKa identifiziert.
Das Vorliegen beider y-Untereinheiten in murinen IHZ wurde in dieser Arbeit genauer

untersucht.

1.2.5 BKa-defiziente Mauslinie

Um die Funktionen bestimmter Gene zu untersuchen, werden in der Forschung genetisch
veranderte Organismen verwendet, in denen beispielsweise spezifische Gene ausgeschaltet
werden (Knockout, KO). Analysen solcher KO-Individuen sind auch aus medizinischer Sicht
von besonderem Interesse, da beispielsweise Funktionsstérungen von K*-Kanélen an einer
Vielzahl neurologischer Beschwerden beteiligt sind. Eine Mutation in der Kcnma1-Sequenz
fuhrt beispielsweise zu einer Erhdhung der Wahrscheinlichkeit fur epileptische Anfalle (Du et
al., 2005). Medikamente, die mit K'-Kanalen interagieren und somit fiir klinische
Anwendungen in Frage kamen (Curran, 1998) kénnen in diesen KO-Organismen auf ihre
Wirksamkeit und Spezifitdt untersucht werden. Genetisch veranderte Organismen kénnen
also einen Hinweis darauf geben, in welche physiologischen und pathophysiologischen
Prozesse bestimmte Proteine involviert sind.

In der konstitutiven BKa-defizienten Mauslinie ist die porenbildende a-Untereinheit des
BK-Kanals durch homologe Rekombination systemisch deletiert (Sausbier et al., 2004). Dies
fuhrt in den KO-Tieren zu einer progredienten Schwerhérigkeit im hochfrequenten Bereich,
einer erhdéhten Empfindlichkeit gegeniber Schalltraumata und einer zerebelldren Ataxie

(Riittiger et al., 2004; Sausbier et al., 2004). Dariiber hinaus wurde den BK"-Mé&usen ein
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erhdhter Blutdruck, der auf eine beeintrachtigte Vasodilatation und einen priméaren
Hyperaldosteronismus zurlckzufuhren ist, sowie Gangunsicherheiten, die durch eine
Purkinjezell-Dysfunktion im Kleinhirn ausgelést werden (Sausbier et al., 2004, 2005),
diagnostiziert. Die Abwesenheit der BKa-Untereinheit fuhrte weiterhin zu einer Uberaktiven
Blase (Meredith et al., 2004) sowie zu einer erektilen Dysfunktion (Werner et al., 2005).
BK"-Mause zeigen zusatzlich eine verzégerte Ausbildung von Aktionspotentialen (Spiking) in
den auditorischen Nervenfasern und eine Beeinflussung des Rezeptorpotentials der IHZ. Die
schallinduzierte Gleichspannungskomponente des Rezeptorpotentials steigt dadurch an und
fuhrt wegen friher Sattigung zu einer Reduzierung des dynamischen Bereichs. Die
Wechselspannungskomponente des Rezeptorpotentials wird dagegen reduziert und
verlangsamt (Oliver et al., 2006).

In einer weiteren Studie wurden Mause mit einer haarzellspezifischen Deletion der
BKa-Untereinheit untersucht. Diese Tiere weisen eine Unfahigkeit auf, hohe
Modulationsfrequenzen  korrekt zu unterscheiden, sowie einen verminderten
Lautstdrkeumfang der Stimuluskodierung in den Neuronen eines zentralen Teils des
auditorischen Systems, dem Colliculus inferior (Kurt et al., 2012). Die BK-Kanale der IHZ
sind demnach unerlasslich fir die korrekte Kodierung der zeitlichen Feinstruktur sowie des
dynamischen Bereichs der auditorischen Information.

Die aufgefuhrten vielfaltigen Auswirkungen beider Mausmodelle zeigen die biologische
Relevanz der BK-Kanale fir den Saugetierorganismus und machen beide zu einem
interessanten Modellorganismus fur unterschiedliche Forschungsanalysen. In der
vorliegenden Arbeit wurden konstitutive BKa-defiziente Mause fir verschiedene

Fragestellungen verwendet.

1.3 Spannungsgesteuerte Calciumkanale

Spannungsgesteuerte Calciumkanéle (voltage-gated calcium channels, VGCCs) sind an
vielen physiologischen Ablaufen erregbarer Zellen beteiligt. Diese 6ffnen sich als Antwort auf
eine Depolarisation der Zelle und bewirken einen Ca®*-Einstrom in die Zelle. Dadurch kommt
es zu Zelltyp-spezifischen Auswirkungen wie beispielsweise der calciumabhangigen
Gentranskription, der Sekretion von Hormonen oder Neurotransmittern, die Regulation der
Muskelspannung oder der neuronalen Erregungsweiterleitung (Barbado et al., 2009;
Catterall et al., 2005; Dolphin, 2013). Je nach Aktivierungsspannung unterteilt man VGCCs
in zwei Hauptgruppen. Zu den VGCCs, die bei hohen Membranspannungen aktiviert werden,
zahlen die L-, N-, P/Q- und R-Typ-Kanale, welche sich zusatzlich in ihren
pharmakologischen und biophysikalischen Eigenschaften unterscheiden. Zu den Kanalen,
die sich bei niedrigen Membranspannungen o6ffnen, die T-Typ-Kanale (Arikkath und
Campbell, 2003; Catterall, 2000).
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Weiterhin kann man VGCCs in drei Familien unterteilen: Ca,1, Ca,2 und Ca,3. T-Typ-Kanéle
gehéren zur Ca,3-Familie, wohingegen die in den Haarzellen exprimierten
L-Typ-Calciumkanale Ca,1.3 zur Ca,1-Gruppe (Ca,1.1 bis Ca,1.4) gehdren. Zur Gruppe der
Ca,2-Familie zahlen die P/Q-Typ- (Ca,2.1), N-Typ- (Ca,2.2) und R-Typ-Kanéale (Ca,2.3).

1.3.1 Aufbau spannungsgesteuerter Calciumkanale

VGCCs sind aus einer porenbildenden as-Untereinheit sowie einer akzessorischen 3- und
einer a,0-Untereinheiten aufgebaut (Arikkath und Campbell, 2003; Catterall, 1995; Catterall
et al., 2005). Fir a4 sind bisher 10 Zelltyp-spezifische Gene, Cacna1a-i+s, (Ertel et al., 2000)
und fir die B-Untereinheit (31-B4) vier Gene (Cacnb1-Cacnb4) in Saugetieren bekannt.
Beide sind durch SpleiBvarianten zusatzlich weiter differenziert (Buraei und Yang, 2010). Die
Expression von 020 wird in Sdugetieren ebenfalls durch vier Gene bewerkstelligt, die fur
0201, 0202, 0,03 und a,04 kodieren (Gao et al., 2000; Klugbauer et al., 1999; Qin et al.,
2002). Manche Kanéle besitzen =zusatzlich noch eine, den Calciumstrom wenig

beeinflussende, y-Untereinheit (Dolphin, 2012; Kang und Campbell, 2003).

1.3.2 Calciumkanale in inneren Haarsinneszellen

VGCCs haben, wie schon erwahnt, eine essentielle Funktion in neuronalen Prozessen.
Sensorische cochledre Haarsinneszellen werden durch die Nervenfortsdtze der
Spiralganglien-Neurone (SGN) afferent innerviert. Die peripheren Dendriten der SGN bilden
hierbei die spezialisierte Ribbon-Synapse am basalen Pol der IHZ, die einkommende
Horsignale schnell und prazise weiterleiten. Der von Cacna1d kodierte L-Typ Calciumkanal
Ca,1.3 bildet den wichtigsten Calciumkanal an dieser Synapse und ist fir 90 % des
gesamten Calciumstroms verantwortlich (Platzer et al., 2000). Durch die Abwesenheit der
Calciumkanalpore a; in Cacnald”-Mausen (im folgenden mit Ca,1.3” bezeichnet) ist der
Ca*-Einstrom in IHZ stark verringert, wodurch kein Glutamat an der IHZ Synapse
ausgeschittet wird. Somit kann der Schallreiz nicht an die afferenten Neuronen
weitergegeben werden, sodass diese Tiere taub sind. Frihe postnatale IHZ weisen einen um
90 % reduzierten Ca**-Strom auf und kénnen ab einem Alter von 35 Tagen (iberhaupt nicht
mehr nachgewiesen werden (Platzer et al., 2000). Somit wurden die Analysen in dieser
Arbeit an bis zu drei Wochen alten Ca,1.3-defizienten Mausen durchgefihrt, da zu diesem
Zeitpunkt noch keine Degeneration der IHZ vorliegt.

Es wurde aullerdem festgestellt, dass die Haarzellentwicklung bis kurz nach der Geburt
ohne Veranderung ablauft und erst bei etwa P7 die afferenten Fasern sowie die apikalen
AHZ degenerieren (Glueckert et al., 2003). Die durch Ca,1.3-Deletion ausgeldste fehlende
Synapsenfunktion der IHZ sowie der fehlende Einfluss des deletierten Ca,1.3-Kanals auf die

Generierung des Sinusrhythmus hat bei Mausen und Menschen Taubheit und Arrhythmien
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zur Folge (Baig et al., 2011; Dou et al.,, 2004; Platzer et al., 2000). Am Aufbau der
Calciumkanale ausgereifter Prasynapsen in IHZ sind zusatzlich die Untereinheiten B, und
0,0, beteiligt (Dou et al., 2004; Fell et al., 2016; Neef et al., 2009; Platzer et al., 2000).

1.3.3 Auswirkung der Deletion des Ca,1.3 Ca’*-Kanals auf BK-Kanile in IHZ

In Haarzellen wird, wie bereits erwahnt, die Calciumkanalpore von der as-Untereinheit
Cay1.3 gebildet und ist nicht nur fiir die afferente synaptische Ubertragung verantwortlich,
sondern auch fur die Entwicklung und Erhaltung der Hérbahn sowie der Haarzellen (Brandt
et al., 2003). Die Deletion der Calciumkanalpore a; in IHZ von Ca,1.3"-Mausen inhibiert
nicht nur den Ca*-Einstrom und die Glutamat-Freisetzung an der Synapse, sondern
beeintréchtigt auch Kaliumkanéle. Brandt et al. (2003) konnten in Ca,1.3"-Mé&usen bis 35
Tage nach der Geburt keinen Ix; feststellen. Dieses Fehlen kénnte auch durch den
reduzierten spannungsabhangigen Calcium-Einstrom erklart werden, ,welcher zusammen
mit der Depolarisation normalerweise BK-Kanale koaktiviert (Brandt et al., 2003). Die
Arbeitsgruppe konnte dies jedoch widerlegen, indem sie zum einen die intrazellulare
Calcium-Konzentration durch die Konzentration von Ca®" in der Patchpipette erhéhte und
auch damit keinen BK-vermittelten-Strom hervorrufen konnte. Zum anderen konnte auch bei
sehr positiven Potentialen (+24 mV), bei denen in isolierten Patches BK-Stréme auch bei
geringen intrazelluldren Calcium-Konzentrationen gemessen werden konnten (Oliver et al.,
2003), kein Kaliumstrom im Sub-Milli-Sekunden-Bereich aktiviert werden. Somit konnte
gezeigt werden, dass Ca,1.3"-Mause keine funktionalen BK-Kanale exprimieren. Sowohl
postnatales Calcium-Spiking als auch die Expression von Ca,1.3-Kanalen in der
Plasmamembran sind unerlasslich fir den Erwerb von funktionalen BK-Kanalen.

2006 belegten auch Nemzou et al. die Annahme, dass die Abwesenheit von Ca,1.3-Kanalen
einen direkten oder indirekten Einfluss auf die Expression von BK-Kanalen hat. Durch
Real-Time RT-PCR wurde hierbei bestatigt, dass weniger mRNA-Transkript von Kcnma1 in
Ca,1.3"-Mausen vorliegt. Es wird spekuliert, dass beispielsweise die gebildete Menge an
Kenma1-mRNA fir die Synthese der BKa-Untereinheit nicht ausreicht. Auch die Inhibition
der Translation, eine erhdhte und schnellere Degradierung der Kcnma1-mRNA sowie ein
fehlerhaftes Aussortieren der Kcnma1-mRNA wurden als mogliche Ursachen diskutiert
(Nemzou N. et al.,, 2006). Das Fehlen von BK-Strdomen muss jedoch nicht nur auf eine
fehlerhafte Genexpression von Kcnma1 zurlickzufihren sein. Die Ca,1.3-Deletion kdénnte
beispielsweise auch einen ineffizienten Transport von BK-Kanalen zur oder deren fehlerhafte
Verankerung in der Haarzell-Plasmamembran ausldosen. Die Analysen in dieser Arbeit
wurden an bis zu drei Wochen alten Ca,1.3-defizienten Mausen durchgefihrt, da zu diesem

Zeitpunkt noch keine Degeneration der IHZ vorliegt.
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1.4 Tight Junctions im Corti-Organ

Fir einen lebenden Organismus ist es wichtig, bestimmte Bereiche strikt voneinander zu
trennen und Kompartimente mit unterschiedlichen Aufgabenfeldern und
lonenzusammensetzungen aufzubauen und zu erhalten. Dennoch ist ein Austausch Uber
diese Barrieren hinweg flr das Fortbestehen und die Funktionalitdt der Zellverbande und
Zellen allgemein essentiell. Dies wird durch verschiedene Zell-Zell-Verbindungen wie Gap
Junctions, Desmosomen, Adherens Junctions und Tight Junctions sichergestellt. Sie
fungieren als intramembranére Diffusionsbarrieren, die den Interzellularraum abdichten und
sind fir den parazellularen Transport von Wasser, |6slichen Molekiilen und lonen zwischen
Epithelzellen verantwortlich (Matter und Balda, 2003; Schneeberger und Lynch, 1992;
Tsukita et al., 2001).

Scala Vestibuli

Scala Media
(Endolymph)

Scala Tympani

Abbildung 9: Scalae- und Tight Junction-Grenzen im Corti-Organ von Saugetieren

Die rote Linie spiegelt die durch Tight Junctions aufgebaute Grenze der Scala media wider.
Die Cldn-14-mRNA- und CLDN-14-Protein-positiven Zellen sind in blau dargestellt (ab P4).
Gelbe Zellen sind ab P8 Cldn-14-positiv. Die Stereozilien der sensorischen Haarsinneszellen
(innere [IHC] und auliere [OHC] Haarzellen) ragen in die Endolymphe der Scala media, die
Zellkorper in die perilymphatische Flissigkeit der Scala tympani. B: Basilarmembran, C:
Claudius Zellen, D: Deiters Zellen, H: Hensen Zellen, IP: innere Pillarzelle, ISC: Zellen des
inneren Sulcus, OP: dulere Pillarzelle, RM: Reissner-Membran, SP: Spiralvorsprung (Spiral
prominence), Sp. L: Spiral ligament, St. V: Stria vascularis, TM: Tektorialmembran (Wilcox et
al., 2001).

In dieser Arbeit sind vor allem die Tight Junctions von besonderem Interesse. Uber ihre
Gate-Funktion wird die Aufrechterhaltung und Regulation der epithelialen Barrierefunktion
(Cereijido et al., 1998) und Uber ihre Fence-Funktion die Separierung der apikalen und
basolateralen Membranbereiche erreicht (Anderson, 2001; Schneeberger und Lynch, 1992).
Tight Junction-Strange sind gréftenteils aus Claudinen aufgebaut, deren Expression in

nahezu allen Epithelien gegeben ist (Chiba et al., 2008; Ruffer, 2004). Diese unterliegt
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gewebe- und zelltypspezifischen Expressionsmustern (Furuse und Tsukita, 2006; Turksen
und Troy, 2004; Van Itallie und Anderson, 2006).

In der Cochlea liegen die basolateralen Bereiche der sensorischen Haarzellen in der
kaliumarmen und natriumreichen Perilymphe, wohingegen die apikale Membran der
kaliumreichen und natriumarmen endolymphatischen Flissigkeit ausgesetzt ist. Durch den
Kaliumgradienten zwischen den beiden Flussigkeiten wird das endocochleare Potential von
+85 mV aufgebaut (Fettiplace, 2017; Wangemann, 2006), das fir eine korrekte lautstarken-
induzierte Veranderung des Rezeptorpotentials der Haarsinneszellen unabdingbar ist (Evans
und Dallos, 1993; Hudspeth, 1989). Tight Junctions dichten hierbei die Flissigkeitsgrenzen
ab und sind somit maflgeblich an der Aufrechterhaltung des endocochlearen Potentials
beteiligt (Abb. 9). In Mausen konnte 4 Tage nach der Geburt die mRNA von Claudin-14
detektiert werden die bis P8 mengenmaRig noch stark ansteigt (Wilcox et al., 2001). Damit
verlaufen die Claudin-14-Expression und die Entwicklung des endocochledren Potentials in
der ersten postnatalen Woche parallel ab. Dies liefert einen starken Hinweis auf die
essentielle Bedeutung der Claudin-14-Expression flir den Aufbau des endocochlearen
Potentials in der Cochlea (Anniko und Bagger-Sjoback, 1982; Ryan und Woolf, 1983; Souter
und Forge, 1998). In weiteren Studien wurde im Corti-Organ, in den Marginal- und
Basalzellen der Stria vascularis, in der Reissner-Membran und im Limbus spiralis das
Protein von CLDN-14 gefunden (Kitajiri et al., 2004).

Rezessive Mutationen des menschlichen Claudin-14 fuhren zu einer erblich bedingten
Taubheit, der eine veranderte lonenpermeabilitdt durch die Reticular Lamina zugrunde liegt
(Wilcox et al., 2001; Ben-Yosef, 2003). Dies fuhrt in Mausen bis zur dritten postnatalen
Woche zu einem Verlust von nahezu allen AHZ sowie auch von einem Teil der IHZ und
somit zu einem Horverlust von 50-60 dBSPL (Ben-Yosef, 2003). Das Tight Junction Protein
CLDN-14 ist somit fur die Entwicklung der Cochlea und deren korrekte Reizweiterleitung

essentiell und kann als Tight Junction Marker in der Cochlea verwendet werden.

1.5 Zielsetzung der Arbeit

Die calcium- und spannungsabhangigen BK-Kanale werden von vier porenbildenden
a- sowie ein bis vier akzessorischen (-Untereinheit aufgebaut. In IHZ von Végeln, Reptilien
und Amphibien werden sie durch extrazellularen Ca*-Einstrom (iber benachbarte
prasynaptische spannungsgesteuerte Ca,1.3-Kanale aktiviert (Art und Fettiplace, 1987b;
Pyott und Duncan, 2016). Bei Saugetieren ist dagegen bereits bekannt, dass die BKa-
Untereinheit, die erst ab Horbeginn (P12) exprimiert wird, hauptsachlich am Hals der IHZ und
damit nicht in unmittelbarer Nahe zu den prasynaptischen Ca,1.3-Kanal-Clustern lokalisiert
ist (Hafidi et al., 2005; Pyott, 2004). Damit stimmt Gberein, dass die groRe Mehrheit der BK-

Kanale nicht durch eine Erhéhung der zytosolischen Ca,1.3-vermittelten Ca?*-Konzentration
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aktiviert wird (Marcotti et al., 2004; Thurm et al., 2005). Eine weitere Besonderheit der BK-
Kanale in IHZ von Saugern ist, dass ihre BK-Kanale schon bei ungefahr -75 mV aktivieren
(Marcotti et al., 2004; Thurm et al., 2005), wohingegen sie bei heterologer Expression in
Oozyten des Krallenfroschs (Xenopus) oder in HEK-Zellen und in Abwesenheit von Ca?*-
Einstrom erst bei +100 mV 6ffnen (Thurm et al., 2005). Modulatorische y-Untereinheiten von
BK-Kanalen wie LRRC26 (y1) und LRRC52 (y2) kénnen in HEK-Zellen die halbmaximale
Aktivierungsspannung der BK-Stréme um entsprechend -140 mV oder -100 mV verschieben
(Gonzalez-Perez und Lingle, 2019; Li et al., 2016b; Yan und Aldrich, 2012). In reifen IHZ von
Saugetieren kénnten daher LRRC-Proteine als neue y-Untereinheiten die BK-Kanale in rein
spannungsabhangige Kanale umwandeln, sodass diese auch unter physiologischen

Spannungen funktionsfahig waren.

Die vorliegende Arbeit sollte folgende Fragen beantworten:

1. Wie ist die exakte Lokalisation der BK-Kanale in reifen murinen IHZ und kdnnen
intrazelluldre Ca*-Quellen als Ausléser fiir die Aktivierung von BK-Kanalen
uberhaupt in Frage kommen?

2. Wird mRNA fir die y-Untereinheiten LRRC26 und LRRC52 in IHZ exprimiert?
Werden die Proteine fir LRRC26 und LRRC52 in IHZ synthetisiert? Wenn ja, wo sind
sie subzellular lokalisiert? Gibt es eine Kolokalisation von LRRC-Proteinen mit den
BK-Kanalen und wie erfolgt ihre entwicklungsabhangige Expression? Ist ihre

Proteinbiosynthese an die Expression der BK-Kanale gekoppelt?

Dazu wurden immunhistochemische Farbungen durchgefihrt, welche die subzellulare
Lokalisation der BK-Kanéle im Vergleich zu den Tight Junctions, den Ca,1.3-Kanalen und
dem Endoplasmatischen Retikulum in reifen IHZ von Mausen aufklaren sollte. Ferner sollten
Transkriptanalysen mit nested PCR an unreifen und reifen Corti-Organen bzw. IHZ von WT-,
TyfC-, BKa™ und Ca,1.3"-Mausen sowie Immunfluoreszenzanalysen an WT-Mausen
unterschiedlicher Altersstufen Aufschluss Uber das Vorliegen von LRRC-mRNA sowie Uber
die Proteinbiosynthese von LRRC-Proteinen geben. Ergédnzend dazu wurden in dieser Arbeit
zwei KO-Mausmodelle, BKa™- und Ca,1.3"-Mause, denen die BKa-Untereinheit fehlt, auf die
Anwesenheit von LRRC-Proteinen untersucht. Die sensitive Methode des in situ Proximity
Ligation Assay, welche zwei Proteine mit einer Entfernung von 40 nm zueinander nachweist,
sollte flir Untersuchungen am Corti-Organ etabliert werden und die Analysen zur Lokalisation
von LRRC-Proteinen im Vergleich zu den BK-Kanalen in Mausen mit (WT) und ohne BKa

(Ca,1.3") vervollstandigen.
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2 Material und Methoden

2.1 Gerate

Autoklav Laboklav

COgz-Inkubator

Eismaschine Flake-Line
EBox-VX2-Geldokumentationssystem
Halogenlampe KL1500 electronic
Homogenisator Minilys

Inverses Auflichtmikroskop Primo Vert
Labor-Schlauchpumpe PLP330
Laser-Scanning-Mikroskop LSM 710
Magnetrihrer M5

Osmomat® 030 Cryoscopic Osmometer
pH-Meter HI221

Pipettierhelfer accu-jet® pro
Reinstwassersystem Milli-Q® Ref.
Schuttler KS260 basic
Spektrophoto-/Fluorometer DS-11FX+
Stereomikroskop SZX16

Sterilbank BDK

Sterilbank pegmedis Class 1l BSC
Thermozykler T100

Thermomixer comfort

Tischzentrifuge Mini Star
Trockenschrank Dry-Line

Wasserbad

Zentrifuge 5424/R

2.2 Chemikalien und Medien

Agarose LE

Agarose High Resolution Roti®garose
ATP

CaCl,

Cell-Tak™

DAPI

DMSO

DNA-Ladepuffer

DNA-Marker 100 bp Plus Blue

SHP Steriltechnik AG, Detzel Schloss
Binder GmbH, Tuttlingen

Wessamat, Kaiserslautern

Vilber Lourmat D. GmbH, Eberhardzell
Leica, Wetzlar

bertin, Montigny-le-Bretonneux, Frankreich
Carl Zeiss Mikroskopie, Jena

behr Labor-Technik GmbH, Dusseldorf

Carl Zeiss Mikroskopie, Jena

Ingenieurburo CAT, Ballrechten-Dottingen
Gonotec GmbH, Berlin

HANNA Instr. Deutschland GmbH, Kehl a. R.
Brand GmbH & Co KG, Wertheim

Merck KGaA, Darmstadt

IKA, Staufen im Breisgau

DeNovix, Wilmington, DE, USA

Olympus Deutschland GmbH, Hamburg
Luft-/Reinraumtechnik GmbH, Sonnenbihl
ESCO, Horsham, PA, USA

Bio-Rad, Miinchen

Eppendorf, Wesseling-Berzdorf

neolab, Heidelberg

VWR International GmbH, Radnor, PA, USA
VWR International GmbH, Radnor, PA, USA
Eppendorf, Wesseling-Berzdorf

Biozym Scientific GmbH, Hessisch Oldendorf
Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Schnelldorf
Calbiochem, Laufelfingen

Corning Life Sciences B.V., Amsterdam, NL
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Schnelldorf
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Schnelldorf
Omega BIO-TEK, Norcross, USA

GeneOn, Ludwigshafen am Rhein
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DNA-Marker peqGOLD Ultra Low Range || PEQLAB Biotechnologie GmbH, Erlangen

dNTP Mix
EDTA

Eisessig
Eselserum
Ethanol
Ethidiumbromid
Fluoromount-G
Formaldehyd
D-Glucose

HCI

HEPES
Immersionsol
Immunopen™
Isofluoran
Isopropanol
KCI

KH,PO,
Laktobionat

MgCl,

Midori Green Advance DNA Farbstoff
Na;HPO,

NaCl

NaH,PO,

NaOH

PBS

Pikrinsaure

Proteinase K-Ldsung
Silikonfett

TRIS

Triton™ X-100

Vectashield® +/- DAPI
Wasser (DNase-/RNase-frei)

Ziegenserum

New England Biolabs GmbH, Frankfurt a. M.
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Schnelldorf
VWR International GmbH, Radnor, PA, USA
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Schnelldorf
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Schnelldorf
Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe

Fisher Scientific GmbH, Nidderau

Fisher Scientific GmbH, Nidderau

Merck KGaA, Darmstadt

Merck KGaA, Darmstadt

Merck KGaA, Darmstadt

Carl Zeiss Microscopy GmbH, Oberkochen
Calbiochem, Laufelfingen

AbbVie, North Chicago, lllinois, USA
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Schnelldorf
VWR International GmbH, Radnor, PA, USA
Merck KGaA, Darmstadt

Fisher Scientific GmbH, Nidderau/ Alfa Aesar,
Haverhill, Massachusetts, USA

Calbiochem, Laufelfingen

Biozym Scientific GmbH, Hessisch Oldendorf
Merck KGaA, Darmstadt

VWR International GmbH, Radnor, PA, USA
Merck KGaA, Darmstadt

Fluka, Bukarest, Rumanien

Life Technologies, Carlsbad, CA, USA
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Schnelldorf
PEQLAB Biotechnologie GmbH, Erlangen
Fluka, Bukarest, Rumanien

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Schnelldorf
Biozol Diagnostica Vertrieb GmbH, Echingen
Promega GmbH, Mannheim/ Carl Roth GmbH &
Co. KG, Karlsruhe

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Schnelldorf
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2.3 Puffer und Losungen

B-01

B-33

B-41

NDS-Puffer

PBS, pH 7,4 (1 x)

153,00 mM
5,80 mM
1,30 mM
0,90 mM
5,60 mM

10,00 mM
0,70 mM

70,00 mM
83,00 mM
5,80 mM
1,30 mM
0,95 mM
5,30 mM
10,00 mM
0,70 mM

35,00 mM
4,80 mM
1,30 mM
0,95 mM
5,30 mM

10,00 mM
0,70 mM

120,00 mM

10,00 ml
1,80 ml
5,00 ml
6,75 ml

36,45 ml

3,0 mM
1,3 mM
137,0 mM
8,0 mM

NaCl

KCI
CaCl,
MgCl,
Glucose
HEPES
NaH,PO,

Laktobionat
NaCl

KCI

CaCl,
MgCl,
Glucose
HEPES
NaH,PO,

NaCl

KCI

CaCl,

MgCl,
Glucose
HEPES
NaH,PO,
Na-Glukonat

Esel-Serum

10 % Triton™ X-100

240 mM PB
4 M NacCl
H2Odest.

KCI
KH,PO,
NaCl
Na;HPO,
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Phosphat-Puffer (240 mM)

TAE-Puffer (50 x)

Zamboni-Fixierlosung

27,52 g Na;HPO,
5,52 g NaH2P04
mit Hy0qest. @uf 1 | aufgefillt

2 M TRIS-Base
50 mM EDTA
5,7 % (viv) Eisessig

50,0 ml 8 % PFA
50,0 ml 2 % PFA
2,5ml 10 x PBS
25,0 ml H204gest.
1,7 g NaCl
500 pl 1 M NaOH
22,5 ml gesattigte Pikrinsaure

Alle Bad-Ldsungen (B-xy) hatten eine Osmolaritdt von 320 mOsmol/kg. Der pH-Wert von
B-33 wurde durch Zugabe von 1 M NaOH und bei B-01 und B-41 von 1M NaOH auf 7,35

eingestellt. Um vermeintliche Kontaminationen der Bad-Losungen mit Mikroorganismen zu

eliminieren, wurden diese nach Einstellung des pH-Wertes und der Osmolaritat unter der

Sterilbank fir 30 min mit UV-Licht exponiert und anschlielend steril filtriert. Die Lagerung der

B-Ldsungen erfolgte in 250 ml Aliquots

bei 4 °C. Nach 7 Tagen wurden bereits gedffnete

B-Lésungen fachgerecht entsorgt. Der TAE-Puffer wurde bei Raumtemperatur (RT) und die

restlichen Puffer bei 4 °C gelagert.

2.4 Kits

Duolink® In Situ Orange Starter Kit
NucleoSpin® Tissue Kit

peqGOLD DNase 1 Digest Kit
peqGOLD Gel Extraction Kit
peqGOLD MicroSpin Total RNA Kit

2.5 Enzyme

GoTaq G2 Green/Colourless Master Mix
RNaseOUT

SuperScript lll Reverse Transcriptase

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Schnelldorf
Machery-Nagel GmbH & Co. KG, Diren

PEQLAB Biotechnologie GmbH, Erlangen
PEQLAB Biotechnologie GmbH, Erlangen
PEQLAB Biotechnologie GmbH, Erlangen

Promega Corporation, Madison, WI, USA
Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA
Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA
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2.6 Mauslinien

Die Haltung der Tiere und Versuche mit Tieren erfolgte gemal Tierschutzgesetz (TierSchG §
4) in Verbindung mit dem Saarlandischen Gesetz Uber das 6ffentliche Veterindrwesen und
die amtliche Lebensmitteliiberwachung (Landesamt fiir Gesundheit und Verbraucherschutz).
Wahrend ihrer Haltung in einem 12-Stunden-Tag-Nacht-Zyklus hatten die Tiere standigen
Zugang zu Wasser und Futter (ssniff® Futtermittel fir Mause und Ratten). Zusatzlich zu
NMRI-und C57BI6/N-Mausen (Charles River, Sulzfeld) wurden die folgenden Mauslinien

verwendet:

* BKa-defiziente Mause (Sausbier et al., 2004)
Mause mit SV129-C57BL/6-Hintergrund mit einer Deletion in der porenbildenden
Untereinheit des BK-Kanals. Versuchstiere wurden von Prof. Dr. Peter Ruth aus
Tubingen (in Absprache mit der Tierhaltung in Homburg) fur Versuche bereitgestellt.

Beschreibung der Mauslinie in Kapitel 1.2.5

* Cacna1ld-defiziente Mause (Platzer et al., 2000)
Mause mit C57BL/6-Hintergrund mit einer Deletion der porenbildenden Untereinheit
des Ca,1.3 Kanals.

Beschreibung der Mauslinie in Kapitel 1.3.3

* TyfC-Mause (Winter et al., 2007)
Knockin-Mause mit neuronenspezifischer Expression des enhanced yellow
fluorescent protein (eYFP). Der verwendete neuronenspezifische Thy-1.2-Promotor
und das darunter exprimierte Protein YFP sind fir den Namen dieser Mauslinie
verantwortlich. Die Mauslinie wurde von Prof. Dr. Frank Kirchhoff aus Homburg fir

Versuche bereitgestellt.

2.7 Molekularbiologische Methoden

2.7.1 Genotypisierung von BKa-defizienten und TyfC-Mauslinien

Die in dieser Arbeit verwendeten BKa Wildtyp (WT)- und Knockout (KO)-Mause sowie die
TyfC-Mause wurden in den jeweiligen Arbeitsgruppen nach deren ausgearbeiteten
Genotypisierungsprotokollen analysiert und die Mause mit den gewiinschten Genotypen

anschlieRend bereitgestellt.
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2.7.2 Genotypisierung von Cacna1d-defizienten Mausen

Die Isolierung der DNA erfolgte aus Ohr- oder Schwanzbiopsien mit Hilfe des kommerziell
erhaltlichen NucleoSpin® Tissue Kits nach Angaben des Herstellers. Die Proben wurden
hierfir in 50 pl BE-Puffer aufgenommen und weiter prozessiert. Ein Reaktionsansatz enthielt
hierbei 2 yl DNA, 0,5 pl sense Primer (5-GCA GAA GGC ACA TTG CCA TAC TCA C-3),
0,5 yl antisense Primer (5°-TAG AAA AGA TGC ACT GGT CAC CAG G-3’), 0,5 ul mutant
Primer (5’-GGG CCA GCT CAT TCC CAC TCA T-3’), 6,5 yl ddH,O und 10 pl GoTag® Green
Master Mix. Die Amplifikation der DNA wurde in einem Thermozykler nach dem in Tabelle 1

beschriebenen PCR-Programm durchgefuhrt.

Tabelle 1: PCR-Programm zur Genotypisierung von Cacnald”-Miusen

Temperatur [°C] Zeit Wiederholungen
95 3 min -
95 30 sec 34
61 40 sec 34
72 45 sec 34
72 5 min -
8 o -

Nach der Amplifikation der DNA wurden 10 ul des PCR-Produktes auf ein 1,8 %-iges
Agarosegel aufgetragen. Die Auftrennung der DNA-Fragmente wurde mit einer angelegten
Spannung von 120 Volt in einer mit 1 x TAE-Puffer beflillten Elektrophoresekammer
durchgefihrt. Die Dokumentation der Ergebnisse erfolgte mit Hilfe eines

EBox-VX2-Geldokumentationssystems.

In der folgenden Tabelle (Tab. 2) sind die erwarteten BandengréfRen fir die moglichen

Genotypen aufgefiihrt.

Tabelle 2: Erwartete Bandengrofen der Cacna1d-Genotypisierung

Genotypen BandengréRe [bp]
Homozygot (tg/tg) 450

Heterozygot (tg/wt) 450 und 311
Wildtyp (wt) 311
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Die folgende Abbildung (Abb. 10) zeigt exemplarisch ein Beispiel einer
Cacna1d-Genotypisierung.

1 2 2 4 5
M wt  tg/tg tg/wt neg.

1500
1000
500 [ —
300 — —_—

Abbildung 10: Beispiel einer Cacna1d-Genotypisierung

Spur 1 kennzeichnet den 100 bp DNA-Marker PlusBlue (4 pl). In den Spuren zwei bis vier
sind die amplifizierten PCR-Produkte der verschiedenen Genotypen der Cacna?d”-Mauslinie
dargestellt. Die amplifizierten genomischen DNA-Sequenzen zeigen bei Wildtyp-Mausen (wt,
Spur 2) eine BandengréRe von 310 bp und bei Knockout-Mausen (tg/tg, Spur 3) von 450 bp.
Heterozygote Mause (tg/wt, Spur 4) weisen beide Banden auf. Spur 5 =zeigt die
Negativkontrolle (Mastermix ohne DNA-Zugabe).

2.7.3 Praparation der Cochlea

In dieser  Arbeit  wurden verschiedene Mauslinien zu unterschiedlichen
Entwicklungszeitpunkten untersucht. Fur immunhistochemische Farbungen,
Transkriptanalysen und Kolokalisationsstudien der apikalen Windungen des Corti-Organs
wurden NMRI- und TyfC-M&ause sowie Mause der BKa- und Ca,1.3-KO-Linie nach Angaben
des Tierschutzgesetzes (TierSchG § 4) gehandhabt und getétet. Bei alteren, hérenden
Mausen zwischen dem postnatalen Tag (P) 17 und 28 erfolgte nach der Narkotisierung mit
Isofluran® die zervikale Dislokation und anschlieBende Dekapitation. Neonatale Mause
zwischen P5 und P7 sowie an P10 und P12 wurden ohne vorherige Isofluran-Exposition
dekapitiert. Der Schadel wurde von dem umliegenden Gewebe separiert und halbiert. Bei
alteren, hérenden Mausen (hier >P18) wurde die Cochlea anschlieRend mit 2 Pinzetten aus
den Schadelhalften herausgebrochen. Die Schadelhalften der neonatalen Mause bzw. die
herausgebrochenen Cochlea der alteren, hérenden Mause wurden in eine gekuhlte
physiologische Ldsung (B-01 fir immunhistochemische Analysen, B-33 oder B-49 fir
molekularbiologische Methoden) Uberfihrt und auf Eis gelagert. Die folgenden
Praparationsschritte wurden unter einem Stereomikroskop SZX-16 und mit speziellem
Préaparationsbesteck (Fine Science Tools GmbH, Heidelberg) durchgefuhrt. Mit zwei
groberen Pinzetten wurde die Cochlea der neonatalen Mause von dem umliegenden
Gewebe separiert und die knorpelartige Schale des Innenohrs genauso wie die knécherne

Schale des Innenohrs von alteren, hérenden Mausen ausgehend vom apikalen Ende mit
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einer gebogenen Pinzette entfernt. Nach dem kompletten Freilegen und der Entnahme der
apikalen Windung des Corti-Organs wurde dieses, nach dem vorsichtigen Entfernen der Uber
den Haarsinneszellen liegenden Tektorialmembran und der lateralen Wand mit zwei feineren
Pinzetten, mit Cell-Tak™ (1 mg/ml) auf einen Objekttrager (Adhasionsobjekttrager
Superfrost® Plus, VWR International GmbH, Radnor, PA, USA) mit PBS aufgeklebt.

2.7.4 Gewinnung von Corti-Organen, Haarsinneszellen, Speicheldrisen- und
Hodengewebe zur Transkriptanalyse

Fir die Transkriptanalyse wurden Corti-Organe von NMRI-Mausen und Mausen der
BKa-KO-Linie im Alter von ca. drei Wochen und Corti-Organe von NMRI- und TyfC-Mausen
im Alter von 5 Tagen verwendet. Zusatzlich wurden innere Haarsinneszellen von
NMRI-Mausen an P5 und P6, sowie zwischen P18 und P23 und als Referenz
Speicheldrisen- und Hodengewebe von ca. drei Wochen alten NMRI-Mausen genutzt. Fur
die Gewinnung von Corti-Organen, Haarsinneszellen und Referenzgeweben wurden die
Pinzetten vor ihrer Verwendung mit 70 %-igem vergallten Ethanol gereinigt, einzeln in

Alufolie verpackt und im Trockenschrank fiir 4 Stunden bei 200 °C sterilisiert.

2.7.4.1 Gewinnung von Corti-Organen

Zur lIsolierung von Corti-Organen wurde die Cochlea wie in Kapitel 2.7.3 beschrieben
prapariert und die noch intakte Cochlea anschlieend in eine physiologische Glukonat-(B-33)
oder Laktobionat- (B-41) haltige Ldsung uberfihrt. Durch die Laktobionat-vermittelte
Blockierung von CI-Kanalen (Brandt et al., 2007; Knirsch et al., 2007) wird vermutlich ein
vorzeitiges Schwellen der Haarzellen verhindert. So behielten beispielsweise reife AHZ in
einer Tris-Laktobionat-LOsung uber einen langeren Zeitraum sowohl ihre naturliche
Morphologie wie auch ihre normale ZellkerngroRe bei (Knirsch et al., 2007). Fir die
Substitution von Chlorid mit Glukonat wurde ein Absinken des Chlorid-Einstroms
nachgewiesen (Stumpff et al., 2011) was ein frihzeitiges Anschwellen der Haarzellen
voraussichtlich ebenfalls erschwert. Beide Salze werden somit konventionell zum
Gewebserhalt eingesetzt. Das komplette Corti-Organ wurde anschlieRend herausprapariert
und in ein spezielles steriles Reaktionsgefall, in welches zuvor 200 pl RNA-Lyse-Puffer
vorgelegt wurden, uUberfuhrt. Die ReaktionsgefalRle waren hierbei mit kleinen
Keramikkugelchen gefillt um anschlieBend die Proben effizient und schonend zu
homogenisieren. Um die Ausbeute an Transkripten zu erhdhen, wurden jeweils zwei bzw.
vier Corti-Organe von NMRI- und TyfC-Mausen sowie von Mausen der BKa-KO-Linie
zusammengefihrt. Bis zur RNA-Isolierung und der anschlieRBenden Umschreibung der

MRNA in cDNA am gleichen Tag wurden die Proben auf Eis aufbewahrt.
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2.7.4.2 Gewinnung von inneren Haarsinneszellen

Zur Isolierung von IHZ wurde die apikale Windung des Corti-Organs, wie unter Kapitel 7.4.1
beschrieben, prapariert und anschlieRend mit Cell-Tak® auf ein Deckglas aufgeklebt, das in
einer Badkammer aus Kunststoff positioniert war. Die zum Absaugen verwendeten
Borosilikatpipetten aus Glas (10 pm Durchmesser) wurden 4 Stunden bei 200 °C
ausgebacken und vor dem Absaugen der HZ mit etwa 0,5 pyl RNaseOUT/DTT-Mix (1:2)
versetzt. Um den Gewebeerhalt zu erhéhen, wurde das Corti-Organ wahrend des
Absaugens standig bei hoher Geschwindigkeit mit der Glukonat-haltigen Lésung uberspililt.
Unter dem Mikroskop (Axioskop, 40 x Achroplan Objektiv) wurden 40-120 |IHZ abgesaugt
und durch das Anlegen eines schwachen Uberdrucks und das teilweise Abbrechen der
Pipettenspitze in ein steriles Kryogefald GUberflhrt und in flissigem Stickstoff eingefroren. Als
Negativkontrolle wurde ein Aliquot der verwendeten Badlésung (B-41) mitgefuhrt. Die
isolierten Haarsinneszellen und die Badlésung wurden bis zu ihrer Umschreibung innerhalb

von einer Woche bei -70 °C aufbewahrt.

2.7.4.3 Gewinnung von Speicheldriisen- und Hodengewebe

Die Maus wurde mit Isofluran betdubt und mittels zervikaler Dislokation getétet. Mit Hilfe von
Kanulen (21 G x 17%") wurden die GliedmaRen der Maus in Rickenlage auf einem
Styroporuntergrund fixiert. Nach der Befeuchtung des Fells mit Wasser wurde die
Bauchwand, der Brustkorb und der Hals bis zur Schnauze der Maus vorsichtig mit einer
Pinzette und einer spitzen Schere gedffnet und die Haut zur Seite wegprapariert.
AnschlieRend erfolgt die vorsichtige Offnung der Bauchhéhle. Die Speicheldriisen
(Submandibular + Sublingual Salivary Gland) wurden vorsichtig vom umliegenden Gewebe
entfernt und in ein steriles Reaktionsgefafl3, in welches zuvor 200 pl RNA-Lyse-Puffer
vorgelegt wurde, Uberfihrt. Die Hoden wurden zur Freilegung mit einer Pinzette durch den
Schenkelspalt in die Bauchhdhle gezogen, anschlie®end vom Nebenhoden abgetrennt und
ebenfalls in ein steriles Reaktionsgefall mit RNA-Lyse-Puffer Ubertragen. Es wurden die
gleichen Reaktionsgeféae verwendet wie in Kapitel 7.4.1 beschrieben. Die Proben wurden

bis zur Isolierung der RNA und Umschreibung in cDNA am gleichen Tag auf Eis aufbewahrt.

2.7.5 Homogenisierung, Zelllyse und RNA-Isolierung von Corti-Organen,
Haarsinneszellen, Speicheldrisen- und Hoden-Gewebe

2.7.5.1 Homogenisierung, Zelllyse und RNA-Isolierung von Haarsinneszellen

Zum Aufbrechen der Zellmembran wurden die abgesaugten Haarsinneszellen, sowie die
Badlésung als Negativkontrolle, dreimal bei 37 °C aufgetaut und in flissigem Stickstoff
wieder eingefroren. Dieses Vorgehen war ausreichend um die RNA frei zu legen und fir

weiterfuhrende Analysen zugangig zu machen.
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2.7.5.2 Homogenisierung, Zelllyse und RNA-Isolierung von Corti-Organen,
Speicheldriisen- und Hodengewebe

Der Zellaufschluss der isolierten Speicheldrisen- und Hoden-Gewebe sowie der gepoolten
Corti-Organe wurde mit einer Spritze oder einer feinen Kanile (25 G x 1%") durch
kontinuierliches Passieren oder mit einem Arbeitsplatz-Homogenisator (Minilys)
durchgefihrt. Durch die Keramikkiigelchen in den speziellen Reaktionsgefalen (Precellys®
Keramik Kit 1,4 mm, CK14S) wurde mit Hilfe der 3D-Bead-Beating-Technologie
(3D-Bewegung des Rotors) des Minilys effizient und schonend eine homogene Mischlésung
der einzelnen Proben hergestellt. Bei Verwendung des Minilys wurde fur die Corti-Organe
eine Umdrehungszahl von 4000 rpm fur 10 Sekunden, fir die Speicheldriisen- und
Hodengewebe von 5000 rpm fur 15 Sekunden gewahlt.

Die Isolierung von Gesamt-RNA wurde anschlieRend mit Hilfe eines kommerziell erhaltlichen
Systems (peqGOLD MicroSpin Total RNA Kit) und nach Angaben des Herstellers
durchgefihrt. Um ein Verstopfen der Saulen des Kits zu verhindern, wurde das Lysat der
gepoolten Corti-Organe sowie der Speicheldriisen- und Hoden-Gewebe (ber einen Filter
(0,45 ym) auf DNA-Removing-Saulen Ubertragen. Nachdem die genomische DNA (gDNA)
selektiv durch Zentrifugation des Lysats entfernt worden war wurden die Proben nach
Zugabe von 70 %-igem Ethanol auf eine PerfectBind MS RNA-Saule geladen. Die RNA-
Moleklle binden in diesem Schritt an die Silikamembran der Saulen, wohingegen
Zelltrimmer und andere Kontaminationen effektiv entfernt werden. Um kontaminierende
DNA schnell und einfach wahrend der RNA-Praparation zu entfernen, wurde ein DNA-
Verdau mit Hilfe des peqGOLD DNase 1 Digest Kit laut Herstellerangaben direkt auf der
Saule durchgefihrt. Nach der Eluation der Proben in 20 ul RNase-freiem Wasser wurde die
RNA am Spektrophotometer photometrisch quantifiziert. Die Umschreibung der RNA in
cNDA erfolgte direkt im Anschluss.

2.7.6 Umschreibung der RNA in cDNA (Reverse Transkription, RT)

Um die Expression von spezifischen Genen in Zellen oder Geweben nachzuweisen muss die
prozessierte RNA (mRNA), die nur proteinkodierende und translationssteuernde Bereiche
eines Gens enthalt, untersucht werden. Das Enzyms Reverse Transkriptase ist eine
RNA-abhangige DNA-Polymerase, die in der Lage ist, unter Zugabe von Nukleotiden und
spezifischen Primern sowie geeigneten Temperatur-Bedingungen und Salzkonzentrationen
RNA-Sequenzen in entsprechende komplementare DNA-Sequenzen (cDNA: complementary
DNA) umzuschreiben. Die hier erzeugten cDNAs dienten im Anschluss als Ausgangsprodukt
fir mehrere PCR mit der spezifische Sequenzen aus den cDNAs amplifiziert werden

konnten.
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Die Transkription der mRNA in cDNA erfolgte in zwei Schritten und wurde mit Hilfe des
SuperScript Ill Reverse Transcriptase Kits (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA)
nach folgendem Protokoll (Baig et al., 2011) durchgefuhrt. Nach dem Aufbrechen der
Zellmembran der abgesaugten Haarsinneszellen wurde das Volumen pro Reaktion auf 9 pl
mit RNase-freiem Wasser aufgeflllt. Fur die Transkription von Speicheldrisen- und
Hoden-Gewebe sowie von Corti-Organen wurden 9 pl der zuvor isolierten RNA (s. Kap.
2.7.5.2) eingesetzt. Im ersten Schritt der Umschreibung wurde jedem Ansatz 2 yl Random
Hexamer Primer (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA; finale Konzentration 5 yM)
und 1 pl ANTPs (final: 0,5 mM) zugegeben. Um mdgliche vorliegende Sekundarstrukturen
aufzubrechen, wurde dieser Ansatz fur 5 min bei 65 °C inkubiert und danach fir mindestens
1 min auf Eis gelagert. Die Random Hexamer Primer dienen hierbei als Initiator fur die
DNA-Synthese in 5°-3"-Richtung. Im zweiten Schritt der Transkription wurden pro Ansatz 2 ul
DTT (final: 10 mM), 1 yl RNaseOUT (40 Units), 1 yl SuperScript Ill Reverse Transkriptase
(200 Units; RT) und 4 pl RT-Puffer zu einem Gesamtvolumen von 20 pul eingesetzt. Nach
einer 2,5-stindigen Umschreibung bei 50 °C wurde die Transkriptase fir 30 min bei 70 °C
inaktiviert. Um die Aktivitdt der RT zu Uberprifen, wurde pro Template eine Reaktion ohne
die Zugabe von RT als Negativkontrolle mitgefuhrt (zukinftig beschriftet mit RT Kontrolle
Hoden/Speicheldrise/Corti-Organ). Nach der photometrischen Konzentrationsbestimmung

wurde die cDNA bis zur weiteren Verwendung bei -20 °C gelagert.

2.7.7 Photometrische DNA-/RNA-Quantifizierung

Um den Reinheitsgrad und die Quantitat der RNA-/DNA-Praparation zu uberprifen wurde
die RNA-/cDNA-Konzentration mit Hilfe des Spektrophotometer (Fa. DeNovix) bestimmt.
Hierfir wurde entsprechend der Herstellerangaben das Messverfahren mit RNase-freiem
Wasser auf 0 ng/ul eingestellt. Anschlieliend wurden die Konzentrationen der RNA und
cDNA jeweils durch den Einsatz von 1 pyl Eluat im Spektrophotometer bestimmt und
protokolliert.

Mathematische und physikalische Grundlage bietet hierbei das Lambert-Beersche Gesetz,
das besagt, dass die Strahlungsintensitat mit der Weglange beim Durchgang durch eine
absorbierende Substanz konzentrationsabhangig abgeschwacht wird.

Durch die Messung der Extinktionen bei den Wellenlangen A = 260 nm
(Absorptionsmaximum Nukleinsauren) und A = 280 nm (Absorptionsmaximum Proteine)
konnten die Konzentrationen berechnet werden, da davon auszugehen ist, dass eine
RNA-/DNA-L6sung bei A = 260 nm die Absorption von 1 aufweist. Auskunft Uber eine
mogliche Verunreinigung der Proben mit Proteinen gibt das Verhaltnis von A260 zu A280,
welches bei DNA-Proben bei 1,8 bis 2 und bei RNA uber 2 liegen sollte. Es wurden nur

solche Proben fir weitere Analysen verwendet, die diesen Kriterien entsprachen.
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E, = —1g(£)= g Xcxd
E. Extinktion bei Wellenlange A
I: Intensitat des transmittierten Lichtes
lo: Intensitat des einfallenden Lichtes
c: Konzentration der absorbierenden Substanz in der Fliissigkeit [mol/l]
& natirlicher molarer Extinktionskoeffizient bei der Wellenldnge A; spezifisch fir die

absorbierende Substanz [I/mol x cm)]

d: Weglange des Lichtes im Material [cm]

2.7.8 Transkriptanalyse durch nested Polymerase-Kettenreaktion (nested PCR)
Der Nachweis bestimmter Genabschnitte in den abgesaugten IHZ, den gepoolten
Corti-Organen und den Referenzgeweben wurde in vitro mit Hilfe der Standard-Methode der
PCR durchgefihrt. Als Ausgangsstoff dienen die aus Kapitel 2.7.6 umgeschriebenen mRNAs
bzw cDNAs, die mit einer thermostabilen DNA-Polymerase in einem Protokoll mit
alternierenden Zyklen aus Denaturierung, Annealing und Elongation exponentiellen
amplifiziert werden. Die cDNAs stellen die doppelstrangigen Kopien bestimmter mRNAs zu
einem bestimmten Zeitpunkt in der Zelle/dem Gewebe dar, die durch die, flir Eukaryoten
charakteristische, Modifikation und Prozessierung nach ihrer Transkription im Gegensatz
zum Gen Intron-frei sind. Die cDNAs liefern zusatzlich auch Informationen Uber das
alternative SpleiRen ihrer mRNAs, also ob die dazugehérigen Gene in verschiedenen
Isoformen exprimiert werden. Die Kombination von Reverser Transkription und PCR kann
somit gezielt fur den Nachweis der Expression verschiedener Gene verwendet werden.

Da die Menge an abgesaugten Haarzellen jeweils relativ gering war (40-120 IHZ), wurde fur
jedes Transkript eine verschachtelte (nested) PCR durchgefiihrt. Hierbei wird das
PCR-Produkt aus der ersten vorangehenden PCR als Template fir die zweite nachfolgende
PCR verwendet. Die Primerpaare fir die zweite PCR missen somit in dem Sequenzbereich
zwischen dem sense/Froward und antisense/Reverse Primer der ersten PCR liegen.
Dadurch wird die Spezifitat der nachzuweisenden Transkripte erhéht, sodass eine Detektion
von niedrigkonzentrierten und damit schwer nachzuweisenden Transkripten moglich ist. Fur
jedes nachzuweisende Gen wurden folglich zwei Primerpaare synthetisiert, die spezifische,
zur Sequenz des nachzuweisenden Transkripts komplementar synthetisierte,
Oligonukleotide darstellen und bestimmte Bedingungen erfillen mussten. Die Bedingungen

sowie die Synthese der spezifischen Primer sind im folgenden Kapitel (2.7.8.1) aufgefihrt.
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2.7.8.1 Primerdesign

Die Primer zum Nachweis des Kcnma1-Transkripts das flir die a-Untereinheit der BK-Kanale
kodiert, wurden in Anlehnung an (Nemzou N. et al., 2006) synthetisiert. Fir den Nachweis
des Cacnald-Transkripts, das fir Ca,1.3-Kanéle kodiert und als positive PCR- und
IHZ-Kontrolle mitgefiihrt wurde, wurden Primer laut (Michna et al., 2003) verwendet. Die
Primer zum Nachweis der LRRC26- und LRRC52-Transkripte die fir die gleichnamigen
Proteine kodieren, wurden fir diese Arbeit neu entworfen. Hierzu wurde mit dem Basic Local
Alignment Search Tool der NCBI-Homepage zu Beginn die Nukleotidsequenz des
gewilnschten Gens inklusive aller Exons und Introns ausfindig gemacht. Diese wurde in die
Software ,Primer3Plus® Gbertragen, welche anhand der manuell eingestellten Parameter die
optimalen Primer innerhalb der Sequenz ermittelt. Die Primerlange sollte hierbei zwischen
19-27 bp liegen. Die Schmelztemperatur sollte bei beiden Primern (sense/Froward und
antisense/Reverse) ahnlich sein, zwischen 55 °C und 65 °C liegen und einen GC-Gehalt von
40-60 % aufweisen. Um spezielle Sequenzbereiche der zu analysierenden Gene explizit
nachzuweisen, wurden zusatzlich vereinzelt weitere Primer manuell mit Hilfe der Snap Gene
Software (Chicago, IL, USA) ermittelt und mit der Software ,Primer3Plus® auf ihre
Eigenschaften hin analysiert. Alle Primer wurden von der Firma Biomers.net GmbH (Ulm)
bezogen und lyophilisiert in einer Menge von ca. 30 nmol geliefert. Anschliefend wurden die

Primer rehydriert und bei -20 °C gelagert.

2.7.8.1.1 Synthese der Primer zum mRNA-Nachweis von LRRC26 und LRRC52 in der
ersten PCR

Beide LRRC-Transkripte bestehen aus zwei kodierenden (Exons) und einer
nicht-kodierenden Sequenz (Intron). Fir die erste PCR zum Nachweis von LRRC26- (s. Abb.
11) und LRRC52-mRNA (s. Abb. 12) wurde jeweils ein Primerpaar (Benennung jeweils mit s
fur sense und as flr antisense) synthetisiert, wovon der sense Primer im ersten Exon und

der antisense im zweiten Exon hybridisiert und welche die duReren Primer darstellen.

2.7.8.1.2 Synthese der Primer zum mRNA-Nachweis von LRRC26 in der zweiten PCR

Zum Nachweis von LRRC26-mRNA in der zweiten PCR wurde ein Primerpaar in Anlehnung
an Evanson et. al (2014) und finf neue Primerpaare synthetisiert. Die beiden von Evanson
generierten Primer (n_s_Evan. + n_as_Evan.; Abb. 11) binden jedoch beide im ersten Exon
sodass bei dem PCR-Produkt nicht zwischen gDNA und transkribierter RNA unterschieden
werden kann, falls eine Kontamination der isolierten und umgeschriebenen RNA in cDNA mit
gDNA vorliegen wirde (Benennung des daraus folgenden PCR-Produkts im Folgenden:
LRRC26). Bei zwei der eigenen synthetisierten Primerpaare (n_s + n_as; n_s_BN +

n_as_BN; Abb. 11) liegen die sense Primer jeweils in dem ersten und die antisense Primer
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jeweils in dem zweiten Exon der LRRC26-Nukleotidsequenz (Benennung der daraus
folgenden PCR-Produkte im Folgenden: LRRC26_1 und LRRC26_2). Da das Intron von
LRRC26 jedoch nur eine sehr geringe GrélRe (76 bp) aufweist, kdnnte die exakte
Bestimmung der GréRe des PCR-Produkts dieser beiden Primerpaare nicht eindeutig sein.
Deshalb wurden zusatzlich noch zwei verschiedene antisense Primer (n_as_ex_ex;
n_as_ex_ex_2; Abb. 11) generiert, die das Intron Uberspannen ohne dessen
Nukleotidsequenz zu berlcksichtigen (Exon-Exon-Grenze; Benennung der daraus folgenden
PCR-Produkte im Folgenden: LRRC52 ex_ex und LRRC52 ex_ex_ 2). Damit konnte
sichergestellt werden, dass bei der Verwendung dieser Primer ausschliellich transkribierte
MRNA und keine gDNA detektiert wurde. Zusatzlich wurde ein weiterer antisense Primer
(n_as_int; Abb. 12) synthetisiert, welcher an einen Teil der Intron-Sequenz hybridisiert und
somit die moglicherweise nach der Aufreinigung der RNA und Umschreibung der mRNA in
cDNA noch immer vorhandene gDNA nachweist (Benennung des daraus folgenden
PCR-Produkts im Folgenden: LRRC26 In).

In den folgenden beiden Abbildungen (Abb. 11, 12) sind die genomischen
LRRC26-Nukleotidsequenzen mit und ohne Intron mit den verschiedenen Primerbindestellen

grafisch dargestellt.

as@
n_as_BN@
n_a
n_as_ex_ex_ 20O
n_as_ex_ex O
n_as_Evans @
n_s_BN@
n_se@
n_s_Evans @
s@ ‘
250 500 750 1000
| CDS >

Abbildung 11: Nukleotidsequenz der LRRC26-mRNA

In gelb ist der kodierende Sequenzbereich (CDS= coding sequence) der
LRRC26-Nukleotidsequenz dargestellt. Braun kennzeichnet die Sequenz des Signalpeptids
(SP). Die beiden Exons (Exon 1 und Exon 2) sind in grau und hellgrau abgebildet. Hellgrin
markierte Sequenzen zeigen sense Primer (s), dunkelgriin markierte nested-sense Primer
(n_s), hellblau markierte antisense Primer (as) und dunkelblau markierte nested-antisense
Primer (n_as). In rot ist der die beiden Exon-Exon-Grenzen-uberspannende antisense Primer
(n_as_ex_ex) dargestellt.
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Abbildung 12: Nukleotidsequenz der genomischen LRRC26-DNA mit Intron

Gelb zeigt den kodierenden Sequenzbereich (CDS= coding sequence) der genomischen
LRRC26-DNA (abzlglich der Intron-Sequenz). In braun ist die Sequenz des Signalpeptids
(SP) abgebildet. Die beiden Exons (Exon 1 und Exon 2) sind in grau und hellgrau mit
dazwischenliegendem 76 bp-grof3en Intron in rot, dargestellt. Hellgrin markierte Sequenzen
(s) spiegeln sense Primer, dunkelgrin markierte nested-sense Primer (n_s), hellblau
markierte antisense Primer (as) und dunkelblau markierte nested-antisense Primer (n_as)
wider. Die Farbe rot zeigt den innerhalb des Introns liegenden antisense Primer (n_as_int).

2.7.8.1.3 Synthese der Primer zum mRNA-Nachweis von LRRC52 in der zweiten PCR

Zur Analyse von LRRC52-mRNA in der zweiten PCR wurde ein Primerpaar (n_s+n_as; Abb.
13) generiert, bei welchem der sense Primer in dem ersten und der antisense Primer in dem
zweiten Exon der LRRC52-Nukleotidsequenz liegen (Benennung des daraus folgenden
PCR-Produktes im Folgenden: LRRC52). Obwohl aufgrund des groRen Introns von LRRC52
(19996 bp) auch bei einer gDNA-Kontamination der isolierten RNA, und somit auch der
anschlieRenden Umschreibung in cDNA, die gDNA in der zweiten PCR nicht amplifiziert und
somit auch nicht nachgewiesen werden kann wurde noch ein weiterer antisense Primer
(n_as_ex_ex; Abb. 13) synthetisiert. Dieser Uberspannt das Intron ohne dessen
Nukleotidsequenz zu berlcksichtigen (Exon-Exon-Grenze; Benennung der daraus folgenden
PCR-Produkte im Folgenden: LRRC52 ex_ex) und stellt sicher, dass bei der Verwendung

dieses Primers ausschlief3lich transkribierte mMRNA und keine gDNA detektiert wird.
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Die folgende Abbildung (Abb. 13) stellt die verschiedenen Primerbindestellen in der
genomischen LRRC52-Nukleotidsequenz ohne Intron grafisch dar.
as @
n_as @

n_as_ex_ex ©

250 500 750 1000

| CDS >

Abbildung 13: Nukleotidsequenz der LRRC52-mRNA

In gelb ist der kodierende Sequenzbereich (CDS= coding sequence) der
LRRC52-Nukleotidsequenz abgebildet. In braun ist die Sequenz des Signalpeptids (SP)
dargestellt. Die Farben grau und hellgrau zeigen die beiden Exons (Exon 1 und Exon 2).
Hellgriin markierte Sequenzen stellen sense Primer, dunkelgrin markierte nested-sense
Primer (n_s), blaue markierte antisense Primer (as) und dunkelblau markierte
nested-antisense Primer (n_as) dar. Die Farbe rot bildet den die beiden
Exon-Exon-Grenzen-lUberspannenden antisense Primer (n_as_ex_ex) ab.

2.7.8.2 Pipettierschema

Zum Nachweis der verschiedenen Sequenzabschnitte wurden entsprechende
Mastermix-Ansatze mit den zugehdrigen sense und antisense Primern (Sequenzen s. Tab.
8) hergestellt. Fir die PCR wurde der GoTag® G2 Green Mastermix verwendet. Dieser
Ansatz besteht aus der GoTaq® G2 DNA Polymerase, dNTPs, MgCl, und Reaktionspuffer
sowie zwei Farbstoffen (blau und gelb), die ein Uberpriifen des Voranschreitens der
Gelelektrophorese moglich machen. Die Reaktionen kdnnen somit ohne Zugabe von
Ladepuffer direkt auf das Analysegel aufgetragen werden. PCR-Reaktionen mit
anschlieBender Sequenzierung wurden mit dem GoTaq® G2 Colourless Mastermix
angesetzt, der keine Farbstoffe beinhaltet und somit die Durchfihrung und Effizienz der
Sequenzierung nicht beeintrachtigt. Bei der GoTaq® G2 DNA Polymerase handelt es sich
um eine Korrekturlese (proof reading)-Polymerase mit 5'—3' Exonuklease Aktivitat. Somit
konnten bei der spateren Auswertung der Sequenzen Lesefehler der Polymerase

ausgeschlossen werden.

Um die fir die Sequenzierung notwendigen Konzentrationen der ausgeschnittenen und
aufgereinigten PCR-Produkte zu erhalten, wurde das Volumen der PCR-Reaktionen von
20 pl auf 50 pl hochskaliert. In den folgenden Tabellen (Tab. 3, 4) sind die Pipettieransatze

fur die unterschiedlichen Mastermixe dargestellt.
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Tabelle 3: PCR-Mastermix-Ansatz (zur visuellen Uberpriifung der PCR-Produkte)

Volumen [pl] Komponente

10,0 GoTaq® G2 Green Mastermix
1,0 Primer sense
1,0 Primer antisense

ad 20,0 pl RNase-freies dH,O

Tabelle 4: PCR-Mastermix-Ansatz bei anschlieBender Sequenzierung der PCR-Produkte

Volumen [pl] Komponente

25,0 GoTaq® G2 Colourless Mastermix
2,5 Primer sense
2,5 Primer antisense

ad 50,0 pl RNase-freies dH,O

Um eine Verunreinigung der Mastermix-Komponenten auszuschlieRen wurde pro
Versuchsreihe eine Negativkontrolle (H,O; Mastermix ohne Zugabe von cDNA) mitgeflhrt.
Zusatzlich wurde in jedem Versuchsansatz zum Nachweis von LRRC26-mRNA
Speicheldrisengewebe als Referenz und zum Nachweis von LRRC52-mRNA Hodengewebe
als Positivkontrolle zur Uberprifung der Primerpaare mitgefiihrt. Die Ergebnisse dieser
Analysen wurden einmal stellvertretend fir alle weiteren Untersuchungen im Ergebnisteil

gezeigt.

In der folgenden Tabelle (Tab. 5) sind die Volumina der Templates, die in den beiden

PCR-Schritten eingesetzt wurden, aufgefuhrt.

Tabelle 5: Template-Volumina der PCR-Reaktionen

Template Volumen 1. PCR [pl] Volumen 2. PCR [pl]
IHZ 1,0-5,0 1,0-5,0

Badlésung 1,0-5,0 1,0-5,0

(RT Kontrolle) Corti-Organ 1,0-5,0 0,1-5,0

(RT Kontrolle) Hoden 1,0 0,1

(RT Kontrolle) Speicheldriise 1,0 0,1

RNase-freies dH,0 1,0-5,0 0,1-50

Die Reaktionsansatze wurden an einem separaten, von den anderen molekularbiologischen
Arbeitsplatzen raumlich getrennten, Arbeitsplatz zusammengefliigt, gevortext und

abzentrifugiert.
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2.7.8.3 Nested PCR-Programme

Aufgrund der geringen Anzahl an cDNA-Kopien wurde die PCR fir die LRRC- und
Cacnat1d-Transkripte mit 40 Zyklen und fir die Kcnma1-Transkripte mit 35 Zyklen sowohl in
der 1. PCR als auch in der 2. PCR in einem Thermocycler T100 (Fa. BioRad, Minchen)
durchgefihrt. In den folgenden Tabellen (Tab. 6, 7) sind die verwendeten PCR-Programme

fur die verschiedenen nachzuweisenden Templates dargestellt.

Tabelle 6: PCR-Programm zum Nachweis der LRRC- und Cacna1d-Transkripte

Temperatur [°C] Zeit Wiederholungen
94 4 min -
94 30s 40
individuell 30s 40
72 individuell 40
72 5 min -
4 o -

Tabelle 7: PCR-Programm zum Nachweis der Kcnma1-Transkripte

Temperatur [°C] Zeit Wiederholungen
94 2 min -
94 1 min 35
individuell 30s 35
72 individuell 35
72 5 min -
4 o -

Fiar die verschiedenen PCR-Produkte und Primerpaare waren die Annealing- und die
Elongationszeiten unterschiedlich. Die folgende Tabelle (Tab. 8) bildet die Sequenzen der
(nested, n) sense (s) und (nested, n) antisense (as) Primer in 5> 3’-Richtung sowie deren
Annealing-Temperaturen (T,) und Elongationszeiten (E;) ab. Die Lagerung der
PCR-Produkte erfolgte bis zur Visualisierung mittels Agarose-Gelelektrophorese innerhalb

von einer Woche bei 4 °C.
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Tabelle 8: Verwendete Primer mit zugehérigen Annealing-Temperaturen und Elongationszeiten

Primer Oligonukleotidsequenz Ta[°C] E¢[s]
Cal 3.5 CTCCGTTGTGAAGATTCTGAG 53

Ca,1.3_as GATGACGAAGCCCACAAAGAT 53 55
Ca1.3.n s GAGGGTCTTGCGGCCTCTCAGAGC 60

Ca,1.3_n_as ATCTCCACACGGTAGTTGTAGACAGGA 60 30
BKa_s CCAGACACTGACTGGCAGAGTCC 61

BKa_as GGGACGTAGCTGGCAAACATGGCC 61 55
BKa_n_s ACATGGCTTTCAACGTGTTCTTCC 56

BKa_n_as AAACGTCCCCATAACCCACTGTAG 56 30
[RRC26_s TTGGAACTGCCCCTTCTAAA 51

LRRC26_as GATGGCCAAACTAGCAAGGA 51 55
LRRC26_n_s AGCCTGCAGGACAATTCACT 52
LRRC26_n_as CGGAAAAGCTGTCAGTAGGC 52 30
LRRC26_n_s_Evans CTGCTATACCTAGATCTGAG 51
LRRC26_n_as_Evans CTTACGCAGCCAAGTGCAAA 51 30
LRRC26_n_s_BN GAATAACTTGCCTGCCCTCG 51
LRRC26_n_as_BN ACCAAACATTATCCGTCCTG 51 30
LRRC26_n_as_ex_ex GGTCTCAGTTTCTGAGGCT 52 30
LRRC26_n_as_ex_ex 2  GAGCAGGGTCTCAGTTTCTG 52 30
LRRC26_n_as_int CTGAGTGCACTGTTTGAAGG 52 30
[RRC52_s CATAATGGCTTCCACCACCT 52

LRRC52_as ACAGCACATACACCCGTGA 52 55
LRRC52_n_s TGGGATTCCTCAGTGACCT 52
LRRC52_n_as GGGAGGGCAAGAGAGAAAT 52 30
LRRC52_n_as_ex_ex TTCTGGGCATCTGGGTGGT 52 30

2.7.9 Uberpriifung der amplifizierten PCR-Produkte mittels
Agarose-Gelelektrophorese

Die PCR-Produkte wurde mittels Gelelektrophorese anhand ihrer Gréfle und Ladung
(Lumpkin et al., 1985; Ogston, 1958; Slater und Noolandi, 1988) in einem elektrischen Feld
aufgetrennt. Je nach erwarteter Produkt-GroRRe (siehe Tab. 9) wurde ein 1 (~500 bis 800 bp)
bzw. 3 (~100 bis 500) %-iges Agarosegel verwendet und ein 1 kb- bw.
100 bp-DNA-Grélenstandard mitgefiihrt. Die amplifizierten PCR-Produkte wurden mit den
interkalierenden Farbstoffen Ethidiumbromid oder MidoriGreen (in-Gel-Konzentration:
6 ul/100 ml) unter UV-Licht visualisiert.
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Tabelle 9: Erwartete BandengroBen der verschiedenen Zielgene

Zielgen BandengréRe [bp] PCR-Schritt
Cacna1d (Ca,1.3) 526 1. PCR
Cacna1d (Ca,1.3) 426 2. PCR
Kcnma1 (BKa) 639 1. PCR
Kcnma1 (BKa) 423 2. PCR
LRRC26 749 1. PCR
LRRC26 366 2. PCR
LRRC26_1 222 2.PCR
LRRC26_2 205 2. PCR
LRRC26 In 150 2. PCR
LRRC26 ex_ex 168 2. PCR
LRRC26 ex_ex_2 174 2.PCR
LRRC52 794 1. PCR
LRRC52 314 2. PCR
LRRC52 ex_ex 134 2. PCR

Im Folgenden werden die Transkripte von Cacna1d mit ,Ca,1.3" und von Kcnma1 mit “BKa"

bezeichnet.

2.7.10 DNA-Extraktion aus Agarosegelen

Die Extraktion der zu analysierenden DNA-Fragmente aus Agarosegelen wurde mit den
entsprechenden SchutzmaRnahmen fir den Experimentator sowie fir die Proben
durchgefihrt und die DNA anschlieRend mit dem peqGOLD Gel Extraction Kit nach Angaben
des Herstellers aufbereitet. Die aufgereinigte DNA wurde mit Hilfe von RNase/DNAse-freiem
Wasser in frische sterile Reaktionsgefal3e in einem Volumen von 20 pl eluiert. Nach der
photometrischen Konzentrationsbestimmung wurde die DNA bis zur weiteren Verwendung

bei -20 °C gelagert.

2.7.11 Sequenzierung

Die Sequenzierung der aufgereinigten PCR-Produkte erfolgte durch die Firma Sequence
Laboratories Goéttingen GmbH (Géttingen). Die Vorbereitung der Proben erfolgte nach
Firmenangaben. Wichtig war es hierbei die zuvor aus Agarosegelen extrahierte und
aufgereinigte DNA in RNase/DNAse-freiem Wasser oder Tris-Puffer zu I6sen, da EDTA die
Aktivitat der Sequenzierungspolymerase inhibiert. Von jedem aufgereinigten und zu
analysierenden Produkt wurden 18 ng pro 100 Basen in zwei sterile Reaktionsgefalie
Uberfluhrt und mit RNase/DNase-freiem Wasser auf 12 pl aufgefillt. Anschlielfend wurde

beiden Proben 3 pl der zugehdrigen sense oder antisense 1:10er-Primerverdinnung
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(2 pmol/pl; effektiv. 30 pmol) beigefligt. Fir ein optimales Ergebnis gelten folgende
Primerspezifikationen: eine optimale Primerlange liegt zwischen 18 und 22 Basenpaaren, der
G/C-Gehalt sollte ungefahr 50 % betragen, die Primer sollten keine Haarnadel-Strukturen,
palindromische Sequenzen und Dimere enthalten, im Idealfall sollten Sequenzen vermieden
werden, die zu 90 % mit einer weiteren Stelle in der Ursprungssequenz gegenlaufig
Ubereinstimmen sowie auch mit den letzten 7 Basen des 3'-Endes und die Primer und alle
anderen verwendeten Chemikalien sollten nicht  fluoreszent sein. Die
Sequenzierungsergebnisse wurden von der Firma per Mail zur Verfiigung gestellt.

Die Auswertung und Bewertung der Sequenzierungsergebnisse erfolgte mit Hilfe der
NCBI-und Snap Gene-Software. Mit dem Basic Local Alignment Search Tool der
NCBI-Homepage wurden die Sequenzen mit der Ursequenz in sense und antisense
verglichen. Hierbei war es moglich, Fehler in der Basenfolge zu ermitteln, welche wie alle
Ergebnisse sowohl in sense als auch in antisense Leserichtung vorliegen mussten, um
aussagekraftig zu sein. Im nachsten Schritt wurden die Sequenzen mit Hilfe der SnapGene

Viewer Software in einem Chromatogramm visualisiert.

2.8 Proteinbiochemische Methoden

2.8.1 Indirekte Immunhistochemie zur Lokalisierung bestimmter Proteine in
whole mount Corti-Organen

Zum Nachweis von Proteinen in Gewebeproben wurde die Standard-Methode der indirekten
Immunfluoreszenz (IF) verwendet, bei der die entsprechenden Proteine Uber einen
Antigen-Primarantikérper-Komplex und einen fluoreszenzmarkierten Zweitantikdrper
nachgewiesen werden. Vor der Praparation des Corti-Organs unter dem Stereomikroskop
wurde dieses zur Fixierung mit einer der in Tabelle 10 angegebenen Chemikalie geflllten
kleinen Petrischale (35 mm x 10 mm) Uberfuhrt. Nachdem mit einer feinen Kanile (25 G x
1%4") ein kleines Loch in den aufieren apikalen Teil der Cochlea gestochen worden war,
wurde vorsichtig 1 ml des Fixativs durch das runde Fenster injiziert. In der Fixierlésung
wurde die Cochlea fur eine bestimmte Zeit und bei einer bestimmten Temperatur (Tab. 10)
inkubiert. Um optimale Farbeergebnisse zu erhalten wurden verschiedene Fixierlosungen
verwendet. Die Zamboni-Fixierldsung (Stefanini et al., 1967) wurde mit den in Tabelle 10

aufgelisteten Chemikalien hergestellt und vor Licht geschutzt bei 4 °C gelagert.
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Tabelle 10: Ubersicht der verschiedenen Fixierlésungen

Fixativ Konzentration [%] Temperatur [°C] Zeit[min] Hersteller

Ethanol absolut 100 -20 20 VWR International GmbH, USA
Methanol absolut 100 -20 20 Merck KGaA, Darmstadt

PFA 2 oder 4 4 10 Life Technologies, USA
Zamboni - 4 10 Eigenherstellung

Tabelle 11: Praparation der Zamboni-Fixierlésung

Chemikalie Konzentration Volumen
H,O - 25,0 ml
NaCl - 1,79
NaOH 1™ 0,5 ml
PBS 10 x 2,5mil
PFA 2% 50,0 ml
PFA 8 % 50,0 ml
Pikrinsaure Uberstand einer geséttigten Lésung 22,5 mi

Nach der Fixierung wurde die Cochlea in eiskaltes PBS Uberfihrt. Das verbleibende Fixativ
in der Cochlea wurde durch die Applikation von 1 ml PBS durch das runde Fenster entfernt.
AnschlieRend wurde die Cochlea unter dem Stereomikroskop wie in Kapitel 2.7.3

beschrieben isoliert und das Corti-Organ mit Cell-Tak™

auf einen Objekttrager aufgeklebt.
Um eine Dehydrierung des Gewebes wahrend der IF zu verhindern wurde das auf dem
OT-fixierten Corti-Organ in 50 pl PBS in einer feuchten Kammer aufbewahrt. In der
folgenden Tabelle (Tab. 12) sind die verschiedenen Puffer fur die immunhistochemischen
Farbungen aufgelistet. Alle Puffer wurden am Tag des Experiments frisch hergestellt und

wahrend der IF auf Eis gelagert.

Tabelle 12: Puffer fir immunhistochemische Farbungen von whole mount Corti-Organen

Substanzen Menge

BSA aus 10 % Stammlésung in PBS
Blockierpuffer (BP) 1% BSAin 1 x PBS
Permeabiliserungspuffer (PP) 0.5 % Triton X-100 in 1 x PBS
Reaktionspuffer (RP) 0.5 % BSA, 0.2 % Triton X-100 in 1 x PBS
Waschpuffer (WP) 0.1 % Triton X-100 in 1 x PBS

primare Antikérper-Lésung entsprechende Verdiinnung in RP
sekundarer Antikérper-Losung entsprechende Verdinnung in RP
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Zu Beginn wurde das Gewebe fir 10 min mit 0,5 % Triton X-100 permeabilisiert (PP), damit

die Primarantikérper (PAK) an ihr entsprechendes intrazellulares Antigen gelangen kénnen.

Unspezifische Bindestellen wurden mit 1 % BSA fir 30 min abgesattigt. Der Blockierpuffer

(BP) wurde aus einer 10 %-igen Stammlésung mit 1 x PBS auf eine finale Konzentration von

1 % BSA eingestellt. Wahrenddessen wurden die Primarantikérper (PAK) in Reaktionspuffer

(RP) angesetzt (Tab. 13). Die Inkubation der Primarantikérper erfolgte entweder fir 90 min

bei Raumtemperatur oder tiber Nacht bei 4 °C.

Tabelle 13: Verwendete primare Antikorper

Epitop Wirt Firma Katalognr. Lot Verdiinnung
Slo1-BKa Neuromab, Davis, CA, 444-1LC-54E
Maus 75-022 1:500
monoklonal USA 455-4JD-12/64
BKca Alomone Labs Ltd., AN-06/08
Kaninchen APC-021 1:50 - 1:500
polyklonal Jerusalem, Israel AN-1302
Ca,1.3 Alomone Labs Ltd.,
Kaninchen ACC-005 AN-15 1:250 -1:500
polyklonal Jerusalem, Israel
04274
CtBP2/RIBEYE Becton Dickinson
Maus 612044 2111738 1:100
monoklonal GmbH, Heidelberg
5301880
Claudin-14 Eigenherstellung AG
Maus - - 1:500
polyklonal Flockerzi
Santa Cruz F1411
LRRC26, Q15
Ziege Biotechnology, Dallas, sc-132328 C1611 1:50 - 1:1000
polyklonal
Texas, USA L1713
Santa Cruz
LRRC26, K12
Ziege Biotechnology, Dallas, sc-132325 HO0814 1:50 - 1:1000
polyklonal
Texas, USA
LRRC26 Alomone Labs Ltd.,
Kaninchen APC-070 AN-0125 1:50 - 1:1000
polyklonal Jerusalem, Israel
LRRC52 Eigenherstellung AG 1567
Kaninchen - 1:100
polyklonal Jung 3. Serum
Santa Cruz
LRRC52 J2811
Ziege Biotechnology, Dallas, sc-164921 1:50 - 1:1000
polyklonal G0814
Texas, USA
LRRC52 Origene, Rockuville,
Kaninchen TA336176 QC14941-40379 1:50
polyklonal MD, USA
Sec62 Eigenherstellung AG
Kaninchen - - 1:50
polyklonal Zimmermann/ Jung
Otoferlin Abcam, Cambridge, ab53233 GR3919-1
Maus 1:50
monoklonal UK GR3186324-1
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In der vorliegenden Arbeit wurden sowohl kommerzielle als auch in Kooperation mit
verschiedenen Arbeitsgruppen eigens synthetisierte Primarantikorper verwendet. Die
bioinformatische Analyse der terminalen Sequenzen von LRRC52 zur Synthese von
Primarantikérpern erfolgte durch Prof. Dr. Martin Jung (Institut fir Medizinische Biochemie
und Molekularbiologie). Nach erfolgreicher in silico-Untersuchung wurden die
entsprechenden Sequenzen von Frau Aline Herges synthetisiert und fiir die Immunisierung
vorbereitet. Zunachst wurde zwei Kaninchen Blut fir Kontrollseren enthommen. Danach
wurden die Tiere in einem zweiwdchigen Rhythmus mit den erfolgreich synthetisierten
Peptiden immunisiert. Nach dem achten Serum erfolgte die Immunisierung nur noch alle vier
Wochen. Die Immunisierung der Kaninchen sowie die anschliefende Aufreinigung der Seren
wurde von Frau Sabine Pelvay durchgefiihrt. In der vorliegenden Arbeit wurde das Serum
LRRC52 (#1567) verwendet.

Nach der PAK-Inkubation wurde das Gewebe fur je 15 min zweimal mit Waschpuffer (WP)
gewaschen. Die Sekundarantikérper (SAK) wurden, wie in Tabelle 14 angegeben, in RP

verdunnt, fir 3 min bei 6000 rpm zentrifugiert und anschlief3end fir 70 min bei RT inkubiert.

Tabelle 14: Verwendete sekundare Antikorper

Fluorophor Wirt/Epitop Firma Katalognr. Lot Verdiinnung
Esel

AF488 Abcam, Cambridge, UK ab150073 GR261638-1 1:500
anti-Kaninchen
Esel Invitrogen, Carlsbad, CA, 898250

AF488 A21202 1:500
anti-Maus USA 1696430
Ziege Fisher Scientific GmbH,

AF488 A11001 774904 1:500
anti-Maus Nidderau
Esel

AF488 Abcam, Cambridge, UK Ab150129 GR136257-1 1:500
anti-Ziege
Esel

AF555 Abcam, Cambridge, UK Ab150106 GR123797-1 1:1500
anti-Maus
Ziege Fisher Scientific GmbH,

AF568 A11019 1700327 1:500
anti-Maus Nidderau
Esel Jackson ImmunoResearch, 94967

Cy3 711-166-152 1:1500
anti-Kaninchen Cambridgeshire, UK 122096
Ziege Jackson ImmunoResearch,

Cy3 . ) . ) 111-166-046 94213 1:1500
anti-Kaninchen Cambridgeshire, UK
Esel

DyLight405 Dianova GmbH, Hamburg 107916 711-475-152 1:500

anti-Kaninchen

Durch zweimaliges 15-minatiges Waschen mit WP wurden nicht-gebundene SAK entfernt.
Die Zellkerne wurden fir 10 min mit DAPI gefarbt. Dazu wurde eine Stammlésung
59



Material und Methoden

(0,5 mg/ml) mit 1 x PBS zu einer finalen Konzentration von 1,5 pg/ml verdinnt. Abschlielend
wurden die Proben erneut dreimal mit PBS gewaschen und mit 10 pl Vectashield® mit oder
ohne DAPI eingedeckt. Um die Farbung zu erhalten, wurden die OT bei 4 °C und vor
Lichteinwirkung geschitzt gelagert. Mit einem Laser-Scanning-Mikroskop LSM 710 wurden
Ubersichtsaufnahmen mit einem 20 x/1 NA Luftobjektiv und Detail- sowie Stapelaufnahmen
mit einem 63 x/1,4 NA Olobjektiv aufgenommen. Die Farbdarstellung der Fluorophore
AF555, AF568 und Cy3 erfolgte in lila anstatt in rot, fur DyLight405 in lila anstelle von blau
und fir AF488 in tlrkis statt in griin. Weitere veranderte Farbabbildungen werden in den

entsprechenden Abbildungen aufgelistet.

2.8.1.2 Immunhistochemische Validierung des LRRC52-Antikorpers in Hodengewebe
Zur Analyse der Spezifitdt des LRRCS52-Primarantikdrpers (1567) wurden Gefrierschnitte von
Hodengewebe von der Arbeitsgruppe von Frau Prof. Dr. Petra Weildgerber zur Verfiigung
gestellt. Die hierfir verwendeten 129B6F1-Wildtyp-Mause waren 9-12 Wochen alt und
wurden von Frau Femke Lux zu Beginn mit 1 x PBS perfundiert. Es erfolgte ein zweiter
Perfusionsschritt mit 4 % PFA/PBS zur Fixierung des Gewebes mit einer anschlieRenden
Postfixierung mit 4 % PFA/PBS fir 4 Stunden bei 4 °C. Uber Nacht wurde das Gewebe zum
Gefrierschutz in 30 % Saccharose bei 4 °C inkubiert und am darauffolgenden Tag in Tissue
Freezing Medium™ (Fa. Fisher Scientific GmbH, Nidderau) eingebettet. Mit Hilfe eines
Kryo-Mikrotoms CM3050 S (Fa. Leica, Wetzlar) wurden Gefrierschnitte mit einer Dicke von
10 uM angefertigt und bis zur weiteren Verwendung in der vorliegenden Arbeit bei -80 °C
gelagert.

Die immunhistochemischen Untersuchungen wurden anschlieRend laut (Gilibili et al., 2014)
durchgefihrt. Vor der Verwendung der bereitgestellten Gefrierschnitte wurden diese bei RT
aufgetaut und wahrend der kompletten IF in einer Feuchtkammer aufbewahrt. Die folgende
Tabelle (Tab. 15) zeigt die verschiedenen Puffer fiir die immunhistochemischen Farbungen
des Hodengewebes. Alle Puffer wurden am Tag des Experiments frisch hergestellt und

wahrend der IF auf Eis gelagert.

Tabelle 15: Puffer fir immunhistochemische Farbungen von Hoden-Kryoschnitten

Substanzen Menge

BSA aus 10 % Stammlésung in 1 x PBS

Blockier-/Permeabilisierungspuffer (BPP) 0.5 % Tween-20, 0.1 % BSA, 5 % Ziegenserum (GS) in
1 xPBS

Reaktionspuffer (TPBS-BSA) 0.5 % Tween-20, 0.1 % BSA in 1 x PBS

primare Antikérper-Lésung entsprechende Verdinnung in TPBS-BSA + 1 % GS

sekundarer Antikdrper-Lésung entsprechende Verdinnung in TPBS-BSA
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Damit der Primarantikdrper an sein entsprechendes intrazellulares Antigen binden kann und
unspezifische Bindestellen abgesattigt werden wurde das Gewebe fir 20 min mit 0.5 %
Tween-20, 0.1 % BSA und 5 % GS gleichzeitig permeabilisiert (PP) und geblockt. Der
Blockier-/Permeabilisierungspuffer (BPP) wurde aus einer 10 %-igen Stammlésungen mit 1 x
PBS auf eine finale Konzentration von 1 % BSA eingestellt. Wahrend dieser Absattigung
wurde der zu analysierende LRRC52-Primarantikdrper 1:100 in Reaktionspuffer (TPBS-BSA)
mit 1 % NDS angesetzt. Die Inkubation des Primarantikdrpers erfolgte Uber Nacht bei 4 °C.
Am darauffolgenden Tag wurde das Gewebe dreimal in TPBS-BSA fir 30 min bei RT
gewaschen. Der Sekundarantikdrper Esel-anti-Kaninchen-Cy3 wurde 1:300 in TPBS-BSA
verdunnt, fir 3 min bei 6000 rpm zentrifugiert und anschlieBend fur 60 min bei 37 °C
inkubiert. Durch dreimaliges 30-mindtiges Waschen mit TPBS-BSA bei RT wurden
nicht-gebundene SAK entfernt. Die Zellkerne wurden fur 10 min mit DAPI (1:100) geféarbt.
Dazu wurde eine Stammldsung (0,5 mg/ml) mit 1 x PBS zu einer finalen Konzentration von
1,5 pg/ml verdinnt. AbschlieRend wurden die Proben erneut zweimal mit TPBS-BSA bei RT
gewaschen und mit 200 pl Vectashield® plus DAPI eingedeckt. Um die Farbung zu erhalten
wurden die OT bei 4 °C und vor Lichteinwirkung geschitzt gelagert. Mit einem
Laser-Scanning-Mikroskop LSM 710 wurden Ubersichtsbilder mit einem 20 x/1 NA
Luftobjektiv und Detail- sowie Bildstapel mit einem 63 x/1,4 NA Olobjektiv aufgenommen. Die

Farbdarstellung des Fluorophors Cy3 erfolgte in lila anstelle von rot.

2.8.2 In situ Proximity Ligation Assay zur Analyse der Interaktion von
BK-Kanalen und LRRC52

Der ,Proximity Ligation Assay“ (PLA) ist ein sensitives in situ-Tool zur Detektion und
Quantifizierung  der  subzelluldren  Lokalisation von Interaktionspartnern  oder
posttranslationalen Modifikationen mit einer Entfernung von weniger als 40 nm zueinander
(Soderberg et al., 2006). Mithilfe dieser immunzytochemischen Methode ist es méglich zwei
raumlich nahe gelegene Epitope, wie man sie beispielsweise bei miteinander
interagierenden Proteinen findet, nachzuweisen. Die beiden potentiell interagierenden Ziele
werden nach der Fixierung und Permeabilisierung mit zwei aus unterschiedlichen Spezies
stammenden, entsprechenden Primarantikbrpern markiert. Zur Detektion dieser werden
Sekundarantikorper verwendet, welche komplementare Modifikationen in Form von kurzen
Oligonukleotiden (,PLA probes®) tragen. Ein Sekundarantikdrper ist somit mit einem
,PLUS“ und der andere mit einem ,MINUS“-Strang verbunden. Durch die Zugabe einer
Ligase und zwei zusatzlichen Verbindungsoligonukleotiden hybridisieren die beiden
komplementaren  Oligonukleotidproben zu einem ununterbrochenen ringférmigen
DNA-Fragment wenn die nachzuweisenden Epitope in groRer Nahe (= 40 nm) zueinander

lokalisiert sind. Dieses dient als Primer fiir eine anschlieBende zuverlassige ,rolling-circle®
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Amplifikation (RCA), bei der eine DNA-Polymerase in Anwesenheit von Nukleotiden ein
repetitives, ringférmiges DNA-Moleklil synthetisiert. Durch die Hybridisierung von
komplementaren, fluoreszenzmarkierten (Cy3) Oligonukleotiden an das RCA-Produkt kann
die grof3e raumlich Nahe der beiden Zielproteine Uber ein distinktes, fluoreszierendes Signal

nachgewiesen werden.

A

QO | & | &

Abbildung 14: Prinzip des Proximity Ligation Assays

Die Abbildung zeigt das Prinzip des in situ-PLA, bei welchem die Interaktion von zwei
Zielproteinen durch ein hoch amplifiziertes ringférmiges DNA-Molekul als ein distinktes,
fluoreszierendes Signal dann detektierbar ist, wenn die Epitope dieser Proteine nicht weiter
als 40 nm voneinander entfernt sind. A, Detektion der Zielproteine durch
Spezies-unterschiedliche Primarantikérper. B, Detektion der Primarantikbérper durch an
Oligonukleotid-gekoppelte ~ Sekundarantikérper. C, Zugabe von komplementaren
Verbindungsoligonukleotiden. D, Ligation der komplemenaren Oligonukleotidsequenzen mit
Verbindungsoligonukleotiden. E, ,Rolling-circle“-Amplifikation durch DNA-Polymerase in
Anwesenheit von Nukleotiden. F, Hybridisierung von Fluoreszenzfarbstoffen an das
ringférmige DNA-Molekul (Wang et al., 2015).

In dieser Arbeit wurde der is-PLA an fixierten whole mount Corti-Organen durchgefihrt, wozu
die Cochlea wie in Kapitel 2.7.3 beschrieben isoliert wurde. Nach deren Fixierung mit 2 %
PFA fiur 60 min auf Eis wurden die Corti-Organe isoliert (s. Kap. 2.7.4.1) und in eine 96-well
Platte mit 1 x PBS uberfuhrt. Fur alle folgenden Schritte wurde die 96-well Platte in einer
Feuchtkammer aufbewahrt, um eine Dehydrierung des Gewebes wahrend der folgenden
Inkubationsschritten bei 37 °C zu verhindern. Nach der Fixierung wurde das is-PLA laut
Angaben des Herstellers mit Hilfe des Duolink® In Situ Orange Starter Kit fur Antikérper mit
den Wirtsspezies Maus und Kaninchen durchgeflhrt. Zur vollstandigen Entfernung des
Fixativs wurde das Gewebe zu Beginn dreimal fur 10 min in 1 x PBS gewaschen. Die
folgende Tabelle (Tab. 16) zeigt die verschiedenen verwendeten Puffer, die wahrend dem

is-PLA auf Eis gelagert wurden.
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Tabelle 16: Puffer fiir is-PLA an whole mount Corti-Organen

Substanzen Menge

Eselserum (NDS) aus 10 % Stammlésung in 1 x PBS

Reaktionspuffer (NDSP) 17 % NDS, 0.3 % Triton X-100, 8.3 % 240 mM
Phosphat-Puffer, 4 % 4 M NaCl in 1 x PBS

Waschpuffer (WP A) Duolink® In Situ Wash Buffer A

Waschpuffer (WP B) Duolink® In Situ Wash Buffer B

primare Antikérper-Lésung entsprechende Verdiinnung in NDSP

sekundarer Antikérper-Losung entsprechende Verdinnung in NDSP

Um den PAK die Bindung an ihr entsprechendes (intrazellulares) Antigen zu ermdglichen
und unspezifische Bindestellen zu blockieren, wurde das Corti-Organ fur 60 min in 17 %
NDS, 0.3 % Triton X-100, 8.3 % 240 mM Phosphat-Puffer und 4 % 4 M NaCl in 1 x PBS
(NDS-Puffer) inkubiert. Der NDS-Puffer wurde aus einer 10 %-igen Stammlésungen mit 1 x
PBS auf eine finale Konzentration von 17 % NDS eingestellt. Wahrend dieser Absattigung
wurden die PAK, wie in Tabelle 17 dargestellt, in Reaktionspuffer (NDSP) angesetzt. Die
Inkubation der PAK erfolgte tiber Nacht bei 4 °C.

Tabelle 17: Verwendete primare Antikorper

Epitop Wirt Firma Katalognummer Lot Verdiinnung
Slo1-BKa Neuromab, Davis, CA,

Maus 75-022 455-4JD-12  1:200
monoklonal USA
BKca Alomone Labs Ltd.,

Kaninchen APC-021 AN-1302 1:600
polyklonal Jerusalem, Israel
LRRC52 Eigenherstellung AG 1567

Kaninchen - 1:100 - 1:600
polyklonal Jung 3. Serum

AnschlieBend wurde das Gewebe zweimal mit Waschpuffer A (WP A) fir 5 min bei RT
gewaschen. Die an die Oligonukleotid gekoppelten,  Spezies-spezifischen
Sekundarantikérper (anti-Maus MINUS-PLA probes und anti-Kaninchen PLUS-PLA probes)
wurden 1:5 in NDSP verdiinnt und in einem Volumen von 40 ul pro Reaktion fiir 60 min bei
37 °C inkubiert. Nachfolgend wurde das Gewebe erneut zweimal mit WP A fir 5 min bei RT
gewaschen. Anschlieflend erfolgt eine 30-mindtige Inkubation mit 2 weiteren ringbildenden
DNA-OQligonukleotiden sowie einer Ligase (1:40 in 40 pl Ligationspuffer) bei 37 °C. Es folgten
zwei weitere Waschschritte fur 2 min bei RT mit WP A. Nachfolgend wurde das Gewebe mit
der Duolink® In Situ Polymerase (10 Units/ul) und dem Amplifikationspuffer, welcher die
fluoreszenzmarkierten Oligonukleotide die an das RCA-Produkt hybridisieren, enthalt (1:80 in
40 pl) far 100 min bei 37 °C inkubiert. Zeitgleich wurden die Zellkerne mit DAPI (1:250)
markiert und das Gewebe erneut zweimal fir 10 min mit WP B und einmal fir 1 min mit
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0,01 x WP B bei RT gewaschen. Zum Schluss wurde das Gewebe aus den 96-well-Platten
mit Cell-Tak™ (1 mg/ml) auf einen Objekttrager aufgeklebt und mit dem Duolink® In Situ
Mounting Medium with DAPI eingedeckt. Das PLA-Signal wurde direkt im Anschluss mit dem
Laser-Scanning-Mikroskop LSM 710 als ein rotes Fluoreszenzsignal in Ubersichtsbilder mit
einem 20 x/1 NA Luftobjektiv und in Detail- sowie Bildstapel mit einem 63 x/1,4 NA detektiert

und analysiert. Die Farbdarstellung der Cy3-markierten Oligonukleotide erfolgte in tirkis

anstelle von rot.

2.9 Software und Internet-Ressourcen

In dieser Arbeit wurden die folgenden Software und Internet-Ressourcen verwendet.

Tabelle 18: Software und Internet-Ressourcen

Software/Internet-Ressourcen

Hersteller/Herausgeber

BLAST®

National Center for Biotechnology Information, U.S.
National Library of Medicine, Bethesda, MD, USA

IEDB Analysis Resource, Version 2.18.1
(http://tools.iedb.org/main/)

National Institutes of Health, Bethesda, MD, USA

Fiji2/lmaged, Version 2.0.0-rc-41-1.50d/641.45s National Institute of Health, Bethesda, MD, USA

Inkscape, Version 0.91

Free Software Foundation, Boston, MA, USA

SnapGene, Version 3.2.1

GSL Biotech, GSL Biotech, Chicago, IL, USA

LibreOffice' ", Version 6.0.2.1

The Apache Software Foundation, Forest Hill, MD, USA

Microsoft Office 2011, Version 14.1.0/14.7.7

Microsoft Corporation, Redmond, WA, USA

Pubmed

(https://www.ncbi.nim.nih.gov/pubmed)

National Center for Biotechnology Information, U.S.
National Library of Medicine, Bethesda, MD, USA

Phyre*
(http://www.sbg.bio.ic.ac.uk/phyre2/
html/page.cgi?id=index)

Michael Sternberg & Lawrence A. Kelley, ©Structural

Bioinformatics Group, Imperial College, London

Primer3Plus
(http://www .bioinformatics.nl/

cgi-bin/primer3plus/primer3plus.cgi/)

Andreas Untergasser and Harm Nijveen, Free Software
Foundation, Inc., Boston, MA, USA

PyRAT, Version 3.5-347
(Python Based Relational Animal Tracking)

Scionics Computer Innovation GmbH, Dresden

The Human Protein Atlas

(https://www.proteinatlas.org/about/licence)

Knut & Alice Wallenberg Foundation, Stockholm,

Schweden

UCSC Genome Browser

(https://genome.ucsc.edu/index.html)

UCSC Genome Informatics Group UCSC Genomics
Institute CBSE/ITI, Santa Cruz, CA

ZEN 2012, SP1, black Edition, Version
8.1.0.0/8.1.10.484

Carl Zeiss Microscopy GmbH, Jena

Zotero, Version 4.0.17

Center for History and New Media, Fairfex, VA, USA
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3 Ergebnisse

Die spannungs- und calciumabhangigen BK-Kanale werden ubiquitar im
Saugetier-Organismus exprimiert und dienen einer Vielzahl von Funktionen wie der Kontrolle
des glatten Muskelgewebes und der neuronalen Erregbarkeit. In ausgereiften IHZ sind sie an
der Gestaltung des Rezeptorpotentials beteiligt und wirken der Depolarisation, die als
Reaktion auf einkommende Schallsignale entsteht, entgegen. In inneren Haarsinneszellen
(IHZ) aktivieren BK-Kanale bei ungefahr -75 mV und sind unabhangig vom Calcium-Einstrom
durch Ca,1.3-Kanéle in den IHZ (Marcotti et al., 2004; Thurm et al., 2005). In heterologen
Expressionssystemen dagegen aktivieren BK-Kanale bei etwa +100 mV, sofern nicht
bestimmte LRRC-Proteine als modulatorische y-Untereinheiten anwesend sind (Yan und
Aldrich, 2010). Das Protein LRRC26 beispielsweise verschiebt die Aktivierung der
BK-Kanale um 140 mV in Richtung negativer Potentiale, das Protein LRRC52 um immerhin
noch 100 mV (Yan und Aldrich, 2012). Eine Kolokalisation der porenbildenden
BKa-Untereinheit mit dem Protein LRRC26 konnte in einer Studie von Evanson et al. bereits
im Jahr 2014 in arteriellen Myozyten in der Plasmamembran nachgewiesen werden
(Evanson et al., 2014). Zusatzlich war bekannt, dass es zu einer selektiven Expression von
LRRC52 in Spermienzellen kommt, welches bei der Modulierung des mit dem BK-Kanal

verwandten Kaliumkanals SLO3 eine essentielle Rolle spielt (Yang et al., 2011).

Die in den folgenden Kapiteln aufgefiihrten Versuchsergebnisse sollten Aufschluss Uber die
exakte subzellulare Verteilung der BK-Kanale in IHZ geben und daruber, ob Mitglieder der
LRRC-Proteinfamilie in Corti-Organen und IHZ vorkommen. Die Verwendung des Begriffes
»2ausgereift bezeichnet in dieser Arbeit Cochleae von Mausen mit einem Alter von drei bis
vier Wochen. Cochleae von Tieren in einem Alter bis P11, also vor Hoérfunktionsbeginn,
werden als ,unreif* bezeichnet. Wildtyp (WT)- und Knockout (KO)-Tiere der verwendeten
BKa-defizienten Mauslinie wurden mit BKa** (WT) und BKa™ (KO) abgekiirzt, die der
Ca,1.3-defizienten Mauslinie mit Ca,1.3*"* (WT) und Ca,1.3" (KO).

3.1 Lokalisation von BK-Kanalen in unreifen und ausgereiften inneren

Haarsinneszellen von Mausen

Um die exakte Lokalisation der BK-Kanale in den IHZ der in dieser Arbeit verwendeten
Mause mit BK-Antikérpern ndher zu untersuchen, wurden die in den folgenden Kapiteln
(3.1.1 bis 3.1.4) beschriebenen Versuche durchgefuhrt. Hierbei wurde analysiert, ob es eine
unterschiedliche subzellulare Verteilung von BK-Kanal-Clustern in ausgereiften IHZ gibt, die

an verschiedene intra- und extrazellulare Calcium-Quellen gekoppelt sind.
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3.1.1 Validierung zweier BK-Antikorper aus Kaninchen und Maus im
Corti-Organ an ausgereiften inneren Haarsinneszellen in BKa-defizienten
Mausen

Die Deletion des Gens, das fur die a-Untereinheit des BK-Kanals kodiert, flhrt in
BKa-defizienten Mausen unter anderem zu zerebellarer Ataxie (Sausbier et al., 2004) und
progredienter Schwerhdrigkeit (Rattiger et al., 2004).

Zur Uberpriifung der Spezifitat der beiden in dieser Arbeit verwendeten BK-Antikérper, die an
die porenbildenden BKa-Untereinheiten binden, wurden IHZ von 22 Tage alten
BKa-defizienten Mausen (BKa™) mit zwei aus unterschiedlichen Spezies stammenden

Antikérpern (Kaninchen und Maus) simultan gefarbt (Abb. 15).

rb BK merge

BKa*™*

BKa™

Abbildung 15: Lokalisation von BK-Kanilen in IHZ von BKa-defizienten Mausen mit
zwei verschiedenen primaren Antikérpern

Maximum Intensity Projection (MIP) immunhistochemischer Farbungen von jeweils 8 IHZ in
whole mount Corti-Organen von 22 Tage alten BKa-defizienten Mausen sowie Kontrolltieren.
Simultane Féarbung der BK-Kandle mit zwei unterschiedlichen anti-BK-Antikérpern aus
verschiedenen Spezies (Kaninchen-anti-BK, lila, A, und Maus-anti-BK, tirkis, B). A-C,
Uberlappende charakteristische clusterférmige supranukleare Expression der BK-Kanéle in
BKa"*-M&usen fiir beide Antikdrper. D-F, Keine BK-Expression fiir beide Antikérper in BKa™
-Tieren. Reihe der IHZ markiert durch Sterne in F. Diese Beobachtung wurde fir diese
Altersstufen an insgesamt drei Individuen bestatigt. Die Zellkerne wurden mit DAPI gefarbt
und sind nur in den Uberlagerungsbildern dargestellt (C, F). WeiRe Punkte markieren den
Umriss des basolateralen Pols einer IHZ. ms= Maus; rb= Kaninchen. 63 x OI-Objektiv,
Mafstabsbalken: 15 pm.

Die Darstellungen zeigen Ausschnitte einer Maximum Intensity Projection (MIP) eines
Corti-Organs mit jeweils acht IHZ von BKa**- und BKa”-Mausen (Abb. 15). In beiden
Uberlagerungsbildern (C und F) sind die blau gefarbten Zellkerne der acht in einer Reihe
liegenden IHZ in der Mitte der Bildausschnitte klar zu erkennen. Bei den Kontrolltieren fand
sich sowohl fir den Kaninchen- (A) als auch fir den Maus- (B) Antikérper am Hals der IHZ
die charakteristische clusterférmige Farbung der BK-Kanéle. In der Uberlagerung beider
Kanale war zusatzlich zu erkennen, dass die Signale beider Farbungen kolokalisieren. In den
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IHZ der BKa-Mause war fiir beide Antikérper (D und E) keine Farbung detektierbar (n = 3
Tiere pro Genotyp mit je 6-9 IHZ).

3.1.2 Entwicklungsabhédngige Lokalisation von BK-Kandlen in inneren
Haarsinneszellen von Wildtyp-Mausen

Kros et al. konnten 1998 in elektrophysiologischen Messungen zeigen, dass BK-Kanale erst
ab Hoérfunktionsbeginn (etwa postnataler Tag 12, bei Mause) (Ehret, 1985) in IHZ exprimiert
werden. Weitere Arbeitsgruppen konnten diese Aussagen mit elektrophysiologischen
Messungen (Marcotti et al., 2003b), RT-PCR und in situ-Hybridisierung bestatigen (Langer et
al., 2003). Diese Aussagen wurden im folgenden Experiment an NMRI-Mausen
unterschiedlicher Altersstufen mit dem in dieser Arbeit verwendeten Kaninchen-Antikorper
Uberpruft (Abb. 16).

P11 P13 P19

Abbildung 16: Lokalisation von BK-Kandlen in IHZ von NMRI-Mausen vor und nach
Horbeginn

Einzelne optische Schnitte immunhistochemischer Farbungen von jeweils 3-5 IHZ aus whole
mount Corti-Organen 11, 13 und 19 Tage alter NMRI-Mause. A, Keine Expression von
BK-Kanalen (markiert mit Kaninchen-anti-BK, lila) in IHZ (markiert mit Maus-anti-Otoferlin,
tlrkis) bei Mausen vor Horfunktionsbeginn (Tag 12 nach Geburt, P12), hier gezeigt fur P11.
B, Punktférmige Expression von BK-Kanalen an P13 am Hals der IHZ. C, Clusterformige
Ausbreitung der BK-Expression im Halsbereich der IHZ in der weiteren Entwicklung, hier
gezeigt fur P19. Diese Beobachtungen wurden fur diese Altersstufen an mindestens 3
Individuen bestéatigt. 63 x OI-Objektiv, Mafstabsbalken: 15 pm, Sterne markieren die
Zellkerne der IHZ.

Abgebildet sind drei optische Schnitte von Corti-Organen unterschiedlicher Altersstufen mit
jeweils drei bis funf IHZ, deren Zellkerne durch Sterne angedeutet sind (Abb. 16). Das
multifunktionale Protein Otoferlin ist sehr stark in der kompletten IHZ exprimiert, vor allem an
synaptischen Vesikeln, der Plasmamembran und im Golgi-Apparat oberhalb des Zellkerns
(Duncker et al., 2013; Roux et al., 2006). Es ist an der Exozytose und dem Vesikelrecycling
beteiligt und ist somit fur das Hoéren essentiell (PangrSi¢ et al., 2012). In Mausen vor

Horfunktionsbeginn (A, hier gezeigt fur P11) war noch keine BK-Farbung detektierbar. Bei
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hérenden Mausen breitete sich die punktférmige BK-Farbung (B, P13) am Hals der IHZ mit

zunehmendem Alter der Tiere zu groferen BK-positiven Clustern (C, P19) aus.

3.1.3 Lokalisation von BK-Kanélen und Lage der Tight Junctions

Die Tight Junctions (zonulae occludentes) sind charakteristische Zell-Zell-Verbindungen, die
sich im apikalen Bereich epithelialer und endothelialer Zellen befinden. Tight Junctions
verhindern, dass eine interzellulare Diffusion von Molekilen zwischen dem internen
interzelluldaren Milieu eines Organs und dem externen Milieu stattfindet. Die
Hauptkomponenten der Tight Junctions stellen Proteine der Familie der Claudine dar, die
gewebe- und zelltypspezifisch exprimiert werden (Anderson, 2006; Furuse und Tsukita,
2006; Van ltallie und Turksen und Troy, 2004). In der Cochlea von Mausen konnte die
Expression von Claudin-14 sowie das Vorhandensein von Claudin-14-mRNA mit
fortschreitendem Alter detektiert werden (Wilcox et al., 2001). Claudin-14 dichtet somit die

K*-reiche Endolymphe gegen die Na*-reiche Perilymphe ab.
Um die exakte Lage der BK-Kanale im Vergleich zu den Grenzen zwischen Peri- und

Endolymphe zu untersuchen, wurden BK und Claudin-14 simultan immunhistochemisch in
der Cochlea von 23 Tage alten NMRI-Mausen gefarbt (Abb. 17).
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Abbildung 17: Lokalisation von BK-Kandlen und dem Tight Junction-Marker
Claudin-14 in IHZ von NMRI-Méausen

MIP der immunhistochemischen Farbung von 5 IHZ eines whole mount Corti-Organs einer
23 Tage alten NMRI-Maus. Expression von BK-Kanalen (markiert mit Maus-anti-BK, lila) und
Tight Junctions (markiert mit Kaninchen-anti-Claudin-14) im oberen Teil der IHZ. A,
Clusterformige Expression der BK-Kanale in unmittelbarer Nahe zu den Tight Junctions im
apikalen Bereich der IHZ IHZ (links) und schematische Darstellung (rechts). B, Isolierte
Claudin-14 Expression in der MIP des apikalen Bereichs der IHZ (links) und schematische
Darstellung (rechts). C, Eigenstandige supranukledre BK-Expression in der MIP des
basolateralen Bereichs der IHZ (links) und schematische Darstellung (rechts). Diese
Beobachtung wurde fur diese Altersstufen an mindestens 3 Individuen bestétigt. Die
Zellkerne wurden mit DAPI gefarbt. Weille Punkte markieren den Umriss des basolateralen
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Pols einer IHZ. Zur Vereinheitlichung wurde das mit Cy3-aufgenommene Fluorophor in tirkis
dargestellt. 63 x OI-Objektiv, Malstabsbalken: 15 pm.

Die drei Darstellungen bilden jeweils verschiedene Schichten aus der MIP eines
Corti-Organs mit funf IHZ mit blau gefarbten Zellkernen ab (Abb. 17). In Aufnahme A wird die
charakteristische Farbung fur BK am Hals der drei exemplarisch dargestellten IHZ sowie die
Farbung fir den Tight Junction Marker Claudin-14 im apikalen Teil der IHZ sowie in den
apikalen Platten der Pfeilerzellen gemeinsam dargestellt. Im apikalen Teil der
Stapelaufnahme (B) ist hauptsachlich die Claudin-14-Farbung, die oberhalb der IHZ und an
den Membranen der Pfeilerzellen zu erkennen ist, abgebildet. Die charakteristische
clusterformige BK-Farbung wurde vornehmlich im basolateralen Bereich der IHZ (C) der
Stapelaufnahme und damit unterhalb der Tight Junctions sichtbar. Dieses Ergebnis
demonstriert, dass der Ausstrom von K'-lonen durch BK-Kanale in das Kompartiment der

K*-armen Perilymphen erfolgt, wofiir es eine grolRe treibende Spannung fiir K*-lonen gibt.

3.1.4 Lokalisation von BK- und Ca,1.3-Kanalen

Bei Vogeln und Reptilien erfolgt die Frequenzkodierung elektrisch tber die Kopplung des
Calcium-Einstroms durch die spannungsgesteuerten Calciumkanale Ca,1.3 mit der
Aktivierung der BK-Kanale in Haarzellen. Dieser Mechanismus (,electric ringing“) begrenzt
die Kodierung von Hérfrequenzen auf maximal 3 kHz. Bei Sdugetieren hingegen erfolgt die
Frequenzkodierung durch die mechanische Abstimmung der Basilarmembran, was eine
Ausweitung des Frequenzbereichs auf bis zu 150 kHz ermdglichte (Duncan und Fuchs,
2003). Die Aktivierung der BK-Kanéle von IHZ erfolgt in Sdugetieren bei ungefahr -75 mV
und ist weitestgehend unabhéangig von extrazellularem Ca?*-Einstrom durch Ca,1.3-Kanale
(Marcotti et al., 2004; Thurm et al., 2005). Die Studie von (Marcotti et al., 2004) zeigte, dass
nach der weitgehenden Blockierung der Ca,1.3-Kandle mit Nifedipin ein kleiner
Ca**-sensitiver K*-Strom (ibrig bleibt.

Um die subzelluldre Verteilung von BK-Kanalen in den IHZ und deren potentielle Kopplung
an verschiedene intrazelluldre Ca**-Quellen aufzuklaren, wurden die Corti-Organe 18 bzw.
19 Tage alter NMRI-Mause mit Antikérpern gegen BK- und Ca,1.3-Kanale sowie gegen den
Ribbon-Synapsen-Marker CtBP2 (RIBEYE) und den Marker fur das endoplasmatische
Retikulum, Sec62, gefarbt (Abb. 18-20).

Zur Analyse der subzellularen Anordnung der BK-Kanale wurden die Corti-Organe 19 Tage

alter NMRI-M&use mit einem BK-Antikdrper simultan (A), in Kombination mit einem
CtBP2-Antikorper oder allein gefarbt (B; Abb. 18).
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Abbildung 18: Unterschiedliche Expressionsstirke von BK-Kandlen im basolateralen
Teil unterhalb der Tight Junctions von IHZ von NMRI-Mausen

A, MIP einer immunhistochemischen Farbung von 3 IHZ eines whole mount Corti-Organs
einer 19 Tage alten NMRI-Maus. Expression von BK-Kandlen (markiert mit
Kaninchen-anti-BK, lila) im Halsbereich sowie von Ribbons (markiert mit
Maus-anti-CtBP2/RIBEYE) am synaptischen Pol der IHZ. Mehrere kleinere BK-positive
Punkte (Pfeilspitzen) am synaptischen Pol, dadurch apikal beim BK-Signal am Hals der IHZ
Artefakte durch Sattigung des Photomultipliers des LSM durch bewusst hohe Verstarkung
des Fluoreszenzsignals. Diese Beobachtungen wurden fir diese Altersstufen an mindestens
3 Individuen bestatigt. B, MIP einer immunhistochemischen Farbung von 10 IHZ der
medialen Windung eines whole mount Corti-Organs einer 19 Tage alten NMRI-Maus.
Clusterférmige Expression von BK-Kanalen (markiert mit Maus-anti-BK, lila) am Hals und
punktformige Expression von BK-Kanalen am synaptischen Pol von IHZ. Die Zellkerne
wurden mit DAPI gefarbt. WeiRe Punkte markieren den Umriss des basolateralen Pols einer
IHZ. Zur Vereinheitlichung wurde das mit AF488-aufgenommen Fluorophor in lila dargestellt
(B). 63 x Ol-Objektiv, MaRstabsbalken: 15 pym.

Dargestellt sind zwei Ausschnitte einer MIP eines Corti-Organs mit drei beziehungsweise elf
IHZ mit blau gefarbten Zellkernen (Abb. 18). Am Hals der IHZ sind die fur diese Altersstufe
charakteristischen BK-Cluster sowie am basalen Zellpol der IHZ die charakteristischen
Ribbon-Synapsen deutlich zu erkennen (A). Die in diesem Experiment absichtlich
hervorgerufene Verstarkung des Fluoreszenzsignals bewirkte nicht nur
Uberstrahlungsartefakte durch eine Sattigung der Photomultiplier beim BK-Signal im
Halsbereich der IHZ, sondern hatte auch zur Folge, dass mehrere kleinere BK-positive
Punkte am synaptischen Pol sichtbar wurden. In einem Einzelbefund in einer MIP einer
BK-Einzelkanalfarbung einer medialen Windung erkennt man ohne
Fluoreszenzsignal-Verstarkung sowohl die clusterférmige Expression von BK-Kanalen am
Hals der IHZ als auch deren punktférmige Expression am synaptischen Pol (B). In den
folgenden Experimenten wurden weiterhin apikale Windungen fir immunhistochemische
Untersuchungen verwendet. Weitere Analysen an medialen Windungen wurden nicht
durchgefihrt.
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Nach dem Nachweis der Expression von BK-Kanalen am synaptischen Pol von IHZ wurde
weitergehend untersucht, ob die kleineren BK-positiven Punkte in der Nahe der schnell
aktivierenden spannungsabhangigen Calciumkanale des Typs Ca,1.3 exprimiert sind. Diese
sind nach der Depolarisation der IHZ fur einen Calcium-Einstrom verantwortlich (Platzer et
al., 2000), der an den benachbart liegenden Synapsen die Ausschittung des Transmitters
Glutamat bewirkt (Fuchs et al., 2003; Puel, 1995; Ruel et al., 1999). Es wird aulerdem
vermutet, dass IHZ zwei verschiedene Pools von BK-Kanalen exprimieren, da diese zwar
unabhangig vom extrazelluliren Ca*-Einstrom durch Ca,1.3-Kanile sind, aber bei der
weitgehenden Blockierung der Ca,1.3-Kanidle mit Nifedipin ein kleiner Ca*-sensitiver
K*-Strom Ubrig bleibt (Marcotti et al., 2004; Thurm et al., 2005). Somit lag die Vermutung
nahe, dass der Ca,1.3-vermittelte Calcium-Einstrom eine Auswirkung auf die Aktivierung
eines Teils der BK-Kanale haben konnte. Zur Analyse der Kolokalisation von BK-Kanalen
und der am basalen Pol exprimierten Ca,1.3-Kanale wurden Corti-Organe 18 Tage alter
NMRI-Mause simultan mit BK- und Ca,1.3-Antikdrpern gefarbt (Abb. 19).

Abbildung 19: Lokalisation von BK- und Ca,1.3-Kanalen in IHZ von NMRI-Mausen

MIP einer immunhistochemischen Farbung von 3 IHZ eines whole mount Corti-Organs einer
18 Tage alten NMRI-Maus. A, Expression von BK-Kanalen (markiert mit Maus-anti-BK, lila)
im Halsbereich sowie Ca,1.3-Kanalen (markiert mit Kaninchen-anti-Ca,1.3) am synaptischen
Pol von IHZ. B, Durch Verstarkung des Fluoreszenzsignals werden mehrere kleine
BK-positive Punkte (Pfeilspitzen) in der Nahe von Ca,1.3-Kanélen am synaptischen Pol der
IHZ sichtbar, sind jedoch nicht mit ihnen kolokalisiert. Diese Beobachtung wurde fir diese
Altersstufe an mindestens 3 Individuen bestatigt. Die Zellkerne wurden mit DAPI gefarbt.
Weille Punkte markieren den Umriss des basolateralen Pols einer IHZ. Zur Vereinheitlichung
wurde das mit AF488-aufgenommen Fluorophor in lila dargestellt und das mit
Cy3-aufgenommene Fluorophor in tirkis. 63 x Ol-Objektiv; MaRstabsbalken: 15 um.

Die Abbildungen (Abb. 19) zeigen zum einen den Ausschnitt einer MIP eines Corti-Organs
mit drei IHZ und zum anderen die VergroRerung des synaptischen Bereichs der IHZ mit blau
gefarbten Zellkernen. Die dargestellten inneren Haarsinneszellen zeigen charakteristisch
sowohl die clusterféormigen BK-Kanadle am Hals als auch Ca,1.3-positive Punkte am
synaptischen Pol (A). Im vergrofRerten und mit hdherer Intensitat aufgenommenen Ausschnitt
des basalen Bereichs der IHZ waren punktférmige Farbungen sowohl fir BK-Kanéle als
auch fur Ca,1.3-Kanéle zu erkennen (B). Zwar lagen vereinzelte Punkte beider Signale nahe

beieinander, es war jedoch keine Kolokalisation auszumachen. Dieser Versuchsteil bestatigt,
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dass im Gegensatz zu anderen Wirbeltieren, in denen BK-Kanale mit prasynaptischen, bei
negativen Spannungen aktivierenden spannungsabhangigen Calciumkanalen des Typs
Ca,1.3 am synaptischen Pol kolokalisieren, die BK-Kanale in der Cochlea von Saugetieren
Uberwiegend extrasynaptisch am Hals der IHZ lokalisiert sind (Pyott, 2004). Die kleine
Population von BK-Kandlen am synaptischen Pol (Hafidi et al., 2005) zeigt dartber hinaus

keine Kolokalisation mit Ca,1.3 Kanalen.

Da BK-Kandle am synaptischen Pol nicht mit Ca,1.3-Kanéalen kolokalisieren, wurden
zusatzlich intrazelluldre Calcium-Speicher, wie das endoplasmatische Retikulum, als
potentielle Ca*-Quellen untersucht. Dazu wurden die Corti-Organe 18 Tage alter
NMRI-Mause simultan mit dem BK-Antikérper und dem ER-Marker Sec62 gefarbt (Abb. 20).

Ubersicht

Detail

Abbildung 20: Lokalisation von BK-Kandlen und dem ER-Marker Sec62 in IHZ von
NMRI-Mausen

Einzelner optischer Schnitt einer immunhistochemischen Doppelfarbung 6 IHZ eines whole
mount Corti-Organs einer 18 Tage alten NMRI-Maus als Ubersicht (A, C, E) und
VergrofRerung (B, D, F). A, B, Clusterférmige Farbung der BK-Kanale (markiert mit
Maus-anti-BK, turkis) am Hals der IHZ. C, D, Diffuse ER-Farbung (markiert mit
Kaninchen-anti-Sec62) um den kompletten Zellkern mit starkster Auspragung oberhalb des
Zellkerns. E, F, Keine eindeutige Kolokalisation von BK-Kanalen mit dem Protein Sec62
oberhalb des Zellkerns. Diese Beobachtung wurde fiir diese Altersstufen an mindestens 3
Individuen bestatigt. WeiRe Punkte markieren den Umriss des basolateralen Pols einer IHZ.
63 x Ol-Objektiv, MaRstabsbalken: 15 ym, Sterne markieren die Zellkerne der IHZ.

Die Darstellungen zeigen ein Einzelbild sowie einen vergréfierten Ausschnitt oberhalb der
Kernregion eines Corti-Organs mit sechs IHZ (Abb. 20). Der Ausschnitt des Einzelbildes
zeigte eine clusterférmige Farbung der BK-Kandle am Hals der IHZ (A, B), die mit der
diffusen Sec62-Farbung oberhalb des Zellkerns (C, D) keine eindeutige Uberlappung
aufwies (E, F). Die kleineren ER-positiven Punkte unterhalb des Kerns lagen im Gegensatz
dazu nicht in der Nahe von BK-Kanélen. Eine eindeutige Gegentberstellung beider Proteine

in der ER- bzw. Plasmamembran war somit nicht auszumachen.
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Im ersten Teil dieser Arbeit wurde somit gezeigt, dass die verwendeten BK-AntikGrper
spezifisch ihr Antigen in den inneren Haarsinneszellen von Mausen erkennen. Bestatigt
wurde auch die altersabhangige Expression von BK-Kanéalen, die durch eine clusterférmige
BK-Farbung im Halsbereich sowie eine punktférmige BK-Farbung am synaptischen Pol der
IHZ sichtbar wird. Neu wurde belegt, dass BK-Kandle weder mit Ca,1.3-Kandlen am

synaptischen Pol der IHZ noch eindeutig mit dem ER direkt gegenuber liegen.

3.2 LRRC26- und LRRC52-Transkripte in Corti-Organen und inneren

Haarsinneszellen vor und nach Horbeginn

In heterologen Expressionssystemen ohne nennenswerten Ca?-Einstrom aktivieren
BK-Kanale nicht unter +100 mV (Thurm et al., 2005), sofern nicht bestimmte Mitglieder der
LRRC-Proteinfamilie anwesend sind und als regulatorische y-Untereinheiten BK-Kanéle von
spannungs- und calciumabhangigen in rein spannungsabhangige Kaliumkanale
transformieren (Yan und Aldrich, 2010, 2012). In dieser Studie wurde gezeigt, dass LRRC26
die Aktivierung der BK-Kanale in HEK-293-Zellen um 140 mV in Richtung negativer
Potentiale verschiebt. Auch LRRC52 bewirkt eine Verlagerung des Aktivierungspotentials
von -100 mV. Die folgenden Versuche (s. Kap. 3.2) sollten Aufschluss Gber das Vorkommen
von LRRC26- und LRRC52-mRNA in Corti-Organen und IHZ von Mausen verschiedener

Altersstufen sowie unterschiedlicher Genotypen geben.

Mit Hilfe der nested Reverse Transkriptase-PCR (RT-PCR) sollte belegt werden, ob die
MRNA von LRRC26 und LRRC52 in Corti-Organen und IHZ vorhanden ist. Dazu wurde die
cDNA mittels Reverser Transkriptase aus der mRNA von entsprechenden Mausgeweben
synthetisiert. Hierbei ist anzumerken, dass Corti-Organe aus zwei oder vier verschiedenen
Ohren einer bzw. zweier Mause zu einer Einzelprobe vereint wurden. Bei den IHZ-Proben
wurden jeweils ungefahr 40-120 Zellen gesammelt und etwa 4-10 IHZ fur die PCR
verwendet. Als Referenzgewebe wurde Speicheldrisengewebe fir LRRC26 und
Hodengewebe fir LRRC52 eingesetzt. Aus beiden Gewebstypen wurde nach deren
Homogenisierung ebenfalls die cDNA umgeschrieben. Fir die Referenzproben und die
Corti-Organe wurden Negativkontrollen zur Uberpriifung der Umschreibung mitgefihrt.
Hierzu wurde ein Teil der isolierten RNAs ohne Reverse Transkriptase (RT) inkubiert, sodass
keine cDNA synthetisiert werden sollte. Als Negativkontrolle fur die IHZ wurde die Badldésung
(B-41), die wahrend der Gewinnung der IHZ verwendet wurde, eingesetzt. Aufgrund der
Tatsache, dass die Menge an abgesaugten Haarzellen relativ gering war, wurde fiir jedes
Transkript eine nested PCR durchgefihrt. Diese wird durch zwei nacheinander geschaltete
PCRs, bei denen das PCR-Produkt aus der 1. PCR als Matrize fur die 2. PCR dient, definiert

und stellt ein hochsensitives Verfahren dar. Somit mussten fiir jedes nachzuweisende Gen
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mindestens zwei Primerpaare synthetisiert werden, wobei die nested Primer hierbei im
Sequenzbereich des 1. PCR-Produkts hybridisieren. Die Detektion der Produkte aus der
1. PCR erfolgte auf einem 1,5 %-igen Agarosegel (526 bp bis 794 bp), die Produkte aus der
2. PCR auf einem 3 %-igen (134 bp bis 426 bp; detaillierte Auflistung in Material und
Methoden, Kap. 2.7.9).

In den folgenden Versuchen zur Transkriptanalyse (s. Kap. 3.2.1 bis 3.2.7) sind jeweils nur
die Ergebnisse der nested RT-PCR (2. PCR) nach gelelektrophoretischer Auftrennung
dargestellt, da nach der 1. PCR meist nur fur die Positivkontrolle (Ca,1.3) sowie flr die

Referenzgewebe (Speicheldrise, Hoden) Signale sichtbar wurden.

3.21 LRRC26- und LRRC52-Transkripte in ausgereiften Corti-Organen von
Wildtyp-Mausen

Die folgenden beiden Abbildungen (Abb. 21, 22) zeigen das Ergebnis der PCR zur
Uberpriifung von LRRC26-mRNA in ausgereiften Corti-Organen von ca. drei Wochen alten
NMRI-Mausen. Als Referenzgewebe wurde Speicheldrisengewebe von ca. drei Wochen
alten NMRI-Mausen verwendet. Aufgrund seiner geringen Intron-GréRe (76 bp) und der
damit verbundenen Schwierigkeit der Bestimmung der PCR-Produktgréfe wurden fir
LRRC26 sechs verschiedene Primerpaare getestet. ,LRRC26“ beschreibt das PCR-Produkt,
welches durch den Einsatz der in der Studie von (Evanson et al., 2014) verwendeten Primer
gebildet wird (366 bp). Da hier sowohl der sense als auch der antisense Primer an
Sequenzen im gleichen Exon (s. Material und Methoden, Kap. 2.7.8.1.2, Abb. 2, Exon 1)
hybridisieren, war es nicht moglich, zwischen genomischer DNA (gDNA) und revers-
transkribierter cDNA (mRNA-Nachweis) zu unterscheiden. Anhand der GroéRen der
PCR-Produkte auf dem Agarosegel konnte dagegen bei der Verwendung der Primer, die das
PCR-Produkt ,LRRC26_1“ (cDNA: 222 bp, gDNA: 298 bp) oder ,LRRC26_2“ (cDNA: 205 bp,
gDNA: 281 bp) hervorbringen, zwischen gDNA und cDNA unterschieden werden. Das
PCR-Produkt ,LRRC26_In“ wird von einem Primerpaar gebildet, dessen antisense Primer in
der Intron-Sequenz bindet, und stellte somit lediglich genomische DNA (150 bp) dar. Die
beiden Primerpaare, welche die PCR-Produkte ,LRRC26 ex_ex“ (168 bp) und ,LRRC26
ex_ex_2“ (174 bp) hervorbringen, wiesen ausschlieBlich c¢cDNA nach. Als interne
PCR-Kontrolle und zum Nachweis der IHZ wurden zuséatzlich Ca,1.3-Primer eingesetzt, die
ein 426 bp-grofles PCR-Produkt bilden (Michna et al., 2003).
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Abbildung 21: Nachweis von LRRC26-Transkripten in Speicheldriisengewebe und
ausgereiften Corti-Organen von NMRI-Mausen

Original-Gelbilder der nested RT-PCR zur LRRC26-Transkriptanalyse in
Speicheldrisenreferenzgewebe und Corti-Organen 3 Wochen alter NMRI-Mause. A, C,
Amplifikation von mit verschiedenen Primerpaaren nachgewiesenen LRRC26-Transkripten
(A, C, Spalten: 1, 366 bp; 2, 222 bp; 3, 205 bp, 4, 150 bp; 5, 168 bp und 6, 174 bp) sowie
Ca,1.3 als Positivkontrolle (A, C, 7. Spalte, 426 bp) in Speicheldrisengewebe (A) und im
Corti-Organ (C). B, D, Keine Signale fir die Amplifikation von LRRC26 und Ca,1.3 in den
Negativkontrollen der Reversen Transkription (Reverse Transkription ohne RT, keine cDNA,;
1.-7. Spalten). Diese Beobachtungen wurden fur diese Altersstufe an insgesamt 4 Individuen
bestatigt.

Die Ergebnisse der nested PCR zeigten sowohl in der Probe des Speicheldriisengewebes
(A) als auch in den vereinten Corti-Organ-Proben (C) spezifische Signale mit den potentiell
erwarteten GroRen bei der Verwendung aller Primerpaare (Abb. 21). In den Spuren 1 von A
und C waren jeweils PCR-Produkte mit einer Grof3e von etwa 366 bp deutlich zu erkennen.
Diese stellen aufgrund der Primer, die nicht zwischen gDNA und revers-transkribierter cDNA
(mRNA) unterscheiden, keinen eindeutigen Nachweis flir das Vorhandensein von
LRRC26-Transkripten in beiden Geweben dar. Die jeweiligen weniger intensiven Signale in
A und C in den 2. Spuren von ungefahr 222 pb und in den 3. Spuren von etwa 205 bp
wiesen auf die mMRNA von LRRC26 in der Speicheldriise und im Corti-Organ hin. Die jeweils
4. Spuren in A und C zeigten ein weiteres deutliches Signal fir das PCR-Produkt mit einer
Grofle von ungefahr 150 bp, welches fir das Vorliegen genomischer DNA spricht. In den
Spuren 5 von A und C waren jeweils die PCR-Fragmente mit einer Grélie von etwa 168 bp
deutlich zu erkennen und belegten das Vorkommen von LRRC26-mRNA in beiden
Gewebstypen. In den 6. Spuren von A und C waren jeweils schwachere Signale mit einer
Grofle von ungefahr 174 bp sowie intensiver gefarbte Signale von etwa 250 bp zu
detektieren. In beiden Gewebstypen konnten zudem Ca,1.3-Transkripte in den jeweiligen 7.
Spuren von A und C als interne PCR-Kontrollen nachgewiesen werden. Die
Transkriptionskontrollen, RT Kontrolle Speicheldrise (B) und RT Kontrolle Corti-Organ (D),

wiesen in den Spuren 1 bis 7 ebenfalls keine Signale bei der Nutzung aller Primerpaare auf.

Insgesamt lasst sich sagen, dass die Umschreibung der mRNA in cDNA sowohl fiir das
Speicheldrisengewebe als auch fir die vereinten Corti-Organe erfolgreich war. Es bleibt
anzumerken, dass trotz des DNA-Verdaus wahrend der RNA-Isolation weder die
Speicheldrisen- noch die Corti-Organ-Praparationen frei von gDNA waren und daher die

Wabhl der richtigen Primerpaare von entscheidender Bedeutung war.

In der folgenden Abbildung (Abb. 22) ist das Ergebnis der Negativkontrolle der PCR (H,0)
aus Abbildung 21 dargestellt.
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Abbildung 22: Uberprifung der nested RT-PCR zur LRRC26- und
Ca,1.3-Transkriptanalyse

Original-Gelbild der nested RT-PCR der Negativkontrolle der PCR aus Abb. 21. Keine
Signale fur die Amplifikation von LRRC26- und Ca,1.3-Transkripten in den Negativkontrollen
der nested RT-PCRs (Wasser anstelle von cDNA; 1.-7. Spalte). Diese Beobachtungen
wurden flr diese Altersstufe an insgesamt 4 Individuen bestéatigt.

Diese Abbildung (Abb. 22) zeigt die gelelektrophoretisch aufgetrennten Ergebnisse der
nested RT-PCR fur die Negativkontrolle der PCR aus Abbildung 21. Fur keines der
verwendeten Primerpaare waren Signale in den Spuren 1 bis 7 zu detektieren, was auf einen
gelungenen Ablauf der PCR hindeutete.

Die Ergebnisse der Abbildungen 21 und 22 belegen, dass LRRC26-Transkripte nicht nur im
Referenzgewebe, sondern auch in Corti-Organen vorhanden waren. In den folgenden
Experimenten wurden schlieBlich nur noch drei verschiedene Primerpaare eingesetzt: das
Primerpaar aus der Evanson-Studie (LRRC26) sowie die beiden Primerpaare, welche zum
einen lediglich die genomische DNA (LRRC26_In) sowie zum anderen ausschlief3lich und

eindeutig nur mRNA (LRRC26 ex_ex) nachweisen.

Im zweiten Teil der Transkriptanalysen sollte das Vorkommen von LRRC52-Transkripten in
ausgereiften Corti-Organen von ca. drei Wochen alten NMRI-Tieren analysiert werden (Abb.
23). Als Referenzgewebe wurde Hodengewebe von ca. drei Wochen alten NMRI-Mausen
verwendet. Bei LRRC52 war es nicht notwendig mehrere Primerpaare zu testen, da das
Intron fast 20 kb groR ist und die gelelektrophoretisch aufgetrennten PCR-Produkte somit
eindeutig zugewiesen werden konnten. Somit wurden fir die 2. PCR nur ein sense und zwei
antisense Primer synthetisiert, die sich in ihren Ergebnissen unterstitzen sollten. Ein
mogliches PCR-Produkt, nachfolgend benannt mit ,LRRC52% wird durch zwei Primer
gebildet, die jeweils an Sequenzen in den beiden unterschiedlichen Exons hybridisieren
(314 bp). Die Verwendung des unterstitzenden zweiten antisense Primers, der die
Exon-Exon-Grenze der Gensequenz Uberspannt, flihrt zur Bildung eines zweiten
PCR-Produkts, das im weiteren Verlauf mit ,LRRC52 ex_ex" bezeichnet wird (134 bp). Die

Nutzung beider Primerpaare weist somit ausschlieBlich spezifische Signale fiir die in der
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Zelle vorliegenden mRNAs von LRRC52 nach. Ca,1.3-Primer nach Michna et al. wurden
erneut als interne PCR-Kontrolle (PCR-Produkt: 426 bp) verwendet (Michna et al., 2003).
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Abbildung 23: Nachweis von LRRC52-Transkripten in Hodengewebe und ausgereiften
Corti-Organen von NMRI-Mausen

Original-Gelbilder der nested RT-PCR zur LRRC52-Transkriptanalyse in Hodengewebe als
Referenz und Corti-Organen 3 Wochen alter NMRI-Mause. A, links, B, links, Amplifikation
von mit zwei verschiedenen Primerpaaren nachgewiesenen LRRC52-Transkripten (A, B,
Spalten: 1, 314 bp; 2, 134 bp) sowie Ca,1.3-Transkripten als intrinsische Kontrollen (A, B, 3.
Spalte, 426 bp) im Hodengewebe (A) und im Corti-Organ (C). A, rechts, C, Keine Signale fur
LRRC52 und Ca,1.3 in den Negativkontrollen der Reversen Transkription (Reverse
Transkription ohne RT, keine cDNA; A, 4.-6. Spalte, C, 1.-3. Spalte). B, rechts, Keine
Amplifikation von LRRC52- und Ca,1.3-Transkripten in den Negativkontrollen der nested
RT-PCRs (Wasser anstelle von cDNA; 4.+5. Spalte). Diese Beobachtungen wurden fir diese
Altersstufe an insgesamt 5 Individuen bestatigt.
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Das Hodengewebe (A, links) und die vereinten Corti-Organe (B, links) wiesen spezifische
Signale mit den potentiell erwarteten GroéRen bei der Verwendung beider
LRRC52-Primerpaare auf. Die ersten Spuren (A, links und B, links) zeigten jeweils
PCR-Produkte fir LRRC52 mit einer GroRe von 314 bp fiur beide Gewebstypen. In den
jeweiligen zweiten Spuren von A und B liel3en sich ebenfalls Signale fur LRRC52-Transkripte
(134 bp), die mit dem zweiten LRRC52-Primerpaar gebildet wurden, im Hoden sowie in den
Corti-Organen erkennen. Beide stellen einen eindeutigen Nachweis flr das Vorkommen von
LRRC52-Transkripten in beiden Gewebstypen dar. Die internen PCR-Kontrollen wiesen in
den jeweiligen 3. Spuren von A und B sowohl im Hodengewebe als auch den Corti-Organen
Transkripte fur Ca,1.3 auf (A, links und B, links). In den Transkriptionskontrollen, RT
Kontrolle Hoden (A, rechts) und RT Kontrolle Corti-Organ (C), waren ebenfalls keine Signale
in den Spuren 4, 5 und 6 in A und in den Spuren 1, 2 und 3 in C bei der Nutzung aller drei
Primerpaare zu erkennen. Auch die Negativkontrollen der PCR zeigten bei der Verwendung
beider Primerpaare keine PCR-Fragmente (H,O als Template, B, rechts) in den Spuren 4
und 5.

Es lasst sich festhalten, dass sowohl die Transkription der mRNA in cDNA fiir Hodengewebe
und Corti-Organe sowie auch die PCR insgesamt funktioniert hat. Sowohl in den jeweiligen
Referenzgeweben als auch in den ausgereiften Corti-Organen konnte LRRC26- und
LRRC52-mRNA detektiert werden. Ob alle verwendeten Primerpaare spezifisch an ihre
komplementaren Sequenzen der revers-transkribierten cDNAs binden und damit die
entsprechend gewiinschten Transkripte nachweisen, sollte im folgenden Versuchsteil

analysiert werden.

3.2.2 Uberpriifung von LRRC26-, LRRC52- und BK-Transkripten in ausgereiften
Corti-Organen von Wildtyp-Mausen

Um sicher zu stellen, dass die synthetisierten Primer, die zur Transkriptanalyse von
LRRC26, LRRC52 und Ca,1.3 verwendet wurden, die vorgesehenen DNA-Sequenzen der
cDNA nachweisen, wurden die entsprechend amplifizierten PCR-Produkte aus der 1. und
2. PCR, wie in Kapitel 2.7.9 beschrieben, nach gelelektrophoretischer Auftrennung unter
langwelligem UV-Licht ausgeschnitten, aufgereinigt und zur Sequenzierung (Fa. SeqlLab)
geschickt. Auch die fur die BK-Transkriptanalyse (s. Kap. 3.2.5.1) verwendeten Primerpaare
wurden auf ihre Spezifitat hin untersucht. Damit die DNA-Konzentrationen der zu
analysierenden Produkte den Anforderungen der Firma SeqglLab entsprach, wurde der nested
PCR-Ansatz von einem Volumen von 20 pl auf 50 yl hochskaliert. Die Analyse erfolgte fur

jedes zu analysierende PCR-Produkt in zweifacher Ausfihrung.
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Nachfolgend ist exemplarisch das Ergebnis der Sequenzierung durch einen Ausschnitt eines
Elektropherogramms eines sequenzierten PCR-Produkts von LRRC52, welches im
Corti-Organ drei Wochen alter NMRI-Mause detektiert wurde, abgebildet (Abb. 24).

"G A/ GGGT GGCCCATCAC G/ GGTGGG6GAATCCACTCCAGT

Abbildung 24: Sequenzierelektropherogramm des amplifizierten @ LRRC52
PCR-Produkts im Corti-Organ nach der nested PCR

Die aufeinanderfolgenden Ausschlage bilden die vier verschiedenen Nukleotide in
unterschiedlichen Farben ab (A: grun, T: rot, G: schwarz, C: blau). Die Nummerierung auf
der Abszisse stellt die Basenanzahl des sequenzierten Produktes dar. Diese Beobachtung
wurde fir dieses PCR-Produkt fir 2 verschiedene Reaktionen bestatigt.

Die von der Firma Sequence Laboratories bereitgestellten
Sequenzierungselektropherogramme wurden in silicio mit Hilfe des Basic Local Alignment
Search Tools der NCBI-Homepage mit den entsprechenden bioinformatischen Sequenzen
(hier von LRRC52) in sense und antisense Richtung verglichen. In der folgenden Abbildung
(Abb. 25) ist exemplarisch der Vergleich beider LRRC52-Sequenzen mit Hilfe der SnapGene

Viewer Software visualisiert.

Query 627 ATGCAACTGCTCCTTCCTGGACTTCACCATCCACTTATTAGTGTCCCATATGGACCACCC 686

ELEE LEEEEE LR LT EE LT

Sbjct 1 ATGCANCTGCTCCTTCCTGGACTTCACCATCCACTTATTAGTGTCCCATATGGACCACCC 60

Query 687 AGATGCCCAGAACGCCACGTGTACGGAGCCTGCTGAGCTGAAAGGGTGGCCCATCACGAA 746

LD P LT

Sbjct 61 AGATGCCCAGAACGCCACGTGTACGGAGCCTGCTGAGCTGAAAGGGTGGCCCATCACGAA 120

Query 747 GGTGGGGAATCCACTCCAGTACATGTGCATCACACACCTGGACCAGCAGGACTACATCTT 806

LELCELLIELLEL L LT L LT L LT

Sbjct 121 GGTGGGGAATCCACTCCAGTACATGTGCATCACACACCTGGACCAGCAGGACTACATCTT 180

Query 807 CTTACTGCTCATCGGCTTCTGCATCTTCGCTGCCGGCACGGTGGCTGCCTGGCTCACGGG 866

LEERELEELEEEECE L L LT

Sbjct 181 CTTACTGCTCATCGGCTTCTGCATCTTCGCTGCCGGCACGGTGGCTGCCTGGCTCACGGG 240

Query 867 TGTATGTGCTGT 878

Sbjct 241 TGTATGTGCTGT 252

Abbildung 25: Uberpriifung der LRRC52-Sequenzierungsergebnisse mit dem
Programm Standard Nucleotide BLAST

Die jeweils obere Zeile stellt einen Teil (627-878 nt) der Nukleotidsequenz der LRRC52
MRNA dar (Query). Die jeweils untere Zeile zeigt die sequenzierte Nukleotidsequenz (1-252)
des amplifizierten LRRC52 PCR-Produkts nach der nested PCR (Shjct). IUPAC
Nukleotid-Code der Firma SeqLab, N: Platzhalter fir jede Base.

Der Vergleich beider LRRC52 Sequenzen zeigte eine weitestgehende Ubereinstimmung

aller Basen (Abb. 25). Nur an einer Stelle des amplifizierten und sequenzierten
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PCR-Produkts fur LRRC52 wurde anstelle der Base Adenin eine Base mit der Bezeichnung
»,N“ visualisiert. Laut dem IUPAC Nukleotid-Code der Firma SeqlLab fungiert dieser
Buchstabe jedoch als Platzhalter fiir eine der vier moéglichen Basen und stellte somit keinen
Ausschluss der Base Adenin dar. Die Konformitat der beiden Sequenzen betrug in diesem
Fall 99 % und konnte somit bestatigt werden. Die Sequenzierung des nested PCR-Produkts
von LRRC52 belegte demnach die Spezifitat der synthetisierten und in der Transkriptanalyse
verwendeten LRRC52 Primer. Fur alle Primerpaare (LRRC26, LRRC52, Ca,1.3, BK) wurden
jeweils zwei der entsprechenden daraus resultierenden PCR-Produkte sequenziert. Die in
silicio  Vergleiche dieser Sequenzierungsergebnisse mit den entsprechenden
bioinformatischen Sequenzen lieferten ebenfalls eine Ubereinstimmung von 95-100 %. Somit
detektierten alle in dieser Arbeit verwendeten Primerpaare ihre vorgesehenen

DNA-Sequenzen spezifisch.

3.2.3 LRRC26- und LRRC52-Transkripte in unreifen Corti-Organen von
Wildtyp-Mausen

Aufgrund der entwicklungsabhangigen Veranderungen der HZ und der damit verbundenen
altersabhangigen Expression von BK-Kanalen ist es von Interesse, herauszufinden, ob das
Vorkommen potentieller neuer BK-y-Untereinheiten in den IHZ an die Expression der
BK-Kanale gekoppelt ist oder ob die mMRNA-Transkripte der beiden potentiellen
akzessorischen LRRC-Proteine schon in neonatalen IHZ und damit schon vor
BK-Expression, vorhanden sind. Nachdem sowohl LRRC26- als auch LRRC52-Transkripte in
ausgereiften Corti-Organen von NMRI-Mausen nachgewiesen wurden, galt es somit zu
untersuchen, ob diese auch in unreifen Corti-Organen von 5 bzw. 6 Tage alten

NMRI-Mausen vorliegen.

Bei der Praparation der Corti-Organe wurde bestmdglich darauf geachtet, dass keine
Neurone in die Proben gelangten. Hierzu wurde der Haarzellbereich mit feinen Pinzetten
mikropraparatorisch unter einem hochaufldésenden Binokular sorgfaltig vom Rest des
Gewebes (Modiolus, laterale Wand) separiert und jeweils zwei bzw. vier Corti-Organe
zusammengefihrt. Da die neonatale Cochlea sehr kompakt aufgebaut ist muss an dieser
Stelle angemerkt werden, dass eine Kontamination mit peripheren Dendriten der
Spiralganglien-Neurone nicht vollkommen ausgeschlossen werden konnte. Zusatzlich ist zu
erwahnen, dass fir alle folgenden Transkriptanalysen (s. Kap. 3.2.3 bis 3.2.7) jeweils die
entsprechenden Referenzgewebe (Speicheldrise fir LRRC26, Hoden fir LRRC52) als
Primerkontrollen mitgefuhrt, jedoch nicht abgebildet wurden. Dies war nicht notwendig, da im
weiteren Verlauf nur Ergebnisse gezeigt werden, bei denen diese Kontrollen spezifisch sowie

ihre Transkriptionskontrollen sauber waren.

82



Ergebnisse

Die folgende Abbildung (Abb. 26) zeigt das Ergebnis der PCR zur Uberpriifung von
LRRC26-Transkripten in unreifen Corti-Organen von NMRI-Mausen.
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Abbildung 26: Nachweis von LRRC26-Transkripten in unreifen Corti-Organen von
NMRI-Mausen

Original-Gelbilder der nested RT-PCR zur LRRC26-Transkriptanalyse in Corti-Organen 5-6
Tage alter NMRI-Mause. A, links, Schwache Signale von mit verschiedenen Primerpaaren
nachgewiesenen amplifizierten LRRC26-Transkripten (Spalten: 1, 366 bp; 2, 150 bp; 3, 168
bp) sowie Ca,1.3 als Positivkontrolle (4. Spalte, 426 bp) im Corti-Organ. A, rechts, B, Keine
Amplifikation von LRRC26- und Ca,1.3-Transkripten in den Negativkontrollen der Reversen
Transkription (Reverse Transkription ohne RT, keine cDNA; A, 5.-8. Spalte) und in den
Negativkontrollen der nested RT-PCRs (Wasser anstelle von cDNA; B, 1.-4. Spalte). Diese
Beobachtungen wurden fur diese Altersstufe an insgesamt 2 Individuen bestatigt.

In den zusammengefuhrten Corti-Organen (A, links) waren spezifische Signale mit den
potentiell erwarteten GroRen bei der Verwendung aller drei LRRC26-Primerpaare zu
erkennen. In Spur 1 konnte ein schwaches PCR-Produkt fir LRRC26 mit einer Gréf3e von
ungefahr 366 bp ausgemacht werden. Dieses unterschied jedoch nicht zwischen gDNA und
revers-transkribierter cDNA. Die zweite Spur wies ein noch schwacheres PCR-Produkt von
etwa 150 bp fur LRRC26 auf, welches die genomische DNA und damit die Kontamination der
MmRNA mit dieser, widerspiegelte. Mit dem schwachen PCR-Fragment flir LRRC26 in der
dritten Spur (168 bp) konnte das Vorhandensein von LRRC26-Transkripten in unreifen
Corti-Organen gezeigt werden. Fur die interne PCR-Kontrolle wurde in der

Corti-Organ-Probe in Spur 4 ein deutliches Signal mit einer Gréf3e von ungefahr 426 bp fir
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Ca,1.3-Transkripte aufgedeckt. Die Transkriptionskontrolle des Corti-Organs (keine cDNA, A,
rechts) zeigte in den Spuren 5 bis 8 bei der Nutzung aller vier Primerpaare keine
PCR-Signale. Auch in den Spuren 1 bis 4 der PCR-Negativkontrollen liel sich fir die
Verwendung keines der Primerpaare ein PCR-Fragment (H.O als Template, B) erkennen.
Damit wurde bestatigt, dass die Transkription der RNA in cDNA fir die vereinten
Corti-Organe sowie die PCR erfolgreich waren.

In der folgenden Darstellung (Abb. 27) ist das Ergebnis der Transkriptanalyse von LRRC52

in unreifen Corti-Organen von NMRI-M&usen abgebildet.
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Abbildung 27: Nachweis von LRRC52-Transkripten in unreifen Corti-Organen von
NMRI-M&ausen

Original-Gelbilder der nested RT-PCR zur LRRC52-Transkriptanalyse in Corti-Organen 5-6
Tage alter NMRI-Mause. A, links, Amplifikation von mit zwei verschiedenen Primerpaaren
nachgewiesenen LRRC52-Transkripten (Spalten: 1, 314 bp; 2, 134 bp) sowie von Ca,1.3 als
intrinsische Kontrolle (3. Spalte, 426 bp) im Corti-Organ. A, rechts, B, Keine Signale fur
LRRC52 und Ca,1.3 in den Negativkontrollen der Reversen Transkription (Reverse
Transkription ohne RT, keine cDNA; A, 4.-6. Spalte) und in den Negativkontrollen der
nested-RT-PCRs (Wasser anstelle von cDNA; B, 1.-3. Spalte). Diese Beobachtungen
wurden flur diese Altersstufe an insgesamt 2 Individuen bestéatigt.
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Die vereinten Corti-Organe (A, links) zeigten schwache, aber spezifische Signale mit den
potentiell erwarteten GrofRen bei der Verwendung beider LRRC52-Primerpaare. Die erste
Spur bildete ein PCR-Produkt fir LRRC52 mit einer GroRe von etwa 314 bp fir die
Corti-Organe ab. In der zweiten Spur war ebenfalls ein schwaches Signal mit einer Grélie
von ungefahr 134 bp fir LRRC52-Transkripte im Corti-Organ zu erkennen. Mit diesen beiden
PCR-Fragmenten wurde ein Ubereinstimmender Hinweis flir das Vorkommen von
LRRC52-Transkripten in unreifen Corti-Organen erbracht. Mit dem deutlichen Signal fir
Ca,1.3-Transkripte bei etwa 426 bp in Spur 3 wurde die interne PCR-Kontrolle der
Corti-Organe  bestatigt (A, links). Sowohl in den Spuren 4 bis 6 der
Corti-Transkriptionskontrollen (keine cDNA, A, rechts) als auch in den Spuren 1 bis 3 der
PCR-Negativkontrollen (H,O als Template, B) waren bei der Nutzung aller drei Primerpaare
keine PCR-Fragmente zu erkennen. Damit wurde bestéatigt, dass sowohl die Reverse
Transkription der zusammengelegten Corti-Organe als auch die PCRs insgesamt gelungen

waren.

Mit diesen Ergebnissen wurde belegt, dass auch in unreifen Corti-Organen LRRC26- und
LRRC52-Transkripte vorhanden sind.

3.24 LRRC26- und LRRC52-Transkripte in unreifen Corti-Organen von
TyfC-Mausen

Um zu Uberprifen, ob die schwach positiven PCR-Signale fir LRRC26- und LRRC52-mRNA
in unreifen Corti-Organen durch unabsichtliche Kontaminationen mit
Spiralganglien-Neuronen (SGN), die ebenfalls BK-Kanale exprimieren (Hafidi et al., 2005;
Skinner et al.,, 2003), verursacht sein konnten, wurde in diesem Versuchsteil die
TyfC-Mauslinie verwendet. Bei diesen Mausen handelt es sich um genetisch modifizierte
TyfC/E-Mause mit Neuronen-spezifischer Expression von eYFP (Winter et al., 2007), deren
Spiralganglien-Afferenzen in vivo im Zellverband unter Fluoreszenzbeleuchtung (488 nm)
visuell identifiziert werden kénnen. Um die im vorherigen Kapitel (3.2.3) beschriebenen
Ergebnisse zu Uberprufen, wurden unter Fluoreszenzlicht-Kontrolle unreife SGN-freie
TyfC-Corti-Organe prapariert und zu einer Einzelprobe vermengt. Mit RT-PCR sollte erneut
bestimmt werden, ob mRNA von LRRC26 und LRRC52 auch in den zusammengefiihrten
und SGN-freien unreifen Corti-Organen von 5 Tage alten TyfC-Mausen (n = 2 Tiere)

nachweisbar sind.

85



Ergebnisse

In der folgenden Abbildung (Abb. 28) ist das Ergebnis der PCR zur Uberpriifung von
LRRC26-Transkripten in unreifen Corti-Organen von TyfC-Mausen dargestellt.
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Abbildung 28: Nachweis von LRRC26-Transkripten in unreifen Corti-Organen von
TyfC-Mausen

Original-Gelbilder der nested RT-PCR zur LRRC26-Transkriptanalyse in Corti-Organen 5
Tage alter TyfC-Mause. Signale fiur die Amplifikation von mit verschiedenen Primerpaaren
nachgewiesenen LRRC26-Transkripten (Spalten: 1, 366 bp; 2, 150 bp; 3, 168 bp) sowie
Ca,1.3 als Positivkontrolle (4. Spalte, 426 bp) im Corti-Organ. Keine Amplifikation von
LRRC26- und Ca,1.3-Transkripten in den Negativkontrollen der Reversen Transkription
(Reverse Transkription ohne RT, keine cDNA; 5.-8. Spalte) und in den Negativkontrollen der
nested RT-PCRs (Wasser anstelle von cDNA; 9.-12. Spalte). Diese Beobachtungen wurden
fur diese Altersstufe an insgesamt 2 Individuen bestatigt.

Bei der Verwendung aller drei LRRC26-Primerpaare wiesen die Corti-Organ-Proben
spezifische Signale mit den potentiell erwarteten GréRen auf (links). Mit dem in Spur 1
abgebildeten PCR-Produkt fir LRRC26 mit einer GrofRe von ungefahr 366 bp war jedoch
erneut die Unterscheidung zwischen gDNA und revers-transkribierter cONA nicht moglich. In
der zweiten Spur wurde mit einem schwéacheren PCR-Signal fir LRRC26 bei etwa 150 bp
die gDNA nachgewiesen. Der Beleg Uber das Vorhandensein von LRRC26-Transkripten
konnte mit einem schwachen, in Spur 3 detektierten, PCR-Fragment mit einer GréRe von
ungefahr 168 bp abermals belegt werden. Spur 4 zeigte als interne PCR-Kontrolle in den
Corti-Organ-Proben fir Ca,1.3 bei etwa 426 bp dagegen ein deutliches Signal. Die Spuren 5
bis 8 der Corti-Transkriptionskontrollen (keine cDNA, Mitte) sowie die Spuren 9 bis 12 der
PCR-Negativkontrollen (H,O als Template, rechts) wiesen bei der Verwendung aller
Primerpaare kein PCR-Fragment auf. Dies stellte nicht nur die Bestatigung einer gelungenen
Transkription der RNA in cDNA fur die vereinten Corti-Organe, sondern auch fur eine

insgesamt erfolgreiche PCR dar.
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Die folgende Abbildung (Abb. 29) zeigt das Ergebnis der LRRC52-Transkriptanalyse in

unreifen Corti-Organen von TyfC-Mausen.
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Abbildung 29: Nachweis von LRRC52-Transkripten in unreifen Corti-Organen von
TyfC-Mausen

Original-Gelbilder der nested RT-PCR zur LRRC52-Transkriptanalyse in Corti-Organen 5
Tage alter TyfC-Mause. Amplifikation von mit verschiedenen Primerpaaren nachgewiesenen
LRRC52-Transkripten (Spalten: 1, 314 bp; 2, 134 bp) sowie Ca,1.3 als intrinsische Kontrolle
(3. Spalte, 426 bp) im Corti-Organ. Keine Signale fiur LRRC52 und Ca,1.3 in den
Negativkontrollen der Reversen Transkription (Reverse Transkription ohne RT, keine cDNA,;
4.-6. Spalte) und in den Negativkontrollen der nested RT-PCRs (Wasser anstelle von cDNA,;
7.+9. Spalte). Kontamination der H,O-Kontrolle mit dem aus dem
Exon-Exon-Uberspannenden Primerpaar resultierenden LRRC52-Transkript (8. Spalte).
Diese Beobachtungen wurden fir diese Altersstufe an insgesamt 2 Individuen bestatigt.

Bei der Verwendung beider LRRC52-Primerpaare zeigten die vereinten Corti-Organe
spezifische Signale mit den potentiell erwarteten GréRen (links). So konnte in Spur 1 das
Signal fir ein LRRC52-Produkt bei ungefahr 314 bp und in Spur 2 das Signal fir ein weiteres
LRRC52-Produkt bei etwa 134 bp in den Corti-Organen nachgewiesen werden. Beide
PCR-Fragmente belegten das Vorhandensein von LRRC52-Transkripten in unreifen
Corti-Organen von TyfC-Mausen. Das deutliche Signal fur Ca,1.3 mit einer Gré3e von
ungefahr 426 bp in Spur 3 bestatigte als interne PCR-Kontrolle den PCR-Erfolg. Die Spuren
4 bis 6 der Corti-Transkriptionskontrollen (keine cDNA, Mitte) sowie die Spuren 7 und 9 der
PCR-Negativkontrollen (H,O als Template, rechts) waren bei der Nutzung aller drei
Primerpaare negativ. Der Erfolg der Reversen Transkription zusammengefihrter
Corti-Organe und der PCR insgesamt galt fir diese Transkript-Nachweise somit als bestatigt.
Nur in der 8. Spur der PCR-Negativkontrolle wurde ein Signal mit einer GréRe von etwa
314 bp fur LRRC52 ermittelt, aus der jedoch bei vorliegendem cDNA-Template ein ungefahr
134 bp-groRes PCR-Produkt hervorgehen sollte. Es musste davon ausgegangen werden,
dass in dem PCR-Ansatz eine Kontamination mit dem PCR-Produkt aus Spur 1 vorlag. Es

genugte jedoch, mit dem ersten LRRC52-Primerpaar und dessen sauberen
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Negativkontrollen das Vorhandensein von LRRC52-Transkripten in unreifen Corti-Organen

von TyfC-Mausen zu belegen.

Mit diesen Ergebnissen wurde somit gezeigt, dass LRRC26- und LRRC52-Transkripte auch
in unreifen und SGN-freien Corti-Organen vorhanden sind. Damit konnten auch die
Ergebnisse aus Kapitel 3.2.3, die ebenfalls gezeigt hatten, dass in unreifen Corti-Organen
von NMRI-Mausen LRRC26- und LRRC52-Transkripte vorliegen, bestatigt werden. Die dort
gefundenen Transkripte fir LRRC26 und LRRC52 kénnen somit nicht ausschlieRlich aus

einer mdglichen Kontamination mit Spiralganglien-Neuronen herrihren.

3.2.5 LRRC26- und LRRC52-Transkripte in ausgereiften Corti-Organen von
BKa-defizienten Mausen

Von besonderem Interesse war die LRRC-Transkriptanalyse in BKa-defizienten Mausen, in
denen das Gen, das fir die porenbildende a-Untereinheit des BK-Kanals kodiert, deletiert
war. Dieser Versuchsteil sollte Aufschluss dartiber geben, ob LRRC26- und LRRC52-mRNA
in Corti-Organen von reifen BKa-defizienten-Tieren vorhanden sind. Zuséatzlich sollten diese
Experimente Aufschluss dariiber geben, ob das Vorhandensein potentieller neuer
BK-y-Untereinheiten an das Vorkommen von BK-mRNA in ausgereiften Corti-Organen
gekoppelt ist oder ob BK- und LRRC-mRNA getrennt voneinander transkribiert werden.

) als

Hierzu wurden jeweils zwei ausgereifte Corti-Organe sowohl aus BK-WT-Tieren (BKa
auch aus BK-KO-Tieren (BKO("') mit einem Alter von drei bis vier Wochen als entsprechende

Einzelproben vereint.

3.2.5.1 BK- und LRRC52-Transkripte in Hoden von BKa-defizienten Mausen
Zu Beginn wurden die BK-Primer, die in Anlehnung an (Nemzou N. et al., 2006) synthetisiert

+/+

wurden, an Hodengewebe von 21 bis 30 Tage alten BKa™"- und BKa™-Mausen Uberpriift.
Zusatzlich wurde das Gewebe auf das Vorhandensein von LRRC52-Transkripten hin
untersucht (n = 3 Tiere je Genotyp). Der Ca,1.3-Nachweis galt erneut als interne

Positivkontrolle der PCR. Die Ergebnisse sind in Abbildung 30 dargestellt.
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Abbildung 30: Nachweis von BK-, LRRC52- und Ca,1.3-Transkripten in ausgereiften
Corti-Organen von BKa-defizienten-Mausen

Original-Gelbilder der nested RT-PCR zur BK- und LRRC52-Transkriptanalyse in
Corti-Organen 3-4 Wochen alter BK-WT- (A) und BK-KO-Méause (B). A, links, B, links,
PCR-Signale fur Ca,1.3 und LRRC52 (Spalten: 2, 426 bp; 3, 314 bp) im Hodengewebe von
BKa" - und BKa”-Tieren. Amplifikation von BK-Transkripten (1. Spalte, 423 bp) nur in
BKa**- und nicht in BKa™-M4&usen. A, rechts, B, Mitte, Keine Signale fur BK und LRRC52 in
den Negativkontrollen der Reversen Transkription (Reverse Transkription ohne RT, keine
cDNA; A, B, 4.+6. Spalte) von BKa"*- und BKa”-Tieren. Kontamination der RT-Kontrollen
(A, B, 5. Spalte) mit Ca,1.3 in beiden Genotypen. (B, rechts) Keine Amplifikation von BK- und
LRRC52-Transkripten in den Negativkontrollen der nested RT-PCRs (Wasser anstelle von
cDNA; 7.-9. Spalte). Diese Beobachtungen wurden fur diese Altersstufe an insgesamt 3
Individuen bestatigt.

+/+

In den Hodengeweben von BKa "-Mausen waren die spezifischen Transkripte fur BK mit
einer GroRe von etwa 423 bp in Spur 1, fur Ca,1.3 bei ungefahr 426 bp in Spur 2 und flr
LRRC52 mit einer GréRe von etwa 314 bp in Spur 3 deutlich zu erkennen. Die BKa™-Tiere

wiesen nur fir Ca,1.3 in Spur 2 und fir LRRC52 in Spur 3 PCR-Produkte auf. Fir die
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Amplifikation von BK war in Spur 1 kein Signal zu detektieren. Durch die deutlichen, in den
jeweils 2. Spuren von A und B aufgezeigten, PCR-Produkte fir Ca,1.3 in den
Hodengeweben beider Genotypen konnte ein insgesamt gelungener PCR-Ablauf verzeichnet
werden. Bestatigt wurde diese Aussage durch das Fehlen von PCR-Signalen in den
Negativkontrollen (H,O als Template, B, rechts) bei der Verwendung aller drei Primerpaare
in den Spuren 7, 8 und 9. Die Transkriptionskontrollen der Hodengewebe lieferten sowohl in
den WT- (A, rechts) als auch in den KO-Tieren (B, Mitte) keine PCR-Produkte bei der
Nutzung der BK-Primer in den jeweils 4. Spuren und der LRRC52-Primer in den
entsprechenden 6. Spuren. In den Ca,1.3-Transkriptionskontrollen beider Genotypen waren
dagegen Signale mit einer Grofle von ungefahr 426 bp in den jeweiligen 5. Spuren
vorhanden. Diese Tatsache konnte fir die Aussage dieses Versuchsteils jedoch
vernachlassigt werden, da durch die An- oder Abwesenheit von BK-Transkripten in beiden
Genotypen dennoch spezifische Aussagen Uber LRRC52 gemacht werden konnten.

Das nested PCR-Fragment sowie auch das PCR-Produkt aus der 1. PCR fir BK des

+/+

Hodengewebes von BKa"*-Mausen (A, Spur 1) wurden zur Uberpriifung zusatzlich aus dem
Gel ausgeschnitten, aufgereinigt und von der Firma SeqlLab sequenziert (s. Kap. 3.2.2). Die
Ubereinstimmungen dieser BK-Fragmente mit den entsprechenden bioinformatischen
Sequenzen von BK lagen bei 99-100 % und bestatigten damit eine spezifische Amplifikation
von BK-Transkripten.

+/+

Insgesamt konnte somit die Spezifitdt des verwendeten BK-Primerpaares an BKa und
BKa™-Tieren validiert werden. AuBerdem wurde gezeigt, dass LRRC52-Transkripte auch in
ausgereiften Corti-Organen von BKa-defizienten Mausen vorhanden sind. Da davon
ausgegangen werden musste, dass bei den Ca,1.3-Primern eine Kontamination vorlag,

wurden fir die weiteren Experimente neue Primer bestellt und verwendet.

3.25.2 LRRC26- und LRRC52-Transkripte in ausgereiften Corti-Organen von
BKa-defizienten Mausen

Im nachsten Schritt wurden die ausgereiften und zusammengefuhrten Corti-Organe von 21
bis 30 Tage alten BKa"*- und BKa’-Mausen zur Transkriptanalyse von LRRC26 und
LRRC52 herangezogen (n = 3 Tiere pro Genotyp).

Die folgende Abbildung (Abb. 31) zeigt das Ergebnis der PCR zur Uberpriifung von

LRRC26-Transkripten in den vereinten Corti-Organen der ausgereiften

BKa-defizienten-Mause.
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Abbildung 31: Nachweis von LRRC26-Transkripten in ausgereiften Corti-Organen von
BKa-defizienten-Mausen

Original-Gelbilder der nested RT-PCR zur LRRC26-Transkriptanalyse in Corti-Organen 3-4
Wochen alter BKa-defizienter-Mause. A, links, Amplifikation von LRRC26-Transkripten
(Spalten: 1, 366 bp; 2, 150 bp; 3, 168 bp) sowie Ca,1.3 als Positivkontrolle (4. Spalte, 426
bp) im Corti-Organ von BKa™-Tieren. A, rechts, B, Keine Signale fiir die Amplifikation von
LRRC26 und Ca,1.3 in den Negativkontrollen der Reversen Transkription (Reverse
Transkription ohne RT, keine cDNA; A, 5.-8. Spalte) sowie in den Negativkontrollen der
nested RT-PCR (Wasser anstelle von cDNA; B, 1.-4. Spalte). Diese Beobachtungen wurden
fur diese Altersstufe an insgesamt 3 Individuen bestatigt.

In den vereinten Corti-Organen (A, links) waren spezifische PCR-Fragmente mit den
potentiell erwarteten GroRen bei der Verwendung aller drei LRRC26-Primerpaare zu
erkennen. Das deutliche PCR-Produkt fir LRRC26 mit einer Gré3e von ungefahr 366 bp in
Spur 1 unterschied jedoch nicht zwischen gDNA und revers-transkribierter cDNA. Die 2.
Spur zeigte mit einem schwacheren LRRC26-Signal bei ungefahr 150 bp das Vorhandensein
genomischer DNA. Erst durch das relativ schwache Signal mit einer GrélRe von 168 bp in
Spur 3 konnte gezeigt werden, dass LRRC26-Transkripte auch in Corti-Organen von BKa™
-Mausen vorliegen. Die interne PCR-Kontrolle der Corti-Organe wies in der 4. Spur fir
Ca,1.3 mit 426 bp ein deutlich erkennbares PCR-Produkt auf. In den Spuren 5 bis 8 der
Corti-Transkriptionskontrollen (A, rechts) sowie in den Spuren 1 bis 4 der

PCR-Negativkontrollen (H,O als Template, B) wurden keine PCR-Fragmente bei der

91



Ergebnisse

Nutzung aller drei Primerpaare detektiert. Damit wurde erneut die erfolgreiche
cDNA-Transkription fir die zusammengefihrten Corti-Organe sowie eine insgesamt

gelungene PCR bestatigt.

Das Ergebnis der LRRC52-Transkriptanalyse der zusammengeflhrten Corti-Organe von

ausgereiften BKa-defizienten-Mausen ist in der folgenden Abbildung (Abb. 32) dargestellt.
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Abbildung 32: Nachweis von LRRC52-Transkripten in ausgereiften Corti-Organen von
BKa-defizienten-Mausen

Original-Gelbilder der nested RT-PCR zur LRRC52-Transkriptanalyse in Corti-Organen 3-4
Wochen alter BKa-defizienter-Mause. A, links, Amplifikation von LRRC52-Transkripten
(Spalten: 2, 314 bp; 3, 134 bp) sowie von Ca,1.3-Transkripten als intrinsische Kontrolle (1.
Spalte, 426 bp) im Corti-Organ von BKa™-Tieren. A, rechts, B, Keine Amplifikation von
LRRC52- und Ca,1.3-Transkripten in den Negativkontrollen der Reversen Transkription
(Reverse Transkription ohne RT, keine cDNA; A, 4.-6. Spalte) und in den Negativkontrollen
der nested RT-PCRs (Wasser anstelle von cDNA; B, 1.-3. Spalte). Diese Beobachtungen
wurden flur diese Altersstufe an insgesamt 3 Individuen bestéatigt.

Erneut zeigen die zusammengefiihrten Corti-Organe (A, links) bei der Verwendung beider
LRRC52-Primerpaare spezifische PCR-Fragmente mit den potentiell erwarteten Gréfien auf.
Die 1. Spur zeigte bei der Nutzung der Ca,1.3-Primer ein deutliches PCR-Signal mit einer

Grofle von ungefahr 426 bp. Dies bestatigte als interne PCR-Kontrolle der Corti-Organe
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einen insgesamt gelungenen PCR-Ablauf. In Spur 2 wurde ein starkes Signal fir das
LRRC52-Transkript mit einer Gréfie von 314 bp und in Spur 3 ein etwas schwacheres Signal
fur das zweite LRRC52-Transkript bei 134 bp in den zusammengelegten Corti-Organen
nachgewiesen. Diese ubereinstimmenden Ergebnisse validieren den Nachweis von
LRRC52-Transkripten in ausgereiften Corti-Organen von BKa-defizienten-Mausen. Sowohl
die Spuren 4 bis 6 der Corti-Transkriptionskontrollen (A, rechts) als auch die Spuren 1 bis 3
der PCR-Negativkontrollen (H,O als Template, B) zeigten bei der Verwendung aller drei
Primerpaare keine PCR-Signale. Damit wurde gezeigt, dass die Reverse Transkription der

vereinten Corti-Organe sowie die PCR insgesamt erfolgreich verliefen.

Insgesamt konnte in den vorhergehenden Versuchen das Vorkommen von LRRC26- und
LRRC52-Transkripten auch in den reifen Corti-Organen von BKa-defizienten Tieren belegt

werden.

3.26 LRRC26- wund LRRC52-Transkripte in ausgereiften inneren
Haarsinneszellen von Wildtyp-Mausen

Da es in den Corti-Organen von unreifen NMRI-Mausen, unreifen TyfC-Mausen und
ausgereiften BKa-defizienten Madusen mRNA-Signale fir LRRC26 und LRRC52 gab, sollten
in den nachsten beiden Kapiteln (3.2.6 bis 3.2.7) speziell die IHZ des Corti-Organs
untersucht werden.

Die RT-PCR sollte Klarheit dartiber geben, ob mRNA von LRRC26 und LRRC52 in
ausgereiften IHZ von 19 bis 24 Tage alten NMRI-Mausen vorliegt. Dazu wurde die cDNA
mittels Reverser Transkriptase aus der mRNA von ausgereiften IHZ synthetisiert. Abhangig
von der Qualitdt des Versuchsablaufes und der Corti-Organ-Praparation wurden jeweils
40-130 IHZ aus dem gleichen Corti-Organ zu einer Einzelprobe vereint. Eine
cDNA-Einzelprobe wurde nachfolgend fur 4-36 einzelne nested PCR-Reaktionen eingesetzt.
Somit gingen in eine PCR-Reaktion im Mittel die mMRNA/cDNA von 2-20 IHZ ein. Als
Negativkontrolle der Transkription wurde die Badlésung (B-41), die zur Gewinnung der IHZ
verwendet wurde, eingesetzt. Aufgrund der geringen IHZ-Ausbeuten wurden in diesen
Analysen nur zwei Primerpaare fir LRRC26 (LRRC26: 366 bp, gDNA-Nachweis; LRRC26
ex_ex: 168 bp, mRNA/cDNA-Nachweis) und ein Primerpaar fir LRRC52 (LRRC52; 314 bp,
MRNA/cDNA-Nachweis) eingesetzt. Mit dieser verringerten Anzahl an PCR-Reaktionen ist
es jedoch noch immer mdglich, eine eindeutige Aussage Uber das Vorliegen von LRRC26
bzw. LRRC52-mRNA zu tatigen.
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In der folgenden Abbildung (Abb. 33) ist das Ergebnis der PCR zur Uberpriifung von BK-,
LRRC26- und Ca,1.3-Transkripten in ausgereiften IHZ von NMRI-Mausen abgebildet.
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Abbildung 33: Nachweis von BK- und LRRC26-Transkripten in ausgereiften IHZ von
NMRI-M&ausen

Original-Gelbilder der nested RT-PCR zur BK- und LRRC26-Transkriptanalyse in IHZ 3
Wochen alter NMRI-Mause. A, links, Amplifikation von BK-Transkripten (1. Spalte, 423 bp)
sowie nur eines LRRC26-Transkripts (3. Spalte, 366 bp) und Ca,1.3 als Positivkontrolle (4.
Spalte, 426 bp) in IHZ. Die aus dem Exon-Exon-uberspannenden Primerpaar-resultierenden
LRRC26-Transkripte (2. Spalte, kein Signal bei 168 bp) waren nicht vorhanden. A, rechts,
B, Keine Signale fur BK, LRRC26 und Ca,1.3 in den Negativkontrollen der Reversen
Transkription (Reverse Transkription der Badlésung als negative Referenzldsung isolierter
IHZ, keine cDNA; A, 5.-8. Spalte) sowie in den Negativkontrollen der nested RT-PCRs
(Wasser anstelle von cDNA; B, 1.-4. Spalte). Diese Beobachtungen wurden fir diese
Altersstufe an insgesamt 9 Individuen bestatigt.
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Fir den Nachweis von BK-Transkripten war in der IHZ-Probe in der 1. Spur in Abbildung 33
A ein spezifisches PCR-Fragment (A, links) mit einer GroRe von 423 bp zu erkennen. Bei der
Verwendung der beiden LRRC26-Primerpaare war nur fir das Primerpaar aus der
Evanson-Studie in Spur 2 ein schwaches Signal mit einer GréRe von ungefahr 366 bp
sichtbar. Anhand dieses PCR-Produktes konnte jedoch nicht zwischen genomischer DNA
und cDNA unterschieden werden. Fur das Primerpaar, welches das Vorhandensein von
LRRC26-mRNA in IHZ bestatigen wurde, war in Spur 3 kein PCR-Fragment detektierbar.
Spur 4 verzeichnete dagegen ein deutliches PCR-Signal mit einer Grolie von 426 bp fir das
Ca,1.3-Transkript als interne PCR-Kontrolle der IHZ. Die Spuren 5 bis 8 der
IHZ-Transkriptionskontrollen (A, rechts) wiesen keine PCR-Produkte auf. Auch die Spuren 1
bis 4 der PCR-Negativkontrollen (H,O als Template, B) waren bei der Nutzung aller vier
Primerpaare frei von PCR-Signalen. Dadurch wurden eine gelungene cDNA-Transkription

der IHZ sowie eine insgesamt erfolgreiche PCR bestatigt.

Die folgende Darstellung (Abb. 34) zeigt die Ergebnisse der Transkriptanalyse von BK,
LRRC52 und Ca,1.3 in ausgereiften IHZ von NMRI-Mausen ab.
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Abbildung 34: Nachweis von BK- und LRRC52-Transkripten in ausgereiften IHZ von
NMRI-M&ausen

Original-Gelbilder der nested RT-PCR zur BK- und LRRC52-Transkriptanalyse in IHZ 3
Wochen alter NMRI-Mause. Amplifikation der BK- (1. Spalte, 423 bp) und
LRRC52-Transkripte (2. Spalte, 314 bp) sowie des Ca,1.3 Transkripts als intrinsische
Kontrolle (3. Spalte, 426 bp) in IHZ. Keine Amplifikation von BK-, LRRC52- und
Ca,1.3-Transkripten in den Negativkontrollen der Reversen Transkription (Reverse
Transkription der Badlésung als negative Referenzlésung isolierter IHZ, keine cDNA; 4.-6.
Spalte) wie auch in den Negativkontrollen der nested RT-PCRs (Wasser anstelle von cDNA;
7.-9. Spalte). Diese Beobachtungen wurden fiur diese Altersstufe an insgesamt 10 Individuen
bestatigt.
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Die ausgereiften IHZ (links) wiesen bei der Verwendung aller Primerpaare spezifische
PCR-Fragmente mit potentiell erwarteter Grof3e auf. So zeigte sich in Spur 1 ein Signal fur
BK-Transkripte mit einer GroRe von ungefdhr 426 bp. Auch bei der Nutzung des
LRRC52-Primerpaares wurde in Spur 2 ein deutliches PCR-Produkt mit einer Grof3e von
314 bp sichtbar. Ein weiteres gut erkennbares PCR-Signal mit einer Grof3e von 426 bp fir
Ca,1.3 als interne PCR-Kontrolle der IHZ war in Spur 3 erkennbar. In den Spuren 4 bis 6 der
IHZ-Transkriptionskontrollen (Mitte) waren ebenso wenig PCR-Fragmente detektierbar wie in
den Spuren 7 bis 9 der PCR-Negativkontrollen (H,O als Template, rechts). Dadurch konnte
bestatigt werden, dass die Reverse Transkription von IHZ und sowie die PCR insgesamt

erfolgreich waren.

Mit den in diesem Kapitel erzielten Ergebnissen wurde das Vorkommen von
LRRC52-Transkripten in ausgereiften IHZ von NMRI-Mausen belegt. Transkripte fir LRRC26

waren dagegen nicht nachzuweisen.

3.2.7 LRRC26- und LRRC52-Transkripte in unreifen inneren Haarsinneszellen
von Wildtyp-Mausen

AbschlieRend wurden unreife IHZ von NMRI-Mausen mit Hilfe von RT-PCR auf
MmRNA-Ebene untersucht. Es sollte aufgedeckt werden, ob die revers-transkribierte cDNA
der unreifen IHZ 5 bis 6 Tage alter NMRI-Mause Transkripte von LRRC26 und LRRC52
vorweisen kann. Es wurden je nach Qualitdt des Versuchsablaufes und der
Corti-Organ-Praparation erneut 40-130 IHZ aus dem gleichen Corti-Organ zu einer
Einzelprobe vereint. In diesem Versuchsteil wurden erneut alle drei Primerpaare fir den
Nachweis von LRRC26-Transkripten (LRRC26: 366 bp, Nachweis fir gDNA oder
MRNA/cDNA; LRRC26 In: 150 bp, Nachweis fir gDNA; LRRC26 ex_ex: 168 bp,
MmRNA/cDNA-Nachweis) verwendet. Wie auch im vorherigen Kapitel (3.2.6) wurde fir die
Analyse der LRRC52-Transkripte nur 1 Primerpaar fiir LRRC52 (LRRC52; 314 bp,
MRNA/cDNA-Nachweis) eingesetzt, mit welchem LRRCS52-Transkripte jedoch eindeutig
nachgewiesen werden kénnen. Die zur Gewinnung von IHZ eingesetzte Badlésung B-41

wurde als Transkriptionskontrolle eingesetzt.
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In der folgenden Abbildung (Abb. 35) ist das Ergebnis der PCR zur Uberpriifung von BK-,
LRRC26- und Ca,1.3-Transkripten in unreifen IHZ von NMRI-Mausen dargestellt.
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Abbildung 35: Nachweis von BK- und LRRC26-Transkripten in unreifen IHZ von
NMRI-M&ausen

Original-Gelbilder der nested RT-PCR zur BK- und LRRC26-Transkriptanalyse in IHZ von 5
bis 6 Tage alten NMRI-Mausen. A, links, Amplifikation von BK-Transkripten (1. Spalte,
423 bp) und zwei der drei LRRC26-Transkripte (Spalten: 3, 366 bp; 4, 150 bp) sowie
Ca,1.3-Transkripten als Positivkontrolle (5. Spalte, 426 bp) in IHZ. Die aus dem
Exon-Exon-Uberspannenden Primerpaar-resultierenden LRRC26-Transkripte (2. Spalte, kein
Signal bei 168 bp) waren nicht vorhanden. A, rechts, B, Keine Signale fir BK, LRRC26 und
Ca,1.3 in den Negativkontrollen der Reversen Transkription (Reverse Transkription der
Badlésung als negative Referenzldsung isolierter IHZ, keine cDNA; A, 6.-10. Spalte) wie
auch in den Negativkontrollen der nested RT-PCRs (Wasser anstelle von cDNA; B, 1.-4.
Spalte). Diese Beobachtungen wurden fir diese Altersstufe an insgesamt 2 Individuen
bestatigt.

In der 1. Spur konnten BK-Transkripte durch ein deutliches spezifisches PCR-Fragment (A,
links) mit einer Grélke von ungefahr 423 bp in unreifen IHZ detektiert werden. Bei der
Verwendung des LRRC26-Primerpaares, das ausschlieRlich mRNA nachweist, war in der
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2. Spur kein PCR-Signal zu erkennen. Bei der Nutzung des LRRC26-Primerpaares, welches
fur das deutliche PCR-Produkt mit einer GroRRe von etwa 366 bp in Spur 3 verantwortlich
war, konnte nicht eindeutig zwischen gDNA und cDNA unterschieden werden. Auch in Spur
4 wurde ein eindeutiges PCR-Signal bei ungefahr 150 bp detektiert. Dieses stellt den
Nachweis flr genomische LRRC26-DNA dar. In der internen PCR-Kontrolle der IHZ in Spur
5 zeigte sich ebenfalls ein pragnantes PCR-Signal mit einer Gréfe von etwa 426 bp,
welches das Vorhandensein von Ca,1.3-Transkripten in unreifen IHZ deutlich belegte. Die
Badlésung stellte die Umschreibe-Kontrolle fur IHZ dar, die in den Spuren 6 bis 10 (A,
rechts) keine PCR-Produkte aufwiesen. Auch in den Spuren 1 bis 4 der
PCR-Negativkontrollen (H,O als Template, B) waren bei der Verwendung aller vier
Primerpaare keine PCR-Signale festzustellen. Diese beiden Ergebnisse bestatigten eine

gelungene cDNA-Transkription der IHZ sowie eine insgesamt erfolgreiche PCR.

Das Ergebnis der Transkriptanalyse von BK, LRRC52 und Ca,1.3 in unreifen IHZ von
NMRI-Mausen ist in der folgenden Darstellung (Abb. 36) abgebildet.
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Abbildung 36: Nachweis von BK- und LRRC52-Transkripten in unreifen IHZ von
NMRI-M&ausen

Original-Gelbilder der nested RT-PCR zur BK- und LRRC52-Transkriptanalyse in IHZ von 5
bis 6 Tage alten NMRI-Mausen. BK- (1. Spalte, kein Signal bei 423 bp) und
LRRC52-Transkripte (2. Spalte, kein Signal bei 314 bp) waren nicht nachweisbar, jedoch
Signale fir die Amplifikation von Ca,1.3-Transkripten als Marker (3. Spalte, 426 bp).
Ebenfalls keine Amplifikation von BK- LRRC52- und Ca,1.3-Transkripten in den
Negativkontrollen der Reversen Transkription (Reverse Transkription der Badlésung als
negative Referenzlésung isolierter IHZ, keine cDNA; 4.-6. Spalte) sowie in den
Negativkontrollen der nested RT-PCRs (Wasser anstelle von cDNA; 7.-8. Spalte). Diese
Beobachtungen wurden fur diese Altersstufe an insgesamt 2 Individuen bestatigt.
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In den unreifen IHZ (links) waren keine PCR-Produkte flir BK in der 1. Spur sowie flr
LRRC52 in der 2. Spur auszumachen. Nur bei der Verwendung des Ca,1.3-Primerpaares,
das als interne PCR-Kontrolle fungierte und das Vorhandensein der IHZ-mRNA nachwies,
konnte in Spur 3 ein PCR-Fragment mit einer Gré3e von etwa 426 bp detektiert werden. Die
erfolgreiche Umschreibung der IHZ-mRNA in cDNA und eine insgesamt gelungene PCR
wurden durch die Abwesenheit von PCR-Signalen in den Spuren 4 bis 8 der
IHZ-Transkriptionskontrollen (Mitte) und der PCR-Negativkontrollen (H.O als Template,
rechts) bestatigt. Das Vorhandensein von BK-mRNA (Abb. 35) bzw. dessen Abwesenheit in
Proben unreifer IHZ (Abb. 36) zeigten erstmals, dass BK-Transkripte einige Tage vor Beginn

der Proteinexpression vorhanden sein kdnnen, es aber nicht immer sind.

Insgesamt konnte in diesem Kapitel gezeigt werden, dass weder LRRC26- noch

LRRC52-Transkripte in unreifen IHZ von Wildtyp-Tieren vorlagen.

3.3 Uberpriifung der Lokalisation von LRRC26-Protein in ausgereiften

inneren Haarsinneszellen von Wildtyp-Mausen

Evanson et al. konnten 2014 zeigen, dass die porenbildende BKa-Untereinheit mit dem
Protein LRRC26 in der Plasmamembran arterieller Myozyten kolokalisiert (Evanson et al.,
2014). Obwohl LRRC26-Transkripte nur in den Corti-Organen von NMRI-, TyfC- und
BK-defizienten Mausen (s. Kap. 3.2.1 bis 3.2.5), nicht aber in den ausgereiften IHZ selbst,
ausfindig gemacht wurden, sollte in diesem Versuchsteil Uberprift werden, ob das Protein
von LRRC26 moglicherweise dennoch in IHZ exprimiert wird und somit als eine
modulatorische y-Untereinheit des BK-Kanals fungieren kdnnte. Hierzu wurde unter anderem
der in der oben genannten Verdffentlichung als positiv und spezifisch getestete kommerzielle
Ziege-anti-LRRC26-Antikérper (Q-15) an Corti-Organen von 22 Tage alten NMRI-Mausen
verwendet. Um Féarbeartefakte auszuschlieBen wurden Einzelfarbungen mitgefuhrt, in denen
kein LRRC26-Primarantikérper, jedoch beide Sekundarantikérper aus den dazugehdrigen

Kofarbungen verwendet wurden.
In der folgenden Abbildung (Abb. 37) sind die Ergebnisse der Immunfarbungen mit dem

polyklonalen Ziege-anti-LRRC26-Antikdrpers (Q-15) in Kofarbung mit dem Maus-anti-BK
Antikorper dargestellt.
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Abbildung 37: Uberpriifung eines kommerziellen LRRC26-Antikérpers in IHZ von
NMRI-M&ausen

A-C, MIP und D-F, einzelner optischer Schnitt immunhistochemischer Farbungen von jeweils
5 IHZ von whole mount Corti-Organen von 22 Tage alten NMRI-Mause. Teilweise
Kolokalisation von BK (A, D, markiert mit Maus-anti-BK und Alexa555-anti-Maus IgG,
dargestellt in lila) und LRRC26 (B, E, markiert mit Ziege-anti-LRRC26 und
Alexa488-anti-Ziege 1gG, dargestellt in turkis) am Hals der IHZ in An- (B, C) und
Abwesenheit (E, F) des LRRC26-Priméarantikdrpers. Diese Beobachtungen wurden flr diese
Altersstufen an mindestens 3 Individuen bestétigt. Die Zellkerne wurden mit DAPI gefarbt
und sind nur in den Uberlagerungsbildern dargestellt (C, F). WeiRe Punkte markieren den
Umriss des basolateralen Pols einer IHZ. 63 x Ol-Objektiv; MaRstabsbalken: 15 um.

Die Darstellungen (Abb. 37) zeigen jeweils Ausschnitte einer MIP eines Corti-Organs von
jeweils funf IHZ und deren blau geféarbten Zellkerne in den Uberlagerungsbildern (Abb. 37 C,
F). In der Doppelfarbung konnte die BK-Farbung mit ihren charakteristischen Clustern im
Halsbereich der IHZ detektiert werden (A). Von der etwas starkeren Hintergrundfarbung in
der LRRC26-Farbung hoben sich intensiver gefarbte Signale fir LRRC26 ebenfalls am Hals
der IHZ (B) ab. Diese uberlagerten durchgehend mit den BK-positiven Signalen (C). In der
Einzelfarbung fir BK (D) wurden im Fluoreszenzkanal, welcher bei 488 nm
Fluoreszenzmolekile anregt (zur besseren Veranschaulichung in tlrkis dargestellt),
ebenfalls Punkte im Bereich der BK-Kanal-Cluster nachgewiesen (E, F). Diese Signale
wurden mit den Einstellungen ,Best Signal“ (Emissionsspektren: DAPI-Kanal (405):
410-507 nm; AF488-Kanal (488): 492-570 nm; Cy3-Kanal (561): 566-697 nm) von Zeiss
detektiert, obwohl kein primarer LRRC26-Antikdrper verwendet wurde (,bleed through®). Die
Uberlagerung der beiden Farbkanale (488, grin und 561, rot) in Abwesenheit eines
Primarantikorpers belegte demnach, dass die detektierte Kolokalisation von BK und LRRC26
(Abb. 37 A-C) ein Aufnahmeartefakt und somit nicht aussagekraftig war. Um ahnliche
unspezifische Ergebnisse zu vermeiden, wurden die Sperrfilter in den weiteren Versuchen
stringenter gesetzt (Emissionsspektren: DAPI-Kanal (405): 410-470 nm; AF488-Kanal (488):
492-541 nm; Cy3-Kanal (561): 561-681 nm). Damit wurde ein unabhangiger Nachweis
beider Fluoreszenzkanale fir die folgenden Analysen sichergestellt.
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Zusatzlich zu dem Ziege-anti-LRRC26-Antikdrper (Q-15) wurden drei weitere kommerziell
erhaltliche Antikérper in immunhistochemischen Experimenten an ca. drei Wochen alten
NMRI-Mausen getestet: eine neue Charge des kommerziellen Ziege-anti-LRRC26-Antikérper
(Q-15), ein polyklonaler Ziege-anti-LRRC26-Antikérper (K-12) ebenfalls von der Firma Santa
Cruz und ein polyklonaler Kaninchen-anti-LRRC26 von der Firma Alomone. Fir diese
Antikoérper konnte trotz Variationen in den Fixier-, Blockier- oder Inkubationsbedingungen
keine spezifische LRRC26-positive Farbung ausfindig gemacht werden und sind somit hier

nicht weiter aufgefuhrt.

3.4 Charakterisierung von LRRC52-Protein in unreifen und ausgereiften

inneren Haarsinneszellen

Die vorangehenden Ergebnisse aus den Transkriptanalysen von Corti-Organen und inneren
Haarsinneszellen deuteten daraufhin, dass LRRC52 eine neue y-Untereinheit der BK-Kanale
in den IHZ darstellen und den BK-Kanal modulieren kdénnte. Durch die nachfolgenden
Versuche sollte LRRC52 als potentielle modulatorische Untereinheit des BK-Kanals mit Hilfe
von immunhistochemischen Untersuchungen analysiert werden. Da keine Primarantikérper
gegen die Maus-Sequenz fir LRRC52 verfiigbar waren, wurden fir LRRC52 zu Beginn zwei
kommerzielle, gegen die menschliche LRRC52-Sequenz gerichtete, Antikdrper (ein
polyklonaler Ziege-anti-LRRC52-Antikérper von der Firma Santa Cruz und ein polyklonaler
Kaninchen-anti-LRRC52 von der Firma Origene Origene) getestet. Eine spezifische Farbung
fur LRRC52 in IHZ von Maus war jedoch mit keinem dieser Antikérper moglich. Dies kann
durch die geringe Sequenzhomolgie von LRRC52 von nur 73 % zwischen Mensch und Maus
begriindet werden. Aufgrund der positiven Nachweise von LRRC52-mRNA in reifen
Corti-Organen sowie in reifen IHZ synthetisierte die Arbeitsgruppe von Prof. Dr. Martin Jung
(Medizinische Biochemie und Molekularbiologie, Homburg) zwei polyklonale, gegen die
Maus-Sequenz gerichtete, Kaninchen-anti-LRRC52-Antiseren. Ein Antiserum (#1567) wurde
in Anlehnung an (Zeng et al.,, 2011) und das zweite (#1566) mit Hilfe bioinformatischer
Parameter entwickelt. Die anschlieRend aufgefuhrten Ergebnisse wurden mit dem
LRRC52-Serum #1567 nach der dritten Immunisierung, welches im Folgenden als
,LRRC52-Antikérper® bezeichnet wird, durchgefihrt. Mit Hilfe der folgenden Experimente
sollte eine Aussage daruber getroffen werden, ob LRRC52 auch auf Proteinebene in reifen

IHZ nachgewiesen werden kann.

3.4.1 Validierung des LRRC52-Antikorpers in Hodengewebe

Aus elektrophysiologischen Messungen sowie Co-Immunprazipitation war bereits bekannt,
dass das LRRC52-Protein selektiv in Spermienzellen exprimiert wird und dort den
Kaliumkanal SLO3 moduliert (Yang et al., 2011). Yan und Aldrich konnten im Jahr 2012
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zusatzlich feststellen, dass LRRC52-mRNA vor allem und in groRer Menge in Hodengewebe
vorliegt (Yan und Aldrich, 2012).

In diesem Versuchsteil sollte die Spezifitdt des synthetisierten LRRC52-Antikorpers (#1567)
immunhistochemisch an Hoden-Kryoschnitten von neun bis zwdlf Wochen alten
129B6F1-WT-Mausen untersucht werden (Abb. 38). Zum Ausschluss von Farbeartefakten
wurden Einzelfarbungen mitgefihrt, in denen kein LRRC52-Primarantikdrper, jedoch beide

Sekundarantikdrper aus den dazugehdrigen Kofarbungen verwendet wurden.

ohne LRRC52

Ubersicht

Detail

Abbildung 38: Validierung des LRRC52-Antiserums #1567 in Kryoschnitten des
Hodens drei Monate alter ménnlicher Wildtyp-Mause (129B6F1-Hintergrund)

Zwei einzelne optische Schnitte einer immunzytochemischen Farbung von
Hoden-Kryoschnitten. A, Expression von LRRC52 (markiert mit Kaninchen-anti-LRRC52,
turkis) in Hodenkanalen: Spermatozyten, Spermatogonien (Pfeilspitzen), Interstitialraum mit
Leydig-Zellen (Sterne). B, Keine signifikante Farbung in Negativkontrollen ohne primaren
LRRC52-Antikérper. C, D, Ausschnitte aus A und B als MIP belegen die Expression von
LRRC52 in den Hodenkanalchen/Leydig-Zellen (Sterne) in Anwesenheit des
LRRC52-Antikérpers (C), die in der Negativkontrolle fur LRRC52 fehlte (D). Diese
Beobachtung wurde an dieser Altersstufe an insgesamt 4 Individuen bestatigt. Die Zellkerne
wurden mit DAPI gefarbt. Zur Vereinheitlichung wurde das mit Cy3-aufgenommene
Fluorophor in tiirkis dargestellt. 63 x OI-Objektiv; MaRstabsbalken A, B: 50 ym, C, D: 15 ym.

Die Ubersichtsbilder stellen einen Querschnitt durch die Hodenkanale in einem Kryoschnitt

von Wildtyp-Tieren dar und zeigen, wie auch die MIPs ihrer VergroRerungen, in blau die
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Zellkerne. Der synthetisierte LRRC52-Antikérper farbte die Spermatozyten und
Spermatogonien (weile Pfeile) in den Hodenkanalen (A) spezifisch. In der MIP der
VergrofRerung war in den Leydig-Zellen (weile Sterne) im Interstitialraum ebenfalls eine
positive ~ Farbung fur LRRC52  sichtbar (C). Die Kontrollfarbung ohne
LRRC52-Primarantikérper zeigte sowohl in der Ubersicht (B) als auch in der VergréRerung
(D) keine spezifische LRRC52-Farbung.

In diesem Versuchsteil konnte die Spezifitdt des von Prof. Martin Jung hergestellten
polyklonalen Kaninchen-anti-LRRC52-Antikérpers im Hodengewebe validiert werden und

damit fur die weiteren Analysen an IHZ eingesetzt werden.

3.4.2 Lokalisation von LRRC52 im Corti-Organ von Wildtyp-Mausen

In heterologen Expressionssystemen konnten Yan und Aldrich im Jahr 2012 belegen, dass
unter anderem das Protein LRRC52 BK-Kanale moduliert und deren Aktivierung um 100 mV
in Richtung negativer Potentiale verschiebt (Yan und Aldrich, 2012). Zusatzlich konnten in
Kapitel 3.2.1 und 3.2.6 LRRC52-Transkripte in ausgereiften Corti-Organen sowie in reifen
IHZ nachgewiesen werden. Mit dem an Hodengewebe validierten (s. Kap. 3.4.1)
LRRC52-Serum nach der dritten Immunisierung (#1567) sollte in den folgenden
immunhistochemischen Versuchen analysiert werden, ob LRRC52 auch in IHZ exprimiert
wird. Da in einem polyklonalen Antiserum wunabhangig von der Immunisierung
erfahrungsgeman schon eine Vielzahl von Antikdrpern vorliegt, wurde dem Versuchstier ein
sogenanntes Pra-Immunserum entnommen. In diesem Pra-Immunserum liegen die bereits
im Serum des Kaninchens vorhandenen oder durch weitere ungewollte Immunisierungen
generierten Antikdrper vor. Mit Hilfe dieser Kontrolle war es moglich, zumindest die vor der
Immunisierung im Serum des Kaninchens enthaltenen Antikdrper als kreuzreagierende

Antikérper im eigentlichen Testserum auszuschlief3en.
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In Abbildung 39 ist die immunhistochemische Farbung mit dem Pra-Immunserum sowie dem

BK-Antikérper an Corti-Organen 18 Tage alter NMRI-Mause aufgezeigt.

merge

P18

Abbildung 39: Validierung des Pra-Immunserums vor Injektion des
LRRC52-Peptidantigens fiir die Synthese eines Kaninchen-LRRC52-Antikorpers in IHZ
von 18 Tage alten NMRI-M&dusen

MIP einer immunzytochemischen Farbung von 10 IHZ eines whole mount Corti-Organs 18
Tage alter NMRI-WT-Mause. A, Clusterférmige BK-Expression (markiert mit Maus-anti-BK,
lila) im Halsbereich der IHZ. B, Keine Farbung mit dem LRRC52-Kontrollserum (markiert mit
Kaninchen-anti-LRRC52, tirkis). C, Keine Anregung der Cy3-Fluoreszenz durch die
AF488-Fluoreszenz. Diese Beobachtung wurde fir diese Altersstufe an insgesamt 3
Individuen bestatigt. Die Zellkerne wurden mit DAPI gefarbt und sind nur im
Uberlagerungsbild dargestellt (C). WeiRe Punkte markieren den Umriss des basolateralen
Pols einer IHZ. Zur Vereinheitlichung wurde das mit AF488-aufgenomme Fluorophor in lila
und das mit Cy3-aufgenommene Fluorophor in tiirkis dargestellt. 63 x OI-Objektiv;
Mafstabsbalken: 15 pm.

Die Abbildung 39 zeigt einen Ausschnitt einer MIP von acht IHZ eines Corti-Organs mit
deutlich erkennbaren blau gefarbten Zellkernen im Uberlagerungsbild (C). Am Hals der IHZ
war die charakteristische clusterférmige BK-Farbung zweifelsfrei zu erkennen (A, C). Fir das
Pra-Immunserum konnte weder eine spezifische Farbung noch eine hohe unspezifische
Hintergrundfarbung ausgemacht werden (B). Dies erleichterte die anschlieRende
Visualisierung und Interpretation der Farbungen mit dem LRRC52-Testserum, da
moglicherweise im Testserum bereits vorliegende kreuzreagierende Antikorper keine

stérenden Signale lieferten.

Mit Hilfe des an Hodengewebe validierten 3. LRRC52-Serums (s. Kap. 3.4.1) sollte in
immunhistochemischen Versuchen anschlieBend die Expression von LRRC52 in IHZ
analysiert werden. Dazu wurden 18 bis 28 Tage alte Corti-Organe simultan mit LRRC52- und
Otoferlin-Antikbrper gefarbt (Abb. 40). Um Farbeartefakte auszuschlieBen wurden
Einzelfarbungen mitgefuhrt, in denen kein Otoferlin-Primarantikérper, jedoch beide

Sekundarantikdrper aus den dazugehdrigen Kofarbungen verwendet wurden.
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Abbildung 40: Lokalisation des LRRC52-Proteins in IHZ von NMRI-Mausen

MIP immunhistochemischer Farbungen von jeweils 7 IHZ von whole mount Corti-Organen 18
und 28 Tage alter NMRI-WT-Mause. Clusterformige Expression von LRRC52 (A, C, D, F,
markiert mit Kaninchen-anti-LRRC52, lila) in Anwesenheit (B, C, markiert mit
Maus-anti-Otoferlin, tlrkis) oder Abwesenheit des IHZ-Markers Otoferlin (E, F) am Hals der
IHZ. Diese Beobachtung wurde fur diese Altersstufen an mindestens 3 Individuen bestatigt.
Die Zellkerne wurden mit DAPI gefarbt und sind nur in den Uberlagerungsbildern dargestellt
(C, F). Weille Punkte in D-F markieren den Umriss des basolateralen Pols einer IHZ. 63 x
Ol-Objektiv; MaRstabsbalken: 15 pm.

Dargestellt sind jeweils die Ausschnitte einer MIP von sieben IHZ eines Corti-Organs und
deren blau gefarbten Zellkerne in den Uberlagerungsbildern (Abb. 40 C, F). Ahnlich der
charakteristischen BK-Farbung am Hals der IHZ konnte auch fir LRRC52 eine
clusterférmige Farbung in den IHZ nachgewiesen werden (A). Als Positivkontrolle wurde der
HZ-Marker Otoferlin (B) mitgefiihrt, der in der Uberlagerung die LRRC52-Farbung im
Halsbereich der IHZ bestatigte (C). Auch in der Einzelfarbung waren die LRRC52-positiven
Cluster (D) oberhalb der Zellkerne deutlich erkennbar (F).

Diesen Untersuchungen zu Folge konnte der in Kapitel 3.4.1 Uberprifte Antikdrper das

LRRC52-Protein selektiv im Halsbereich reifer IHZ nachweisen.

3.4.3 Entwicklungsabhangige Lokalisation von LRRC52-Protein im Corti-Organ
von Wildtyp-Mausen

Wie bereits bekannt, kommt es um Hoérfunktionsbeginn (P12) zu einer intensiven
punktférmigen Expression von BK-Kanalen am Hals der IHZ (Kros et al., 1998; Langer et al.,
2003; Marcotti et al., 2003b), die sich mit zunehmendem Alter clusterférmig ausbreiten.
Somit lag die Vermutung nahe, dass LRRC52, wie auch die BK-Kanale,

entwicklungsabhangig zur Expression gebracht wird.
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Diese Annahme sollte im folgenden Experiment an NMRI-Mausen unterschiedlicher
Altersstufen mit dem flir diese Arbeit synthetisierten und validierten polyklonalen
LRRC52-Antikérper Uberprift werden. Dazu wurden 10, 12 und 19 Tage alte NMRI-Mause
mit LRRC52- und BK-Antikérpern simultan gefarbt (Abb. 41).
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Abbildung 41: Lokalisation von BK-Kanélen und LRRC52 in IHZ von NMRI-M&ausen vor
und nach Hoérbeginn

MIPs immunhistochemischer Farbungen von jeweils 7 IHZ von whole mount Corti-Organen
10, 12 und 19 Tage alter NMRI-Mause. A-C, Keine BK- (A, markiert mit Maus-anti-BK, lila)
und LRRC52-Expression (B, markiert mit Kaninchen-anti-LRRC52, tirkis) oder
Kolokalisation (C) bei Mausen vor Hérfunktionsbeginn (an P12), hier gezeigt fir P10. D-F,
Punktférmige Expression von BK (D) und LRRC52 (E) sowie Kolokalisation beider Proteine
(F) am Hals IHZ zu Hoérbeginn (P12). G-I, Clusterformige Ausbreitung der BK- (G) und
LRRC52-Expression (H) wie auch eine konstante Kolokalisation beider Proteine am Hals der
IHZ mit voranschreitender Entwicklung (hier gezeigt fur P19; I). Diese Ergebnisse wurden flr
diese Altersstufen an mindestens 3 Individuen gefunden. Die Zellkerne wurden mit DAPI
gefarbt und sind nur in den Uberlagerungsbildern dargestellt (C, F, 1). WeiBe Punkte
markieren den Umriss des basolateralen Pols einer IHZ. Zur Vereinheitlichung wurde das mit
AF488-aufgenommene Fluorophor in lila und das mit Cy3-aufgenommene Fluorophor in
tiirkis dargestellt. 63 x Ol-Objektiv; MaRstabsbalken: 15 pum.

Die Abbildungen (Abb. 41) zeigen jeweils die MIPs von sieben IHZ von Corti-Organen aus
unterschiedlichen Altersstufen und deren blau gefarbten Zellkerne in den
Uberlagerungsbildern (Abb. 41 C, F, I). Noch gehérlose Mause (P10) wiesen weder eine
spezifische BK- noch eine spezifische LRRC52-Farbung auf (A-C). Bei Mausen zu
Horbeginn (P12) waren fir beide Proteine Uberlappende punkiférmige Signale im
Halsbereich der IHZ detektierbar (D-F). Mit voranschreitendem Alter der Mause (P19) ging

auch eine Ausbreitung der BK- und LRRC52-positiven Signale zu gréfieren Clustern am Hals

106



Ergebnisse

der IHZ einher (G-l). An P12 und P19 kolokalisierte die Farbung fur BK-Kanale mit der fur
das LRRC52-Protein im Halsbereich der IHZ grofitenteils.

Hiermit wurde eindeutig bestatigt, dass das LRRC52-Protein parallel zur Hochregulation der

BK-Kanale entwicklungsabhangig in IHZ exprimiert wird.

3.44 Lokalisation von LRRC52-Protein in ausgereiften inneren
Haarsinneszellen von BKa-defizienten Mausen

Die in Kapitel 3.4.3 festgestellte entwicklungsabhédngige Expression von LRRC52 legt die
Vermutung nahe, dass BK-Kanédle mdglicherweise essentiell fir die LRRC52-Expression

sind und beide Proteine somit zeitgleich und in Abhangigkeit voneinander gebildet werden.

Um diese Annahme zu Uberprifen, wurden Corti-Organe 22 Tage alter BKa-defizienter
Méuse (BKa™) und deren Kontrolltiere simultan mit BK- und LRRC52-Antikérper gefarbt
(Abb. 42). Als Positivkontrolle und um Farbeartefakte auszuschlielen, wurde LRRC52 auch

in Kofarbung mit dem HZ-Marker Otoferlin getestet.
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Abbildung 42: Lokalisation von BK-Kanalen und LRRC52 in IHZ von BKa-defizienten
Mausen

MIPs immunhistochemischer Farbungen von jeweils 8 IHZ von whole mount Corti-Organen
22 Tage alter BKa-defizienter Mause. A-C, Expression von BK-Kandlen (markiert mit
Maus-anti-BK, lila, Pfeilspitzen) und LRRC52 (markiert mit Kaninchen-anti-LRRC52, turkis)
am Hals der Haarsinneszellen von BKa**-Mausen. Starke unspezifische Farbung beider
Antikérper-Kombinationen an den Kutikularplatten der IHZ. D-F, Keine BK- und
LRRC52-Expression in BKa”-Tieren. G-I, Expression von LRRC52 (markiert mit
Kaninchen-anti-LRRC52, lila) im Halsbereich der IHZ (markiert mit Maus-anti-Otoferlin,
tiirkis) von BKa"*-Mausen. K-M, Keine LRRC52-Expression in Anwesenheit der
Otoferlin-Farbung in IHZ von BKa”-Mé&usen. Zur Vereinheitlichung wurde das mit
AF488-aufgenommene Fluorophor in lila und das mit Cy3-aufgenommene Fluorophor in
tirkis dargestellt (A-F). Diese Beobachtungen wurden fur diese Altersstufen an je 3
Individuen jedes Genotyps bestatigt. Die Zellkerne wurden mit DAPI gefarbt und sind nur in
den Uberlagerungsbildern dargestellt (C, F, I, M). Weile Punkte in A-F markieren den
Umriss des basolateralen Pols einer IHZ. 63 x Ol-Objektiv; MaRstabsbalken: 15 ym.

In Abbildung 42 sind jeweils die MIPs von acht IHZ von Corti-Organen aus BKa-defizienten
Mausen mit blau gefarbten Zellkernen in den Uberlagerungsbildern (C, F, I, M) gezeigt. Bei
den BKa**-Tieren war deutlich eine {berlappende Farbung (C) von BK-Kanalen (A) mit
LRRC52 (B) am Hals der IHZ zu erkennen. Die intensive Farbung im oberen Bildbereich

oberhalb der Zellkerne ist auf die unspezifische Bindung der beiden Sekundarantikdrper an
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die Stereozilien sowie an die Kutikularplatte der IHZ zurlickzufiihren und kénnen somit
vernachlassigt werden. Die BKa™-Tiere wiesen dagegen keine BK- oder LRRC52-Signale
auf (D-F; n = 3 Tiere pro Genotyp mit je 8 IHZ). Der HZ-Marker Otoferlin (H) bestatigte als
unabhangige Kontrolle die clusterférmige LRRC52-Farbung im Halsbereich der IHZ bei den
Kontrolltieren (G, 1). Durch die erfolgreiche Otoferlin-Farbung (L) in IHZ von BKa-KO-M&usen
wurde die Abwesenheit einer LRRC52-Farbung (K, M) in diesen Tieren eindeutig belegt
(n = 3 Tiere pro Genotyp mit je 8 IHZ).

In diesem Versuchsteil wurde dargelegt, dass LRRC52 ausschlief3lich in BK-positiven IHZ
exprimiert wird. Die BK-Kanale sind demnach fir die korrekte und dauerhafte Lokalisation

von LRRC52 in der Plasmamembran von IHZ unabdingbar.

3.4.5 Uberprifung von LRRC52-Protein in ausgereiften inneren
Haarsinneszellen von Ca,1.3-defizienten Mausen

Als letzte immunhistochemische Analyse wurde der LRRCS52-Antikdrper auf whole mount
Praparaten von Ca,1.3-defizienten (Ca,1.3"") Mausen eingesetzt. In diesen Mausen kommt
die vorherrschende a1-Kanalpore Ca,1.3 nicht zur Expression (Platzer et al., 2000). Die
Ca,1.3"-Mause sind fiir die Fragestellung dieser Arbeit interessant, da sie keine BK-Kanéle
exprimieren (Brandt et al., 2003) und somit die Aussage aus dem vorherigen Kapitel (3.4.4)
zusatzlich bestatigt oder auch widerlegt werden kann. Aufgrund der bereits bekannten
Degeneration von IHZ in einem Alter von vier Wochen (Nemzou N. et al., 2006) wurden 23
Tage alte Mause verwendet. Zur Uberpriifung der LRRC52-Expression in Ca,1.3"-Mausen
wurden IHZ von Ca,1.3-KO-Tieren und deren Kontrolltieren simultan mit LRRC52- und
BK- oder Otoferlin-Antikérper gefarbt (Abb. 43). Die Genotypen der Mause wurden zusatzlich

zur Genotypisierung mit Hilfe des Ca,1.3-Antikdrpers Uberpriift.
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Abbildung 43: Uberpriifung der Lokalisation von BK-Kanilen und LRRC52 in IHZ von
Ca,1.3-defizienten Mdusen

MIPs immunhistochemischer Farbungen von jeweils 7 bis 8 IHZ von whole mount
Corti-Organen 23 Tage alter Ca,1.3-defizienter-Mause. A-C, Expression von Ca,1.3-Kanalen
(markiert mit Kaninchen-anti-Ca,1.3, lila) am synaptischen Pol IHZ einer Ca,1.3**-Maus (IHZ
markiert mit Maus-anti-Otoferlin, turkis). D-F, Keine Ca,1.3-Expression in IHZ einer
Ca,1.3-KO-Maus. G-I, Expression von BK-Kanalen (markiert mit Kaninchen-anti-BK, lila) am
Hals von IHZ in Kontrolltieren. K-M, Bouton-artige BK-Expression am synaptischen Pol IHZ
einer Ca,1.3"-Maus. N-P, BK- (markiert mit Maus-anti-BK, lila) und LRRC52- (markiert mit
Kaninchen-anti-LRRC52, tirkis) Expression im Halsbereich IHZ einer Ca,1.3"*-Maus. Q-S,
Keine BK- und LRRC52-Expression in IHZ einer Ca,1.3"-Maus. T-V, Expression von
LRRC52-Protein am Hals IHZ eines Ca,1.3"*-Tiers. W-Y, Keine LRRC52-Expression in IHZ
einer Ca,1.3"-Maus. Zur Vereinheitlichung wurde das mit AF488-aufgenommen Fluorophor
in lila und das mit Cy3-aufgenommene Fluorophor in tirkis dargestellt (N-S). Diese
Beobachtungen wurden fur diese Altersstufen an insgesamt 2 Individuen bestéatigt. Die
Zellkerne wurden mit DAPI gefarbt und sind nur in den Uberlagerungsbildern dargestellt (C,
F, I, M, P, S, V,Y). Weile Punkte in N-S markieren den Umriss des basolateralen Pols einer
IHZ. 63 x OIl-Objektiv; MaRstabsbalken: 15 ym.

Die vorhergehende Darstellung (Abb. 43) zeigt jeweils die MIPs von acht IHZ von
Ca,1.3-KO- und Ca,1.3-WT-Tieren und deren blau gefarbten Zellkerne in den
Uberlagerungsbildern (C, F, I, M, P, S, V, Y). Durch die Kofarbung von Ca,1.3 (A) mit
Otoferlin (B) konnte in Ca,1.3"*-Tieren eine punktférmige Ca,1.3-Farbung am synaptischen
Pol der IHZ (C) identifiziert werden. Die Abwesenheit der Farbung fur die Ca,1.3-Kanalpore
in den Ca,1.3"-Tieren (D-F) bestitigte die Genotypen der Mause zusatzlich zur
vorhergehenden Genotypisierung. Allerdings lieferte der anti-Ca,1.3-Antikérper eine
merkliche unspezifische Hintergrundfarbung (Ab. 29 D). Die spezifische clusterformige
BK-Farbung am Hals der IHZ (G) war ebenfalls nur bei den Kontrolltieren zu finden (H, 1). In
den KO-M&usen war durch das Fehlen von BK-Kanélen auch keine spezifische BK-Farbung
im Halsbereich der IHZ zu erkennen (K-M). Allerdings zeigten die Ca,1.3"-Tiere schwachere
und leicht kugelférmige BK-positive Signale (K) unterhalb des synaptischen Pols der IHZ (M;
n = 3 Tiere pro Genotyp mit je 8 IHZ). Dieses Auftreten war nur fir die Farbungen mit dem
Kaninchen-anti-BK-Antikdrper zu verzeichnen, nicht aber mit dem BK-Antikorper aus der
Spezies Maus. Vermutlich handelt es sich um BK-Kanale in den efferenten Boutons der IHZ
von Ca,1.3"-Mausen, die dort mehrere Wochen persistieren, im Gegensatz zu
Ca,1.3"*-Tieren, in welchen sie mit Hérbeginn verschwinden (Katz et al., 2004; Nemzou N.
et al., 2006). In der Doppelfarbung mit dem BK- und LRRC52- Antikdrper konnten in den
Ca,1.3""-Tieren die clusterférmigen Signale am Hals der IHZ fiir beide Proteine (N-P)
nachgewiesen werden. Die Ca,1.3"-Mause zeigten dagegen keine Farbungen fiir BK und
LRRC52 (Q-S; n = 3 Tiere pro Genotyp mit je 8 IHZ). Die Spezifitdt der clusterformigen
LRRC52-Farbung im Halsbereich der IHZ von Wildtyp-Mausen (T, V) wurde durch die
Doppelfarbung mit dem HZ-Marker Otoferlin (U, V) erneut bestéatigt. Mit Hilfe dieser Farbung

auch in den KO-Mausen wurde =zusatzlich das Ausbleiben einer spezifischen
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LRRC52-Farbung in Ca,1.3"-Tieren (W-Y) eindeutig belegt (n = 3 Tiere pro Genotyp mit je 8
IHZ). Anhand der Otoferlin-Farbungen war zusétzlich in allen Experimenten erkennbar, dass
die IHZ der Ca,1.3"-Mause kiirzer waren und einen reduzierteren basalen Pol aufwiesen als
bei den Kontrolltieren (E, F, L, M, X, Y; n = 3 Tiere pro Genotyp mit je 8 IHZ) (Brandt et al.,
2003).

Diese Ergebnisse lassen den Schluss zu, dass =zusatzlich zur bereits bekannten
Abwesenheit der BK-Kanale auch das Protein LRRC52 in Ca,1.3-defizienten Tieren nicht
nachzuweisen war und unterstitzen damit die Vermutung, dass BK-Kanale in IHZ eine
Voraussetzung fir die korrekte und dauerhafte Lokalisation des LRRC52-Proteins in der

Plasmamembran darstellen.

3.5 Interaktion von BK-Kanalen und LRRC52-Protein mit Hilfe des in situ

Proximity Ligation Assay

Der Nachweis der Kolokalisation von BK-Kanalen mit dem Protein LRRC52 in den
vorhergehenden immunhistochemischen Versuchen wird durch eine laterale Auflésung von
ungefahr 250 nm am konfokalen Laser-Scanning-Mikroskop (LSM) begrenzt
(Fernandez-Suarez und Ting, 2008). Zu Verifizierung dieser Ergebnisse wurde als weitere
alternative Darstellung der raumlichen Nahe beider Proteine der ,in situ Proximity Ligation
Assay (is-PLA)“ verwendet. Bei diesem Assay handelt es sich um eine qualitative Methode,
die immunhistochemische und molekularbiologische Ansatze vereint. Mit Hilfe des is-PLA ist
es moglich Protein-Protein-Interaktionen mit einem raumlichen Abstand von unter 40 nm
nachzuweisen (Soderberg et al., 2006), womit er eine wesentlich héhere Sensitivitat als
immunhistochemische Analysen besitzt. Diese Interaktion wird durch die Detektion eines
fluoreszenzmikroskopischen Signals erreicht und ist zusammenfassend in der folgenden
Abbildung grafisch dargestellt (Abb. 44).
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Abbildung 44: Schema des Prinzips des is-PLA

Der Nachweis zweier rdumlich nahe gelegener Epitope (BK: lila, LRRC52: blau) erfolgt durch
immunhistochemische Bindung der Primarantikérper (PAK) aus zwei verschiedenen Spezies
an die entsprechenden Epitope der Zielproteine. Es folgt die Konjugation der
Spezies-unterscheidenden PLUS- und MINUS-PLA Probes (schwarz) an die PAK mit
anschlieRender rolling-circle amplification (RCA) zur Bildung eines DNA-Konstruktes (braun)
beim Vorliegen einer raumlichen Entfernung beider Proteine von unter 40 nm. Die Detektion
erfolgt Uber die Hybridisierung von mit fluoreszenzmarkierten und zu dem DNA-Konstrukt
komplementaren Sonden (turkis-farbige Sterne) am LSM.

3.5.1 Raumliche Interaktion von BK-Kanalen mit LRRC52 in ausgereiften
inneren Haarsinneszellen von Wildtyp-Mausen

Far den is-PLA wurden whole mount Corti-Organe 22 Tage alter NMRI-Mause mit einem
monoklonalen BK- und dem synthetisierten polyklonalen LRRC52-Antikérper markiert und
fluoreszenzmikroskopisch untersucht. Als Positivkontrolle wurden zwei BK-Antikdrper aus
verschiedenen Spezies (monoklonal Maus und polyklonal Kaninchen) und die einzelnen

Antikorper eigenstandig als Negativkontrollen verwendet.

In der folgenden Abbildung (Abb. 45) sind die Ergebnisse des is-PLAs mit diesen

Antikérper-Kombinationen fur ausgereifte IHZ von NMRI-M&usen dargestellit.
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Abbildung 45: Interaktion von BK-Kanélen mit LRRC52 in IHZ von NMRI-Mausen

MIPs des is-PLA an 6 bis 9 IHZ von whole mount Corti-Organen 22 Tage alter NMRI-Mause.
Die rdumliche Interaktion zwischen zwei Proteinen ist an den punktférmigen, turkisfarbigen
Signalen (PLA-Signale) zu erkennen. A-D, Intensive Fluoreszenz-Signale flir den Nachweis
von BK-Kandlen mit zwei Spezies-verschiedenen Antikdérpern (anti-Maus-BK,
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anti-Kaninchen-BK) als Positivkontrolle (A, B) sowie fur die réumliche Nahe von BK-Kanalen
mit LRRC52 (C, D, anti-Maus-BK, anti-Kaninchen-LRRC52). E-K, Wenig intensive bis keine
Fluoreszenz-Signale fir die drei Einzelfarbungen (E, F, anti-Maus-BK; G, H,
anti-Kaninchen-BK; |, K, anti-Kaninchen-LRRC52) der Negativkontrollen. Diese
Beobachtungen wurden fir diese Altersstufen an 4 (A-D), 3 (E-H) und 2 (I, K) Individuen
bestatigt. Die Zellkerne wurden zur Visualisierung mit DAPI gefarbt (rechte Spalte, merge).
Weille Punkte markieren den Umriss des basolateralen Pols einer IHZ. ms: Maus;
rb: Kaninchen. 63 x Ol-Objektiv; MaRstabsbalken: 15 pm.

In den vorhergehenden Abbildungen (Abb. 45) sind die MIPs der jeweiligen is-PLAs von
sechs bis neun IHZ eines Corti-Organs und deren blau gefarbten Zellkerne in den
Uberlagerungsbildern (B, D, F, H, K) dargestellt. Die punktférmigen, tirkisfarbigen Signale
spiegelten die Interaktion zwischen zwei rdumlich nahe beieinander liegenden (< 40 nm)
endogen exprimierten Proteinen wider. In der Positivkontrolle der IHZ, die mit zwei
BK-Antikérpern (ms BK + rb BK) markiert wurden, waren deutlich turkisfarbige Signale am
Hals der IHZ auszumachen (A, B; n = 4 NMRI-Tiere mit je ca. 8 IHZ). Fur die Probe, in der
endogen exprimierte BK- und LRRC52-Proteine nachgewiesen werden sollten, wurden im
Halsbereich der IHZ ebenfalls spezifische Signale in turkis detektiert. Teilweise waren hierbei
zusatzlich etwas weniger intensiv gefarbte Signale unterhalb des Zellkerns erkennbar (C, D;
n =4 NMRI-Tiere mit je ca. 8 IHZ). Beide Ergebnisse lassen vermuten, dass BK-Kanéle und
LRRC52 in unmittelbarer Nahe zueinander vorliegen. Um falsch-positive Signale
auszuschlieBen, wurden zusatzlich Negativkontrollen mit jeweils nur einem Primarantikdrper
verwendet. Da in diesen Proben nur eine einzige PLA-Probe (PLUS oder MINUS) binden
konnte, sollte es nicht zur Ausbildung eines DNA-Konstruktes tber RCA kommen und somit
auch keine fluoreszenzmikroskopisch nachzuweisenden Signale gebildet werden. In allen
Einzelfarbungen konnten dementsprechend tatsachlich keine intensiv tirkisfarbigen Signale
in den IHZ ermittelt werden (E, F, G, H: n = 3 NMRI-Tiere mit je ca. 8 IHZ; |, Ki n = 2
NMRI-Tiere mit je ca. 8 IHZ). Lediglich fiir die Proben, in denen entweder der Maus-anti-BK-
(E, F) oder der Kaninchen-anti-LRRC52-Antikdrper (I, K) verwendet wurde, waren weniger
intensive, turkisfarbige Punkte unterhalb der Zellkerne sichtbar. Diese kénnen auf eine
unspezifische Hintergrundfarbung zuriickgefiihrt werden, was damit auch eine Erklarung fir
die weniger intensiv gefarbten PLA-Signale unterhalb des Zellkerns in der
BK/LRRC52-Probe (45 C, D) liefert.

Die fehlenden spezifischen PLA-Signale in den Negativkontrollen (nur 1 PAK) bestatigten
somit die Spezifitdt des PLA und machen den Assay damit zu einer geeigneten Methode der
Analyse von Protein-Protein-Interaktionen in den komplex aufgebauten und nicht immer

trivial zu analysierenden Corti-Organen.
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Dieses Experiment zeigt, dass BK-Kanale und LRRC52 in den IHZ nicht mehr als 40 nm
voneinander entfernt vorliegen und stellt nach den vorhergehenden immunhistochemischen
Analysen somit einen weiteren Hinweis flir die Interaktion von BK-Kanalen mit dem Protein
LRRC52 dar.

3.5.2 Uberpriifung einer raumlichen Interaktion von BK-Kanidlen mit
LRRC52-Protein in ausgereiften inneren Haarsinneszellen von
Ca,1.3-defizienten Mausen

Als Kontrollgewebe fir die Spezifitat des is-PLA wurden Corti-Organe von 17 und 18 Tage
alten Ca,1.3-defizienten Méusen (Ca,1.3"": P17, Ca,1.3": P18) verwendet, da in den IHZ
dieser Tiere keine BK-Kanale exprimiert werden (Abb. 43 Q), (Brandt et al., 2003; Nemzou
N. et al., 2006). Zur Detektion der potentiellen Interaktion von BK-Kanalen und
LRRC52-Protein wurden erneut ein monoklonaler BK- sowie der synthetisierte polyklonale
LRRC52-Antikorper eingesetzt. Als Positivkontrolle wurden abermals zwei BK-Antikdrper aus
unterschiedlichen Spezies genutzt (monoklonal Maus und polyklonal Kaninchen). Die
Abbildung 46 zeigt die is-PLA-Ergebnisse dieser Antikdrper-Kombinationen an ausgereiften

IHZ von Ca,1.3"-Mausen und deren Kontrolltieren (Ca,1.3"").
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Abbildung 46: Interaktion von BK-Kanélen mit LRRC52 in IHZ von Ca,1.3-KO-Mausen

MIPs des is-PLAs an 3 IHZ von whole mount Corti-Organen 3 Wochen alter
Ca,1.3-defizienter Mause (WT: P17; KO: P18). Punktférmige, turkisfarbige Signale
(PLA-Signal) detektieren die raumliche Nahe zwischen zwei Proteinen. A, B, E, F, Intensive
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Fluoreszenz-Signale fur den Nachweis von BK-Kanédlen mit zwei Spezies-verschiedenen
Antikérpern (anti-Maus-BK, anti-Kaninchen-BK) als Positivkontrolle (A, B) sowie fir die
raumliche Interaktion von BK-Kandlen mit LRRC52 (E, F anti-Maus-BK,
anti-Kaninchen-LRRC52) in IHZ von Ca,1.3"*-Mausen. C, D, G, H, Keine
Fluoreszenz-Signale fir den Nachweis von BK-Kanalen mit zwei Spezies-unterschiedlichen
Antikérpern (C, D) sowie fir die Kolokalisation von BK-Kanalen (G, H) mit LRRC52 in Ca,1.3
"_Tieren. Diese Beobachtungen wurden fiir diese Altersstufen an 2 (A-D) bzw. 3 (E-H)
Individuen bestatigt. Die Zellkerne wurden zur Visualisierung mit DAPI gefarbt (rechte Spalte,
merge). WeilRe Punkte markieren den Umriss des basolateralen Pols einer IHZ. ms: Maus;
rb: Kaninchen. 63 x Ol-Objektiv; MaRstabsbalken: 15 pm.

Dargestellt sind die MIPs der jeweiligen is-PLAs von drei IHZ eines Corti-Organs von
Ca,1.3"- und Ca,<1.3"-Tieren und deren blau gefarbten Zellkerne in den
Uberlagerungsbildern (Abb. 46 A, B, F, H). Die in unmittelbarer Nahe zueinander liegenden
endogenen Proteine wurden abermals als tlrkisfarbige Punkte angezeigt. Die IHZ der
Positivkontrolle, die mit zwei Spezies-verschiedenen BK-Antikérpern gefarbt wurden (ms BK

+/+

+ rb BK), wiesen nur in den Ca,1.3""-Tieren ein intensives und spezifisches PLA-Signal im
Halsbereich der IHZ auf (A, B; n = 2 Tiere pro Genotyp mit je 3 IHZ). In den Ca,1.3"-Mausen
dagegen waren keine spezifischen PLA-Signale detektierbar (C, D; n = 2 Tiere pro Genotyp
mit je 3 IHZ). Die fluoreszenzmikroskopische Analyse fur den Nachweis der rdumlichen
Interaktion von endogen exprimierten BK-Kandlen mit endogen exprimierten
LRRC52-Proteinen zeigte in den Kontrolltieren ebenfalls eine intensive, spezifische
Tuarkisfarbung am Hals der IHZ (E, F; n = 3 Tiere pro Genotyp mit je 3 IHZ). In den
Ca,1.3-KO-Mausen konnten dagegen, wie auch schon fir die Positivkontrollen, keine
spezifischen PLA-Signale ermittelt werden (G, H; n = 3 Tiere pro Genotyp mit 3 IHZ). Das
erwartete Fehlen von PLA-Signalen in den Ca,1.3"-Tieren bei der Verwendung beider
Antikérper-Kombinationen ist wahrscheinlich auf die fehlende Expression von BK-Kanalen in

diesen Mausen zurlckzufiihren.

Nach dem schon in Kapitel 3.5.1 erbrachten Hinweis, konnte durch diesen Versuch ein
weiterer Beleg dafir erbracht werden, dass BK-Kanale und LRRC52 in reifen IHZ in
unmittelbarer Nahe zueinander (< 40 nm) lokalisiert sind. Mit der hier verwendeten
Ca,1.3-KO-Mauslinie wurde zusatzlich und unterstiitzend zu den immunhistochemischen
Analysen in Kapitel 3.4.5 bestatigt, dass BK-Kanale fir die korrekte und dauerhafte

Lokalisation des LRRC52-Proteins in der Plasmamembran von IHZ essentiell sind.

Insgesamt deuten die Ergebnisse dieser Arbeit stark darauf hin, dass BK-Kanale und
LRRC52 in IHZ miteinander interagieren, sodass LRRC52 als modulatorische y-Untereinheit
von BK-Kanalen in IHZ fungieren und damit an der negativen Aktivierungsverschiebung der

BK-Kanale beteiligt sein konnte.
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4 Diskussion

In den IHZ von Mausen und Ratten werden calcium- und spannungsabhéangige big
conductance (BK) Kaliumkanale ab Hoérbeginn und somit erst ab einem Alter von 12 Tagen
(Ehret, 1985) exprimiert und sind somit mitunter charakteristisch fir die reifen inneren
Haarsinneszellen (IHZ). Durch die massive Hochregulation von BK-Kanélen, die fiur die
schnell aktivierenden K*-Strome lxs verantwortlich sind, werden die postnatale Phase der
Spontanaktivitdt beendet und die inneren Haarsinneszellen in sensorische Zelltypen
umgewandelt. Sie besitzen nun die Fahigkeit ein Schall-gekoppeltes, graduiertes
Rezeptorpotential zu bilden (Kros et al., 1998; Langer et al., 2003), und sind damit wie
andere Sinneszellen in der Lage unterschiedlich starke Reizintensitdten in eine fein
abgestufte Transmitterausschittung zu wandeln. An der IHZ kommt es aufgrund der grof3en
Leitfahigkeit der BK-Kanale zu einer schnellen Repolarisation des Rezeptorpotentials sowie
einer auf die Halfte bis ein Drittel verringerten Membranzeitkonstante. Auch kdnnen so die
durch die MET-Kanéle in die Zelle einstromenden, depolarisierenden K'-lonen aufgrund
dieser groRen BK-Leitfahigkeit schnell wieder ausstrémen und das Ruhemembranpotential
der IHZ wieder herstellen (Marcotti et al., 2004; Oliver et al., 2006).
Durch eine systemische Deletion der BKa-Untereinheit kommt es zu einer progredienten
Schwerhdrigkeit, einer erhdhten Empfindsamkeit gegenuber Schalltraumata und zu
zerebellarer Ataxie (Ruttiger et al., 2004; Sausbier et al.,, 2004). AuRRerdem wird das
Rezeptorpotential der IHZ dahingehend verandert, dass dessen
Gleichspannungskomponente ansteigt und die Wechselspannungskomponente reduziert und
verlangsamt wird. BKa-defiziente (BK”") Mause zeigen zusatzlich eine verzégerte Ausbildung
von Aktionspotentialen (Spiking) in den auditorischen Nervenfasern (Oliver et al., 2006).
Eine haarzellspezifische Deletion der BK-Kanale ab dem postnatalen Tag 10 resultiert
daruber hinaus in einer Unfahigkeit, hohe Modulationsfrequenzen korrekt zu unterscheiden
sowie in einem verminderten Lautstarkeumfang der Stimuluskodierung in den Nervenfasern
eines zentralen Teils des auditorischen Systems, dem Colliculus inferior (Kurt et al., 2012).
Die BK-Kanale der IHZ sind demnach unerlasslich fiir die korrekte Kodierung der zeitlichen
Feinstruktur sowie des dynamischen Bereichs der auditorischen Information.
In dieser Arbeit wurden BK-Kanale auf (i) ihre exakte subzellulare Expression innerhalb der
inneren Haarsinneszelle (IHZ), (ii) ihre Verknipfung mit extra- und (iii) intrazellularen
Ca*-Quellen sowie (iv) auf ihre raumliche Interaktion mit potentiellen neu entdeckten
modulatorischen Untereinheiten, den Leucin-rich repeat-containing (LRRC) -Proteinen,
untersucht. Dazu wurden immunhistochemische Untersuchungen zur Lokalisation von
BK-Kanalen in IHZ vor, um und nach HOo6rbeginn sowie von spannungsgesteuerten
Calciumkanalen (Ca,1.3-Kanédlen) und Endoplasmatischem Retikulum in reifen IHZ
durchgefihrt. Zusatzlich wurden Transkriptanalysen zum Nachweis von LRRC26- und
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LRRC52-mRNA an reifen und unreifen Corti-Organen und IHZ durchgefiihrt. Um die
immunhistochemischen Kolokalisationsstudien zu unterstitzen, wurde die sensitive Methode
des in situ Proximity Ligation Assasy (is-PLA) fur das hochdifferenzierte und fragile reife
Corti-Organ etabliert und fir die Analyse von LRRC52 und BK in reifen IHZ von WT- und

Ca,1.3"-Mausen angewendet.

41 Maximale Entfernung der apikalen BK-Kanal-Cluster zu

extrazelluldren prasynaptischen Ca?*-Quellen in reifen IHZ

Bei Vogeln, Reptilien und Amphibien wird die Frequenzkodierung durch lokal unterschiedlich
stark exprimierte Ca,1.3- und BK-Kanale realisiert, sodass einzelne HZ fiir spezielle
Tonfrequenzen zustandig sind. Unterschiedliche Spleilvarianten beider Kanaltypen sind
durch ihre folglich verschiedenen biophysikalischen Eigenschaften dafur verantwortlich, dass
die Frequenzkodierung entlang des sensorischen Epithels bewerkstelligt werden kann (Art
und Fettiplace, 1987b; Pyott und Duncan, 2016). Die Kombination aus der Aktivierung der
Ca,1.3- und BK-Kanale mit der GroRe des Ca**-Einstroms hat somit einen sogenannten
electrical tuning Mechanismus hervorgebracht, mit dem verschiedene Schallfrequenzen
aufgelést werden koénnen. Da sich Ca,1.3-Kandle durch das Schall-induzierte
Rezeptorpotential ~ 6ffnen  und der daraus resultierende  Ca®-Einstrom  die
Transmitterfreisetzung am synaptischen Pol und die Repolarisation der IHZ durch die
BK-Kanale auslost, ist es notwendig, dass Ca,1.3- und BK-Kanale in unmittelbarer Nahe
zueinander lokalisiert sind (Roberts et al., 1990). In IHZ von Végeln, Reptilien und Amphibien
werden demnach die BK-Kanale von Ca®"-lonen, die iiber die Ca,1.3-Kanéle in die IHZ
einstrémen, aktiviert (Art und Fettiplace, 1987b; Pyott und Duncan, 2016).

Unter den Lebewesen besitzen die Sdugetiere den leistungsfahigsten Horsinn, der sich
besonders durch seinen groRen Frequenzbereich von bis zu 11 Oktaven (Mensch: 16 Hz bis
20 kHz; Maus: 2 kHz bis 100 kHz) auszeichnet. Wahrend der Evolution kam es zur
Verlangerung des sensorischen Epithels und zu dessen schneckenformigem Aufrollen
(“Cochlea”) (Manley et al., 2004). Anders als Vdégel, Reptilien und Amphibien nutzen
Saugetiere nicht das Prinzip des electrical tunings fur die Frequenzkodierung, sondern
entwickelten im Laufe der Evolution eine mechanisch abgestimmte Cochlea. Hierbei werden
durch eine Tonfrequenz jene IHZ am starksten aktiviert, die auf demjenigen Bereich der
Basilarmembran aufsitzen, der durch die Schallwellen-induzierte Wanderwelle im Innenohr
die starkste Auslenkung erfahrt (Békésy und Wever, 1960). Aullerdem nutzen sie zusatzlich
motile dulRere Haarsinneszellen als cochledren Verstarker.

Die BK-Kanéle der IHZ von Saugern arbeiten zudem in einem anderen Kontext als in den HZ
anderer Vertebraten. So ist eine weitere Besonderheit in Saugern die Tatsache, dass die

Mehrheit der BK-Kanale unabhiangig ist von dem extrazellularen Ca*-Einstrom durch
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Ca,1.3-Kanale (Marcotti et al., 2004; Thurm et al., 2005). AuRerdem gibt es bei Sdugern
offensichtlich keine funktionale Kopplung zwischen BK- und Ca,1.3-Kanalen mehr. Das
BKa-Protein, welches erst ab Horbeginn exprimiert wird, ist hier hauptsachlich am Hals der
IHZ lokalisiert und damit mehrere Mikrometer entfernt von den Clustern prasynaptischer
Ca,1.3-Kanale (Hafidi et al., 2005; Pyott, 2004). Die Lokalisation grofer und intensiv
gefarbter BKa-Kanal-Cluster am Hals der IHZ ab Horbeginn konnte mit zwei in dieser Arbeit
verwendeten Antikérpern bestatigt werden (s. Abb. 15, 16).

Um einen tieferen Einblick in die subzellulare Verteilung der grolRen BK-Kanal-Cluster in den
IHZ zu erhalten, wurde die BKa-Untereinheit zusammen mit dem Tight Junction Marker
Claudin-14 gefarbt, der eine Komponente der Tight Junction Barriere zwischen
endolymphatischem und perilymphatischem Raum im Corti-Organ darstellt (s. Abb. 17 A)
(Wilcox et al., 2001). Aufgrund der unterschiedlichen elektrochemischen Gradienten flr
einen K*-Ausstrom aus der IHZ (145 mM K*, -70 mV) in die Endolymphe (145 mM K',
+85 mV) bzw. in die Perilymphe (5 mM K*, 0 mV) (Fettiplace, 2017; Wangemann, 2006)
muss man postulieren, dass dieser durch BK-Kanale ausschliellich unterhalb der Tight
Junctions in die Perilymphe erfolgt.

Tatsachlich waren die intensiv gefarbten BKa-Kanal-Cluster am Hals der IHZ direkt unterhalb
des Tight Junction-Rings exprimiert (s. Abb. 17 C). Oberhalb der Tight Junctions, also in
Richtung der Kutikularplatte und der AHZ, wurden dagegen keine BKa-Kanéle in den IHZ
detektiert (s. Abb. 17 B). Die BK-Kanale befinden sich demnach in der gréRtmaoglichen
physiologisch sinnvollen Entfernung vom basolateralen Pol, an dem prasynaptische
Ca,1.3-Kanile lokalisiert und fir den depolarisationsgekoppelten Ca?*-Einstrom
verantwortlich sind.

Hafidi et al. konnten durch die Verwendung von fluoreszenz-markiertem Iberiotoxin, einem
selektiven BK-Kanal-Blocker, zusatzlich zeigen, dass wenige BK-Kandle auch am
basolateralen Pol der IHZ lokalisiert sind (Hafidi et al., 2005). In Immunfluoreszenzanalysen
(IF) von whole mount Corti-Organen wurde diese kleine Population von BK-Kanalen bislang
noch nicht beschrieben, was vermutlich auf die sehr unterschiedliche Expressionsstarke
zurickzufuhren ist. Durch die Auswahl eines Bild-Ausschnittes eines vom intensiv BKa-
gefarbten Halsbereich getrennten basolateralen Bereichs der IHZ und die Einstellung einer
erhdéhten Verstarkung des entsprechenden Fluoreszenzkanals am LSM (Master gain) konnte
in dieser Arbeit am synaptischen Pol zuséatzlich zur intensiven BKa-Halsfarbung (s. Abb. 18)
auch eine schwachere BKa-positive Farbung in unmittelbarer Nachbarschaft zu den
prasynaptischen Ca,1.3-Kanédlen nachgewiesen werden (s. Abb. 19). Beide Proteincluster
waren jedoch nicht kolokalisiert.

Entgegen der Ergebnisse von Vincent et al. konnten keine Ca,1.3-Kanale am Hals der IHZ

direkt unterhalb der Kutikularplatte und deutlich oberhalb der Tight Junctions detektiert
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werden (Vincent et al.,, 2017). Die Forschungsgruppe vermutet, dass solche
Nifedipin-sensitiven Ca®"-Kandle eine Calcium-induzierte Ca*-Freisetzung (CICR) aus
intrazelluldren Ca*-Quellen ausldésen kénnte (Beurg et al., 2005; Castellano-Mufioz und
Ricci, 2014) und somit an der Modulation der calciumabhangigen BK-Strome beteiligt sind
(Beurg et al., 2005; Skinner et al., 2003). Es scheint jedoch, dass diese Ca,1.3-Kanale am
Hals der IHZ, sofern es sie gibt, so weit apikal liegen, dass sie die unterhalb der Tight
Junctions liegenden BK-Kanéle - wenn Uberhaupt — hochstens indirekt und nicht schnell
modulieren kdnnen.

Eine Modulation der im Halsbereich konzentrierten BK-Kanale kdnnte theoretisch auch durch
die Ca*-lonen, die durch die Transduktionskanale an der Spitze der Stereozilien (Lumpkin et
al., 1997) einstrdmen, ausgeldst werden. Durch die weiten Diffusionsstrecken, die
Ca*-Pufferung und die damit verbundene Verminderung der Ca**-Konzentration ware eine
solche Interaktion jedoch viel zu langsam fir die schnell aktivierenden BK-Kanéale, welche
die nach jedem Zyklus notwendige schnelle Repolarisation des Membranpotentials
bewerkstelligen.

Im Jahr 2004 konnten Marcotti et al. eine sehr kleine und schnell aktivierende
K*-Strom-Komponente aufdecken, die durch den Ca,1.3-induzierten Ca*-Einstrom aktiviert
und mit Ik c, bezeichnet wird (Marcotti et al., 2004). Dieser Strom weist einige Charakteristika
von BK-Kanalen auf, hat im Gegensatz dazu jedoch groRRere Aktivierungszeitkonstanten als
die des BK-vermittelten Ix:. Die Aktivierungszeitkonstanten von Ik c, erstrecken sich von 2 bis
11 ms im basalen Teil bis hin zu 12 bis 48 ms im apikalen Bereich der Cochlea und sind
damit um mindestens den Faktor 10 langsamer als fir die grof3e BK-Strom-Komponente Iy,
die von 0,2 bis 0,7 ms reicht (Marcotti et al., 2004; Thurm et al., 2005). Die kleinen und
weniger intensiv gefarbten BKa-positiven Punkte in der Nahe der prasynaptischen
Ca,1.3-Kanale kénnten daher die Kanale darstellen, die fiir I c, verantwortlich sind. Dariber
hinaus kénnte die prasynaptische Subpopulation von BK-Kanalen erklaren, wieso die
BK-Stréme bei einem Ca”-Anstieg von 0 auf 10 yM in inside-out Makropatches an der
basolateralen Membran von murinen IHZ eine Verschiebung der Aktivierungsspannung zu
einer negativeren Spannung hin aufweisen (Oliver et al., 2003). Erwahnenswert ist noch,
dass die Aktivierungskurve des BK-Gesamtstroms eine wesentlich steilere
Spannungsabhangigkeit aufzeigt als die calcium- und spannungsabhangige
Aktivierungskurve der BK-Strome der Makropatches (Oliver et al., 2003). Dies ist
Uberraschend, da die Ganzzellstrdme durch BK-Kanéle jedoch weitgehend unabhangig sind
von einem Einstrom von Ca®-lonen (Thurm et al., 2005), sich aber offensichtlich so
verhalten als wiirden sie Ca** ,sehen”.

In dieser Arbeit konnte somit gezeigt werden, dass die gréfite Population der BK-Kanale in

grolRtmoglicher physiologisch sinnvoller Entfernung, namlich direkt unter dem Tight
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Junction-Ring, zu den prasynaptischen Ca,1.3-Kanalen lokalisiert ist. Aulerdem wurde
dargelegt, dass die kleinere Population der BK-Kanale sich zwar am basolateralen Pol der
IHZ befindet, aber nicht mit den dort exprimierten Ca,1.3-Kanalen kolokalisiert ist und fir den
I.ca Verantwortlich sein kénnte. Somit liegt die Vermutung nahe, dass die gréRere Population
der BK-Kanidle am Hals der IHZ nicht durch Anderungen der zytosolischen
Ca?**-Konzentration von extern durch den Ca?-Einstrom (iber prasynaptische Ca,1.3-Kanéle
oder die MET-Kanale in die Stereozilien aktiviert werden kann.

Diese Ergebnisse deuten zusammenfassend daraufhin, dass mindestens ein weiterer
Aktivierungsmechanismus  fir den dominierenden BK-Ganzzellstrom, der sehr

wahrscheinlich durch die BK-Kanale am Hals der IHZ flieRRt, vorliegen muss.

4.2 Keine Aktivierung von BK-Kanilen durch intrazellulire Ca**-Quellen

in reifen IHZ

Die Mehrheit der BK-Kanéle, die am Hals der IHZ direkt unterhalb des Tight Junction-Rings
lokalisiert sind, wird sehr wahrscheinlich nicht durch die Erhéhungen der zytosolischen
Ca?-Konzentration durch den extrazellularen Ca,1.3-vermittelten Ca®*-Einstrom moduliert
(Marcotti et al., 2004; Thurm et al., 2005). So stellt sich die Frage, ob und wenn ja welche
intrazellularen Ca**-Quellen in die Aktivierungsmechanismen der BK-Kanéle mit einbezogen
sind.

Hierzu gehdrt beispielsweise das mit Ca?*-lonen gefiillte Endoplasmatische Retikulum (ER),
dessen Ca?*-Ausstrom iiber Inositol-1,4,5-trisphosphat- oder Ryanodin-Rezeptoren vermittelt
wird (Berridge, 1997). In Purkinje-Zellen im Kleinhirn wurde beispielsweise eine
Subpopulation von BK-Kanalen in einem Bereich der Plasmamembran oberhalb der
sackahnlichen Membranstrukturen des ER gefunden (Kaufmann et al., 2009). Die Autoren
postulierten, dass diese BK-Kanale Uber IPs-induzierte Ca®'-Freisetzung aus dem ER
aktiviert werden koénnen. In einer Studie von Irie et al. wurde zusatzlich gezeigt, dass ein
Ca,2.1-vermittelter Ca®*-Einstrom in das Soma sogenannter Cartwheel cells, Neurone eines
auditorischen Hirnstammkerns (dorsal cochlear nucleus), eine schnelle Ca®*-Freisetzung aus
dem benachbarten ER hervorruft. Diese aktiviert ihrerseits BK-Kanale in unmittelbarer Nahe
und wirkt dadurch der elektrischen Erregbarkeit entgegen. Auflerdem wurde in Hirnschnitten
des dorsal cochlear nucleus eine enge Lokalisation von BK-Kanadlen und
Ryanodin-Rezeptoren an der somatischen Membran festgestellt (Irie und Trussell, 2017).

Als alternative Ca®*-Quellen, welche die Aktivierung von BK-Kandlen zu negativeren
Spannungen hin verschieben koénnten, werden demnach auch Ca?* release-Kanale wie die
Ca*"-selektiven Ryanodin-Rezeptoren (RyR) diskutiert. Diese kommen im ER erregbarer
Zellen, also vor allem in Muskelzellen und Neuronen, vor. So werden BK-Stréme von |HZ

durch 20 yM Ryanodin moduliert, indem ihre halbmaximale Spannungsabhangigkeit (V1,)
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um 20 mV nach negativ verschoben wurde (Marcotti et al., 2004). Ein &hnlicher Effekt wurde
von Beurg et al. an IHZ von Meerschweinchen beobachtet (Beurg et al., 2005). In Ratten
wurden Transkripte fir die Isoform RyR2 in IHZ (Morton-Jones et al., 2006) und dessen
Protein mittels Immunogold Labeling an der Basis und am Hals der IHZ nachgewiesen
(Grant et al., 2006). Es wird vermutet, dass die Population der RyR2-Isoform am
synaptischen Pol der IHZ durch Ca**-induced Ca** release (CICR) die Ca**-Konzentration in
diesem Bereich erhdhen und somit die afferente Neurotransmisson erleichtern konnte
(Kennedy und Meech, 2002). Die Population von RyR2 am Hals der IHZ und deren
moglicher Einfluss auf die ebenfalls dort lokalisierten BK-Kanale bleibt dabei jedoch weiterhin
umstritten (s. Abschnittende).

Das Offnungssignal der Ca?-selektiven RyR ist selbst Ca®*, wie auch beim CICR in
Herzmuskelzellen, wobei hier depolarisationsgesteuerte Ca,1.2-Kanéle die Freisetzung von
Ca*" aus dem ER bzw. dem Sarkoplasmatischen Retikulum (SR), der Sonderform des ER im
Muskel, triggern.

Im Gegensatz dazu benétigen die RyR des Skelettmuskels kein Ca®*-Signal zur Offnung.
Hier fand eine besondere Spezialisierung statt, bei der durch die Depolarisation einer
Skelettmuskelfaser der Ca,1.1-Kanal durch Konformationsdnderung direkt physikalisch an
den RyR koppelt und diesen 6ffnet (Hernandez-Ochoa und Schneider, 2018).

Ein solcher Mechanismus ist theoretisch auch flr die Offnung der RyR in den IHZ denkbar,
jedoch musste der BK-Kanal selbst diese mechanische Kopplung vermitteln, sodass eine
Depolarisation der IHZ die BK-Kanal-Pore in einem negativen Spannungsbereich 6ffnen
konnte. Zu einer solchen Funktion von BK-Kanalen ist bislang jedoch nichts bekannt
(Marcotti et al., 2004). Zu IP3R gibt es derzeit weder aussagekraftige Studien Uber deren
Lokalisation noch fundiertes Wissen Uber ihre biochemische Signaltransduktion in IHZ.

Um zu untersuchen, ob sich das ER in unmittelbarer Nachbarschaft zu den BK-Kanalen in
den IHZ befindet, wurden immunhistochemische Farbungen mit dem ER-Marker Sec62
durchgefihrt, der in der Membran des ER exprimiert ist und mit weiteren Proteinen die
Translokationsmaschinerie bildet (Deshaies und Schekman, 1989). In diesem Experiment
konnte keine eindeutige Nahe oder Uberlappung der BKa-Kanal-Cluster mit der diffusen
Sec62-Farbung aufgezeigt werden (s. Abb. 20), was den Schluss zulasst, dass das ER in
IHZ nicht in unmittelbarer Nahe der BK-Kanale aufzufinden ist. Die diffuse Sec62-Farbung im
Zytoplasma der IHZ kann man dadurch erklaren, dass das ER ein weit verzweigtes Netzwerk
von Membranzisternen darstellt, welches somit einerseits im Zytoplasma der IHZ, in
konzentrierter Form jedoch in der Nahe des Zellkerns aufzufinden ist (s. Abb. 20 D).

Auch wenn in vorangehenden Studien bestatigt wurde, dass RyR auf einer langsamen
Zeitskala die BK-Stréme in IHZ modulieren kénnen (Beurg et al., 2005; Marcotti et al., 2004),

konnte bislang noch keine direkte Kolokalisation von RyR und BK-Kanélen in diesen
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Zelltypen gezeigt werden. Mit der in dieser Arbeit nachgewiesenen Lokalisation des ER
erscheint die Wahrscheinlichkeit gering, dass die Ca?'-Freisetzung aus dem ER in die
schnelle Aktivierung der BK-Kanéale bei negativen Spannungen involviert ist. Die zeitliche
Verzdégerung zwischen der Depolarisation der Membran und der Ca*'-Freisetzung aus dem
ER im Skelettmuskel liegt bereits bei ungefahr einer Millisekunde (Kim und Vergara, 1998)
und wéare damit zu langsam fir die Offnung der BK-Kanéle in den IHZ, die in weniger als
einer Millisekunde ablauft (Thurm et al., 2005).

Wabhrscheinlicher ist eine alternative Erklarung des Offnungsverhaltens der BK-Kanale am
Hals der IHZ als rein spannungsgesteuerte Kanale durch Anwesenheit von Mitgliedern der
LRRC-Proteinfamilie.

4.3 Leucin-rich repeat-containing Proteine in reifen IHZ

Die Aktivierung der als calcium- und spannungsabhangig-beschriebenen K*-Kanale in den
IHZ erfolgt bei ungefahr -75 mV (Marcotti et al., 2004; Thurm et al., 2005) und ist damit
weitaus negativer als z.B. bei Expression von BK-Kanalen in Oozyten des Krallenfroschs
(Xenopus) oder in heterologen Expressionssystemen. Hier 6ffnen sich die BK-Kanale in
Abwesenheit von Ca** erst bei +100 mV (Thurm et al., 2005), sofern nicht bestimmte neu
entdeckte Mitglieder der Familie der LRRC-Proteine als modulatorische y-Untereinheiten
anwesend sind (Gonzalez-Perez und Lingle, 2019; Li et al., 2016a; Yan und Aldrich, 2012).
In nicht-erregbaren Prostatakrebszellen (Lymph Node Carcinoma of the prostate, LNCaP)
wurde beispielsweise eine durch LRRC26 ausgeldste Verschiebung der Aktivierung des
BK-Stroms in Richtung des Ruhemembranpotentials bei einer sehr geringen
Ca*-Konzentration nachgewiesen (Yan und Aldrich, 2010). In heterologen
Expressionssystemen wurde bei Expression der BKa-Untereinheit zusammen mit LRRC26,
52, 55 und 38 die halbmaximale Aktivierungsspannung der BK-Kanale um -140 mV, -100
mV, -50 mV bzw. -20 mV verschoben (Yan und Aldrich, 2012). LRRC-Proteine kénnten als y-
Untereinheiten den calcium- und spannungsabhangigen BK-Kanal in einen rein
spannungsabhangigen Kanal umwandeln, der somit auch unter physiologischen
Spannungen funktionsfahig ware und damit die negative Aktivierung von BK-Kanalen in IHZ
in Abwesenheit von Ca?* erklaren wiirde.

Mit Hilfe von Transkriptanalysen, immunhistochemischen Farbungen (IF) und dem in situ
Proximity Ligation Assay wurde in dieser Arbeit das Vorliegen der mRNA und die Expression
der Proteine von Mitgliedern aus der LRRC-Familie in IHZ und Corti-Organen von Mausen

Uberprift.
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4.3.1 LRRC-Transkripte in unreifen und reifen Corti-Organen

LRRC26 gilt als wahrscheinlichster Kandidat fiir eine neue y-Untereinheit (y1) der BK-Kanale
in IHZ. Diese Annahme kommt daher, dass LRRC26 bereits zusammen mit BK-Kanalen in
nicht elektrisch erregbaren sekretorischen Epithelzellen wie in den Tranendrlisen, den
Ohrspeicheldrisen und im Dickdarm detektiert werden konnte (Yang et al., 2017). DartUber
hinaus ruft es in heterologen Expressionssystemen mit -140 mV die starkste Verschiebung
der BK-Aktivierungsspannung hervor (Yan und Aldrich, 2012). Zudem ist weiterhin bekannt,
dass LRRC26 an der Plasmamembran arterieller Myozyten von Ratten mit BK-Kanalen
kolokalisiert und dort eine Erweiterung der Blutgefalte durch Erhéhung der Spannungs- und
Calciumsensitivitat dieser Kanale bewirkt (Evanson et al., 2014).

LRRC52 bewirkt mit -100 mV die zweitgréfite Verschiebung der Aktivierungsspannung von
BK-Kanalen in heterologen Expressionssystemen (Yan und Aldrich, 2012). Es wurde dartber
hinaus bereits als y-Untereinheit des pH-sensitiven SLO3 (oder KSPER)-Kaliumkanals in
menschlichen Spermien identifiziert und wird bis dato als Spermien-spezifisch eingestuft
(Yang et al., 2011; Zeng et al., 2011). Obwohl SLO3-Kanéle die groRRte Sequenzhomologie
zu den BK (SLO1)-Kanalen besitzen (Salkoff et al., 2006), wurde bislang noch keine
Interaktion von LRRC52 und BK in nativen Zellen berichtet.

In dieser Arbeit konnten spezifische Signale flir das Vorhandensein sowohl von LRRC26- als
auch von LRRC52-Transkripten in den reifen Corti-Organen von WT- und BKa-KO Mausen
detektiert werden (s. Abb. 21, 23, 31, 32). LRRC26- und LRRC52-Transkripte wurden auch
in einigen Proben unreifer Corti-Organe (P5-P6) von WT- (s. Abb. 26, 27) und TyfC-Mausen
(s. Abb. 28, 29), in denen entwicklungsabhangig noch keine BK-Kanale exprimiert werden,
detektiert. Weiterhin wurden LRRC52-Transkripte nicht nur in Corti-Organen, sondern auch
regelmafig in reifen IHZ nachgewiesen (s. Abb. 34). Da im Gegensatz dazu LRRC26-
Transkripte nicht in reifen IHZ gefunden werden konnten, stellt sich die Frage nach der
Relevanz der Transkriptanalyse der Corti-Organe.

Das Corti-Organ besteht neben inneren und auferen Haarzellen aus einer Vielzahl von
weiteren Zelltypen (Geisler, 1998), die potentiell LRRC26 und 52 exprimieren kdnnten. Hinzu
kommen die Spiralganglien-Neurone (SGN) Typ | und Typ Il, die mit ihren peripheren
Dendriten IHZ und AHZ (axosomatische Synapse) innervieren und LRRC-mRNA enthalten
kénnten. Tatsachlich wurde mRNA fir LRRC52 besonders in den SGN des Typs |b
identifiziert (Shrestha et al., 2018). Zudem enthélt das Corti-Organ mediale und laterale
olivocochleére Fasern aus dem oberen Olivenkomplex (MOC, LOC), welche die AHZ und die
Typ I|-Fasern efferent innervieren (Synapsen: MOC: axosomatisch; LOC: axodendtitisch)
(Malmierca und Mechan, 2004).

Fir Neurone wurde eine lokale prasynaptische Translation als Mechanismus beschrieben,

bei der bestimmte Proteine an einem Synapsen-assoziierten endoplasmatischen Retikulum
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und synaptischen polyribosomalen Komplexen synthetisiert werden (Steward und Levy,
1982; Steward und Reeves, 1988). Zusatzlich zu den somatischen Transkripten wurden in
verschiedenen Studien beispielsweise far die a-Untereinheit der
Ca?'/Calmodulin-abhangigen Kinase Il (Burgin et al., 1990) und fiir das Neurotrophin BDNF
und seinen Rezeptor TrkB (Tongiorgi et al., 1997) solche dendritischen Transkripte
identifiziert. Fir beide LRRC-Proteine ware solch eine lokale axodendritische Translation
besonders in den LOCs, aber auch in den MOCs, denkbar, was die positiven Signale fir
LRRC26 in den Corti-Organen erklaren kénnte.

Das mégliche Vorliegen von LRRC26 und LRRC52 in peripheren Dendriten der SGNs oder
Axonterminalen der efferenten Fasern misste weitergehend auch nicht unbedingt bedeuten,
dass LRRC26 und LRRC52 als y-Untereinheiten der BK-Kanale fungieren, die in den SGN
exprimiert sind (Hafidi et al., 2005; Shrestha et al., 2018; Skinner et al., 2003). Die beiden
LRRC-Proteine koénnten auch eigenstdndig oder in Assoziation mit anderen Proteinen
weitere, bisher unbekannte Funktionen in der Cochlea erfiillen und somit die positiven
Transkriptnachweise in den Corti-Organen erklaren. Dies ware auch eine moégliche Ursache
fur die LRRC26- und LRRC52-Transkripte in den reifen Corti-Organen von BKa-KO-Mausen
(s. Abb. 31, 32), in denen die BKa-Untereinheit systemisch deletiert ist (s. Abb. 30).

Durch die oben genannten Punkte mussen die spezifischen Signale fur die LRRC26- und
LRRC52-Transkripte in den Corti-Organen von Mausen mit grofRer Vorsicht interpretiert
werden, da sie keine Aussage uber |HZ darstellen. Um Kontamination durch andere
Zelltypen oder Nervenfasern zu vermeiden, sollten nach Mdéglichkeit fir Transkriptanalysen
an IHZ, AHZ oder anderen speziellen Zelltypen im Innenohr die entsprechenden Zelltypen
isoliert und eigenstandig untersucht werden. Es ist aulerdem zu beachten, dass man vom

mRNA-Level nicht unmittelbar auf das Level der Proteinexpression schlief3en kann.

4.3.2 Keine Expression der y1-Untereinheit LRRC26 in reifen IHZ

Entgegen der im vorherigen Kapitel beschriebenen Detektion von LRRC26-Transkripten in
den Corti-Organen konnten weder in reifen IHZ (s. Abb. 33) noch in unreifen IHZ (s. Abb.
35) LRRC26-Transkripte identifiziert werden. Auch in einer erst kurzlich veréffentlichten
Studie Uber LRRC26-defiziente Mause, die Uber ein LacZ-Reportergen die endogene
Expression von LRRC26 anzeigen, wurde das Fehlen der LacZ-Farbung und damit die
Abwesenheit der LRRC26-Expression in der Cochlea festgestellt (Yang et al., 2017). Hier
muss jedoch angemerkt werden, dass die kndcherne Cochlea mit dem sehr empfindlichen
sensorischen Epithel ein schwieriges Gewebe fir LacZ-Farbungen darstellt.

Diese Ergebnisse werden durch Befunde der SHIELD Datenbank (Shared Harvard Inner Ear
Laboratory Database) unterstitzt (Scheffer et al., 2015). In dieser Datenbank finden sich

Daten zur Einzelzell-Transkriptanalyse fiir verschiedene Gene fiir sensorische (IHZ + AHZ)
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und nicht-sensorische Zellen des Corti-Organs. Die Zellen entstammen einer transgenen
Mauslinie mit GFP-Expression ausschlief3lich in den HZ und wurden durch Dissoziation des
jungen Corti-Organs und FACS-Sorting gewonnen. Der Nachteil der Datenbank besteht
darin, dass sie nur bis zum Entwicklungsalter P7 reicht und Aussagen Uber die Expression in
ausgereiften HZ nicht mdglich sind. Fir LRRC26 wies die Datenbank fiir Haarzellen nur sehr
wenige Transkripte bei vier Tage alten Mausen auf, die bei Mausen in einem Alter von
sieben Tagen wieder bis auf den Nullwert abnahm.

Die Transkriptanalysen an abgesaugten IHZ stellt zusammenfassend ein spezifischeres
Analyse-Tool dar als die der kompletten Corti-Organe, sodass die Abwesenheit der
LRRC26-Transkripte in unreifen sowie in reifen IHZ als héchstwahrscheinlich nachgewiesen
angesehen werden kann.

Parallel zur Transkriptanalyse wurde in dieser Arbeit immunhistochemisch getestet, ob das
LRRC26-Protein in den reifen IHZ exprimiert wird. In zwei Studien wurde bereits bestatigt,
dass LRRC26 mit BK-Kanalen sowohl in arteriellen Myozyten (Evanson et al., 2014) als auch
in erregbaren sekretorischen Epithelzellen (Yang et al., 2017) kolokalisiert. In reifen IHZ
konnte in dieser Arbeit jedoch mit keinem der drei getesteten PrimarantikOrper gegen
Maus-LRRC26 und unterschiedlichen Farbebedingungen (Fixierung, Blockierung,
PAK-Inkubation) eine spezifische Farbung nachgewiesen werden (s. Abb. 37).

Hieraus ergibt sich, dass der vermeintlich wahrscheinlichste Kandidat der LRRC-Familie,
LRRC26, keine neue y1-Untereinheit von BK-Kanalen in IHZ darstellt.

4.3.3 Synchrone Expression der y2-Untereinheit LRRC52 mit BK-Kanalen am
Hals reifer IHZ

Nach dem Ausschluss der vy1-Untereinheit LRRC26 wurde LRRC52 als die
zweitwahrscheinlichste y2-Untereinheit von BK-Kanalen untersucht, welche in heterologen
Expressionssystemen eine Spannungsverschiebung der BK-Kanale von -100 mV auslést
(Yan und Aldrich, 2012).

LRRC52-Transkripte waren in den reifen IHZ ab Horbeginn (s. Abb. 34), jedoch nicht in
unreifen IHZ (s. Abb. 36) vorhanden, was fir eine entwicklungsabhangige Expression von
LRRC52 spricht. Auch fir BK wurden in diesen Analysen nur Transkripte in reifen IHZ und
nur selten in unreifen IHZ an P5/P6 Tage alten Tieren detektiert. Dies entspricht den
Befunden vorangehender Studien, die zuvor die entwicklungsabhangige Expression von
BK-Kanalen untersuchten (Housley et al., 2006; Kros et al., 1998; Marcotti et al., 2003b).
Auch die SHIELD-Datenbank unterstutzt mit einer ansteigenden Transkriptanzahl fur
LRRC52- sowie fur BK-Transkripte in FACS-sortierten Haarzellen fir Mause mit
zunehmendem Alter (bis P7) tendenziell die in dieser Arbeit gefundenen Ergebnisse
(Scheffer et al., 2015).
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Mit dem an Hodengewebe validierten (s. Abb. 39) LRRC52-Antikérper wurde zudem ein zu
BKa synchrones entwicklungsabhangiges Auftreten von LRRC52-Protein am Hals der IHZ
nachgewiesen (s. Abb. 40, 41). Durch das is-PLA wurde die rdumliche N&he dieser
intensiven apikalen LRRC52- und BKa-Kanal-Cluster in drei Wochen alten M&usen bestatigt
(s- Abb. 45), welches die Lokalisation beider Proteine mit einer Entfernung von weniger als
40 nm zueinander durch ein distinktes Fluoreszenzsignal nachweist (Gullberg und
Andersson, 2010; Soéderberg et al., 2006). Das is-PLA ist eine sehr sensitive Methode, die
durch den Nachweis exponentiell amplifizierter DNA auch eine extrem geringe Konzentration
an interagierenden Molekilen, wie sie beispielsweise oft in klinischen Proben vorhanden
sind (Gullberg et al., 2004), nachweisen kann bzw. diese unterreprasentierten Molekulle auch
ein starkes und detektierbares Signal erzeugen koénnen. Im Vergleich zu anderen
immunhistochemischen Untersuchungen wie der zuvor angewendeten konfokalen
Fluoreszenzmikroskopie (250 nm) (Sanderson et al., 2014) oder auch der Super Resolution
Microscopy mit 3D-SIM (3D Structured Illumination Microscopy, 100 nm) oder STED
(STimulated Emission Depletion, 50 nm) (Lavifia und Gaengel, 2015), besitzt das is-PLA die
héchste Auflésung (= 40 nm). An dieser Stelle muss darauf hingewiesen werden, dass mit
dieser Methode keine tatsachliche physikalische Interaktion zwischen zwei Molekulen
nachgewiesen werden kann, sondern lediglich zwei in enger Nachbarschaft liegende
Molekile im fixierten Gewebe. Zu den in dieser Arbeit gezeigten Ergebnissen in den IHZ von
Mausen passt auch die Studie, in der LRRC52 als y-Untereinheit des pH-sensitiven
SLO1-verwandten Kaliumkanals SLO3 (KSPER) (Salkoff et al., 2006) identifiziert werden
konnte (Yang et al., 2011; Zeng et al., 2011).

Diese Ergebnisse deuten stark daraufhin, dass das LRRC52-Protein den BK-Kanal als neue

y-Untereinheit modulieren und beide folglich funktional miteinander interagieren kénnten.

4.3.4 Abhangigkeit der y2-Untereinheit LRRC52 von BKa in zwei verschiedenen
BKa-defizienten Mausmodellen

Da es so scheint als wirden alle IF-Signale fiur LRRC52 mit denen fur BKa Uberlagern, aber
nicht alle BKa- mit LRRC52-positiven Signalen (s. Abb. 41), stellt sich die Frage, ob die
a-Untereinheit der BK-Kanéale notwendig fur die Expression von LRRC52 in IHZ ist.

Hierzu wurden BKa™”-Mé&use mit systemischer Deletion der a-Untereinheit (s. Abb. 42 D, F)
auf die Expression von LRRC52 hin untersucht. Aufgrund der Tatsache, dass
Ca,1.3-deletierte Mause (s. Abb. 43 D, F) (Platzer et al.,, 2000) eine Reduzierung der
BK-mRNA-Konzentration und eine Abwesenheit der BK-Kanal-Cluster am Hals der IHZ (s.
Abb. 43 K, M) (Nemzou N. et al., 2006) sowie eine Abwesenheit von BK-Stromen selbst bei
Depolarisationen mit hohen Spannungen aufweisen (Brandt et al., 2003), wurden auch diese

Tiere immunhistochemisch auf LRRC52 hin untersucht.
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In beiden KO-Mausmodellen wurden keine LRRC52-Proteine in den IHZ identifiziert (s. Abb.
42 E, F, K, M und 43 R, S, W, Y). Dazu passend ist auch die Tatsache, dass LRRC52 in
Spermatozyten nicht anwesend ist, wenn die a-Untereinheit des SLO1-verwandten
SLO3-Kaliumkanals deletiert ist (Zeng et al., 2011). Die mit dem polyklonalen Kaninchen
anti-BKa Priméarantikérper (PAK) nachgewiesene, Bouton-ahnliche BK-Farbung unterhalb
der IHZ kann durch die Expression von BK-Kanalen in den MOC-Fasern begrindet werden
(s. Abb. 43 K, M). Diese MOC-Boutons sind fur die voribergehende efferente inhibitorische
Innervierung der IHZ wahrend der frihen postnatalen Entwicklung (bis P5) verantwortlich
(Simmons, 2002), wandern jedoch nicht wie in WT-Tieren anschlieRend zu den AHZ sondern
verbleiben mit ihren axosomatischen, cholinergen Synapsen an den IHZ, sodass diese ihren
juvenilen Charakter beibehalten (Katz und Elgoyhen, 2014; Katz et al., 2004). Die
Abwesenheit solcher Signale bei Farbungen der IHZ von Ca,1.3"-Mausen mit dem
monoklonalen Maus anti-BKa PAK (s. Abb. 43 Q, S) kénnte auf sterische Hinderungen der
Antikoérper-Epitop-Bindung zurtickgefihrt werden. Da die Ursachen fir die Abwesenheit
funktionaler BK-Kanéle in den Ca,1.3-KO-Mausen (Brandt et al., 2003; Nemzou N. et al.,
2006) noch nicht bekannt ist, ware es denkbar, dass in den Nervenfasern dieser Tiere
andere Proteine mit den BK-Kanalen interagieren und moglicherweise genau die
BK-Aminosauresequenz maskieren, die fir eine spezifische Bindung des monoklonalen
Maus anti-BKa PAK, nicht aber des polyklonalen Kaninchen anti-BKa PAK frei zuganglich
sein muss. Durch die Abwesenheit der Ca,1.3-Kanéle kénnten die Nervenfasern auch

andere lonenkanale exprimieren, da der Input bzw. das Feedback durch Ca,1.3 fehlt.

Die Ursache fir die Abwesenheit von BK-Kanalen in den Ca,1.3-KO-M&usen konnte bislang
noch nicht aufgedeckt werden. Durch die Abwesenheit der an einer Vielzahl von Funktionen
beteiligten Ca,1.3-Kanale, wie der ZellgréRe (Brandt et al., 2003) oder der efferenten
Innervation von IHZ durch MOC-Fasern, die in den konstitutiven KOs bestehen bleibt (Katz
und Elgoyhen, 2014; Katz et al., 2004), waren verschiedene Regulationsmechanismen
denkbar, die auch fir die Abwesenheit des LRRC52-Proteins in diesen Mausen ursachlich
sein kénnten. Dazu gehdrt zum einen die essentielle Rolle von Ca,1.3 in der Entwicklung der
Hérbahn durch neonatale regenerative Ca?*-Aktionspotentiale, die fiir die Differenzierung der
IHZ mitverantwortlich ist und dadurch an der Initiierung von Transkriptionsprogrammen
beteiligt sein kdnnte (Brandt et al., 2003). Dafur spricht beispielsweise eine starkere
Transkription von BK in den IHZ von WT- im Vergleich zu Ca,1.3"-Tieren (Nemzou N. et al.,
2006). Dies koénnte auch fur die LRRC52-Transkription zutreffen. In dieser Studie wird
ebenfalls diskutiert, dass eine reduzierte mMRNA-Konzentration von BK und mdglicherweise
damit auch von LRRC52 in den Ca,1.3"-Mausen nicht fiir die Synthese der a-Untereinheit

von BK-Kanélen bzw. von LRRC52 ausreichen konnte. Ferner kdme als Ursache fir die
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Abwesenheit von LRRC52 in diesem Mausmodell, wie auch schon fir BK vorgeschlagen
(Nemzou N. et al.,, 2006), eine erhdhte mRNA-Degradation und/oder eine gehemmte
Translation fur LRRC52 in Betracht, genauso wie eine Fehltranslokation und/oder eine

beschleunigte Degradation des LRRC52-Proteins.

AbschlieRend bleibt anzumerken, dass LRRC52 in IHZ nicht exprimiert wird, wenn die
BKa-Untereinheit abwesend ist, und damit eine direkte funktionale Interaktion beider
Proteine sehr wahrscheinlich macht. Insgesamt unterstitzen die in dieser Arbeit erzielten
Ergebnisse der Transkriptanalysen, der immunhistochemischen Untersuchungen und des
is-PLAs die Annahme, dass LRRC52 als eine intrinsische BK-y2-Untereinheit in IHZ an der
Aktivierung der BK-Kanale bei negativen Spannungen ohne nominellen Ca**-Einstrom
beteiligt ist und die BK-Kanal-Komplexe am Hals der IHZ in rein spannungsabhangige

Kalium-selektive Kanale umwandeln.

4.4 Ausblick

In dieser Arbeit wurde gezeigt, dass (i) die BK-Kanal-Cluster am Hals der IHZ die grofte
(physiologisch noch sinnvolle) Entfernung von den spannungsgesteuerten prasynaptischen
Ca,1.3-Kanalen besitzen, dass (ii) die BK-Kanal-Cluster am Hals der IHZ nicht dicht am ER
liegen, dass (iii) die y2-Untereinheit LRRC52 entwicklungsabhangig mit BKa synchron
hochreguliert wird und dass (iv) in IHZ LRRC52 und BKa in einem Abstand von weniger als
40 nm zueinander lokalisiert sind.

Die Ergebnisse diese Arbeit lassen darauf schlieflen, dass die BK-Kanal-Cluster am Hals der
IHZ durch einen anderen Mechanismus aktiviert werden als die Kkleinere
BK-Kanal-Subpopulation am basolateralen Pol. Es liegt die Vermutung nahe, dass diese
nicht mehr calcium- und spannungsabhangig, sondern durch die Assoziation mit LRRC52
nur noch spannungsabhangig sind. Damit wéare es interessant, die BK-Strome der beiden
Subpopulationen in isolierten excised inside out patches nochmals genauer zu analysieren.
Hierbei kdnnten beispielsweise unterschiedliche extrazellulare Calciumkonzentration (0 yM
und 10 uM) angewendet werden um zu untersuchen, ob die Patches am synaptischen Pol
wie vermutet weiterhin calciumabhangig sind und die BK-Kanale in den Patches am Hals der
IHZ nur auf eine Veradnderung in der Membranspannung und demnach nicht auf die
Veranderung der Extrazellularlésung reagieren.

Ein wichtiges Ergebnis der vorliegenden Arbeit ist die synchrone Hochregulation von
BKa und LRRC52, wovon LRRC52 in IHZ von Mausen ohne BK-Kanal-Expression
[BKa™ (Sausbier et al., 2004); Ca,1.3” (Platzer et al., 2000)] komplett abwesend war und

damit moéglicherweise als eine neue intrinsische y2-Untereinheit identifiziert werden konnte.
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Es ist demnach sehr wahrscheinlich, dass LRRC52 fir die Verschiebung der
Aktivierungsspannung von BK-Kanalen hin zu negativeren Spannungen verantwortlich ist.
Von besonderem Interesse ware die Generierung einer LRRC52-defizienten Mauslinie und
deren Analyse auf die subzellulare Expression von BKa in IHZ hin. Interessant ware es
hierbei zu untersuchen, ob die Expression von BK-Kanélen von LRRC52 abhangig ist und
damit in LRRC52-defizienten Mausen Uberhaupt nicht vorhanden ist oder ein anderes Muster
aufweist (Kros et al., 1998; Langer et al., 2003; Marcotti et al., 2003b). Zusatzlich ware es
aufschlussreich, in diesen KO-Mausen die Kalium-Ganzzell-Strome und das
Rezeptorpotential der IHZ zu charakterisieren, um zu identifizieren, ob es in Abwesenheit
von LRRC52 genauso beeinflusst wird wie in Abwesenheit von BK-Strémen (Oliver et al.,
2006).

Um den Effekt einer LRRC52-Deletion auf BK-Strdbme zu analysieren, ware auch ein
LRRC52-siRNA Knockdown eine mogliche und interessante Option, um durch
RNA-Interferenz die Expression von LRRC52 zu unterdriicken. Diese Methode ist fur die
auditorischen Sinneszellen jedoch problematisch, da es bisher nicht gelungen ist, IHZ im
Alter von mindestens P12 erfolgreich Uber mehrere Tage in Kultur zu halten.

Da LRRC52 mit -100 mV (Yan und Aldrich, 2012) nicht die komplette Verschiebung nach
negativeren BK-Aktivierungsspannungen erklaren kann (ca. -150 mV) ware es wichtig, IHZ
von WT-Mausen auf das Vorliegen von LRRCS5 hin zu untersuchen. In heterologen
Expressionssystemen bewirkt dieses eine Verschiebung der Aktivierungsspannung von
BK-Kanalen um -50 mV (Yan und Aldrich, 2012). Eine Expression von LRRC55 kdénnte
mdglicherweise die fehlende Verschiebung der Aktivierungsspannung von BK-Kanalen in
IHZ von ca. -50 mV beisteuern. Bis zum jetzigen Zeitpunkt wurde LRRC55 jedoch nur im
Zentralnervensystem detektiert (Zhang et al., 2018). Bei allen rechnerischen Uberlegungen
in dieser Arbeit darf jedoch nicht vergessen werden, dass die Zahlenwerte Uber die durch
LRRC-ausgeldste Aktivierungsspannung erstens aus heterologen Expressionssystemen
stammen und zweitens hierbei menschliche DNA-Konstrukte transfiziert wurden, deren
zugrunde liegenden Sequenzen nur eine Sequenzhomologie von 70-80% zu denen der
Maus aufweisen. Die Effekte der Verschiebung der BK-Aktivierungsspannung kénnten somit
in der Maus entweder auch einen starkeren oder gar schwacheren Effekt auf die endogen in
Mausen exprimierten BK-Kanale haben.

Ein weiterer interessanter Ansatz ware es zu uberprifen, ob LRRC52 auch in HZ von Végeln
nachzuweisen ist. Ware LRRC52 tatsachlich fur die Verschiebung der Aktivierungsspannung
der apikalen BK-Kanale in den IHZ von Mausen verantwortlich, sollte LRRC52 in den tall hair
cells, dem Vogel-Aquivalent zu den IHZ in M&usen, nicht vorliegen, da hier die BK-Kanale
mit Ca,1.3-Kanalen kolokalisieren und durch extrazellularen Calcium-Einstrom aktiviert
werden (Fuchs und Evans, 1990; Pyott und Duncan, 2016; Roberts et al., 1990).
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Anhang

6 Anhang

6.1 DNA-Langenstandards fur Transkriptanalysen mit nested PCR

Die folgenden beiden Abbildungen zeigen die DNA-Marker, die in den Transkriptanalysen (s.
Ergebnisse, Kap. 3.2) verwendet wurden.

bp

1500

1000
: 900

Abbildung 47: DNA-Marker 100 bp Plus Blue

Der 100 bp Plus Blue DNA-Marker (Konzentration 0,1 pg/ul; Anwendung 0.25 — max.
1.0 ug/ Spur in 1.2 - 2.0 % Agarose) besteht aus einem Gemisch von 11 einzelnen
chromatographisch aufgereinigten DNA-Fragmenten mit definierten GréRenstandards von
1500, 1000, 900, 800, 700, 600, 500, 400, 300, 200 und 100 Basenpaaren. Die durch einen
erhohten DNA-Gehalt deutlich verstarkten 1000 bp- und 500 bp-Banden erleichtern die
Orientierung. Die Lieferung erfolgt 'ready-to-use' in Ladepuffer (10 mM Tris-HCI (pH 8.0);
50 mM NaCl; 1 mM EDTA inklusive einem blauen Tracking-Farbstoff).

bp ng/05pg %

— 700 30,0 6.0
— 000 325 65
— 400 350 7.0
— 300 90.0 18.0
— 200 350 70
— 150 350 7.0

100 90.0 180
| 75 5

— B0 400 8D

— 25 75.0 150

3% Agarcse

0.5pg/1ane, Bem length gel,
1X TBE, 5\em, 1h

palyacrylamide

10%

0.5pglane,20em length gel,
1XTBE, 8Vicm, 3h

Abbildung 48: DNA-Marker peqGOLD Ultra Low Range Il

Der peqGOLD Ultra Low Range DNA-Marker Il (Konzentration 0.1 mg DNA/mI; Anwendung
1 pl/mm Spurbreite in 2.5 — 3 % Agarose) besteht aus einem Gemisch von 10 einzelnen
chromatographisch aufgereinigten DNA-Fragmenten mit definierten GréRenstandards von
700, 500, 400, 300, 200, 150, 100, 75, 50 und 25 Basenpaaren. Die durch einen erhdhten
DNA-Gehalt deutlich verstarkten 300 bp- und 100 bp-Banden erleichtern die Orientierung.
Die Lieferung erfolgt 'ready-to-use' in Ladepuffer (10 mM Tris-HCI (pH 7.6), 10 mM EDTA,
0.005 % Bromphenolblau, 0.005 % Xylencyanol und 10 % Glycerin).
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