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Zusammenfassung

Histaminerge Neurone des posterioren Hypothalamus regulieren wu.a. das Schlaf-/
Wachverhalten des Organismus. So feuern sie nur im wachen Zustand, besonders wihrend
einer erhohten Aufmerksamkeit.

Wie auch die benachbarten orexinergen Neurone kdnnten die histaminergen Neurone zentrale
pH-Sensoren sein und so an der Antwort des Organismus auf einen verdnderten pH-Wert
durch die zentrale Steuerung der Aufmerksamkeit und der Atmung beteiligt sein.

Durch die Wahrnehmung einer zerebralen Azidose, wie sie im Rahmen des ischdmischen
Schlaganfalls auftritt, konnten histaminerge Neurone zudem fiir die bekannte neuroprotektive
Konzentrationserh6hung des Mediatorstoffes Histamin im Rahmen der zerebralen Ischidmie
verantwortlich sein.

Um zu untersuchen, ob histaminerge Neurone zentrale pH-Sensoren sind, wurden
elektrophysiologische Ableitungen mit unterschiedlichen pH-Werten der Extrazellularlosung
an Gehirnschnitten und an akut isolierten Neuronen der Ratte sowie der Maus durchgefiihrt.
Die Expression bekannter zerebraler pH-Sensoren in histaminergen Neuronen wurde mittels
der konventionellen und semiquantitativen Polymerasekettenreaktion sowie immunhisto-
chemischen Farbungen histaminerger Neurone untersucht.

Es zeigte sich, dass histaminerge Neurone im Gehirnschnitt der Ratte, nicht jedoch der Maus,
durch einen extrazelluliren pH-Wert von 7.0 erregt wurden. Bei einem pH-Wert zwischen 7.0
und 4.0 konnten an isolierten Neuronen bei beiden Tierarten einwirts gerichtete lonenstrome
gemessen werden. Dariiber hinaus exprimieren histaminerge Neurone der Ratte und der Maus
die extrazelluldren pH-Sensoren ASICs, TRPV 1, OGR 1 sowie die Na'K'-ATPase, die durch
extrazelluldre Protonen in ihrer Funktion gehemmt wird.

Diesen Ergebnissen zufolge sind histaminerge Neurone des posterioren Hypothalamus
zentrale pH-Sensoren und regulieren u.a. zusammen mit den orexinergen Neuronen die
zentrale Antwort des Organismus auf einen verdnderten pH-Wert durch die zentrale
Steuerung von Aufmerksamkeit und Atmung. Die unterschiedliche Erregbarkeit histaminerger
Neurone der Ratte und der Maus bei einem extrazelluliren pH-Wert von 7.0 ist
moglicherweise durch grundlegende Unterschiede des Schlaf-/ Wachverhaltens der zwei
Tierarten erkldrbar. Weitergehende Bedeutung konnte der pH-Sensorik histaminerger
Neurone im Rahmen der zerebralen Azidose bei einem ischdmischen Schlaganfall zukommen,
in dessen Rahmen der Mediatorstoff Histamin einen neuroprotektiven Effekt hat.

Die Bedeutung der pH-Sensorik histaminerger Neurone konnte durch Verhaltensstudien mit

Histamin defizienten Mausen (HDC ") im Rahmen eines Folgeprojektes untersucht werden.
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1 Einleitung

1.1 Der Nucleus tuberomamillaris

1.1.1 Lage

Die vorliegende Arbeit beschéftigt sich mit der sensorischen Wahrnehmung von Nervenzellen
des Nucleus tuberomamillaris, einer Neuronengruppe des Hypothalamus.

Dieser ist, obwohl er nur 0.3 % des Gehirnvolumens eines erwachsenen Menschen umfasst
(Hofman und Swaab, 1992), das hochste Regulationszentrum der vegetativen und endokrinen
Funktionen des Korpers (Nieuwenhuys et al., 2008). Er kann als die zentrale Schnittstelle des
endokrinen Systems und des Nervensystems aufgefasst werden, die die Aktivitit von
komplexen, lebensnotwendigen Regulationsvorgdngen, wie der Blutdruck- und der Thermo-
regulation, der Regulation des Energie-/ Fliissigkeitshaushaltes und des Schlaf-/
Wachverhaltens mit einer circadianen Rhythmik steuert (Asan und Kugler, 2004,
Nieuwenhuys et al., 2008).

In anteroposteriorer Richtung wird der Hypothalamus in drei Regionen eingeteilt: Die
praoptische (blau), intermediire (orange) und die posteriore Region (griin), (Abb. 1), die

verschiedene Nuclei (dicht stehende Neuronengruppen) enthalten (Asan und Kugler, 2004).

Abb. 1: Schematische Darstellung des Gehirns sowie der hypothalamischen Nuclei (Ncll.), Sagittalschnitt
auf Hohe des dritten Ventrikels PVH: Nucleus (Ncl.) paraventricularis hypothalami, INAH: Ncll. interstitiales
hypothalami anteriores, AHA: Area hypothalamica anterior, SO: Ncl. supraopticus, SC: Ncl. suprachiasmaticus,
DM: Ncl. dorsomedialis, VM: Ncl. ventromedialis, ARC: Ncl. arcuatus, AHP: Area hypothalamica posterior,
TMN: Ncl. tuberomamillaris, NT: Ncll. tuberales, CM: Corpus mamillare, AHL: Area hypothalamica lateralis,
APL: Area praeoptica lateralis (In Anlehnung an: Asan E, Kugler P (2004) Zwischenhirn. In: Anatomie:
makroskopische Anatomie, Histologie, Embryologie, Zellbiologie. 2. Herz-Kreislauf-System, lymphatisches
System, endokrines System, Nervensystem, Sinnesorgane, Haut. (Drenckhahn D, Hrsg., Benninghoff A, Begr.),
16. Aufl., S. 429. Miinchen (u.a.): Urban & Fischer).



Neben den Neuronengruppen des Hypothalamus, die ihre Hormone direkt ans Blut abgeben
und so viele Organsysteme direkt beeinflussen konnen (Paschke und Voigt, 2009), enthalt
dieser auBlerdem viele Nervenzellen, die weitreichende synaptische Verbindungen in das
gesamte ZNS haben (Nieuwenhuys et al., 2008). Informationen enthdlt der Hypothalamus
entweder aus seinen zahlreichen Afferenzen (Nieuwenhuys et al., 2008) oder direkt aus der
Registrierung extrazelluldrer Signale, wie der Temperatur oder der Konzentration eines
peripheren Hormons im Blut (Speulda und Wunnenberg, 1977, Schaeffer et al., 2013).

Unser Interesse galt dem Nucleus tuberomamillaris, einer Neuronengruppe des posterioren
Hypothalamus, die fiir das Gehirn einzigartig Histamin als Neurotransmitter produziert
(Panula et al., 1984). Die Lage des Nucleus tuberomamillaris im Hypothalamus ist schwer
abzugrenzen, da dieses Kerngebiet mit seinen histaminergen Neuronen wiederum in
verschiedene morphologische Abschnitte unterteilt werden kann. So unterschieden Ericson et
al. (1987) eine ventrale an der Gehirnoberflidche gelegene, eine mediale Gruppe sowie diffuse
histaminerge Zellen im Nucleus tuberomamillaris des posterioren Hypothalamus der Ratte,
wohingegen die Arbeitsgruppe um Inagaki den Nucleus tuberomamillaris fiir ihre Studien an
der Ratte in fiinf Untergruppen einteilen (E1 - E5, Abb. 2), (1990). Erst kiirzlich wurden
innerhalb des Nucleus tuberomamillaris dopaminerge Neurone entdeckt, die im Gegensatz zu
den histaminergen Neuronen durch Histamin iiber die Aktivierung des H1 Rezeptors

depolarisiert werden (De Luca et al., 2015).

Abb. 2: Schematische Darstellung des posterioren Hypothalamus der Ratte auf Hohe des Nucleus (Ncl.)
tuberomamillaris, Frontalschnitte Histaminerge Neurone sind als rote Punkte dargestellt. ARC: Ncl. arcuatus,
DM: Ncl. dorsomedialis, VM: Ncl. ventromedialis, MCM: medialer Ncl. mamillaris, MR: Recessus mamillaris,
PM: Ncl. praemamillaris, 3V: dritter Ventrikel (In Anlehnung an: Leurs R, Hough LB, Blandina P, Haas HL
(2011) Histamine. In: Basic Neurchemistry: principles of molecular, cellular, and medical neurobiology. (Brady
ST, Siegel GJ, Albers RW, Price DL, Hrsg.), 8. Auflage, S. 354. Miinchen: Elsevier).



Der Nucleus tuberomamillaris hat ausgedehnte neuronale Verbindungen mit fast allen
Regionen des Gehirns. Eine besonders starke histaminerge Innervation haben dabei der
zerebrale Kortex, die Amygdala, die Substantia nigra sowie das Striatum (Abb. 3), (zit. nach
Haas und Panula, 2003). Zusédtzlich bestehen enge reziproke Innervationen histaminerger
Neurone mit anderen aminergen Nervenzellgruppen des posterioren Hypothalamus, die auf
eine funktionelle Zusammenarbeit dieser Nuclei hindeuten (Kaslin und Panula, 2001). Neben
den histaminergen Innervationen anderer Nervenzellen konnten Histaminrezeptoren auch an
Blutgefalen und Astrozyten des Gehirns nachgewiesen werden (Suzuki et al., 1999, Mele und
Juric, 2013). So ausgeprigt, wie die efferenten Verzweigungen histaminerger Fasern sind, so
empfiangt der Nucleus tuberomamillaris afferente Fasern aus vielen verschiedenen
Gehirnregionen. Dominant sind dabei Afferenzen aus dem infralimbischen Kortex, dem
Septum sowie aus anderen Kerngebieten des Hypothalamus, wie dem Nucleus préopticus

(Ericson et al., 1991, Kaslin und Panula, 2001).

zerebrale Kortex

Hippocampus

Striatum und Amygdala

Thalamus
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MNucleus tuberomamillaris

ventrales Tegmentum
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Medulla oblongata Kleinhirn

Riickenmark
Abb. 3: Projektionen des Nucleus tuberomamillaris Schematische Darstellung eines Sagittalschnittes durch
das menschliche Gehirn auf dem die weitreichenden Projektionen des Nucleus tuberomamillaris zu sehen sind

(Modifiziert nach: Haas HL and Panula P (2003) The role of histamine and the tubero-mamillary nucleus in the
nervous system. Nat Rev Neurosci 4: 121-130, mit freundlicher Genehmigung der Macmillan Magazines Ltd.).

1.1.2 Funktion

Die Neurone des im posterioren Hypothalamus gelegenen Nucleus tuberomamillaris nutzen
als einzige Nervenzellgruppe des Gehirns Histamin als Neurotransmitter (Panula et al., 1984).

In der vorliegenden Arbeit ist dabei von Bedeutung, dass Histamin die Bluthirnschranke nur



schwer passieren kann (Theoharides und Konstantinidou, 2007) und in Neuronen des Nucleus
tuberomamillaris durch die Histidindecarboxylase (HDC) aus der Aminosdure L-Histidin
selbst gebildet wird (Garbarg et al., 1974, Watanabe et al., 1984, Deutzmann et al., 2008).
Neben seiner Funktion als Neurotransmitter im zentralen Nervensystem ist Histamin ein
Signalmolekiil im Magen, in der Haut und im Immunsystem. So steigert es u.a. die
Saureproduktion der Parietalzellen im Magen, indem es die Protonenpumpe aktiviert (Gekle,
2009) und sowohl das angeborene als auch das erworbene Immunsystem nutzten Histamin als
ein wichtiges Signalmolekiil der Abwehr korperfremder Stoffe (Walzog und Fandrey, 2009).
So fiihrt das bei entziindlichen Reaktionen aus Immunzellen freigesetzte Histamin auch zu
einer vermehrten Durchblutung des Gewebes und zu einer erhohten Kapillarpermeabilitit, die
zu einer lokalen Odementstehung beitragen und bei Uberempfindlichkeitsreaktionen fiir die
Symptome von Allergien verantwortlich sind (Ehmke, 2009). Diese Bedeutung von Histamin
an der Symptomatik von Asthma und Allergien fiihrte zu der Entwicklung von
Antihistaminika (McElin und Horton, 1945, Southwell, 1948), deren Nebenwirkung, die
Sedierung, bereits auf eine zentrale Wirkung von Histamin hinwies (zit. nach Monnier et al.,
1970). Der Nachweis von Zellen im Gehirn, die Histamin produzieren, gelang jedoch erst
1984 durch immunhistochemische Fiarbungen von Histamin bzw. der Histidindecarboxylase
an Gehirnschnitten (Panula et al., 1984, Watanabe et al., 1984).

Histaminerge Neurone liegen im posterioren Hypothalamus und sind groBe, bi- und
multipolare Zellen mit einem Durchmesser von 20 bis 30 um (Watanabe et al., 1984, Panula
et al., 1984). Die Neurone zeigen elektrophysiologisch eine langsame Spontanaktivitit von 1
bis 4 Hz bei einem Membranpotential von -50 mV (Haas und Reiner, 1988, Stevens et al.,
2001), wobei die Feuerungsrate im wachen Zustand erhoht und widhrend des Schlafens
niedriger bzw. nicht vorhanden ist (Vanni-Mercier et al., 2003, Takahashi et al., 2006).
Wihrend des Schlafens inhibieren Neurone der ventrolateralen praoptischen Area (VLPO)
den Nucleus tuberomamillaris (Sherin et al., 1996).

Von Economo zeigte mit schon in den zwanziger Jahren des vorherigen Jahrhunderts, dass
Lésionen des posterioren Hypothalamus bei Opfern der ,,spanischen Grippe* zu einer
Hypersomnie und Lisionen der préoptischen Area zu einer Insomie fiithrten (1926).
Untersuchungen an Histidindecarboxylase Knockout-Méusen haben gezeigt, dass es ohne den
Neurotransmitter Histamin unmoglich ist, wach zu bleiben (Parmentier et al., 2002). Dabei
erregen histaminerge Neurone des Nucleus tuberomamillaris den zerebralen Kortex in
zweifacher Weise. Einerseits liber direkte ausgedehnte Efferenzen zum zerebralen Kortex,

andererseits indirekt {iber ihre Projektionen in subkortikale Gehirngebiete, wie den Thalamus



und den Gehirnstamm, und regulieren so die Aufmerksamkeit und Wachheit des Organismus
(McCormick, 1992, Lin et al., 1996b, McCormick und Williamson, 1991).

Die histaminergen Neurone stehen im direkten rdumlichen Kontakt zu den orexinergen
Kernen des Hypothalamus, mit denen der tuberomamilldre Nucleus ein hoch komplexes
integratives System vegetativer Funktionen bildet (Anaclet et al., 2009). Orexine A und B
(auch Hypocretin 1 und 2 genannt) finden sich in Neuronen der perifornikalen Region des
dorsolateralen Hypothalamus und regulieren zusammen mit Histamin das Schlaf-/Wach-
Verhalten (Siegel und Boehmer, 2006, deLecea L. et al., 1998). Die Aktivitit orexinerger
Neurone ist genauso wie die der histaminergen Neurone wihrend des wachen Zustandes
besonders hoch und wéhrend des Schlafs stark reduziert (Mileykovskiy et al., 2005).
Untersuchungen an Knockout-Miusen (HDC ™ bzw. Orexin ”) konnten zeigen, dass den
zweil Kerngebieten des Hypothalamus, die im wachen Zustand eine erhdhte Aktivitit zeigen,
unterschiedliche Funktionen im Rahmen des Schlaf-/ Wachverhaltens zugeschrieben werden
konnen. So wird die Aufrechterhaltung des wachen Zustandes bzw. der Wachsamkeit eher
iiber den Transmitter Histamin vermittelt, wobei das orexinerge System eher das Erwachen
des Organismus aus dem Schlaf und Verhaltensweisen wie die Nahrungsaufnahme oder die
Lokomotion beeinflusst (Anaclet et al., 2009).

Die enge reziproke Innervation der zwei Neuronengruppen des posterioren Hypothalamus
(Kaslin und Panula, 2001), sowie ihre sich ergdnzenden Funktionen im Rahmen des Schlaf-/
Wachverhaltens des Organismus (Anaclet et al.,, 2009) lassen auf ein komplexes
Zusammenspiel dieser zwei Transmittersysteme schlief3en.

Neben der zentralen Funktion der Schlaf-/ Wachregulation des Organismus beeinflusst das
histaminerge System auch viele weitere lebensnotwendige Korperfunktionen, wie die
Temperaturkontrolle, die Nahrungsaufnahme und Energieverwaltung, die Osmoregulation
sowie die Regulation von Atmung und Blutdruck (Tabarean et al., 2012, Masaki et al., 2001,
Armstrong und Sladek, 1985, Prast und Philippu, 1991). Auch bei einigen Krankheiten des
zentralen Nervensystems, wie Alzheimer, Down-Syndrom und der Wernicke Enzephalitis,
konnten Verdnderungen im histaminergen System gefunden werden (Leurs et al., 2011,
Panula et al., 1998, Shan et al.,, 2012). Eine neuroprotektive Funktion scheint dem
histaminergen System u.a. im Rahmen des ischdmischen Schlaganfalls zuzukommen (Adachi

etal., 1991).



1.2 Der Saure-Basen-Haushalt des Korpers

Der pH-Wert ist ein MaB fiir den sauren bzw. basischen Charakter einer wéssrigen Losung
und ist definiert als der negativ dekadische Logarithmus der Protonen- (H') bzw.

Hydroniumionen (H;0") Konzentration (Brown et al., 2011):
pH=-lgc (H")

Der physiologische pH-Wert im Blut des gesunden Menschen liegt zwischen 7.37 und 7.45.
Unter einem Wert von 7.37 spricht man von einer Azidose, deren Ursachen in respiratorische
und metabolische eingeteilt werden konnen (Burckhardt, 2009). Eine metabolische Azidose
entsteht u.a. durch eine erhohte Laktatbildung im Gewebe bei Hypoxie oder korperlicher
Anstrengung. Weitere Ursachen konnen ein entgleister Diabetes mellitus (Ketoazidose) und
ein Basenverlust (z.B. bei Diarrhoe) sein (Bengtsson et al., 1990). Wenn im Stoffwechsel
mehr CO, gebildet, als iiber die Lunge abgeatmet werden kann, wie u.a. durch eine zentrale
Atemantriebsddmpfung oder eine Obstruktion der Atemwerge, entsteht hingegen eine
respiratorische Azidose (Burckhardt, 2009). Die CO,-Konzentration steht dabei tiber folgende
Formel mit dem pH-Wert des Blutes direkt in Verbindung:

H,0 + CO, = H,CO; = HCO; + H' (in wissriger Losung: H;0")

Bei einem erniedrigten pH-Wert konnen im Korper Stoffwechselvorgéinge nicht mehr wie
gewohnt ablaufen, da z.B. einige Enzyme nicht mehr optimal arbeiten konnen (Kriegel und
Schellenberger, 2007). Durch die Azidose kommt es zudem zu Elektrolytverschiebungen, v.a.
zu einer Hyperkalidmie, die wiederum zu Herzrhythmusstérungen und Blutdruckabfillen
fiihren kann (Oberleithner, 2009).

Jede Korperzelle besitzt daher Regulationsmechanismen um einer drohenden Azidose
entgegenzuwirken. So werden H'-lonen iiber die Na'/H'-Antiporter aus dem Zellinneren
gepumpt, organische Anionen (wie Laktat) werden in neutrale Metabolite umgewandelt (CO,
und Glukose), ATP wird aus ADP und H" gebildet und zytoplasmatische Proteine puffern die
H'-lonen ab (Burckhardt, 2009). Im Blutsystem gibt es zudem vier Puffersysteme, die den
pH-Wert des Blutes konstant halten, von denen der Kohlensdure-Bikarbonat-Puffer die grofite
Pufferkapazitit besitzt (Lang, 2010). Auf dem Blutweg erreichen die H'-Ionen schlieBlich die
Niere und die Lunge, um als titrierbare Sauren oder NH," iiber die Niere ausgeschieden und

als CO; tiber die Lunge abgeatmet zu werden (Burckhardt, 2009).



Ein weiterer lebensnotwendiger Mechanismus, der nach einer Verdnderung der Sdure-Basen-
Homdostase des Korpers beobachtet wird, ist die Verhaltensdnderung des Organismus. Dabei
ist die Kontrolle von Atmung, Aufmerksamkeit, Angstgefiithlen und Aggressivitit essentiell
(Ziemann et al., 2009, Cozine und Ngai, 1967, Buchanan und Richerson, 2010).

Die Bedeutung dieser Mechanismen zeigt das Beispiel der durch eine Atemwegsobstruktion
bedingten respiratorischen Azidose wéhrend des Schlafes, die {iber ein Erwachen sowie eine
Stimulation der Atmung zu einer Normalisierung des Blut-pH-Wertes filihrt. Das
Nichtreagieren des Korpers auf einen erniedrigten pH-Wert konnte fiir das Krankheitsbild des
plotzlichen Kindstodes verantwortlich sein (Paterson et al., 2009).

Fiir spontan atmende Organismen, deren pH-Homoostase nicht zuletzt fiir die Funktion ihrer
Enzyme und fiir das Gleichgewicht der Elektrolyte und somit auch des Wasserhaushaltes von
Bedeutung sind, ist es daher unabdingbar zentrale pH- und CO,-Chemosensoren zu besitzen,
die Verdnderungen des pH-Wertes detektieren und Informationen dariiber an andere Zentren
des Gehirns weitergeben.

Neben den chemosensitiven Neuronen des Gehirnstammes, deren pH- und CO,-Sensivitét
schon seit vielen Jahres bekannt ist und erforscht wird (Huda et al., 2012, Tojima et al., 1991),
scheinen auch andere Neuronengruppen, wie die orexinergen und histaminergen Neurone des
posterioren Hypothalamus, an der komplexen Antwort des Organismus auf einen veridnderten
pH-Wert beteiligt zu sein. So zeigten Williams et al., dass die orexinergen Neurone auf eine
Erniedrigung des pH-Wertes mit einer erhohten Feuerungsrate antworten, was eine
Eigenschaft chemosensorischer Neurone ist, da die meisten Neurone des Gehirns auf eine
Ansduerung des extrazelluliren Milieus mit einer Hyperpolarisation und somit einer
verminderten Aktionspotentialfrequenz reagieren (Williams et al., 2007, Williams und
Burdakov, 2008).

Da den histaminergen Neuronen des posterioren Hypothalamus komplementidre sowie
synergistische Funktionen in essentiell wichtigen Kdorperfunktionen, wie z.B. der Schlaf-/
Wachregulation, mit den orexinergen Neuronen zugeschrieben werden (Anaclet et al., 2009),
erscheint es sinnvoll auch die Bedeutung der histaminergen Neurone als pH-sensitive
Chemosensoren zu betrachten.

Johnson et al. zeigten, dass eine erhohte CO,-Konzentration in der Subpopulation TMNv
histaminerger Neurone eine erhdhte Protein-Expression von C-Fos bedingt. C-Fos ist ein
Jmmediate early gene‘ (IEG), d.h., dass es schon wenige Minuten nach der Stimulation einer
Zelle vermehrt transkribiert wird. Folglich fiihrt eine erhohte CO,-Konzentration zu einer

Stimulation histaminerger Neurone (TMNv), (2005).



Unklar bleibt, ob dieser Effekt durch einen verdnderten synaptischen Input aus anderen
Gehirnregionen, wie z.B. der orexinergen Neurone resultiert (Schone et al., 2011), oder ob
histaminerge Neurone selbst als Chemosensoren fungieren.

Die vorliegende Arbeit beschiftigt sich daher mit dem direkten Effekt eines erniedrigten
extrazelluldiren pH-Wertes auf die Aktivitdt histaminerger Neurone und geht der Frage nach,
ob Neurone des Nucleus tuberomamillaris neben den orexinergen Neuronen des posterioren
Hypothalamus zentrale pH-sensorische Zentren sind, die die lebensnotwendige Reaktion des

Organismus auf eine Verdnderung der extrazelluldren Protonenkonzentration steuern.

1.3 Der ischamische Schlaganfall

Der ischdmische Schlaganfall ist ein akutes fokales neurologisches Defizit, welches aufgrund
einer regionalen Durchblutungsstérung des Gehirns durch den umschriebenen Mangel an fiir
den Stoffwechsel wichtigem Sauerstoff (O,) und Néhrstoffen (wie Glukose) entsteht. Besteht
dieser Mangel iiber eine lingere Zeit, so kommt es zu einem irreversiblen Absterben von
Gehirngewebe (Endres und Prinz, 2012).

Ein wichtiger pathophysiologischer Mechanismus des ischdmischen Schlaganfalls ist der
Stoffwechselweg der anaeroben Glykolyse, der auch bei Sauerstoffmangel ATP bereitstellt,
jedoch iiber die Bildung von Laktat und Protonen zu einer zerebralen Azidose fiihrt (Siesjo,
1992). Durch eine solche Ischdmie kann der pH-Wert im Gehirn bis auf einen Wert von 5.5
absinken (Nemoto und Frinak, 1981, Chesler, 2003).

Die Vielzahl klinischer Erscheinungsformen des ischamischen Schlaganfalls resultiert aus der
Lokalisation der Durchblutungsstorung, der ursidchlich thromboembolische, mikroangio-
pathische und hdmodynamische Mechanismen zugrunde liegen kénnen (Endres und Prinz,
2012).

Der Schlaganfall ist laut der deutschen Todesursachenstatistik des Statischen Bundesamtes
die dritthdufigste Todesursache in Deutschland und der héufigste Grund einer dauerhaften
Behinderung (Statistisches Bundesamt, 2006). Aufgrund dieser hohen Morbiditit und
Mortalitit stellen die Kosten der Akutbehandlung, Sekundirprophylaxe und Rehabilitation
bedeutsame Ausgaben im deutschen Gesundheitswesen dar (Diener und Weimer, 2012).
Neben der therapeutischen Reperfusion des verschlossenen Gehirngefilles durch eine
Lysetherapie (rTPA) in einem geringen Zeitfenster von bis zu 4.5 Stunden, bzw. durch die
mechanische Rekanalisierung des Gefédlles, werden heute auch viele neuroprotektive Stoffe

untersucht, die im Rahmen einer zerebralen Ischdmie das Infarktvolumen und somit das



Ausmal} des Schlaganfalls vermindern und so die Reperfusion des verschlossenen Gefif3es als
Therapie des akuten Schlaganfalls unterstiitzten konnten (Hu und Chen, 2012, Diener und
Weimer, 2012).

Schon seit einigen Jahren wird auch eine protektive Bedeutung von Histamin im Rahmen der
zerebralen Ischidmie diskutiert. Es konnte gezeigt werden, dass die Konzentration an Histamin
im Gehirn einige Stunden nach einer zerebralen Ischdmie statistisch signifikant erhoht ist
(Adachi et al., 1991). Diese erhohte Histaminkonzentration im Rahmen der zerebralen
Ischdmie kann durch die vermehrte Freisetzung von Histamin einerseits aus Neuronen des
Nucleus tuberomamillaris, die u.a. durch eine kurzzeitige Hypoxie aktiviert werden (Ohshima
et al., 2007), und andererseits aus Immunzellen (Mastzellen) im Gehirn bedingt sein (Garbarg
etal., 1976).

Es konnte gezeigt werden, dass die erhohte Konzentration an Histamin den durch eine
Ischdmie enstandenen neuronalen Schaden sowie das Infarktvolumen verringert (Fujitani et
al., 1996, Adachi et al., 2005). Dabei konnte die Wirkung von Histamin an verschiedenen
Zellgruppen des Gehirns, wie Neuronen, Gliazellen, Entziindungszellen und Gefal3-
endothelzellen bedeutsam sein (Hu und Chen, 2012).

Obwohl Histamin als Neuroprotektor bei dem ischamischen Schlaganfall eine zentrale Rolle
zu spielen scheint, wurde der direkte Effekt eines erniedrigten pH-Wertes, wie er bei der

zerebralen Ischdmie im Gehirn auftritt, auf histaminerge Neurone noch nicht untersucht.



1.4 Extrazellulare pH-Sensoren

1.4.1 ASIC

Damit der Organismus addquat auf einen verdnderten pH-Wert reagieren kann, benétigt er
zentrale pH-Sensoren, die den extrazelluldren pH-Wert detektieren.

In der Literatur werden zahlreiche pH-Sensorproteine in Zellen des Gehirns beschrieben, die
den extrazelluldr erniedrigten pH-Wert wahrnehmen und die Aktivitit von Neuronen
beeinflussen.

Eine Gruppe bekannter extrazellulirer pH-Sensoren des Gehirns sind die acid-sensing ion
channels (ASICs), die bereits 1980 durch Kristhal und Pidoplichko beschrieben, jedoch erst
17 Jahre spdter durch die Arbeitsgruppe um Lazdunski genauer charakterisiert wurden
(Krishtal und Pidoplichko, 1980, Waldmann et al., 1997a).

ASICs sind kationische ITonenkanile, die durch extrazellulire H™ Ionen aktiviert werden. Sie
gehoren zur Untergruppe der DEG/ENaC Natrium-Ionenkanéle, die durch zwei hydrophobe
transmembrandre Doménen und einen groBen Cystein-reichen extrazelluliren Abschnitt
charakterisiert sind (Waldmann und Lazdunski, 1998, Saugstad et al., 2004, Hong et al., 2000,
Snyder et al., 1994).

Das menschliche Genom enthilt vier Gene (ACCN 1 - 4) fiir die verschiedenen ASIC
Kanaluntereinheiten, die mit ihren alternativen Spleiprodukten (ASIC la, ASIC 1b, ASIC
2a, ASIC 2b, ASIC 3 und ASIC 4) die Subtypen des lonenkanals bilden (Waldmann und
Lazdunski, 1998, Benson et al., 2002). Zusétzlich wurden Splicevarianten von ASIC 3 und 4
beschrieben, die sich in dem C-terminalen Abschnitt (ASIC 3) oder der extrazelluldren
Domaine (ASIC 4) unterscheiden. IThre physiologische Bedeutung ist noch unklar (zit. nach
Deval et al., 2010).

Der genaue Aufbau des Ionenkanals ist bis heute nicht endgiiltig geklért. Zunichst deuteten
stochiometrische Untersuchungen von DEG/ENaC Kanélen darauf hin, dass sich vier oder
neun Untereinheiten zu einem funktionellen ASIC Kanal formieren (Firsov et al., 1998,
Eskandari et al., 1999).

Neuere Studien gehen jedoch von einer triméren Struktur der ASIC Kanéle aus (Gonzales et

al., 2009), (Abb. 4).
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Abb. 4: Schematische Darstellung des acid-sensing ion channels (ASIC) A: ASICs sind v.a. fiir
Natriumionen (Na") durchlissig. Darstellung von ASICs in der Zellmembran eines Neurons. B: Porenaufsicht
eines ASIC Kanals, die zeigt, dass sich der Kanal aus drei Untereinheiten zu einem funktionellen Kanal
zusammensetzt (P = Pore). C: Eine Untereinheit des ASIC Kanals besteht aus zwei Transmembrandoménen und
einem groflen Cystein-reichen extrazelluldren Abschnitt. Sowohl das NH,-Ende (N), wie auch das COOH-Ende
(C) der jeweiligen Kanaluntereinheit befinden sich intrazelluldr (Modifiziert nach: Kernder A, De Luca R,
Yanovsky Y, Haas HL, Sergeeva OA (2014) Acid-sensing hypothalamic neurons controlling arousal. Cell Mol
Neurobiol 34(6):777-89, mit freundlicher Genehmigung des Springer-Verlages).

Die spannungsunabhéngigen ASIC Kanile sind v.a. fiir Natriumionen permeabel, lassen in
einem geringen AusmaB jedoch auch andere Kationen hindurchtreten (u.a. Ca®*, K, H).
ASIC Kanédle werden reversibel durch Amilorid (und dessen Derivate Benzamil und
Ethylisopropylamilorid) blockiert (Waldmann et al., 1997b). Calciumionen stabilisieren
zudem den geschlossenen Zustand der lonenkanéle (Paukert et al., 2004).

Die ASIC Untereinheiten konnen sich sowohl homooligomer (eine ASIC Kanaluntereinheit),
als auch heterooligomer (verschiedene ASIC Kanaluntereinheiten) zu einem funktionellen
Ionenkanal assemblieren. Die homooligomeren ASIC Kanaluntereinheiten zeigen im
Vergleich ein unterschiedliches Verteilungsmuster und variieren u.a. in der pH-Sensitivitét,
der lIonenselektivitit sowie der Desensibilationskinetik. So zeigen die verschiedenen ASIC
Homooligmere in der Maus u.a. bei unterschiedlichen extrazelluliren pH-Werten ihre halb-
maximale Aktivitit (Benson et al., 2002), (Tabelle 1). Auch die heterooligomeren
Ionenkandle variieren stark in den oben genannten Charakteristika. So sind ASIC la
homooligomere Komplexe z.B. fiir Calciumionen permeabel, wobei es ASIC 2 enthaltende
Heterooligomere nicht mehr sind (Yermolaieva et al., 2004).

Innerhalb der Zelle befinden sich ASICs an verschiedenen Zellkompartimenten, wie der

dulleren Zellmembran, der Kernmembran und dem endoplasmatischen Retikulum (Huang et
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al., 2010, Chai et al., 2010). Dabei wurde z.B. fiir ASIC la die Lokalisation am
endoplasmatischen Retikulum beschrieben, iiber die die Oberflichenexpression der
Kanaluntereinheit an der dulleren Zellmembran reguliert werden kann. Das Neuron kann so
auf duBere Reize schnell reagieren und den intrazelluldren Speicher an ASIC la in die
Zellmembran einbauen, ein Mechanismus der von Chai et al. als ,surface trafficking*

beschrieben wurde (2010).

Isoform Expression im Gewebe pHs Besonderheit

ASIC la PNS 6.2—-6.8  permeabel fiir Calciumionen
RM
Retina
Knochen
Geschmacksrezeptoren
Gehirn

ASIC 1b PNS 5.1-6.2
Spinalganglion
sensorische Neurone:
- Haarzellen (Cochlea)
- Geschmackszellen

ASIC 2a PNS 4.1-5.0
RM
Gehirn
Retina
Spinalganglion (Cochlea)
Geschmackszellen
Knochen

ASIC 2b PNS - bilden keinen funktionellen
RM homooligomeren Kanal
Gehirn
Retina
Geschmackszellen

ASIC 3 PNS 6.2-6.7
Geschmackszellen
Retina
Hoden
Lunge
Innenohr
Knochen
Gehirn
sensorische Neurone

ASIC 4 PNS - bilden keinen funktionellen
Gehirn homooligomeren Kanal
RM
Retina
Hypophyse
vestibuldre System
Corti-Organ

Tabelle 1. Eigenschaften von acid-sensing ion channels (ASIC) Die Tabelle zeigt die Expression von ASIC 1
—4 im Gewebe, die jeweiligen pH-Werte, bei denen die ASICs ihre halbmaximale Aktivierung (pHs,) aufweisen,
sowie weitere spezielle Besonderheiten einzelner ASIC Kanaluntereinheiten. (PNS = peripheres Nervensystem,
RM = Riickenmark), (Modifiziert nach: Lingueglia, E (2007) Acid-sensing ion channels in sensory perception. J
Biol Chem 282:17325-17329, mit freundlicher Genehmigung des Journal of Biological Chemistry).
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ASIC Kanile sind im zentralen und im peripheren Nervensystem weit verbreitet, wurden
jedoch auch in nicht neuronalem Gewebe, wie dem Hoden, der Lunge und dem
Knochengewebe, nachgewiesen (zit. nach Lingueglia, 2007).

Dabei befinden sich die ASIC Kandle im peripheren Nervensystem v.a. an freien
Nervenendigungen (Price et al., 2001). Diese Lokalisation erlaubt ihnen eine bedeutende
Rolle bei dem sdureindizierten Schmerz im Rahmen von Entziindungen, Infektionen,
Ischimien und Tumoren im Gewebe einzunehmen, bei denen der extrazellulire pH-Wert
unter einen Wert von 7.0 abfallen kann (Issberner et al., 1996). Unterschiedliche
Zusammensetzungen der ASIC Untereinheiten zu einem lonenanal kdnnen einen breiten pH-
Bereich detektieren und so den sauren Schaden im Gewebe genauer eingrenzen (Benson et al.,
2002). Es ist zudem sehr interessant, dass inflammatorische Mediatoren, wie 5-
Hydroxytryptamin oder Interleukin 1 die Transkription der ASIC Untereinheiten stimulieren
(Mamet et al., 2002).

Die Expression von ASIC Kanilen in Geschmacksrezeptoren (Vina et al., 2013) und der
Retina (Ettaiche et al., 2006) zeigt die Bedeutung der Kanile fiir die sensorische
Wahrnehmung des Organismus.

Im zentralen Nervensystem zeigen v.a. der zerebrale Kortex, das Cerebellum, der
Hippocampus und die Amygdala, eine hohe Expression von ASIC Kanédlen (Wemmie et al.,
2003). Hier scheint v.a. ASIC la eine dominante Rolle einzunehmen (Wemmie et al., 2002).
Funktionell sind ASICs im zentralen Nervensystem so u.a. an der Langzeitpotenzierung, der
Angstentstehung und der emotionalen Bewertung und Wiedererkennung von Gefahren-
situationen beteiligt (Wemmie et al., 2002).

ASIC 1a Knockout-Méuse zeigen eine reduzierte Verhaltensédnderung in Gefahrensituationen
(Wemmie et al., 2003) und erhohte Konzentrationen an CO, und Protonen im Gehirn 16sten
bei gesunden Méusen, nicht jedoch bei ASIC la Knockout-Médusen Angstreaktionen aus
(Ziemann et al., 2009).

Neueste Studien zeigen, dass ASIC Kanidle auch an der Pathophysiologie des ischdmischen
Schlaganfalls beteiligt sind. Bei einer zerebralen Ischimie kommt es durch die anaerobe
Glykolyse zu einem Anstieg von Laktat im Gewebe, der mit einem pH-Wert Abfall auf bis zu
5.5 einhergehen kann (Chesler, 2003, Nemoto und Frinak, 1981). Obwohl die genauen
Pathomechanismen der Beteiligung von ASICs noch unklar bleiben, geht man davon aus, dass
durch die ASIC la Aktivierung im Rahmen der zerebralen Azidose der intrazelluldre
Calciumspiegel ansteigt. Der erhohte intrazelluldre Calciumspiegel ist toxisch fiir die Neurone

und fiihrt zu einem vermehrten neuronalen Zelltod (Yermolaieva et al., 2004). Die
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intrazerebroventrikuldre Injektion von ASIC la Blockern (Amilorid, PcTX1) reduzierte in
Nagetieren das Infarktvolumen um bis zu 60 % (Xiong et al., 2004, Pignataro et al., 2007). Da
der zerebrale pH-Wert fiir einige Stunden nach einem ischdmischen Schlaganfall erniedrig
bleibt, scheint die Entwicklung von ASIC1la Blockern in der Behandlung von Schlaganfillen
zur Reduzierung des Infarktvolumens bedeutend.

Auch wiéhrend eines epileptischen Anfalls kann es zu einem signifikanten Abfall des pH-
Wertes im Gehirn kommen (Wang und Sonnenschein, 1955). Eine ASIC Blockade durch
Amilorid oder eine selektive Blockade von ASIC la durch PcTX1 hemmen die neuronale
Aktivitdt der Neurone, weshalb auch in diesem Zusammenhang die Entwicklung neuer
Medikamente, die die ASIC Kanéle blockieren, bedeutsam sein kann (zit. nach Xiong et al.,
2008).

Obwohl in den letzten Jahren viele Erkenntnisse iiber den Aufbau, die Expression und die
Funktion von ASIC Kandlen gewonnen werden konnten, ist iiber deren Bedeutung im
Hypothalamus relativ wenig bekannt.

Meng et al. veroffentlichten 2009 ihre Forschungsarbeiten iiber die Verteilung der ASIC 3
Kandle im Hypothalamus der Ratte. Mittels Real-Time PCR, Westernblot und
immunhistochemischen Farbungen wiesen sie deren ausgedehnte Verbreitung im gesamten
Hypothalamus nach. Eine besonders stark ausgepréigte Expression von ASIC 3 zeigte sich im
Nucleus tuberomamillaris (Meng et al., 2009). Zudem wurde im Nucleus suprachiasmaticus
des Hypothalamus, einem Kerngebiet welches die circadiane Rhythmik steuert, die
Expression von ASIC 1la, 1b, 2a, 2b und 3 nachgewiesen (Chen et al., 2009).

In elektrophysiologischen Untersuchungen zahlreicher hypothalamischer Neurone der Ratte
konnten die durch einen erniedrigten extrazelluldren pH-Wert ausgeldsten Ionenstrome durch
den unspezifischen ASIC Kanalblocker Amilorid reversibel gehemmt werden (Wang et al.,
2007).

So zeigte sich auch in orexinergen Neuronen des posterioren Hypothalamus, eine
Aktivitdtserhdhung durch einen erniedrigten extrazelluldren pH-Wert, die zu einer erhdhten
Atemfrequenz fithrt und durch ASIC Antagonisten blockiert werden kann (Song et al., 2012).
Die genaue Expression und mogliche Funktion der verschiedenen ASIC Kanaluntereinheiten
an histaminergen Neuronen im Nucleus tuberomamillaris des posterioren Hypothalamus, die
mit den orexinergen Neuronen ein integratives System vegetativer Funktionen bilden, ist noch

nicht erforscht und wesentlicher Bestandteil dieser Arbeit.
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1.4.2 TRPV 1

Der transient receptor potential vaniloid 1 Ionenkanal (TRPV 1) ist ein weiterer
extrazelluldrer pH-Sensor des Gehirns und wird in die Gruppe der TRP Kanile (transient
receptor potential) eingeordnet, die insgesamt in sieben Unterfamilien eingeteilt werden
konnen (TRP- (-C, -M, -V, -A, -P, -ML, -N)). Zur TRPV Unterfamilie werden wiederum
sechs Mitglieder gezdhlt (TRPV 1- 6), (zit. nach Nilius und Voets, 2005).

Die vorliegende Arbeit konzentriert sich auf den TRPV 1 Kanal, einen pH-sensitiven
Ionenkanal, der durch Expressionsklonierung im Jahr 1997 von Julius und seiner
Arbeitsgruppe identifiziert wurde (Caterina et al., 1997) und in diversen Organsystemen
sowohl neuronal als auch nicht neuronal, exprimiert wird (Cristino et al., 2006, Cavanaugh et
al., 2011).

TRPV 1 Kanile formen in Gruppierungen Tetramere mit jeweils sechs Trans-
membrandoméinen einen funktionellen nicht-selektiven Kationenkanal. Dabei liegt sowohl das
NH;-Ende wie auch das COOH-Ende der jeweiligen Kanaluntereinheit im intrazelluldren
Bereich der Zelle. Die Pore des Kanals wird durch die Transmembrandoménen 5 und 6

gebildet (Abb. 5), (Caterina et al., 1997, Kedei et al., 2001, Clapham et al., 2005).

A WS

C extrazelluldr

Zellmembran
intrazellulir

Abb. 5: Schematische Darstellung des transient receptor potential vaniloid 1 (TRPV 1) Ionenkanals A: Der
TRPV 1 Kanal in der Zellmembran eines Neurons. B: Porenaufsicht, die zeigt, dass sich der Kanal aus vier
Untereinheiten zu einem funktionellen Ionenkanal zusammensetzt (P = Pore). C: Eine Untereinheit des TRPV 1
Kanals besteht aus sechs Transmenbrandoménen (TM), von denen die TM 5 und 6 die Pore des Kationenkanals
bilden. Sowohl des NH,-Ende (N), wie auch das COOH-Ende (C) befinden sich intrazelluldr, (A =
Ankyrinwiederholungen). Capsaicin bindet intrazelluldr an die TRPV 1 Kanaluntereinheit und aktiviert so den
Ionenkanal. Protonen aktivieren den Kanal iiber eine extrazellulare Bindungsstelle (Modifiziert nach: Kernder A,
De Luca R, Yanovsky Y, Haas HL, Sergeeva OA (2014) Acid-sensing hypothalamic neurons controlling
arousal. Cell Mol Neurobiol 34(6):777-89, mit freundlicher Genehmigung des Springer-Verlages).
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Der Ionenkanal kann durch eine Vielzahl von Stimuli gedffnet werden. Dazu zdhlen u.a.
Capsaicin, der Bestandteil der Chili, der deren Schirfe vermittelt, Hitze (ab 43°C), Séure,
Osmolaritdtsdnderungen sowie die Phosphorylierung des Kanals durch die Proteinkinase C
(PK C), (Caterina et al., 1997, Bevan und Geppetti, 1994, Liu et al., 2007, Mandadi et al.,
2011).

Die Offnung des Kanals erzeugt einen unselektiven einwirts gerichteten Ionenstrom, der v.a.
von Calciumionen getragen wird (Ca’” > Na"). Auf diesen Einwirtsstrom folgt eine
langanhaltende Refraktdrzeit, in der der Kanal weder auf Capsaicin noch auf andere Stimuli
reagiert (Clapham et al., 2005). Der einwérts gerichtete Ionenstrom depolarisiert die Zelle und
fiihrt gegebenenfalls zu einem Aktionspotential in dem Neuron.

Die Bindungsstelle von Capsaicin am TRPV 1 Kanal befindet sich intrazelluldr, wobei
Protonen liber eine extrazellulire Bindungsstelle den Kanal aktivieren (Jung et al., 1999, Jordt
et al., 2000), (Abb. 7).

Im Gegensatz zu einigen ASIC Kanaluntereinheiten 6ffnet sich der TRPV 1 Kanal erst, wenn
der extrazelluldre pH-Wert unter einen Wert von 6 fallt (pHso: 5.4). Andererseits kann eine
leichte Ansduerung (pH-Werte zwischen 6 und 7) den TRPV 1 Kanal fiir andere Stimuli (wie
Capsaicin oder Hitze) sensitivieren (Tominaga et al., 1998).

Die Expression des TRPV 1 Kanals an nozizeptiven afferenten Neuronen des peripheren
Nervensystems sowie die Aktivierung des lonenkanals durch Entziindungsmediatoren (wie
Prostaglandin E2 und Bradykinin), erlaubt es den Kanilen eine bedeutende Rolle als
multimodaler Nozizeptor einzunehmen (Grace et al., 2012, Abraham et al., 2011). Daher ist
der TRPV 1 Kanal eine neue Zielstruktur verschiedener Pharmaka, die als Nichtopioid-
Analgetika den TRPV 1 Kanal antagonisieren (zit. nach Knotkova et al., 2008, Szallasi et al.,
2007).

Neben dieser Funktion im peripheren Nervensystem konnte der TRPV 1 Kanal zudem im
zentralen Nervensystem nachgewiesen werden. Mittels der Weiterentwicklung neuer
molekularbiologischer Methoden, wie der Immunhistochemie sowie der in-situ-
Hybridisierung, gelang der Nachweis der Expression des TRPV 1 Kanals so u.a. in
hypothalamischen und thalamischen Kernen des zentralen Nervensystems (Cristino et al.,
2006, Toth et al., 2005).

Der TRPV 1 Kanal scheint im zentralen Nervensystem an vielen lebensnotwendigen Funktion
beteiligt zu sein. So gibt es Hinweise darauf, dass der Kanal die synaptische Transmitter-
freisetzung in Nervenzellen moduliert (Sikand und Premkumar, 2007, Marinelli et al., 2005)

und die Langzeitpotenzierung im Rahmen der Gedichtnisbildung (Gibson et al., 2008, Li et
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al., 2008) sowie die Korpertemperaturregulierung (Jancso-Gabor et al., 1970, Steiner et al.,
2007) beeinflusst.

Zusitzlich scheint der TRPV 1 Kanal auch an der Pathophysiologie einiger Krankheiten, wie
Diabetes mellitus, Adipositas (Lee et al., 2015), Parkinson (Morgese et al., 2007) und
Bluthochdruck (Parpaite et al., 2015, Hao et al., 2011) involviert zu sein.

Im Rahmen der zerebralen Ischdmie kommt der Aktivierung des TRPV 1 Kanals eine
neuroprotektive Funktion zu. Ein moéglicher Pathomechanismus ist die zentralen Senkung der
Korpertemperatur des Organismus durch eine Aktivierung des Kanals (Muzzi et al., 2012,
Cao et al., 2014, Khatibi et al., 2011).

In den letzten Jahren wurden zudem verschiedene Splicevarianten des TRPV 1 Kanals
entdeckt, die, mit dem TRPV 1 Kanal koexprimiert, dessen Funktion beeinflussen (Abb. 6).
So isolierten Schumacher et al. eine N-terminale Splicevariante des TRPV1 Kanals der Ratte
(Vr. 5’sv), der im Vergleich zum TRPV 1 Kanal ein Grofteil der intrazelluldren N-terminalen
Domaéne des Proteins fehlen (2000).

Vr.5’sv konnte in Spinalganglienzellen, in peripheren Blutzellen sowie im Gehirn
nachgewiesen werden (Schumacher et al., 2000, Sanchez et al., 2001).

Die elektrophysiologischen Untersuchungen von Vr.5’sv zeigten keine Sensitivitit der Kanéle
fiir Capsaicin, Protonen oder Hitze (iiber 50°C). Durch die Koexpression von TRPV 1 und der
Splicevariante Vr.5’sv in Geweben wird der TRPV 1 Kanal inhibitorisch beeinflusst (Eilers et
al., 2007).

TRPV 1B, eine weitere Splicevariante des TRPV 1 Kanals, wird durch Hitze, nicht jedoch
durch Capsaicin und Protonen, aktiviert (Lu et al., 2005). Strukturell fehlt der Splicevariante
das Exon 7 des TRPV 1 Kanals. TRPV 1B konnte in Spinalganglienzellen, dem Cerebellum
sowie ubiquitdir in dem fetalen Gehirn nachgewiesen werden. Auch diese Splicevariante
scheint die Sensitivitdt des TRPV 1 Kanals auf Protonen und Capsaicin bei Koexpression zu
inhibieren (Vos et al., 2006).

TRPV 1 B, eine Splicevariante des TRPV 1 Kanals der Maus, bildet alleine keinen
funktionellen Ionenkanal, kann den TRPV 1 Kanal jedoch ebenfalls negativ regulieren. Die
Splicevariante wurde in Spinalganglienzellen, in der Haut, im Magen und der Zunge

nachgewiesen (Wang et al., 2004).
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A TRPV 1

extrazellular

Zellmembran
intrazellular

B VR.5'sv

extrazellular

Zellmembran
intrazelluldr

C TRPV 1 (B)

extrazellular

Zellmembran
intrazellular

Abb. 6: Schematische Darstellung der Splicevarianten VR.5’sv und TRPV 1B des transient receptor
potential vaniloid (TRPV 1) Kanals A: Eine Untercinheit des TRPV 1 Kanals bestehend aus sechs
Transmenbrandomédnen. Sowohl des NH,-Ende (N), wie auch das COOH-Ende (C) der jeweiligen
Kanaluntereinheit befinden sich intrazelluldr, (A = Ankyrinwiederholungen). B: Die Splicevariante VR.5’sv des
TRPV 1 Kanals fehlt ein Grofteil der intrazelluldren N-terminalen Domédne des Proteins. C: Schematische
Darstellung der Slicevariante TRPV 1B des TRPV 1 Kanals der das Exon 7 fehlt (a = verminderte
Ankyrinwiederholungen (im Vergleich zu TRPV 1), (Quelle: eigene Darstellung).

1.4.3 OGR 1

Ein weiterer extrazelluldrer pH-Sensor, dessen Expression im zentralen Nervensystem gezeigt
werden konnte, ist der ovarian cancer G protein-coupled receptor 1 (OGR 1), (Xu und Casey,

1996). Extrazelluldre Protonen (pH 6.8) aktivieren den G-Protein-gekoppelten Rezeptor. Es
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kommt {iber Inositol-1,4,5-triphosphat (IP3) zu einer vermehrten Freisetzung von Calcium aus
dem endoplasmatischen Retikulum (Ludwig et al., 2003). Durch die erhdhte intrazelluldre
Konzentration von Calciumionen kommt es zu einer Depolarisation der Zelle, die
gegebenenfalls ein Aktionspotential generieren kann.

Neben der Expression des OGR 1 in Osteoblasten, Osteoklasten und in GefdBmuskelzellen,
konnte dieser G-Protein-gekoppelte Rezeptor zudem in der Lunge, der Niere und dem
Nervensystem nachgewiesen werden (Saxena et al., 2012, Mohebbi et al., 2012, Huang et al.,
2007). Die Expression des extrazelluldren pH-Sensors in Neuronen des Hypothalamus wurde

noch nicht untersucht.

1.4.4 Na'/K*-ATPase

Skou und seine Mitarbeiter entdeckten 1957 die ,Natrium- und Kaliumionen abhédngige
Pumpe‘ an Krabbenneuronen der Peripherie, die unter Verbrauch von Energie (ATP) drei
Natrium- gegen zwei Kaliumionen entgegen eines chemischen und elektrischen Gradienten
iiber die Plasmamembran von Zellen transportiert (Skou, 1989). Heute weil3 man, dass die
Funktion der Na'/K'-ATPase fiir jede Korperzelle von wichtiger physiologischer Bedeutung
ist. Die durch die Na'/K -ATPase kontrollierte niedrige Natriumkonzentration im Zellinneren
regelt z.B. die osmotische Kontrolle des Zellvolumens. In Nervenzellen ist die Na'/K'-
ATPase zudem fiir die elektrische Erregbarkeit der Neurone unabdingbar (Korbmacher und
Bernhard, 2009).

Die Na'/K'-ATPase setzt sich aus vier Untereinheiten zusammen: Jeweils zwei o und zwei B
Untereinheiten, wobei die o Untereinheit die katalytische Einheit der Pumpe darstellt. Die 3
Untereinheit, die glykosyliert werden kann, dient unter anderem der Stabilitét der Pumpe und
spielt eine wichtige Rolle bei dem Einbau der Na'/K'-ATPase in die Plasmamembran der
Zelle. Zudem kann sie regulatorisch die Aktivitit der lonenpumpe beeinflussen (Korbmacher
und Bernhard, 2009). Man unterscheidet verschiedene Subtypen der o und  Untereinheit (a.1-
4, B1-2), die gewebsspezifisch exprimiert werden und sich in ihrer Affinitit fiir Natriumionen
sowie ihrer Kinetik unterscheiden.

Wihrend die ol Untereinheit ubiquitir vorkommt, wird die o2 Untereinheit in
Herzmuskelzellen, Adipozyten sowie in Astrozyten des Gehirns exprimiert. Die a3
Untereinheit findet sich hingegen auch in Neuronen und glatten Muskelzellen. Die o4
Untereinheit der Na'/K'-ATPase wird nicht im Gehirn exprimiert. Bei der B Untereinheit

unterscheidet man die B1 Untereinheit, die ubiquitér exprimiert wird, von der B2 Untereinheit

19



die in Gliazellen, Neuronen der frithen Entwicklung und in Pyramidenzellen des
Hippocampus nachgewiesen werden konnten (zit. nach Tokhtaeva et al., 2012).

Der spezifische Inhibitor der Na'/K'-ATPase Ouabain (g-Strophanthin), der in dem Extrakt
des roten Fingerhuts vorkommt, bindet an der Auflenseite des Enzyms und blockiert sowohl
die Transportfunktion, als auch die ATP-Hydrolyse der Ionenpumpe (Korbmacher und
Bernhard, 2009). Fuller zeigte zudem eine Hemmung der Na'/K'-ATPase durch einen durch
extrazelluldre Protonen-aktivierten Faktor, der wihrend einer Ischidmie intrazelluldr
akkumuliert, von Subtypen der Na'/K'-ATPase, die im Gehirn und in Kardiomyozyten
exprimiert werden (2003). Eine solche Hemmung durch Protonen fiihrt zu einer
Depolarisation der Membran und somit zu einer erhohten Erregbarkeit von Neuronen und

Kardiomyozyten.

1.5 Fragestellung und Zielsetzung der Arbeit

Sind histaminerge Neurone des posterioren Hypothalamus zentrale pH-Sensoren?

Wie die benachbarten orexinergen Neurone des posterioren Hypothalamus (Williams et al.,
2007, Williams und Burdakov, 2008, Song et al., 2012) konnten auch die histaminergen
Neurone Verdnderungen des extrazelluliren pH-Wertes wahrnehmen und somit an der
zentralen Steuerung der Aufmerksamkeit und Atmung des Organismus beteiligt sein.

Die Wahrnehmung einer zerebralen Azidose, wie sie im Rahmen des ischdmischen
Schlaganfalls auftritt (Nemoto und Frinak, 1981, Chesler, 2003), iiber pH-Sensorproteine
histaminerger Neurone konnte zudem die bekannte protektive Konzentrationserhohung des
Mediatorstoffes Histamin im Rahmen der zerebralen Ischdmie erkldren (Fujitani et al., 1996,
Adachi et al., 2005).

Die pH-Sensorik histaminerger Neurone des posterioren Hypothalamus wurde noch nicht

untersucht.

1. In der vorliegenden Arbeit wird der direkte Effekt eines erniedrigten extrazelluldren
pH-Wertes auf die Aktivitdt histaminerger Neurone mit elektrophysiologischen
Ableitungen an Gehirnschnitten und akut isolierten Neuronen der Ratte sowie der

Maus gemessen.

2. Die Expression bekannter zentraler pH-Sensorproteine in histaminergen Neuronen
wird mittels der konventionellen und quantitativen Polymerasekettenreaktion sowie

mittels immunhistochemischer Farbungen untersucht.
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2 Methodik

2.1 Elektrophysiologische Methoden

2.1.1 Tier- und Zellpraparation

Fiir die in der vorliegenden Arbeit durchgefiihrten Versuche wurden als Versuchstiere Ratten
(ménnliche Wistar Ratten, 22 - 26 Tage alt) und Mé&use (Nachkommen der Kreuzung
zwischen der HDC-Cre transgenen Maus (Yanovsky et al., 2012) und der Rosa26-1ox-STOP-
lox-lacZ reporter Maus (Jackson Laboratory, Bar Harbor, Maine, USA, stock#003474), 22 —
35 Tage alt) verwendet, deren Anzahl moglichst klein gehalten wurde. Die Tiere wurden nach
den Vorschriften des deutschen Tierschutzgesetztes von Prof. Dr. Olga Sergeeva enthauptet
und das entnommene Gehirn wurde in eine eiskalte Bikarbonat-gepufferte Elektrolytlosung
gebracht. Diese Losung wird weiterhin als ACSF (artificial cerebrospinal fluid) bezeichnet
(Tabelle 2). Auf einem Vibratom (Vibroslicer, Campden Instruments, Loughborough,
Grof3britannien) fertigten wir darauthin 400 um beziehungsweise 300 um dicke transversale
Schnitte der gewiinschten Gehirnregion (posteriorer Hypothalamus) an, die unter einem
Mikroskop (Wild M8, Leica Wetzlar, Deutschland) dahingehend tiiberpriift wurden, ob sie
auch die Tuberomamillarregion enthielten. Bei Raumtemperatur wurden die Schnitte
anschliefend fiir mindestens eine Stunde in der Kontrolllosung (ACSF) inkubiert, die mit
Carbogen  begast wurde, sodass sich ein pH-Wert von 7.4 ecinstellte

(Tierversuchsgenehmigung fiir Organentnahme: O. Sergeeva 058/91, LANUV, NRW).

ACFS
(Bikarbonat-gepuffert, Ableit-Losung fiir Gehirnschnitte)

125mM  NaCl
3.7mM KCl

1.0 mM CaCl,
1.0mM MgCl,
1.3mM NaH,PO,
23 mM  NaHCO;
10 mM  Glukose

Tabelle 2: Zusammensetzung der ACFS (artificial cerebrospinal fluid), die zur elektrophysiologischen
Ableitung von Gehirnschnitten benutzt wurde Die Kontrolllosung wurde mit Carbogen begast wodurch sich
ein pH-Wert von 7.4 einstellte, der regelméBig kontrolliert wurde.
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2.1.2 Patch-Clamp-Technik

Die Untersuchung elektrophysiologischer Signale einzelner Neurone ist eine wichtige
Untersuchungsmethode der Neurophysiologie. Sie erlaubt es genaue Informationen iiber die
Leitfahigkeit, Kinetik und Pharmakologie membranstindiger lonenkanéle zu erhalten, die fiir
das Verstidndnis der Funktion von Nervenzellen sowie deren Zusammenspiel unabdingbar
sind (Kandel, 2000). Die Ableitung elektrophysiologischer Signale wurde im Rahmen dieser
Arbeit sowohl an hypothalamischen vitalen Gehirnschnitten, wie auch an isolierten Neuronen
aus ebendiesen durchgefiihrt.

Die Voltage-Clamp-Technik (Spannungsklemme) wurde bereits in den 30er Jahren von
Hodgkin, Huxley und Cole entwickelt (Cole und Hodgkin, 1939). Mittels zwei in die Zelle
eingestochenen elektrolytgefiillten Glasmikroelektroden (eine fiir die Spannungsdetektion,
eine fiir Strominjektion) werden Strome, die durch die Zellmembran flieBen, erfasst.
Nachdem Bernhard Katz die Einzelkanalstrome durch Analyse des Membranrauschens
berechnet hatte (Hodgkin und Katz, 1949, Hodgkin und Huxley, 1952), gelang es Neher und
Sakman mit der Patch-Clamp-Technik (1976) diese direkt zu registrieren. Mit Hilfe einer
durch Anschmelzen geglitteten Glaspipettenspitze kann hierbei, durch einen Unterdruck im
Pipetteninneren, eine hochgradige Versiegelung der Glaswand mit der Zellmembran erreicht
werden (Gigaohm-Seal), sodass lonenstrome im Picoamperebereich (pA) durch einzelne
Ionenkanéle registriert werden konnen (Bear et al., 2008). Wihrend der Messung werden
Veranderungen des Membranpotentials durch einen Kompensationsstrom sofort ausgeglichen
(to clamp = festklemmen), der dem transmembrandren Strom entgegen gerichtet ist. Dieser
Kompensationsstrom wird gemessen (Numberger und Draguhn, 1996). Je nach Fragestellung
werden bei der Patch-Clamp-Technik verschiedene Membrankonfigurationen verwendet, von
denen in der vorliegenden Arbeit die Cell-Attached- und Whole-Cell-Konfiguration
angewandt werden (Abb. 7). Bei der Cell-Attached-Konfiguration wird mit einer Mikropipette
ein kleiner Fleck der Zellmembran gegen die librige Umgebung isoliert, was Single-channel-
Aufnahmen an einer intakten Zelle ermoglicht (Bear et al., 2008, Hamill et al., 1981). Eine
Sonderform der Cell-Attached-Konfiguration erlaubt es durch einen geringeren elektrischen
Widerstand als in der konventionellen Technik mit einer Pipette mehrere Membranabschnitte
nacheinander zu patchen, da die Zellmembran bei der Messung intakt bleibt (loose Cell-

Attached-Konfiguration).
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Durch starkeres Ansaugen des Membranabschnittes in der Cell-Attached-Konfiguration wird
dieser aus der Membran herausgerissen und die Pipette hat nun direkten Kontakt zu dem

Intrazellularraum der gesamten Zelle (whole-cell-patch), (Hamill et al., 1981).

- Pipette

- Neuron

Pipettenspitze - - Pipettenspitze

Zellmembran - - Zellmembran

Abb. 7: Schematische Darstellung der Cell-Attached- sowie der Whole-Cell-Konfiguration Dargestellt ist
der Aufbau der zwei Konfigurationen (Cell-Attached- und Whole-Cell-), die bei den elektrophysiologischen
Ableitungen der vorliegenden Arbeit angewandt wurden (Quelle: eigene Darstellung).

2.1.3 Ableitung histaminerger Neurone in Gehirnschnitten

Wir untersuchten die Aktionspotentialfrequenzen der ventralen Untergruppe der
tuberomamilldren Region (TMNv) mittels Patch-Clamp-Ableitungen bei unterschiedlichen
pH-Werten der Extrazellularlésung an vitalen Gehirnschnitten.

Die mikroskopische Kontrolle der TMNv Region erfolgte im differenziellen Interferenz
Kontrast (DIC) mittels eines Zeiss Axioscope 2 FS Mikroskops (Zeiss, Oberkochen,
Deutschland), (Filter: 780 nm, R69, Schott, Deutschland). Das mikroskopische Bild wurde
anschliefend mit einer infrarot-sensitiven Videokamera (Newvicon C2400, Hamamatsu,
Hamamatsu City, Japan) festgehalten. Wir zogen die fiir die Versuche verwendeten
Patchpipetten aus Filament-beinhaltenden dickwandigen Brosilikat-Glasrohrchen auf einem
Horizontalpuller (Sutter-Instruments, Novato, CA, USA) aus. Die Temperatur wurde wéhrend

der Experimente bei 33 +/- 0.5 °C gehalten. Zur Registrierung von Aktionspotential-
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frequenzen histaminerger Neurone wurde die Loose-Cell-Attached-Konfiguration verwendet
(loose-patch), wofiir die Glaspipettenspitze mit der Kontrolllésung (ACSF) gefiillt wurde.

Die Gehirnschnitte wurden kontinuierlich mit einer Geschwindigkeit von 1,4 ml pro Minute
mit der Kontrolllosung (ACFS, pH-Wert 7.4) perfundiert. In der vorliegenden Arbeit wurde
anschlieBend fiir jeweils sieben Minuten eine Losung mit einem pH-Wert von 7.0 iiber das
Perfusionssystem appliziert, sodass die Gehirnschnitte fiir diese Zeit der verdnderten Losung
ausgesetzt waren. Der pH-Wert wurde durch eine verdnderte Konzentration von NaHCO; in
der Kontrolllésung nach dem Protokoll von Jarolimek auf einen Wert von 7.0 eingestellt
(Jarolimek et al., 1990). Es folgte eine erneute Perfusion der Gehirnschnitte fiir acht Minuten
mit der Kontrolllosung (ACSF) bei einem pH-Wert von 7.4. Die elektrophysiologischen
Signale wurden durch Axoclamp 2B (Axon Instruments, Jakarta, Indonesien) aufgenommen,
verstdrkt und zwischen 0,5 und 10 kHz gefiltert. Wir analysierten anschlieBend die Ergebnisse
mit der pCLAMP 8 Software von Axon Instruments (Jakarta, Indonesien). Die
Aktionspotentialfrequenz wurde kontinuierlich in bins von 15 s Dauer aufgezeichnet. Am
Ende der elektrophysiologischen Experimente erfolgte die visuelle Identifizierung
histaminerger Neurone durch die Hemmwirkung des Histamin H3 Rezeptoragonisten R-o-
Methylhistamin (0.2 uM).

Die in der Arbeit beschriebenen Versuchen fiihrte ich unter der Anleitung von Dr. Yevgenij
Yanosky aus der Forschungsgruppe des Institutes fiir molekulare Neurophysiologie der

Heinrich-Heine Universitat Dusseldorf durch.

2.1.4 Ableitungen akut isolierter histaminerger Neurone

Um lonenstrome einzelner histaminerger Neurone messen zu konnen, wurden whole-cell
Patch-Clamp-Ableitungen an akut isolierten Neuronen des Nucleus tuberomamillaris bei
unterschiedlichen pH-Werten der Extrazellularlosung durchgefiihrt. Dafiir wurden zunichst,
analog zu der Herstellung der Gehirnschnitte fiir die Patch-Clamp-Ableitungen an
Gehirnschnitten, 450 um dicke Gehirnschnitte der Region des Nucleus tuberomamillaris
(posterioren Hypothalamus) hergestellt. Im folgenden Schritt wurden die Gehirnschnitte flir
30 bis 40 Minuten bei 37 °C mit der Kontrolllosung (ACSF), der Papain (0,3-0,5 mg/ml)
zugefiigt wurde, inkubiert, sodass sich die Zellen des Gehirnschnittes voneinander isolieren
konnten. Es folgte eine griindliche Spiilung mit der Kontrolllosung. Die Gewebestiicke
wurden anschlieBend mit einem kleinen Volumen der Ableit-Losung fiir dissoziierte Neurone

versetzt (HEPES-gepuffert, pH-Wert 7.4, Tabelle 3).
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Ableit-Losung fiir dissoziierte Neurone
150 mM  NaCl
3.7mM KCI
2.0mM CaCl,
2mM  MgCl,
10mM HEPES
10 mM  Glukose

Tabelle 3: Zusammensetzung der Ableit-Losung (recording solution) fiir die elektrophysiologischen
Ableitungen akut isolierter histaminerger Neurone Die Einstellung des pH-Wertes auf 7.4 erfolgte mit dem
HEPES-Puffer.

Durch leichtes Hin- und Herpipettieren (Trituration) verteilten sich die isolierten Zellen in der
Ableit-Losung, die daraufhin in eine Ableitkammer fiir die Patch-Clamp-Ableitungen
gegeben wurden. Die zur Patch-Clamp-Technik verwendeten Glaselektroden wurden aus
Filament-beinhaltenden ~ dickwandigen  Brosilikat-Glasrohren =~ mit  Hilfe  eines
Horizontalziehgerits (Shutter-Instruments, Novato, CA, USA) hergestellt und mit der
Elektrodenlosung gefiillt (pH-Wert 7.4, Tabelle 4).

Elektrodenlosung
140 mM KCl
2mM  MgCl,
0.5mM CaCl,
5mM EDTA
10 mM HEPES

Tabelle 4: Zusammensetzung der Elektrodenlésung Mit dieser Losung werden die Glaspipetten zur
elektrophysiologischen Ableitung (whole-cell Patch-Clamp-Ableitung) akut isolierter histaminerger Neurone
gefiillt. EDTA: Ethylen-diamintetraessigsaure.

Mittels der zuvor hergestellten Glaskapillare wurde darauthin eine histaminerge Zelle in der
Ableitkammer in die Whole-Cell-Konfiguration gebracht. In dieser war der Serienwiderstand
mit 4-15 MQ ausgeglichen (70-90%) und wurde regelméBig kontrolliert. Die gepatchte akut
isolierte Zelle wurde dann in das Applikationssystem (schnelle Perfusionstechnik nach
Vorobjev et al.,, 1996) gefahren, wo sie kontinuierlich mit der sterilen Kontrollbadlosung
(Ableit-Losung fiir dissoziierte Neurone) perfundiert wurde.

In der vorliegenden Arbeit wurden zur Ableitung der Ionenstrome bei unterschiedlichen
extrazelluliren pH-Werten Losungen mit verschiedenen pH-Werten durch eine im

Durchmesser 0.08 mm groB3e Glaskapillare appliziert. Durch eine laterale Bewegung dieser
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Glaskapillare wurde die Zelle fiir zwei Sekunden der Testlosung ausgesetzt (Abb. 8) und die
Ionenstrome in dem Neuron gemessen.

Alle applizierten Losungen flossen kontinuierlich und schwerkraftgesteuert mit der gleichen
Geschwindigkeit aus der Kapillare. Die unterschiedlichen pH-Werte der applizierten
Losungen stellten wir mit Hilfe von NaOH (0.1 M) und HCI (1 M) in der Ableitlosung fiir
dissoziierte Neurone (Tabelle 3) ein. Als Puffersubstanzen verwendeten wir MES (Sigma Life
Science, St. Louis, MI, USA) und HEPES (Sigma Life Science, St. Louis, MI, USA), deren
pHso sich nicht voneinander unterscheidet. Die lonenstrome der Zellen wurden mit Hilfe eines
EPC-9 Verstirkers bei einem Haltepotential von -50 mV gemessen. Wir sammelten die Daten
mittels TIDA fiir Windows (HEKA, Lambrecht, Deutschland).

Die in der vorliegenden Arbeit beschriebenen Versuche fiihrte ich gemeinsam mit Frau Prof.

Dr. Olga Sergeeva durch.

Pipettenspitze

Abb. 8: Applikationssystem zur elektrophysiologischen Registrierung von Ionenstromen dissoziierter
Neurone A: Zu sehen ist die Glaspipette im Applikationssystem, an deren Ende das histaminerge Neuron in der
Whole-Cell-Konfiguration gehalten wird. Das histaminerge Neuron wird kontinuierlich mit der Ableit-Losung
fir dissoziierte Neurone mit einem pH-Wert von 7.4 umspiilt. B: Durch die laterale Bewegung des
Applikationssystems gelangt das histaminerge Neuron fiir zwei Sekunden unter die Glaskapillare mit einem
Durchmesser von 0.08 mm und wird einer verdnderten Elektrolytlosung ausgesetzt. C: Nach zwei Sekunden
gelangt das Applikationssystem wieder in seine Ausgangsstellung und das histaminerge Neuron wird wieder mit
der Ableit-Losung fiir dissoziierte Neurone mit einem pH-Wert von 7.4 umspiilt (Quelle: eigene Darstellung).

2.2 Molekularbiologische Methoden

2.2.1 RNA-Gewinnung und reverse Transkriptasereaktion

Nach der elektrophysiologischen Registrierung des histaminergen Neurons, wurde das

Zytoplasma der Zelle zusammen mit der sterilen Elektrolytlosung in die verwendete
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Glaspipette gesaugt. Im néchsten Schritt isolierten wir die in dem Zytoplasma der Zelle
enthaltene RNA mit Hilfe des ,mRNA isolation kit (GE Healthcare, Buckinghamshire,
Grof3britannien) nach den Angaben des Herstellers. Zum Nachweis der mRNA, die Teil der
momentanen Transkription eines Gens in der Zelle ist, fiihrten wir zundchst die reverse
Transkriptase Reaktion (RT Reaktion) durch. Diese wandelt die vorhandene mRNA aus der
Zelle in ,copy DNA‘ (cDNA) um.

Der Inhalt der Elektrode wurde dafiir in ein Eppendorf Gefdll gegeben, in dem sich schon 7 pl
einer vorbereiteten Losung befanden (.first strand cDNA synthesis kit (Pharmacia Biotech,
Freiburg, Deutschland)). Nach einer Stunde Inkubation bei 37 °C zur RT Reaktion wurde
diese Reaktion durch Tiefgefrieren bei - 20 °C gestoppt. Die RT Reaktion wurde nicht

normalisiert um die dquivalenten Mengen von totaler mRNA zu bekommen.

2.2.2 Polymerasekettenreaktion

Die Polymerasekettenreakion (PCR), eingefiihrt 1986 durch Kary Mullis, ermdglicht es ein
spezifisches cDNA-Fragment zu vervielféltigen (amplifizieren), (Mullis und Faloona, 1987).
Unter optimalen Bedingungen kommt es pro Zyklus der PCR zu einer Verdopplung der DNA-
Sequenz, was bedeutet, dass nach 40 Zyklen diese um den Faktor 2*° vervielfiltigt wurde (=
10'%), sodass sich kleinste Mengen von DNA eindeutig nachweisen lassen (Albert et al.,
2004).

Fiir die PCR werden, neben der Ausgangs-cDNA (Template), zwei Primer (15-30 Basenpaar
(B.p.) lange Oligodesoxyribonukleotide, die komplementir zu der Sequenz eines
Einzelstranges der zu vervielfdltigen DNA sind), eine thermostabile DNA-Polymerase (aus
Bakterien, z.B. Thermus aquaticus, Tag-Polymerase), Desoxynukleosidtriphosphate (dANTP),
ein Puffer sowie MgCl, bendtigt. Jeder Zyklus besteht aus drei automatisierten Schritten, die

bei unterschiedlichen Temperaturen ablaufen (Schartl, 2009), (Tabelle 5).

Polymerasekettenreaktion

1. Denaturierung: Aufschmelzen des Templates in zwei Einzelstrange (95 °C)
2. Annealing: Hybridisierung der Primer an die einzelstrangige DNA (40-72 °C)
3. Elongation: Verlidngerung der hybridisierten Primer mit Hilfe der Taq-Polymerase (72 °C)

Tabelle 5: Die drei automatisierten Schritte der Polymerasekettenreaktion (PCR) Jede PCR l4uft in drei
automatisieren Schritten (Denaturierung, Annealing und Elongation) ab. (Daten entnommen aus: Gentechnik,
Gendiagnostik, Gentherapie; Manfred Schartl, S. 445 — 447, In: Biochemie und Molekularbiologic des
Menschen, Hrsg: Manfred Schartl, Manfred Gessler, Arnold von Eckardstein, 2009).
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Die Amplifikation der DNA in diinnwandigen PCR-Gefafen erfolgte in einem Standard-PCR-
Ansatz fiir 100ul (Tabelle 6).

Standard-Ansatz der PCR
cDNA (1.1-1.5pl)
dNTP (200uM von jedem dNTP)
10 x PCR-Puffer
1.5 mM bzw. 3 mM MgCl,

sense und antisense Primer (jeweils 10 pM)

2.5 units Taq-Polymerase

Tabelle 6: Standard-Ansatz der Polymerasekettenreaktion (PCR) Die Tabelle zeigt die verschiedenen
Bestandteile des PCR-Ansatzes. Die Magnesiumchloridkonzentration des Ansatzes wurde fiir jede PCR etabliert
(1.5 bezichungsweise 3 mM).

Das Reaktionsvolumen wurde mit nukleasefreiem Wasser auf 100 pl aufgefiillt (Promega,
Mannheim, Deutschland). Die TAQ-Polymerase, der PCR-Puffer, das MgCl, sowie alle vier
dNTPs wurden von Qiagen (Erkrath, Deutschland) bezogen. Die Primer wurden durch MWG-
Biotech (Ebersberg, Deutschland) hergestellt.

Die Amplifikation wurde mit einem Thermocycler (Master cycler) der Firma Eppendorf

(Weiterstadt, Deutschland) durchgefiihrt (Tabelle 7).

Standardprogramm der PCR

~

L. 94 °C 1 Minute initiale Denaturierung 35-40 Zyklen
(Wiederholungen)
II.  94°C 48 Sekunden Denaturierung
49.5 -53°C 48 Sekunden Primer Annealing
72 °C 1 Minute Elongation
. 72°C 10 Minuten finale Elongation

Tabelle 7: Standardprogramm der Polymerasekettenreation (PCR) Lediglich die Temperatur wihrend des
Primerannealings variiert zwischen den verschiedenen PCR und wurde dem Primerpaar entsprechend etabliert.

Die Annealingtemperatur wurde dem Primerpaar entsprechend etabliert:

HDC: 1. Amplifikation: 50°C, 2. Amplifikation: 53°C; ASIC (insgesamt): 50°C, ASIC 1 - 4:
2. Amplifikation: 50°C; ASIC la/b: 1. Amplifikation: 50°C, 2. Amplifikation: 53°C, ASIC
2a/2b: 1. Amplifikation: 50°C, 2. Amplifikation: 53°C; TRPV1: 1. Amplifikation: 50°C, 2.
Amplifikation: 53°C; TRPV1 (VR.5%sv): 1. Amplifikation: 50°C, 2. Amplifikation; 50°C,
TRPVI1 (B): 1. Amplifikation: 50°C, 2. Amplifikation: 50°C, TRPV1 B: 1. Amplifikation:
50°C, 2. Amplifikation: 50°C, Na'/K'-ATPase a: 1. Amplifikation 49.5°C; 2. Amplifikation:

28



50°C; Na'/K'-ATPase B: 1. Amplifikation: 50°C, 2. Amplifikation: 50°C, OGR I:
1.Amplifikation: 50°C, 2. Amplifikation: 50°C.

2.2.3 Einzelzell-Polymerasekettenreaktion

Um auch geringste Templatemengen in der Zelle nachzuweisen, wie etwa bei der
Amplifikation von Genprodukten aus einer einzelnen Zelle (Einzelzell-PCR), haben wir im
Rahmen der Arbeit die Methode der nested-PCR (,verschaltete’ PCR) angewandt. Bei diesem
Verfahren wird eine normale PCR nach dem oben erlduterten Schema durchgefiihrt. Das
Produkt dieser ersten PCR wird als Template fiir eine zweite PCR-Amplifikation verwendet
(Becker, 2010). Die verwendeten Primer dieser zweiten Amplifikation binden an eine
Sequenz der zu vervielfiltigenden DNA, die innerhalb des in der ersten Amplifikation
vervielfaltigten DNA-Fragmentes liegt. Alle anderen Reagenzien entsprachen denen der
ersten Amplifikation. Das Standardprogramm am Thermocycler wurde beibehalten, die

Annealingtemperatur dem Primerpaar entsprechend etabliert.

2.2.4 Entwicklung der Primer

Die Primer zur Amplifikation der ¢cDNA der Histidindecarboxylase, dem Marker fiir
histaminerge Zellen, wurden dem Protokoll von Parmentier et al. entnommen (2009). Alle
anderen aufgefiihrten Primer entwickelten wir mit Hilfe von Primer Express von ABI PRISM
(Pleasanton, CA, USA; Tabelle 8). Zur Untersuchung der Expression der vier ASIC
Kanaluntereinheiten in histaminergen Neuronen wurden in der ersten PCR der Einzelzell-
PCR fiir alle Untereinheiten (ASIC 1 - 4) die gleichen Primer verwendet. Erst in der zweiten
Amplifikationsrunde unterschieden sich die Primer zur Amplifikation der einzelnen ASIC

Kanaluntereinheiten voneinander.

Rattus norvegicus

Name des Primers sense antisense Produktliinge in
Basenpaaren
HDC
1. Amplifikation = 5°-gatgatggagcccWgtgaata-3’ 5’-ctggtcagaggcataggcaaca-3’
2. Amplifikation ~ 5’-agtcctctgcaagacgeete-3’ 5’-ctggtcagaggcataggcaaca-3’ 457
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ASIC 1

2. Amplifikation 5¢-cctagtggagaaagaccaggaata-3’ 5’-ccRatRaacaRBcccatctg-3> 276
ASIC2
2. Amplifikation ~ 5’-agatYcacagYcagKMKgaRcc-3> 5 -ccttttctgccagtagaccga-3’ 321
ASIC 3
2. Amplifikation ~ 5’-gggtgactgcaataccgcat-3’ 5’-tcattcgacagccacacttc-3’ 164
ASIC 4
2. Amplifikation ~ 5’-gaacagcggctaacttatctge-3’ 5’-catgggccctcagagecce-3’ 263
ASIC 1a/1b 5’-tcectgggectgetgetg-3° 5’-gtggecgeccatettg-3° 1a: 360
1b: 324
ASIC 2a/2b 5¢-gctcagactgactgtggatetg-3° 2a: 617
5¢-tecetSggeYtgetgetg-3’ 2b: 638
TRPV 1
1. Amplifikation  5’-tcatgggtgagaccgtcaacaag-3’ 5’-tggcttaagggatccegtataat-3°
2. Amplifikation ~ 5’-tacctggaacaccaatgtggg-3’ 5’-tggcttaagggatccegtataat-3° 220
TRPV 1 VR.5’sv
1. Amplifikation =~ 5°-catccagggactagcctcat-3° 5¢-agggttccacgagaageat-3°
2. Amplifikation 5¢-catccagggactagcctcat-3¢ 5¢-tgcagcaggaacttcacaat-3° 121
TRPV 1B
1. Amplifikation 5¢-catccagggactagcectcat-3° 5¢-agggttccacgagaagcat-3°
2. Amplifikation ~ 5°-tggtggaggtggcagataa-3° 5¢-agggttccacgagaageat-3° 292
Na'/K'-ATPase al
1. Amplifikation 5’-gggttggacgagacaagta-3’ 5’-accaatgttcttgaagga-3’
2. Amplifikation 5’-gggttggacgagacaagta-3’ 5’-atgacgacagcagacagcac-3’ 418
Na'/K'-ATPase a2
1. Amplifikation 5’-gggtggcaagaagaaacaga-3’ 5’-accatgttcttgaagga-3’
2. Amplifikation 5’- gggtggcaagaagaaacaga-3’ 5’-aagcgecccaateca-3’ 249
Na'/K'-ATPase 03
1. Amplifikation 5’-caagaagagcaaggccaaag-3’ 5’-accatgttcttgaagga-3’
2. Amplifikation 5’- caagaagagcaaggccaaag-3’ 5’-gcacgcagtcggtattgtattt-3’ 115
Na'/K'-ATPase B1
1. Amplifikation 5’-tggaagRaRttcRtStggaa-3’ 5’-ccaSWcgRtcctggtac-3’
2. Amplifikation 5’-tggaagRaRttcRtStggaa-3’ 5’-cgatgaagatgecgge-3’ 121
Na'/K'-ATPase B2
1. Amplifikation 5’-tggaagRaRttcRtStggaa-3’ 5’-ccaSWcgRteetggtac-3’
2. Amplifikation 5’-tggaagRaRttcRtStggaa-3’ 5’-ttacccacatggtgagggtga-3’ 136
OGR 1
1. Amplifikation 5°¢ -gagagagattggcttcatctce-3¢ 5¢ tcatttcgggecttgate-3°
2. Amplifikation 5¢ -cattgaccacaccatccac-3° 5¢ teatttcgggecttgate-3° 123
Mus musculus
Name des Primers sense antisense Produktliinge in
Basenpaaren

HDC

1. Amplifikation

5¢-gatgatggagccc Wgtgaata-3°

5¢-tcagaggtgtaggcaacga-3°




2. Amplifikation ~ 5°-gatgatggagcccWgtgaata-3’ 5’-gatgctgtccecagetgteg-3’ 193

ASIC (insgesamt)
1. Amplifikation ~ 5’-agatYcacagYcagKMKgaRcc-3"  5’-ccRatRaacaRBcccatctg-3’

ASIC 1
2. Amplifikation ~ 5°-cctagtggagaaagaccaggaata-3’ 5’-ccRatRaacaRBcccatctg-3> 276
ASIC 2
2. Amplifikation 5’-agatYcacagYcagKMKgaRcc-3"  5’-ccttttctgccagtagaccga-3’ 321
ASIC 3
2. Amplifikation ~ 5’-gggtgactgcaataccgcat-3’ 5’-tcattcgacagccacacttc-3’ 155
ASIC 4
2. Amplifikation ~ 5’-gaacagcggctaacttatctge-3’ 5’-catgggccctcagagecce-3’ 263
TRPV 1
1. Amplifikation  5’-tcatgggtgagaccgtcaacaag-3’ 5’-tggcttaagggatccegtataat-3°
2. Amplifikation ~ 5’-tacctggaacaccaatgtggg-3’ 5’-tggcttaagggatccegtataat-3° 220
TRPV1 B 5’-tgtccaggaagttcactgaatg-3’ 5’-gaagtagaagttcactgaatg-3’ 211
OGR 1
1. Amplifikation “ A¢ ‘ 2
! ! 5° -gagagagattggcttcatctce-3 5¢ teatttcgggcecttgate-3
2. Amplifikation 5¢ -cattgaccacaccatccac-3° 5¢ teatttcgggecttgatc-3¢ 123

Tabelle 8: Aufzihlung der verwendeten Primerpaare der Polymerasekettenreaktionen (PCR) der
vorliegenden Arbeit Die Tabelle zeigt getrennt die verwendeten Primerpaare der PCR der Ratte (Rattus
norvegicus) und die der Maus (Mus musculus). Aufgefiihrt sind die Nukelotidsequenzen der Primer sowie die
Lénge der durch die PCR entstandenen DNA-Fragmente (Basenpaare = B.p.). a= Adenin, c= Cytosin, g=
Guanin, t= Thymin, B= Cytosin, Guanin oder Thymin, K= Guanin oder Thymin, M= Adenin oder Cytosin,
R=Adenin oder Guanin, S= Cytosin oder Guanin, W= Adenin oder Thymin, Y= Cytosin oder Thymin.

Um zwischen den alternativen Spliceprodukten der ASIC Kanéle ASIC 1 (ASIC 1a und 1b)
und ASIC 2 (ASIC 2a und 2b) zu unterscheiden, wurde ein Alignment der DNA-Sequenzen
der zwei Splicevarianten mit dem Programm Geneious (Biomatters Ltd, Auckland,
Neuseeland) durchgefiihrt, sodass die Primer so bestimmt werden konnten, dass durch die
PCR beide Splicevarianten (ASIC la und 1b beziehungsweise ASIC 2a und 2b) amplifiziert
werden, sich die amplifizierten DNA-Fragmente jedoch in ihrer Lénge voneinander
unterscheiden. Das amplifizierte DNA-Fragment von ASIC la ist 360 B.p. lang, wohingegen
das DNA-Fragment von ASIC 1b 324 B.p. lang ist (ASIC 2a: 617 B.p., ASIC 2b: 638 B.p.).

2.2.5 Restriktionsanalyse

Zur sicheren Unterscheidung zwischen den alternativen Spliceprodukten ASIC la und 1b

sowie ASIC 2a und 2b wurde eine Restriktionsanalyse durchgefiihrt. Nach der PCR-
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Amplifikation wurden die DNA-Fragmente hierfiir mithilfe von Restriktionsendonukleasen an
einer spezifischen Stelle geschnitten (Tabelle 9). Die Restriktionsenzyme wurden so gewéhlt,
dass sie jeweils nur einen der zwei alternativen Spliceprodukte (ASIC 1a oder 1b bzw. ASIC
2a oder ASIC 2b) schneiden. Das Restriktionsenzym Eco R I (Invitrogen, Carlsbad, CA,
USA) schneidet das amplifizierte DNA-Fragment des ASIC la Splei3produktes, nicht jedoch
das der ASIC 1b Kanaluntereinheit. Das Restriktionsenzym Eco 47 (Promega, Madison, WI,
USA) schneidet analog dazu nur das amplifizierte DNA-Fragment des ASIC 2b
SpleiBproduktes (Abb. 9). Pro Probe wurden 7 pl nukleasefreies Wasser, 1,1 ul des jeweiligen
fiir das Restriktionsenzym spezifischen Puffers, 1 ul des spezifischen Restriktionsenzyms
sowie 3-5 ul der zuvor amplifizierten DNA verwendet. Nachdem die Mischung bei 37 °C fiir
mindestens zwei Stunden inkubiert wurde, wurden die Proben gelelektrophoretisch

aufgetrennt, um die durch die Restriktionsenzyme geschnittenen DNA-Fragmente

aufzutrennen.
Rezeptor Restriktionsenzym DNA-Fragmentlinge (B.p.)
ASIC la Eco RI(G AATTC) 210: 150
ASIC 2b Eco 47 (AGC GCT) 327 :311

Tabelle 9: Die amplifizierten DNA-Fragmente der acid-sensing ion channel (ASIC) Splicevarianten ASIC
1a und ASIC 2b werden durch die Restriktionsenzyme Eco RI bzw. Eco 47 geschnitten. Das amplifizierte
DNA-Fragment der ASIC la Kanaluntereinheit hat eine Lidnge von 360 Basenpaaren (B.p.). Nach Zugabe des
Restriktionsenzyms Eco RI betragen die Léngen der geschnittenen DNA-Fragmente 210 und 150 B.p.. Das
amplifizierte DNA-Fragment der ASIC 2b Kanaluntereinheit hat eine Lénge von 638 B.p.. Nach Zugabe des
Restriktionsenzyms Eco 47 betragen die Léngen der geschnittenen DNA-Fragmente 327 und 311 B.p..

10
ASIC1b TCA ASIC 2a/2 b AGGTAG----GGGACCGCGTTGCTTATTAAT
ASICla TGG a/ sense TGTGTGCACTGAGCGTGTGCAGTACTATT

ASIC2a TCGGATCCCTGGGCCTGCTGCTGG----TGGAGAGCTCGGAGAGGGTGTCCTACT-GT

ASIC2b GCACGTCCCTCGGCTTGCTGCTGTCC----TGGTCCTCGAACCGCCTGCTCTACT---GG

12
ASIC1b TCTTCCCAGCTGTCACCTTCTGCAACACCAATGCCGTGCGGTTGTCCCAGCTCAGCT

ASIC1a - CTTCCCTGCTGTCACACTGTGCAATCTCAATGAGTTCCGCTTTAGCCAAGTCTCCA

Asic2a | ASIC 1a/1b sense

ASIC 2b ACAACAACCCCCTGCGCTTCCCGCGCCTCTCCAC

ACCTCAATGGCTTCCGGTTCTCCAGGCTTACCA

15
ASIC1b -GGCC----- CAGAGGCTTTCT—CCGGGGAGCCTTTTAACCTCCAT———CJ‘ Eco RI l
ASIC 1a_AGGCCAACTTCCGGAGCTTCAAGCCCAAGCCC---TTCAA---CAT--GCGT-GAATTCT

ASIC2a AGGCCAACTTCAAACACTACAAACCGAAGCAG---TTCA---GCAT--- Eco 47

ASIC2b TGGCCGACTTCCGCCTCTTCCTGCCGCCGCGCCACTTCGAGGGCATCAGCGCTGCC

18
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ASIC1b AACTCGGGCCAAGATGGGCGGCCACGGCTGAAGACCATGAAAGGTGGGACTGG
ASICla AACTCGGGCCAAGATGGGCGGCCACGGCTGAAGACCATGAAAGGTGGGACTGG

CACGGTCAAGGGGGGGACGGG

ASIC2a AACTCA . )
ASIC 1a/1b antisense
ASIC 2b AACTCA CACGGTCAAGGGGGGGACGGG

19

ASIC1b CTGGAGATCATGCTGGACATTCAGCAAGATGAATATTTGCCTGTGTGGGGAGAG
ASIC 1la CTGGAGATCATGCTGGACATTCAGCAAGATGAATATTTGCCTGTGTGGGGAGAG
ASIC2a CTGGAGATCATGCTGGACATTCAGCAAGATGAGTACCTGCCCATCTGGACAGAG

ASIC2b CTGGAGATCATGCTGGACATTCAGCAAGATGAGTACCTGCCCATCTGGACAGAG

20

ASIC 1b . GTGCAGATCCACAGTCAGGATGAACCC
ASIC 2a/2b antisense

ASICla GTGCAGATCCACAGTCAGGATGAACCC

ASIC2a GAAACAACGTTTGAAGCAGGAGTGAAGGTTCAGATCCACAGTCAGTCTGAGCCG
ASIC2b GAAACAACGTTTGAAGCAGGAGTGAAGGTTCAGATCCACAGTCAGTCTGAGCCG

Abb. 9: Alignment der Splicevarianten der acid-sensing ion channel 1 (ASIC 1) Kanaluntereinheit (ASIC
1a/1b) sowie der ASIC 2 Kanaluntereinheit (ASIC 2a/2b) Markiert sind die DNA-Sequenzen an denen die
Primer fiir die Polymerasekettenreaktion binden (ASIC la/la sense und antisense sowie ASIC 2a/2b sense und
antisense) sowie die Stelle der DNA-Sequenz, die durch die Restriktionsenzyme (Eco RI und Eco 47)
durchtrennt werden. Die aufgezeigte DNA-Sequenz wurde an mehreren Stellen der Ubersicht halber gekiirzt.

2.2.6 Gelelektrophorese

Der Nachweis der in der PCR amplifizierten DNA erfolgt mittels der Gelelektrophorese.
Hierbei trennt man die Nukleinsduren unter dem Einfluss eines elektrischen Feldes in einer
Gelmatrix auf. Diese besteht aus Agarose oder Polyacrylamid, welches in einer ionisierenden
Pufferlosung liegt. Da die DNA-Fragmente in Losung elektrisch geladen vorliegen (negative
Ladung der Phosphatreste), wandern die Molekiile der GroBe nach unterschiedlich schnell zur
Anode. Dabei ist die Laufstrecke der DNA-Fragmente umgekehrt proportional zur molaren
Masse der Nukleinsduren und damit auch der Lénge der DNA-Fragmente (Montenarh und
Loffler, 2007). Fiir unsere Proben wurde Agarose (2 %) verwendet. Diese wurde in TAE-
Puffer (Tris-Acetat-EDTA-Puffer; Tabelle 10) aufgekocht und mit ,GelRed Nucleic Acid Gel
Stain* (Biotium, Hayward, CA, USA) vermischt (8 pl/150 ml). ,GelRed Nucleic Acid Gel
Stain * ist ein Fluoreszenzfarbstoff, der zwischen die Basen der DNA interkaliert, unter UV-
Licht fluoresziert und so sichtbar wird (Gebrauchsinformation des Herstellers). Das Ergebnis
wurde zur Dokumentation unter UV-Licht fotographiert. Als Marker verwendeten wir die 100

B.p. Leiter, mit der 500 B.p. Linie als Hauptmarker.
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TEA-Puffer (pH 7.5-8.0)

10 mM TRIS
1 mMEDTA
3 M Natriumacetat

Tabelle 10: Zusammensetzung des TEA-Puffers Der TEA-Puffer, bestehend aus TRIS (Tris-(hydroxymethyl)-
aminomethan, Sigma, Deisenhoffen, Deutschland), EDTA (Ethylendiamintetraessigsdure, FLUKA Fein-
chemikalien GmbH, Neu-Ulm, Deutschland) und Natriumacetat, wird zur Herstellung der Agarosegele benutzt.

2.2.7 Purifizierung von PCR-Produkten zur Sequenzierung

Nachdem die DNA-Fragmente amplifiziert wurden, wurden diese sequenziert (Abb. 10). Fiir
diesen Vorgang muss die DNA jedoch von Primern, Enzymen und Nukleotiden gereinigt
werden (Purifizierung).

Wir verwendeten das ,Qiaquick PCR Purification Kit* (Qiagen, Erkrath, Deutschland). Bei
der Purifizierung wird das PCR-Produkt in eine Sdule gegeben, an dessen Membran die DNA
bindet. AnschlieBend wird der Inhalt der Sdule mit verschiedenen Puffern unterschiedlicher
Salzkonzentrationen gewaschen. Im letzten Schritt eluiert man die DNA mit Hilfe von H,O
(Gebrauchsinformation des Herstellers). Die Durchfiihrung erfolgte nach den Angaben des
Herstellers.

Anschlielend erfolgte die Sequenzierung in einer automatischen Sequenziermaschine (ABI,

Model 377, Weiterstadt, Deutschland).

el 100 110 120
TGGCCTGTGAGTCTCGC TATGTGGCTCG GAAGTGTGGE

Abb. 10: Beispielhafter Auszug aus der Sequenzierung des acid-sensing ion channels 3 (ASIC 3 Kanals)
der Ratte Farben: schwarz: Guanin (G), blau: Cytosin (C), rot: Thymin (T), griin: Adenin (A).

Die in unseren Versuchen erhaltenen Sequenzen stimmten mit den bereits in der Genbank

bekannten Sequenzen iiberein (Tabelle 11).
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Rattus norvegicus

HDC NM_017016.2
ASIC 1 NM_024154.2
ASIC la U94403.1
ASIC 1b AJ-309926.1
ASIC 2a NM_001034014.1
ASIC 2b NM._012892.2
ASIC 3 NM_173135.1
ASIC 4 NM_022234.2
TRPV 1 NM_031982.1
TRPV 1B AF327067.1
TRPV1 VR.5’sv AF 158248

Na'/K'-ATPase

- al NM_012504.1

- a2 NM_012505.2

- a3 NM_012506.1

- Bl NM 0131132

- B2 NM_012507.3
OGR 1 NM 001108049.1

Mus musculus

HDC NM_008230.5
ASIC 1 NM_009597.1
ASIC 2 NM _001034013.2
ASIC3 NM_183000.2
ASIC 4 NM_ 183022.3
TRPV 1 NM_001001445.1
TRPV 1 AY-452084.1
OGR 1 NM 0011776731

Tabelle 11: Aufzihlung der fiir die vorliegende Arbeit sequenzierten DNA-Fragmente mit deren
Erkennungsnummern der Genbank (Pubmed) Die Tabelle zeigt getrennt die Erkennungsnummern der Ratte
(Rattus norvegicus) sowie die der Maus (Mus musculus).

2.2.8 Quantitative Real-Time PCR

Die quantitative Real-Time PCR (qRT PCR) beruht auf dem Prinzip der bereits oben
beschriebenen konventionellen PCR, ermoglicht jedoch zusdtzlich den vorhandenen DNA-
Gehalt in der Probe zu quantifizieren. Mit Hilfe eines fluoreszierenden Farbstoffes wird die

Anzahl der entstandenen Kopien der DNA nach jedem Zyklus der PCR gemessen. Die
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Fluoreszenz des Farbstoffes steigt dabei proportional zu der Menge an doppelstrangiger DNA
in der Probe an (Higuchi et al., 1993). Als fluoreszierender Farbstoff wurde ,SYBR-Green I°,
ein asymmetrischer Cyanin-Farbstoff (SYBR Green master mix kit, Bio-Rad, Miinchen,
Deutschland)  verwendet, welcher an  doppelstringige @~ DNA  gebunden sein
Emissionsmaximum &ndert (Zipper et al., 2004). Durch die Anregung mit einer Halogen-
lampe (Exzitationsmaximum 485 nm), wird nun das Fluoreszenz-Signal (Emmision bei 520
nm) der Proben nach jedem PCR-Zyklus gemessen (Real-Time). Ab einer Mindestmenge an
DNA kann ein Signal detektiert werden, darauthin steigt das Fluoreszenzsignal exponentiell.
In dieser exponentiellen Phase der PCR liegen optimale Reaktionsbedingungen vor und eine
Quantifizierung der DNA-Menge ist moglich. Nach der exponentiellen Phase nédhert sich das
Fluoreszenzsignal einem Maximum an (Abb. 11). Durch den starken Anstieg an DNA,
Monophosphatnukleotiden und Pyrophosphaten kommt es hier zu einer Hemmung der

Amplifikation der DNA (Hof und Dérries, 2009, Innis und Gelfand, 1990).
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Abb. 11: Graphische Darstellung der Real-Time PCR Beispielhafte Darstellung des gemessenen
Fluoreszenzsignals, welches wihrend der quantitativen PCR der Na'/K ATPase a3 Untereinheit aufgezeichnet
wurde. Rn = gemessene Fluoreszenzsignal, welches gegen einen internen Farbstoff korrigiert wurde.

Die quantitativen PCR wurden mit dem ,GeneAmp 5700 Sequence Detection-System* der
Firma PE Biosystems (Applied Biosystems, Carlsbad, CA, USA) durchgefiihrt. Die
Amplifikation der DNA erfolgte in einem Standard-PCR-Ansatz (Tabelle 12).
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Standard-Ansatz (qRT PCR)
1-5ul  cDNA

10 pM  sense (up) und antisense (low) Primer

15.75 Wl MasterMix

Tabelle 12: Standard-Ansatz der quantitativen Real-Time Polymerasekettenreaktion (QRT PCR) Der
MasterMix beinhaltet: SYBR PCR-Puffer, MgCl, (Magnesiumchlorid), dNTP (Desoxynukleosidtriphosphate),
AmpliTaq Gold sowie AmpErase UNG (Uracil-N-Glykosylase), (Applied Biosystems, Carlsbad, CA; USA),
(cDNA = cloned DNA).

Das Reaktionsvolumen wurde mit nukleasefreiem Wasser auf 50 pl aufgefiillt (Promega,
Mannheim, Deutschland). Die fiir die qRT-PCR verwendeten Primer wurden durch MWG-
Biotech (Ebersberg, Deutschland) hergestellt und sind in Tabelle 13 aufgefiihrt. Der
,MasterMix‘ des Standardansatzes wurde von der Firma Applied Biosystems (Carlsbad, CA,
USA) bezogen. Dabei verhindert die Zugabe der Uracil-N-Glykosylase zu den PCR-Ansétzen
Kontaminationen mit PCR-Produkten aus vorherigen Aufarbeitungen. Anstelle von Thymin
(dTTP) wird zur DNA-Vervielfiltigung Uracil (dUTP) in die DNA-Fragmente eingebaut. Die
Uracil-N-Glykosylase schneidet daher lediglich Uracil enthaltende DNA-Produkte (aus
vorherigen DNA-Amplifikationen), wiahrend Thymin enthaltende cDNA (Ursprungs-DNA)
nicht angegriffen wird. Die Aktivierung der Uracil-N-Glykosylase geschieht bei 50°C und ist
der erste Schritt des Standardprogrammes der qPCR (Tabelle 13). Die Uracil-N-Glykosylase
hydrolysiert die N-glykosidische Bindung zwischen der Desoxyribose der DNA und dem
Uracil (Longo et al., 1990).

Standardprogramm der qRT PCR

L. 50°C 2 Minuten Inkubation, Aktivierung der Uracil-N-Glykosylase

II. 95°C 10 Minuten initiale Denaturierung, Inaktivierung der Uracil-N-Glykosylase,
Aktivierung der Amplitaq Gold Polymerase

1.  95°C 15 Sekunden Denaturierung
50°C 2 Minuten kominiertes Primerannealing-, Elongationsschritt 40 Zyklen
IV. 60°C 1 Minute finale Elongation

Tabelle 13: Standardprogramm der quantitativen Real-Time Polymerasekettenreaktion (QRT PCR) Der
Schritt IIT der qRT PCR wird 40-mal wiederholt.

Um zu iiberpriifen, ob in der qRT PCR nur das gewiinschte PCR-Produkt und keine anderen
PCR-Produkte oder Primerdimer amplifiziert wurden (Ririe et al., 1997), erstellten wir
anschlieBend an den letzten Zyklus der qPCR ein Hitze-Dissoziierungs-Protokoll (PE
Biosystems 5700 Software, Applied Biosystems, Carlsbad, CA, USA). Dafiir wurde die
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Temperatur pro Sekunde um 0.3 °C auf bis zu 95 °C erhoht und die noch vorhandene
Fluoreszenz gemessen (Abb. 12). Mit steigender Temperatur dissoziieren die DNA-
Doppelstrange abhéngig von ihrer Lange in ihre zwei Einzelstrange. Da ,SYBR Green I‘nur
mit doppelstrangiger DNA interkaliert, nimmt die gemessene Fluoreszenzintensitit mit
zunehmender Temperatur ab. Alle von uns untersuchten PCR-Produkte zeigten in der

Denaturierungskurve einen einzelnen Peak.

a0 a5 70

Temperatur (°C)

Abb. 12: Denaturierungskurve nach der Amplifikation des DNA-Fragmentes von B-Aktin Zur Erstellung
des Hitze-Dissoziierungsprotokolls wurde die Temperatur um 0,3 °C pro Minute auf bis zu 95 °C erhoht und die
vorhandene Fluoreszenz gemessen. Die Grafik zeigt die Temperatur (in °C) gegeniiber -dF/dT
(Fluoreszenzidnderung pro Zeit) aufgetragen (F=Fluoreszenz, T= Zeit). dF/dT wird maximal, wenn der
Fluoreszenzabfall in der Probe am groften ist.

2.2.9 Quantifizierung der cDNA

Zur Quantifizierung der cDNA in den Proben werden zwei verschiedene Rechenmodelle
herangezogen (absolute und relative Quantifizierung), die beide die Phase des exponentiellen
Anstiegs der Menge an cDNA-Fragmenten in der Probe betrachten (Abb. 5).

Dabei beschreibt der CT-Wert (cycle threshold) den Signalgrenzwert, der in etwa der
zehnfachen Standardabweichung der Hintergrundfluoreszenz entspricht, und somit den
Anfang der exponentiellen Phase der qRT PCR darstellt. Je kleiner der CT-Wert ist, d.h., je
frither sich das Fluoreszenzsignal von der Hintergrundstrahlung abhebt, desto mehr Kopien
des Zielgens waren zu Beginn in der Probe (Gibson et al., 1996, Higuchi et al., 1993). Zur
Bestimmung des CT-Wertes wurde durch die PE Biosystems 5700 Software (Applied
Biosystems, Carlsbad, CA, USA) zunichst der A Rn-Wert bestimmt: A Rn=Rn" - Rn". Wobei
der Rn"-Wert das Fluoreszenzsignal zu einer beliebigen Zyklenzahl ist und der Rn™-Wert das
Fluoreszenzsignal wihrend der Baseline (errechnet zwischen den Zyklen 6-15 der qRT PCR)
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darstellt. Der Grenzwert wird nun als Mittelpunkt des Log (A Rn) gegen die Zyklenzahl
festgelegt, sodass der CT-Wert die Zyklenzahl ist, bei der der A Rn Wert den zuvor
festgelegten Grenzwert schneidet (Gebrauchsinformation des Herstellers).

Die absolute Quantifizierung eines DNA-Gehaltes erfolgt mit Hilfe der Generierung einer
Standardkurve, bei der der CT-Wert gegen den Logarithmus der Menge der eingesetzten
DNA aufgetragen wird (Abb. 13). Mit Hilfe einer Standardverdiinnungsreihe aus einer Probe
mit DNA bekannter Konzentration kann nun die DNA-Menge einer Probe aus den erhaltenen
CT-Werten mit Hilfe der Standardkurve berechnet werden (Geradengleichung: log
(Kopienzahl) = (CT - b) / m), (Pfaffl und Hageleit, 2001). Das Rechenmodell der absoluten
Quantifizierung findet Anwendung wenn Informationen iiber die genaue Kopienzahl der
DNA in der Probe gebraucht werden, wie z.B. bei der wiederholten Bestimmung viraler DNA

in Blutproben eines Patienten unter einer antiviralen Therapie.

>
L%
+
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Abb. 13: Standardkurve der Expression von p-Aktin Zur Erstellung der Standardkurve wurden die DNA-
Proben schrittweise verdiinnt (bis 1:64). Der lineare Regressionskoeffizient lag bei 0.9653. Die Grafik zeigt den
Logarithmus der Kopienzahl von B-Aktin in der Probe gegen den errechneten CT-Wert aufgetragen.

Bei der relativen Quantifizierung (semiquantitativ) des DNA-Gehaltes wird hingegen das
Fluoreszenzsignal einer internen Kontrolle, dem Referenzgen (housekeeping Gen, HKG), mit
dem zu untersuchenden DNA-Fragment verglichen (Rasmussen, 2001). Die interne Kontrolle
soll ubiquitdr synthetisiert werden, leicht zu detektieren sein, nicht stark in der Expression
zwischen den einzelnen Zellen variieren und wéhrend des Zellzyklus konstant exprimiert
werden (Bustin, 2000, Pfaffl et al., 2004). In unseren Versuchen wurde B-Aktin als
Referenzgen histaminerger Neurone verwendet. Voraussetzung der relativen Quantifizierung
ist die gleiche Effizienz der Amplifikation des Ziel- und Referenzgens (Pfaftfl, 2001). Mithilfe
der Berechnung des AACT-Wertes kann man nun den Expressionsunterschied zwischen zwei

Gruppen darstellen (Livak und Schmittgen, 2001).
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Die Quantifizierung des DNA-Produktes erfolgte in unseren Versuchen relativ (Ratio = P

1), wozu alle PCR-Reaktionen im Vergleich zur B-Aktin Expression normalisiert wurden.
Zur Erstellung der Standardkurven wurden die DNA-Proben schrittweise verdiinnt (bis 1:64).

Der lineare Regressionskoeffizient war jeweils grofB3er als 0.95.

2.2.10 Semiquantitative PCR des Nucleus tuberomamillaris

Um Expressionsunterschiede verschiedener Kanéle und Rezeptoren in den Subregionen des
Nucleus tuberomamillaris zu detektieren, fiihrten wir semiquantitative Polymeraseketten-
reaktionen von zwei verschiedenen Subregionen des posterioren Hypothalamus durch (n = 8).
Dazu teilten wir zundchst Gehirnschnitte des posterioren Hypothalamus der Ratte, die die
histaminergen Neurone beinhalteten, in zwei Gruppen ein. Der laterale Abschnitt (TMNvV)
entspricht der Region E2 nach Inagaki, wobei der mediale Abschnitt (TMNm) weniger
histaminerge Neurone enthdlt und den Regionen E4 und E3 entspricht (Abb. 14), (1990).
Mittels der semiquantitativen PCR verglichen wir den DNA-Gehalt der zwei Subregionen des
Nucleus tuberomamillaris (TMNv und TMNm) fiir die vier ASIC Kanaluntereinheiten (ASIC
1 - 4) sowie fiir die HDC, dem Marker fiir histaminerge Zellen.

Die in der vorliegenden Arbeit beschriebenen semiquantitativen PCR zum Vergleich des
DNA-Gehaltes der zwei Subregionen fiihrte ich gemeinsam mit Frau Prof. Dr. Olga Sergeeva

durch.

A o B

Abb. 14: Nucleus tuberomamillaris (Frontalschnitt) A: Die schematische Darstellung zeigt die Subregionen
eines hypothalamischen Frontalschnittes. N arc: Nucleus arcuatus, 3V: dritter Ventrikel, MR: Recessus
mamillaris, TMNv, TMNm: ventrale und mediale Subregion des Nucleus tuberomamillaris (In Anlehnung an:
Leurs R, Hough LB, Blandina P, Haas HL (2011) Histamine. In: Basic Neurchemistry: principles of molecular,
cellular, and medical neurobiology. (Brady ST, Siegel GJ, Albers RW, Price DL, Hrsg.), 8. Auflage, S. 354.
Miinchen: Elsevier). B: Die immunhistochemische Farbung erfolgte mit dem ,rabbit-anti-histamine* Antikorper,
dessen Bindung durch den zweiten Antikorper (donkey-anti-rabbit), der mit Alexa fluor 488 konjugiert ist,
visualisiert wird. Die eingerahmten Regionen (TMNm und TMNV) entsprechen den Subregionen des posterioren
Hypothalamus (Quelle: eigene Darstellung).
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2.3 Immunhistochemie

Um die genaue Lokalisation von Rezeptoren und Kanélen in histaminergen Neuronen zu
untersuchen wurden immunhistochemische Farbungen von ebendiesen angefertigt. Dafiir
wurden Gehirnschnitte (450 um) der posterioren hypothalamischen Gehirnregion, die die
TMN-Region beinhalten, zunéchst fiir 6-8 Stunden in 4 % Paraformaldehyd enthaltenden 0.1
M Phosphatpuffer (PB, Tabelle 14) bei einem pH-Wert von 7.4 fixiert und darauthin fiir 30
min in 20% Saccharose enthaltenden 0.1 M PB gebracht.

PB (0.1 M) PBS (0.1 M)
2mM  NaH,PO,x H,0 00lM PB
61 mM Na,HPO4 031M NaCl

Tabelle 14: Zusammensetzung des fiir immunhistochemische Firbungen verwendeten Phosphatpuffers
(PB) und des Phosphatpuffersalzes (PBS) Je nach Farbungsschritt wurden den Puffern 20 % Saccharose (PB),
4 % Paraformaldehyd (PB), bzw. 0.25 % Triton X-100 (PBS-T) zugefiigt.

Auf einem Kryotom der Firma Leica (Wetzlar, Deutschland) wurden anschlieBend 25 um
diinne Gehirnschnitte hergestellt, die auf mit Gelatine beschichteten Objekttrigern
aufgezogen und getrocknet wurden.

Zur Féarbung der verschiedenen Proteine mit Hilfe von Antikdrpern wurden die Schnitte
zundchst fiir jeweils 15 Minuten in PBS mit 0.25 % Triton X-100 (PBS-T) dreimal
gewaschen. Triton-X 100 dient der Permeabilisierung, sodass den Antikdrpern der Zugang
zum Zellinneren ermoéglicht wird. Dabei hat Triton-X 100 die Besonderheit, dass es
irreversibel permeabilisiert und auch Mitochondrien und Zellkerne fiir Antikorper zugéngig
macht (Goldenthal et al., 1985). Daraufthin erfolgte ein Vorinkubieren mit einprozentigem
normalem Serum (Serum der 2. AK Spezies) in PBS fiir 30 Minuten bei Raumtemperatur.
Dieser Schritt dient der Reduktion unspezifischer Antikdrperbindungsstellen (Blockierung).
Im néchsten Schritt wurden die polyklonalen Primirantikdrper in einprozentigem normalen
Serum in PBS verdiinnt und fiir 12 - 16 Stunden bei 4 °C auf die Schnitte gegeben (Tabelle
15). Polyklonale Antikorper sind antigenspezifisch, erkennen jedoch mehrere Epitope eines
Antigens, was der Signalverstirkung dient. Auf der anderen Seite konnen aus diesem Grund

auch die Hintergrundsignale der Farbung verstirkt sein (Bradtke et al., 2009).
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Primérantikérper Verdiinnung Herstellungsfirma

guinea pig anti HDC 1:1000 Progen Biotech, Heidelberg,
Deutschland

rabbit anti histamine 1:1000 Millipore, Temecula, CA, USA

rabbit anti ASIC 1 1:100 Millipore, Temecula, CA, USA

guinea pig anti ASIC 3 1:100 Millipore, Temecula, CA, USA

Tabelle 15: Aufzihlung der fiir die immunhistochemischen Firbungen verwendeten Primirantikorper
Die Tabelle zeigt die Namen der verwendeten Primédrantikdrper, deren Verdiinnung in PBS (Phosphatpuffer mit
20% Sacchraose) fiir die immunhistochemischen Farbungen sowie deren Herstellungsfirmen.

Nach wiederholtem dreimaligem Waschen mit PBS-T wurden die Schnitte darauthin mit dem
jeweils spezifischen Sekundérantikorper, der sich gegen den Fc-Teil des ersten Antikorpers
richtet, fiir 90 Minuten in einer Dunkelkammer inkubiert (Tabelle 16). Dieser
Sekundirantikdrper ist mit einem fluoreszierenden Farbstoff markiert und kann so unter

einem Fluoreszenzmikroskop sichtbar gemacht werden.

Sekundirantikorper Verdiinnung Fluoreszenzfarbstoff Herstellungsfirma

donkey anti guinea pig 1:500 Cy3 Molecular Probes, Eugene,
OR, USA

donkey anti rabbit 1:500 Cy3 Jackson, ImmunoResearch
Laboraties Inc., West Grove,
PA, USA

goat anti guinea pig 1:500 Alexa Fluor 488 Molecular Probes, Eugene,
OR, USA

donkey anti rabbit 1:500 Alexa Fluor 488 LI-COR Bioscience, Lincoln,
NE, USA

Tabelle 16: Aufzihlung der fiir die immunhistochemischen Firbungen verwendeten Sekundirantikorper
Die Tabelle zeigt die Namen der verwendeten Sekundérantikdrper, deren Verdiinnung in PBS, den
Fluoreszenzfarbstoff mit dem die Sekundirantikoérper markiert wurde und die Herstellungsfirmen. Cy 3 =
Indocarbocyanin  (Absorptionsmaximum: 550 nm, Emissonsmaximum: 570 nm), Alexa Fluor 448
(Absoprtionsmaximum: 493 nm, Emissionsmaximum: 519 nm).

Im letzten Schritt wurden die Schnitte dreimal mit PBS gewaschen und in Aqua Poly Mount
(Polysciences, Warrington, GroBbritannien) mit Deckgldsern eingeschlossen. Die Analyse der
Immunhistofdarbungen erfolgte entweder mit einem Fluoreszenzmikroskop (Axioskop 2 Plus,
Zeiss, Oberkochen, Deutschland) oder einem Konfokalmikroskop (Zeiss LSM 510, META,
Leica Microsystems GmbH, Wetzlar, Deutschland). Die Filter wurden passend fiir die

einzelnen fluoreszierenden Farbstoffe verwendet.
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In jedem Experiment wurden notwendige Negativkontrollen zum Fehlerausschluss
durchgefiihrt. Zum einen nutzen wir die Fixationskontrolle zur Unterscheidung von
Autofluoreszenz bedingter Hintergrundfluoreszenz, die eine spezifische, durch Antikorper
bedingte Fluoreszenz, vortduschen konnte. Hierflir wurden sowohl die Primér- als auch die
Sekundérantikdrper durch Normalserum ersetzt. Alle anderen Schritte der Farbung wurden
beibehalten.

Zum anderen wurde bei den Einzelfarbungen (Verwendung eines Primédr- und eines
Sekundérantikorpers) eine Sekunddrkorperkontrolle zur Untersuchung von durch den
Zweitantikorper bedingter Hintergrundfluoreszenz durchgefiihrt. Bei dieser Sekundir-
korperkontrolle wurde lediglich der Sekundir-, nicht aber der Primérantikorper, auf die
Gehirnschnitte gegeben. Auch hier wurden alle anderen Schritte der oben beschriebenen
Immunhistofdarbung analog durchgefiihrt.

Zum Ausschluss von Kreuzreaktivititen der verschiedenen verwendeten Antikdrper bei den
Doppelimmunhistofarbungen (Verwendung von jeweils zwei Primdr- und zwei
Sekundirantikdrpern) wurden nach einem festen Schema vier verschiedene Kontrollen der

Féarbung durchgefiihrt (Tabelle 17).

Primérantikorper Sekundirantikorper
A B anti A anti B
1 + + + +
2 + - + +
3 - + + +
4 - - + +

Tabelle 17: Schematische Darstellung der vier Kontrollen der Doppelimmunhistofirbungen Die
Kontrollen wurden durchgefiihrt um Kreuzreaktionen der verschiedenen Antikdrper zu untersuchen.

Einige schematische Abbildungen der Arbeit wurden mit Hilfe von ,Medical Servier Art‘

erstellt.
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3 Ergebnisse

3.1 Rattus norvegicus

3.1.1 Patch-Clamp-Ableitungen an Gehirnschnitten

Beeinflusst der pH-Wert der Extrazellularfliissigkeit die Aktivitdt histaminerger Neurone?
Diese Frage wurde in Patch-Clamp-Ableitungen bei unterschiedlichen pH-Werten der
Extrazellularlosung untersucht. In der Cell-Attached-Konfiguration registrierten wir
Aktionspotentialfrequenzen histaminerger Neurone in Gehirnschnitten der TMNv-Region der
Ratte. Unter Kontrollbedingungen (pH-Wert: 7.4) zeigte sich eine durchschnittliche
Feuerungsrate von 1.14 + 0.05 Hz (n = 28). Eine leichte Ansduerung (pH-Wert: 7.0) der
Badlosung fiir 7 Minuten steigerte die Feuerungsrate von 23 der 28 abgeleiteten
histaminergen Neurone der Ratte (82 %) bei 33 °C. Im Folgenden werden lediglich die pH-
sensitiven histaminergen Neurone betrachtet. Im Vergleich zur Feuerungsrate bei einem pH-
Wert von 7.4 stieg diese bei Ansduerung (pH-Wert: 7.0) auf 166 = 15 % (n = 23) der
Kontrollfeuerungsrate an. Abbildung 15 zeigt, dass auf die initiale, durch Siure ausgeldste

Erregung, eine Reduktion der Aktivitét auf bis zu 45 % der Kontrollfrequenz in der wash-out-

Phase folgte.
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Abb. 15: Die Erniedrigung des pH-Wertes der Badlosung von 7.4 auf 7.0 erhoht die Feuerungsrate
histaminerger Neurone der venralen Subregion des Nucleus tuberomamillaris der Ratte auf 166 = 15 %
der Kontrolle bei einem pH-Wert von 7.4 (n = 23). Die Ableitung der Feuerungsrate einzelner histaminerger
Neurone in Gehirnschnitten der Ratte erfolgte in der Cell-Attached-Konfiguration der Patch-Clamp-Ableitung.
Die Aktivitdt der Neuronen wurde zundchst fiinf Minuten lang in der Kontrolllsung mit einem pH-Wert von 7.4
abgeleitet. Darauthin wurden die Gehirnschnitte fiir sieben Minuten einer Badldsung mit einem pH-Wert von 7.0
ausgesetzt. Es folgte eine erneute Aufzeichnung der Feuerungsrate in der Kontrolllosung (pH 7.4) fiir acht
Minuten (n = 23).
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3.1.2 Patch-Clamp-Ableitungen an akut isolierten Neuronen

In einem zweiten Untersuchungsschritt wurden die, der Aktivitdtsinderung histaminerger
Neurone (pH 7.0 der Extrazellularlosung) zugrunde liegenden lonenstrome der Neurone
abgeleitet. Dazu fiithrten wir Patch-Clamp-Ableitungen akut isolierter histaminerger Neurone
der Ratte durch. In der Whole-Cell-Konfiguration wurden mit Hilfe eines Applikations-
systems in einem Intervall von 30 Sekunden die Zellen fiir jeweils zwei Sekunden einer
Losung (recording solution) mit einem erniedrigten pH-Wert ausgesetzt. Die durch einen
erniedrigten pH-Wert ausgelosten lonenstrome einzelner histaminerger Neurone wurden
registriert. Wir untersuchten die Wirkung unterschiedlicher pH-Werte der extrazelluldren
recording solution (pH 7.0 - 4.0) an 17 Neuronen der Ratte. Keine der untersuchten Neurone
zeigte messbare Strome bei einem pH-Wert von 7.0. Die durch eine Ansduerung der
recording solution auf einen pH-Wert von 6.5 ausgelosten Strome waren 37 + 8 pA grof3 (82

% der Neurone). Abbildung 16 zeigt die gemessenen lonenstrome (pH 4.0 - 7.0).
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Abb. 16:. Erniedrigte pH-Werte der Extrazellularlosung fithren zu veriinderten Ionenstromen in akut
isolierten histaminergen Neuronen der Ratte. Akut isolierte histaminerge Neurone der Ratte wurden mit Hilfe
eines Applikationssystems in der Whole-Cell-Konfiguration der Patch-Clamp-Ableitung fiir jeweils zwei
Sekunden einer Testlosung (recording solution) mit einem erniedrigten pH-Wert ausgesetzt. A: Die Dosis-
Wirkungskurve zeigt die gemittelten Ergebnisse von 17 histaminergen Neuronen. B: Die Abbildung zeigt die bei
unterschiedlichen pH-Werten ausgeldsten Ionenstrome eines reprisentativen Neurons.
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3.1.3 Expression extrazellularer pH-Sensoren

3.1.3.1 ASICs

Die Expression von ASICs in histaminergen Neuronen der Ratte untersuchten wir mit Hilfe
der PCR. Nach der elektrophysiologischen Registrierung eines Neurons wurde dessen
Zytoplasma in die verwendete Elektrode gesaugt. Die reverse Transkription wandelte die
darin enthaltene mRNA in cDNA um. Die Identifizierung der TMN-Neurone erfolgte durch
den Nachweis der HDC (n = 80) in den einzelnen Neuronen. Abbildung 17 zeigt beispielhaft
die Expression der HDC einer Einzelzelle der Ratte. Die Lange des amplifizierten DNA-
Fragmentes betrdgt 457 B.p.. Fiir die weitere Analyse wurden lediglich HDC-positive

Neurone verwendet.

400 B.p. -

HDC

Abb. 17: Histaminerge Neurone exprimieren die Histidindecarboxylase (HDC). Die Expression der HDC
durch histaminerge Neurone wurde mit der Einzelzell-Polymerasekettenreaktion untersucht. Die Abbildung zeigt
beispielhaft die Expression der HDC von einer histaminergen Einzelzelle. Die Produktlinge betragt 457
Basenpaare (B.p.). Als Marker (M) wurde die Einteilung in 100 B.p.-Schritten mit der stirksten Bande bei 500
B.p. gewihlt.

ASIC1-4

Zur Untersuchung der Expression von ASICs in Zellen des Nucleus tuberomamillaris wurden
zunichst PCR-Proben der gesamten TMN-Region untersucht. Die gelelektrophoretische
Auftrennung der PCR-Reaktion zeigte die Expression aller vier ASIC Kanaluntereinheiten in
der TMN-Region der Ratte (Abb. 18 A). In Proben der gesamten TMN-Region befinden sich
neben histaminergen Neuronen zusitzlich Astrozyten, Gliazellen und andere Neurone. Die
Einzelzell-PCR histaminerger Neurone (HDC-positiv) bewies die Expression der ASIC
Kanaluntereinheiten in histaminergen Neuronen (n = 46). Die Untersuchung der 46
histaminergen Einzelzellen zeigte, dass nicht jedes Neuron die gleichen ASIC

Kanaluntereinheiten exprimiert (Abb. 18 B).
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Abb. 18: Histaminerge Neurone der Ratte exprimieren acid-sensing ion channels (ASICs). Die Linge der
amplifizierten DNA-Fragmente der einzelnen ASIC Kanaluntereinheiten betrdgt: ASIC 1: 276 Basenpaare
(B.p.), ASIC 2: 321 B.p., ASIC 3: 164 B.p., ASIC 4: 263 B.p.. Als Marker (M) wurde die Einteilung in 100 B.p.-
Schritten mit der starksten Bande bei 500 B.p. gewéhlt. A: In Proben der Region des Nucleus tuberomamillaris
konnte die Expression aller vier ASIC Kanaluntereinheiten gezeigt werden. B: Die Einzelzell-PCR eines
reprasentativen histaminergen Neurons zeigt die Expression der ASIC Kanaluntereinheiten ASIC 1, 2 und 3.

ASIC 1 konnte in 71.1 % der untersuchten 46 HDC-positiven Neurone mittels PCR
nachgewiesen werden. ASIC 2 wurde in 53.3 %, ASIC 3 in 62,5 % und ASIC 4 in 44.4 % der
histaminergen Zellen aufgezeigt. 17.7 % der histaminergen Neurone exprimierten alle vier

ASIC Kanaluntereinheiten (Abb.19).
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Abb. 19:. Histaminerge Neurone des Nucleus tuberomamillaris exprimieren acid-sensing ion channels
(ASICs). Wir fanden unterschiedliche Zusammensetzungen der vier Kanaluntereinheiten 1 - 4. Die Expression
von ASIC 1 - 4 wurde mittels Einzelzell-PCR HDC-positiver Neurone untersucht (n = 46).

ASIC 1a und 1b

Zur Unterscheidung zwischen den zwei Splicevarianten der ASIC 1 Kanaluntereinheit (ASIC
la, ASIC 1b) in histaminergen Neuronen wurden die Primer fiir die PCR so gewihlt, dass sich
die Lange der amplifizierten DNA-Fragmente der zwei Splicevarianten voneinander

unterscheiden (ASIC 1a: 360 B.p., ASIC 1b: 324 B.p.).
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Zur sicheren Unterscheidung zwischen den zwei Splicevarianten wurde zusitzlich eine
Restriktionsanalyse durchgefiihrt. Das Restriktionsenzym Eco R I schneidet lediglich das
amplifizierte DNA-Fragment der ASIC la, nicht aber der ASIC 1b Kanaluntereinheit. Die
Abbildung 20 zeigt, dass das gesamte amplifizierte DNA-Fragment der PCR aus Proben des
Nucleus tuberomamillaris der ASIC 1 Kanaluntereinheit durch das Restriktionsenzym Eco RI
gespalten wurde. Die durch das Restriktionsenzym Eco RI entstandenen Spaltprodukte der
ASIC 1a Splicevariante haben eine Linge von 210 und 150 B.p.. In histaminergen Neuronen

wird folglich lediglich die ASIC 1a und nicht die ASIC 1b Kanaluntereinheit exprimiert.

EcoR | +
EcoR |-
EcoR I+
EcoR |-

M M M

ASIC 1a

Abb. 20: In der Region des Nucleus tuberomamillaris der Ratte wird die acid-sensing ion channel (ASIC)
la Splicevariante der ASIC 1 Kanaluntereinheit exprimiert. Eco RI schneidet lediglich die ASIC la
Splicevariante der ASIC | Kanaluntereinheit. Die geschnittenen DNA-Fragmente haben eine Lange von 150 und
210 Basenpaaren (B.p.). Zu sehen ist, dass die gesamte amplifizierte DNA durch das Restriktionsenzym
geschnitten wird. Als Marker (M) wurde die Einteilung in 100 B.p.-Schritten mit der stirksten Bande bei 500
B.p. gewidhlt (Modifiziert nach: Kernder A, De Luca R, Yanovsky Y, Haas HL, Sergeeva OA (2014) Acid-
sensing hypothalamic neurons controlling arousal. Cell Mol Neurobiol 34(6):777-89, mit freundlicher
Genehmigung des Springer-Verlages).

Um sicher zu gehen, dass die entworfenen Primer auch die ASIC Untereinheit 1b
amplifizieren, wurde die PCR-Reaktion zusétzlich mit einer Positivkontrolle (Zellen des
Nucleus Edinger-Westphal) durchgefiihrt. Abbildung 21 zeigt die Expression beider
Splicevarianten der ASIC 1 Kanaluntereinheit in Zellen des Nucleus Edinger-Westphal. Dies
ist zum einen durch die Darstellung von zwei unterschiedlich langen DNA-Fragmenten in der
gelelektrophoretischen Auftrennung der Amplifikation der ASIC Kanaluntereinheit 1 zu
erkennen (ASIC 1a: 360 B.p., ASIC 1b: 324 B.p.; Abb. 21 A), zum anderen zeigen sich nach
der Zugabe des Restriktionsenzyms Eco RI in der gelelektrophoretischen Auftrennung drei
verschieden gro3e DNA-Fragmente (ASIC 1a (durch Eco RI geschnitten): 150 und 210 B.p.,
ASIC 1b: 324 B.p.; Abb. 21 B). Die Sequenzierung der DNA-Amplifikation der ASIC 1
Kanaluntereinheit des Nucleus Edinger-Westphal bestdtigte die Expression der zwei

Splicevarianten in dieser Gehirnregion (Abb. 21 C).
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Abb. 21: Im Nucleus Edinger-Westphal werden beide Splicevarianten der acid-sensing ion channel 1
(ASIC 1) Kanaluntereinheit (ASIC 1a /1b) exprimiert. A: Die amplifizierten DNA-Produkte der
Splicevarianten des ASIC 1 Kanals unterscheiden sich in ihrer Produktlinge (ASIC la: 360 Basenpaare (B.p.),
ASIC 1b: 324 B.p.). B: Die Restriktionsanalyse zeigt nach der Zugabe des Restriktionsenzyms Eco RI drei
unterschiedlich lange DNA-Fragmente (ASIC la: 210 und 150 B.p., ASIC 1b: 324 B.p.) Als Marker (M) wurde
die Einteilung in 100 B.p.-Schritten mit der stirksten Bande bei 500 B.p. gewihlt (Modifiziert nach: Kernder A,
De Luca R, Yanovsky Y, Haas HL, Sergeeva OA (2014) Acid-sensing hypothalamic neurons controlling
arousal. Cell Mol Neurobiol 34(6):777-89, mit freundlicher Genehmigung des Springer-Verlages). C: Ein
reprasentativer Ausschnitt der Sequenzierung des ASIC 1la/lb Kanals zeigt die Expression beider
Splicevarianten der ASIC 1 Kanaluntereinheit in Neuronen des Nucleus Edinger-Westphal.

Die Untersuchungen ergeben, dass histaminerge Neurone des Nucleus tuberomamillaris, im
Gegensatz zu Zellen des Nucleus Edinger-Westphal, die Splicevariante ASIC la der ASIC

Kanaluntereinheit exprimieren, nicht jedoch die Splicevariante ASIC 1b.

ASIC 2a und 2b

Die Untersuchung der Expression der zwei Splicevarianten des ASIC 2 Kanals (ASIC 2a,
ASIC 2b) in histaminergen Neuronen erfolgte analog zu den Untersuchungen der ASIC 1
Splicevarianten. Die Liangen amplifizierten DNA-Fragmente der ASIC 2 Splicevarianten
betragen 617 B.p. (ASIC 2a) und 638 B.p. (ASIC 2b). Zur Restriktionsanalyse wurde das
Restriktionsenzym Eco 47 verwendet, welches lediglich das amplifizierte DNA-Fragment des
ASIC 2b Kanals schneidet. Das amplifizierte DNA-Fragment der ASIC 2b Splicevariante
wird durch das Restriktionsenzym Eco 47 in zwei DNA-Fragmente der Linge 327 bzw. 311
B.p. getrennt. Die Abbildung 22 zeigt die Expression beider Splicevarianten der ASIC 2
Kanaluntereinheit in Zellen des Nucleus tuberomamillaris. Einerseits zeigen die zwei
Splicevarianten der ASIC 2 Kanaluntereinheit eine unterschiedliche Lénge in der
gelelektrophoretischen Auftrennung der PCR in DNA-Proben der TMN-Region (A).

Andererseits zeigt die Restriktionsanalyse, dass nicht das gesamte amplifizierte DNA-
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Fragment durch das Restriktionsenzym Eco 47 gespalten wird (B). Die Sequenzierung des
ASIC 2 Kanals aus der TMN-Region bestétigte die Expression beider Splicevarianten der
ASIC 2 Kanaluntereinheit (Abb. 22 C).
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ASIC 2a/2b

Abb. 22: In der Region des Nucleus tuberomamillaris werden beide Splicevarianten der acid-sensing ion
channel 2 (ASIC 2) Kanaluntereinheit (ASIC 2a/2b) exprimiert. A: Die amplifizierten DNA-Produkte der
Splicevarianten des ASIC 2 Kanals unterscheiden sich in ihrer Produktldnge (ASIC 2a: 617 Basenpaare (B.p.),
ASIC 2b: 638 B.p.). B: Die Restriktionsanalyse zeigt nach der Zugabe des Restriktionsenzyms Eco 47 drei
unterschiedlich lange DNA-Fragmente (ASIC 2a: 617 B.p., ASIC 2b: 327 und 311 B.p.). Als Marker (M) wurde
die Einteilung in 100 B.p.-Schritten mit der stirksten Bande bei 500 B.p. gewdhlt (Modifiziert nach: Kernder A,
De Luca R, Yanovsky Y, Haas HL, Sergeeva OA (2014) Acid-sensing hypothalamic neurons controlling
arousal. Cell Mol Neurobiol 34(6):777-89, mit freundlicher Genehmigung des Springer-Verlages). C: Ein
reprasentativer Ausschnitt der Sequenzierung des ASIC 2a/2b Kanals zeigt die Expression beider
Splicevarianten der ASIC 2 Kanaluntereinheit in Neuronen des Nucleus tuberomamillaris.

Die Ergebnisse zeigen, dass in histaminergen Neuronen sowohl die ASIC 2a als auch die
ASIC 2b Splicevariante der ASIC 2 Kanaluntereinheit exprimiert wird.

Insgesamt lieB sich die Expression aller vier ASIC Kanaluntereinheiten (ASIC 1 - 4) in

histaminergen Neuronen des Nucleus tuberomamillaris nachweisen.

3.1.3.2 Lokalisation von ASIC Kanalen

Um die genaue Lokalisation von ASIC Kanilen in histaminergen Zellen zu untersuchen,
wurden immunhistochemische Farbungen der ASIC 1a sowie der ASIC 3 Kanaluntereinheit
angefertigt. Die Doppelimmunfluoreszenzfarbung mit Antikorpern des Meerschweinchens
gegen die Histidindecarboxylase und Antikorpern des Kaninchens gegen die ASIC la
Kanaluntereinheit zeigte eine gemeinsame Lokalisation der zwei Farbungen innerhalb des
Zellkorpers histaminerger Neurone. Insgesamt lieBen sich 76.5 % der mit dem HDC-

Antikorper angefdarbten Zellen mit dem gegen die ASIC la Untereinheit gerichteten
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Antikorper anfirben (n = 149). Zusitzlich zu den doppelgefarbten histaminergen Neuronen
lieBen sich mit dem ASIC la Antikdrper weitere kleine ovale Zellen (< 10 pm), die innerhalb
des gesamten Priparates lokalisiert waren, anfdarben. Abbildung 23 zeigt die
Doppelimmunhistofarbung mit Antikorpern gegen die HDC (rot) sowie Antikorpern gegen
die ASIC la Kanaluntereinheit (griin).

20pm

Abb. 23: Doppelimmunbhistofirbung (acid-sensing ion channel 1a (ASIC 1a) und Histidindecarboxylase
(HDCQ)) einer Zellgruppe histaminerger Neurone der Ratte Primérantikdrper: rabbit anti ASIC 1a, guinea pig
anti HDC, Sekundarantikorper: donkey anti guinea pig (mit dem Fluoreszenzfarbstoff Cy 3 konjugiert), donkey
anti rabbit (mit dem Fluoreszenzfarbstoff AF 488 konjugiert). Darstellung der HDC in rot, der ASIC la
Kanaluntereinheit in griin.
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Die Doppelimmunhistofarbung zur Untersuchung der Lokalisation der ASIC 3
Kanaluntereinheit in histaminergen Neuronen der Ratte erfolgte mit Antikérpern des
Kaninchens gegen Histamin zur Darstellung histaminerger Neurone der Ratte und
Antikorpern des Meerschweinchens gegen die ASIC 3 Kanaluntereinheit. Es zeigte sich
ebenfalls eine gemeinsame Lokalisation der zwei Farbungen innerhalb des Zellkorpers
histaminerger Neurone. Insgesamt lieBen sich 81.39 % der mit dem Antikérper gegen
Histamin angefarbten Zellen auch mit dem gegen die ASIC 3 Kanaluntereinheit gerichteten

Antikorper anfarben (n = 43).

3.1.3.3 ASIC Expression in den Subregionen des Nucleus tuberomamillaris

Die Variation der ASIC Expression innerhalb des Nucleus tuberomamillaris untersuchten wir
mit Hilfe von semiquantitativen Polymerasekettenreaktionen zweier Subregionen des
posterioren Hypothalamus (n = 8). Dazu teilten wir zunéchst die Gehirnschnitte der Ratte, die
die histaminergen Neurone enthielten, in zwei Abschnitte ein. Der laterale Abschnitt (TMNv)
entspricht der Region E2 nach Inagaki, wobei der mediale Abschnitt weniger histaminerge

Neurone enthilt und den Regionen E4 und E3 entspricht (Inagaki et al., 1990).

Die Real-Time PCR ermoglicht die quantitative Bestimmung des mRNA-Gehaltes einer
Probe, indem der durch die reverse Transkriptasereaktion und anschlieBende PCR entstandene
DNA-Gehalt einer Probe gemessen wird. Wir verglichen den DNA-Gehalt der zwei
Subregionen des Nucleus tuberomamillaris (TMNv und TMNm) fiir die vier ASIC
Kanaluntereinheiten (ASIC 1 - 4) sowie fiir die HDC, dem Marker fiir histaminerge Zellen. In
dem zellreichen ventrolateren Abschnitt (TMNv) des Nucleus tuberomamillaris zeigte sich
ein signifikant hoherer DNA-Gehalt der Histidindecarboxylase, (p < 0.05, Mann-Whitney).
Von den untersuchten ASIC Kanaluntereinheiten zeigte sich bei ASIC 3 ein signifikanter
Unterschied in dem mRNA-Gehalt der zwei Abschnitte TMNm und TMNv (p < 0.05, Mann-
Whitney). Der mRNA-Gehalt der iibrigen ASIC Kanaluntereinheiten wich in den zwei Proben
nicht bedeutsam voneinander ab (p > 0.05, Mann-Whitney, n.s.; Abb. 24).
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Abb. 24: mRNA-Gehalt normalisiert auf die niedrigste Expression von acid-sensing ion channel (ASIC) 1
— 4 sowie der Histidindecarboxylase (HDC), dem Marker fiir histaminerge Neurone Dargestellt ist die
vergleichende Analyse des mRNA-Gehaltes der ventralen und medialen Subregion (TMNv und TMNm) des
Nucleus tuberomamillaris (semiquantitative Real-Time Polymerasekettenreaktion, 8 Ratten im Alter zwischen 23
und 27 Tagen, *p < 0.05, Mann-Whitney).

A

3.1.3.4 TRPV 1

Die Expression des TRPV 1 Kanals in histaminergen Neuronen wurde mittels der Einzelzell-
PCR HDC-positiver Proben untersucht. Die gelelektrophoretische Auftrennung zeigte die
Expression des TRPV 1 Kanals in diesen Neuronen (Abb. 25). Insgesamt exprimierten 18.8 %
der untersuchten histaminergen Neurone den TRPV 1 Kanals (n = 32). Die Produktldnge

betragt 220 B.p..

+ - - + M

- 200 B.p.

TRPV 1

Abb. 25: Histaminerge Neurone der Ratte exprimieren den transient receptor potential vaniloid 1 (TRPV 1)
Kanal. Abgebildet sind vier histaminerge Einzelzellen (HDC-positiv). Zwei von den vier Einzelzellen zeigen
eine positive Bande fiir den TRPV 1 Kanal. Die Linge des amplifizierten DNA-Fragmentes betrdgt 220
Basenpaare (B.p.). Als Marker (M) wurde die Einteilung in 100 B.p.-Schritten mit der starksten Bande bei 500
B.p. gewidhlt (Modifiziert nach: Kernder A, De Luca R, Yanovsky Y, Haas HL, Sergeeva OA (2014) Acid-
sensing hypothalamic neurons controlling arousal. Cell Mol Neurobiol 34(6):777-89, mit freundlicher
Genehmigung des Springer-Verlages).
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Das Barhistogramm (Abb. 26) stellt die Expression der verschiedenen ASIC
Kanaluntereinheiten und des TRPV 1 Kanals in 32 Einzelzellen dar. Es zeigte sich kein
Zusammenhang zwischen der Expression der unterschiedlichen ASIC Kanaluntereinheiten

und dem TRPV 1 Kanal in histaminergen Einzelzellen.

TrRev 1| [ T B B 18.8%
o | DI | oo
n=32

Abb. 26: 18.8 % der histaminergen Neurone des Nucleus tuberomamillaris exprimieren den transient
receptor potential vaniloid 1 (TRPV 1) Kanal (n = 32). Die Expression des TRPV 1 Kanals sowie der acid-
sensing ion channel (ASIC) Kanaluntereinheiten wurde mittels der Einzelzell-Polymerasekettenreaktion
Histidindecarboxylase-positiver Neurone untersucht. Es zeigte sich kein Zusammenhang zwischen der
Expression von ASIC 1 - 4 und des TRPV 1 Kanals (Modifiziert nach: Kernder A, De Luca R, Yanovsky Y,
Haas HL, Sergeeva OA (2014) Acid-sensing hypothalamic neurons controlling arousal. Cell Mol Neurobiol
34(6):777-89, mit freundlicher Genehmigung des Springer-Verlages).

TRPV 1 Splicevarianten

Mittels Einzelzell-PCR untersuchten wir zudem die Expression der Splicevarianten des TRPV
1 Kanals (TRPV 1B und VR.5‘sv) histaminerger Neurone der Ratte.

Abbildung 27 A zeigt den Nachweis der Expression der TRPV 1B Splicevariante in der
TMN-Region der Ratte. Die Lange des amplifizierten DNA-Fragmentes der Splicevariante
betrigt 292 B.p., die des TRPV 1 Kanals 380 B.p.. Die Einzelzell-PCR ergab, dass zwei von
sieben Einzelzellen die Splicevariate exprimierten (28.57 %, n = 7).

Abbildung 27 B zeigt den Nachweis der Splicevariante VR.5‘sv des TRPV 1 Kanals in der
TMN-Region. Die Liange des amplifizierten Fragmentes der Splicevariante betrdgt 121 B.p..
Lediglich eine von neun histaminergen Einzelzellen zeigte in der gelelektrophoretischen

Auftrennung eine positive Bande (11.11 %, n=9).



- 400 B.p.

- 100 B.p.

TRPV 1B VR.5'sv

Abb. 27: Die transient receptor potential vaniloid 1 (TRPV 1) Splicevarianten TRPV 1B und VR.5¢sv
werden histaminergen Neuronen der Ratte exprimiert. A: Die Gelelektrophorese zeigt eine Bande bei 380
Basenpaaren (B.p.), die das DNA-Fragment der Amplifikation des TRPV 1 Kanals darstellt sowie eine Bande
bei 292 B.p., die das amplifizierte DNA-Fragment der TRPV 1 Splicevariante TRPV 1B darstellt. B: Die
Gelelektrophorese zeigt die Expression der Splicevariante VR.5‘sv des TRPV 1 Kanals der Ratte. Die Lange des
amplifizierten DNA-Fragmentes betrdgt 121 B.p.. Als Marker (M) wurde die Einteilung in 100 B.p.-Schritten
mit der stirksten Bande bei 500 B.p. gewéhlt.

Die Darstellungen zeigen, dass histaminerge Neurone der Ratte den TRPV 1 sowie die zwei

Splicevarianten (TRPV 1B und VR.5°sv) des Kanals exprimieren.

3.1.3.5 Na'/K*-ATPase

Zur Untersuchung der Expression der unterschiedlichen Na'/K™-ATPase Untereinheiten in
histaminergen Neuronen wurden Einzelzell-PCR durchgefiihrt (n = 5). Die Analyse der PCR
zeigte die Expression der Na'/K'-ATPase Untereinheiten al, a3, Bl, B2 und keine
Heterogenitét in der Expression der Untereinheiten. In DNA-Proben der gesamten TMN-

Region konnte zusédtzlich die Expression der a2 Untereinheit nachgewiesen werden (Abb. 28).

B

400 B.p. -

+.§Ipha 2

Abb. 28: Die Expression der Na'/K'-ATPase im Nucleus tuberomamillaris der Ratte A: Gelelektrophorese
einer Einzelzellpolymerasekettenreaktion eines reprisentativen histaminergen Neurons mit der Expression der
Na'/K'-ATPase Untereinheiten: al, a3, pl1, B2. Die Linge der amplifizierten DNA-Fragmente betrigt: al: 418
Basenpaare (B.p.), a3: 115 B.p., Bl: 121 B.p., p2: 136 B.p.. B: In Proben der Region des Nucleus
tuberomamillaris zeigte sich die Expression der a2 Untereinheit der Na'/K'-ATPase (249 B.p.). Als Marker (M)
wurde die Einteilung in 100 B.p.-Schritten mit der stirksten Bande bei 500 B.p. gewdhlt (Modifiziert nach:
Kernder A, De Luca R, Yanovsky Y, Haas HL, Sergeeva OA (2014) Acid-sensing hypothalamic neurons
controlling arousal. Cell Mol Neurobiol 34(6):777-89, mit freundlicher Genehmigung des Springer-Verlages).
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3.1.3.6 OGR 1

Die Expression des OGR 1 Rezeptors in histaminergen Neuronen wurde mittels Einzelzell-
PCR untersucht. Eine von 13 HDC-positiven Zellen zeigte sich in der PCR positiv fiir den
OGR 1 Rezeptor (7.69 %, n = 13). Abbildung 29 zeigt die Gelelektrophorese des OGR 1
Rezeptors in der TMN-Region. Die Lange des amplifizierten DNA-Fragmentes des Rezeptors
betrdgt 123 B.p..

M

200 B.p. -

ORG 1

Abb. 29: Der ovarian cancer G protein-coupled receptor 1 (OGR 1) Rezeptor wird in der Region des
Nucleus tuberomamillaris der Ratte exprimiert. Die Abbildung zeigt die Gelelektrophorese der
Polymerasekettenreaktion des OGR 1 Rezeptors. Die Produktlange betrdagt 123 Basenpaare (B.p.). Als Marker
(M) wurde die Einteilung in 100 B.p.-Schritten mit der stérksten Bande bei 500 B.p. gewéhlt (Modifiziert nach:
Kernder A, De Luca R, Yanovsky Y, Haas HL, Sergeeva OA (2014) Acid-sensing hypothalamic neurons
controlling arousal. Cell Mol Neurobiol 34(6):777-89, mit freundlicher Genehmigung des Springer-Verlages).
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3.2 Mus musculus

3.2.1 Patch-Clamp-Ableitungen an Gehirnschnitten

Um vergleichend zu den Untersuchungen an Gehirnschnitten der Ratte zu untersuchen, ob ein
erniedrigter pH-Wert der Extrazellularlosung zu einer Aktivititsverdnderung histaminerger
Neurone der Maus fiihrt, wurden an diesen Patch-Clamp-Ableitungen bei unterschiedlichen
pH-Werten der Extrazellularlosung durchgefiihrt (n = 12). In der Cell-Attached-Konfiguration
wurden Aktionspotentialfrequenzen histaminerger Neurone in Gehirnschnitten der TMN-
Region registriert. Histaminerge Neurone der Maus zeigten, im Gegensatz zu Neuronen der
Ratte, keine Erhohung der Feuerungsrate bei einem pH-Wert von 7.0 (113.98 % der
Kontrollfrequenz, Abb. 30). Interessanterweise zeigt sich nach der Applikation der sauren
Losung (pH-Wert: 7.0) in der wash-out-Phase eine Reduktion der Feuerungsrate
histaminerger Neurone der Maus auf 60.6 % der Kontrollfrequenz. Diese wurde vergleichend

auch bei den Patch-Clamp-Ableitungen der Ratte beobachtet.
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Abb. 30: Die Erniedrigung des pH-Wertes der Badlosung von 7.4 auf 7.0 erhohte die Feuerungsrate
histaminerger Neurone der Maus nicht. Die Ableitung der Feuerungsrate einzelner histaminerger Neurone in
Gehirnschnitten der Maus erfolgte in der Cell-Attached-Konfiguration der Patch-Clamp-Ableitung. Die Aktivitit
der Neurone wurde zunédchst fiinf Minuten lang in der Kontrolllosung mit einem pH-Wert von 7.4 abgeleitet.
Darauthin wurden die Gehirnschnitte fiir sieben Minuten einer Badlosung mit einem pH-Wert von 7.0
ausgesetzt. Es folgte eine erneute Aufzeichnung der Feuerungsrate histaminerger Neurone in der Kontrolllosung
(pH 7.4) fir acht Minuten. Die dargestellten Werte sind Mittelwerte der Aufzeichnungen von zwolf
histaminergen Neuronen der Maus.
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3.2.2 Patch-Clamp-Ableitungen an akut isolierten Zellen

In dem zweiten Untersuchungsschritt wurden, wiederum analog zu den Untersuchungen der
Ratte, Ionenstrome bei verdnderten pH-Werten der Testlosung (recording solution) gemessen.
Dazu wurden mit Patch-Clamp-Ableitungen akut isolierte histaminerge Neurone der Maus in
der Whole-Cell-Konfiguration untersucht. Der Versuchsaufbau und die Durchfithrung wurden
vergleichbar zu den Untersuchungen der histaminergen Zellen der Ratte gewihlt. An 14
histaminergen Neuronen der Maus zeichneten wir die Wirkung unterschiedlicher pH-Werte
(pH 7.0 - 4.0) auf. Keine der untersuchten Neurone zeigte messbare lonenstrome bei einem
pH-Wert von 7.0. Die bei einem pH-Wert von 6.5 ausgelosen Strome waren durchschnittlich

79 pA groB3 (Abb. 31).
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Abb. 31: Erniedrigte pH-Werte der Extrazellularlosung fithren zu verinderten Ionenstromen in akut
isolierten histaminergen Neuronen der Maus. Akut isolierte Neurone der Maus wurden mit Hilfe eines
Applikationssystemes in der Whole-Cell-Konfiguration der Patch-Clamp-Ableitung fiir jeweils zwei Sekunden
einer Testlosung (recording solution) mit einem erniedrigtem pH-Wert ausgesetzt. Die Abbildungen A und B
zeigen die Ionenstrome von zwei reprasentativen histaminergen Neuronen der Maus bei unterschiedlichen pH-
Werten (7.0 - 4.0) der Testlosung (recording solution).

3.2.3 Expression pH-sensitiver Kanale

3.2.3.1 ASICs

Die Expression von ASICs in histaminergen Neuronen der Maus untersuchten wir ebenfalls
mittels der PCR. Als Probe diente das Zytoplasma der Neurone, welches nach der
elektrophysiologischen Registrierung des Neurons in die verwendete Elektrode gesaugt

wurde. Die Identifizierung der TMN-Neurone erfolgte durch den Nachweis der HDC (n = 44).
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Abbildung 32 zeigt beispielhaft die Expression der HDC von zwei Einzelzellen der Maus. Die
Liange des amplifizierten DNA-Fragmentes betragt 193 B.p.. Fiir die weitere Analyse wurden
lediglich HDC-positive Zellen verwendet.

100 B.p. -

HDC

Abb. 32: Die Expression der Histidindecarboxylase (HDC) von zwei histaminergen Einzelzellen Die
Produktlidnge betrdgt 193 Basenpaare (B.p.). Als Marker (M) wurde die Einteilung in 100 B.p.-Schritten mit der
starksten Bande bei 500 B.p. gewéhlt.

Zur Untersuchung der Expression des ASIC Kanals in histaminergen Neuronen der Maus
wurden sowohl PCR-Proben der gesamten TMN-Region, wie auch HDC-positive
histaminerge Einzelzellen untersucht. Die Produktlinge der jeweils amplifizierten DNA-
Fragmente der ASIC Kanaluntereinheiten betriagt: ASIC 1: 276 B.p., ASIC 2: 321 B.p., ASIC
3:155 B.p., ASIC 4: 263 B.p.. Die Analyse der Einzelzell PCR zeigte, dass 13.3 % der
untersuchten histaminergen Zellen ASIC 1, 13.3 % ASIC 2, 20 % ASIC 3 und 33.3 % ASIC 4
exprimierten (n = 15, Abb. 33). Es konnte kein Zusammenhang der Expression einzelner

ASIC Kanaluntereinheiten gezeigt werden.

M M M M

- 300 B.p. - 200 B.p.

- 300 B.p.

ASIC 1 ASIC 2 ASIC 3 ASIC 4

Abb. 33: Gelelektrophorese von vier histaminergen Einzelzellen, die die verschiedenen acid-sensing ion
channels (ASIC) Kanaluntereinheiten exprimieren. Die Produktlingen der ASIC Kanaluntereinheiten
betragen: ASIC 1: 276 Basenpaare (B.p.), ASIC 2: 321 B.p., ASIC 3: 155 B.p., ASIC 4: 263 B.p.. Als Marker
(M) wurde die Einteilung in 100 B.p.-Schritten mit der stirksten Bande bei 500 B.p. gewdhlt.

- 200 B.p.

Die Darstellungen zeigen, dass auch histaminerge Neurone der Maus alle vier ASIC
Kanaluntereinheiten, jedoch je nach Zelle in unterschiedlicher Zusammensetzung,

exprimieren.
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3.2.3.2 TRPV 1

Die Expression von TRPV 1 in histaminergen Neuronen der Maus wurde an 22 Einzelzellen
mittels Einzelzell-PCR untersucht (Abb. 34). Zwei histaminerge Neurone zeigten positive
Banden in der PCR fiir den TRPV 1 Kanal (9.09 %, n = 22). Die Produktldnge betrdgt 220
B.p..

1 2 3 4 M

- 200 B.p.

TRPV 1

Abb. 34: Histaminerge Neurone der Maus exprimieren den transient receptor potential vaniloid 1 (TRPV 1)
Kanal. Abgebildet ist reprisentativ die Gelelektrophorese des TRPV 1 Kanals in vier histaminergen Einzelzellen
der Maus (Histidindecarboxylase-positiv). Eine von vier Einzelzellen zeigt die Expression des TRPV 1 Kanals.
Die Linge des amplifizierten DNA-Fragmentes betrdgt 220 Basenpaare (B.p.). Als Marker (M) wurde die
Einteilung in 100 B.p.-Schritten mit der stirksten Bande bei 500 B.p. gewéhlt.

TRPYV 1 Splicevariante

Wir untersuchten die Expression der Splicevariante des TRPV 1 Kanals der Maus (TRPV 1 )
mittels PCR mit Proben der TMN-Region. Die Gelelektrophorese zeigte, dass die TRPV 1
Splicevariante in der TMN-Region nicht exprimiert wird. Als Positivkontrolle wurden Proben
des Nucleus arcuatus untersucht. Die gelelektrophoretische Auftrennung zeigte hier die
Expression der TRPV 1 Splicevariante (Abb. 35). Die Produktlinge des in der PCR
amplifizierten DNA-Fragmentes betriagt 211 B.p..

M

TRPV 1M

Abb. 35: Die Splicevariante des transient receptor potential vaniloid 1 (TRPV 1) Kanals TRPV 1 f wird im
Nuleus arcuatus der Maus exprimiert. Die Lange des amplifizierten DNA-Fragmentes betrdgt 211 Basenpaare
(B.p.). Als Marker (M) wurde die Einteilung in 100 B.p.-Schritten mit der stérksten Bande bei 500 B.p. gewihlt.
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3.2.3.3 OGR 1

Die Expression des OGR 1 Rezeptors wurde mittels Einzelzell-PCR von acht histaminergen
Neuronen der Maus untersucht. Eine von acht HDC-positiven Zellen zeigte in der
gelelektrophoretischen Auftrennung eine positive Bande (12.5 %, n = 8, Abb. 36). Die Lange
des amplifizierten DNA-Fragmentes des OGR 1 Rezeptors der TMN-Region der Maus betriagt
222 B.p..

300 B.p. -

ORG 1

Abb. 36: Der ovarian cancer G protein-coupled receptor 1 (OGR 1) Rezeptor wird in der Region des
tuberomamilliren Nucleus der Maus exprimiert. Die Abbildung zeigt die Gelelektrophorese des OGR 1
Rezeptors. Die Produktlédnge betrdgt 222 Basenpaare (B.p.). Als Marker (M) wurde die Einteilung in 100 B.p.-
Schritten mit der starksten Bande bei 500 B.p. gewihlt.

Die beschriebenen Ergebnisse wurden teilweise in ,Acid-sensing hypothalamic neurons
controlling arousal® (Kernder et al., 2014) und in ,Proton- and ammonium-sensing by

histaminergic neurons controlling wakefulness* (Yanosky et al., 2012) veroffentlicht.
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4 Diskussion und Schlussfolgerungen

4.1 Die pH-Sensitivitat histaminerger Neurone

In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass histaminerge Neurone des posterioren
Hypothalamus der Ratte durch einen erniedrigten extrazelluliren pH-Wert, &hnlich wie die
chemosensitiven Neurone des Gehirnstammes (Jarolimek et al., 1990), erregt werden.

Die Arbeit zeigt zudem die Expression extrazelluldrer pH-Sensoren (ASICs, TRPV 1, ORG 1,
Na'/K"-ATPase) in histaminergen Neuronen.

In einem ersten Untersuchungsschritt registrierten wir Aktionspotentialfrequenzen
histaminerger Neurone in Gehirnschnitten der Ratte bei unterschiedlichen extrazelluldren pH-
Werten in der Cell-Attached-Konfiguration (n = 23). Die Ableitungen flihrten wir an
histaminergen Neuronen, der an der Gehirnoberfliche und somit auch mit Kontakt zum
Liquor cerebrospinalis gelegenen Subregion TMNv des Nucleus tuberomamillaris durch.
Diese Subgruppe TMNv wies in den Versuchen von Johnson et al. nach der Exposition einer
erhohten CO,-Konzentration eine verstirkte Expression von C-Fos auf (2005). Die
Heterogenitét histaminerger Neurone des Nucleus tuberomamillaris konnte bereits mehrfach
aufgezeigt werden (Miklos und Kovacs, 2003, Sergeeva et al., 2002, zit. nach Blandida et al.
2012).

In unseren Untersuchungen zeigten diese histaminergen Neurone im Gehirnschnitt der Ratte
(TMNv) bei einem pH-Wert von 7.0 eine Erhéhung der Feuerungsrate auf 166 = 15 % (n =
23) der Kontrolle (pH-Wert: 7.4).

Diese registrierte Aktivititsverdnderung gleicht der pH-Antwort bekannter chemosensitiver
Neurone des Gehirnstammes sowie orexinerger Neurone des posterioren Hypothalamus
(Williams et al., 2007, Jarolimek et al., 1990). Die durch einen erniedrigten pH-Wert
ausgeloste Aktivitdtssteigerung ist eine Eigenschaft chemosensorischer Neurone, da die
meisten Neurone des Gehirns auf eine Ansduerung des extrazelluliren Milieus mit einer
Hyperpolarisation reagieren (Chesler, 2003). Die gemessene Aktivitdtssteigerung deutet daher
auf eine Funktion histaminerger Neurone im Rahmen der zentralen pH-Sensitivitét hin.

Da wir in diesem ersten Versuchsschritt histaminerge Neurone der Ratte in Gehirnschnitten
untersuchten, ergeben sich zwei Hypothesen zur Erklarung der Aktivitdtssteigerung

histaminerger Neurone bei einem pH-Wert von 7.0.
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1. Histaminerge Neurone sind Chemosensoren und konnen iiber pH-Sensoren den

erniedrigten extrazelluldren pH-Wert registrieren.

Diese Hypothese wird durch die in der Literatur beschriebene Sensorik histaminerger
Neurone von multiplen anderen extrazelluliren Reizen, wie der Temperatur oder der
Konzentration von ATP und seinen Metaboliten, unterstiitzt (Hong et al., 2006, Sergeeva et
al., 2006). Die zahlreichen Efferenzen des Nucleus tuberomamillaris in Regulationszentren
des Gehirns wie dem Nucleus tractus solitarius, der ein zentraler Regulator der reflektorischen
Atmung des Hirnstammes ist, wiirden den histaminergen Neuronen als mogliche
Chemosensoren auBlerdem weitreichende Funktionen zuschreiben (Airaksinen und Panula,

1988, Airaksinen et al., 1989, Inagaki et al., 1990, Cumming et al., 1994).

2. Histaminerge Neurone werden durch exzitatorische Afferenzen aus anderen pH-

sensitiven Gehirnregionen bei einem erniedrigten extrazelluldren pH-Wert erregt.

Diese Hypothese wird durch die in der Literatur beschriebenen exzitatorischen Afferenzen
histaminerger Neuronen aus anderen Gehirnregionen, die die Aufmerksamkeit und Wachheit
des Organismus steuern und kontrollieren (Ericson et al., 1991, Wouterlood und Gaykema,
1988, Wouterlood et al., 1987, Wouterlood und Tuinhof, 1992), unterstiitzt. Ein Beispiel sind
die orexinergen Neuronen des posterioren Hypothalamus, deren pH-Sensitivitdt bereits
nachgewiesen wurde (Williams et al., 2007, Torrealba et al., 2003). Neben den pH-sensitiven
Neuronen konnte auch die durch H' bzw. CO, ausgeldste Freisetzung von ATP aus Gliazellen

fiir die Erregung histaminerger Neurone verantwortlich sein (Gourine et al., 2010).

Um diese zwei Hypothesen zu untersuchen, fithrten wir zwei verschiedene Versuche durch.
Zum einen analysierten wir die durch extrazelluldre Protonen ausgeldsten Ionenstrome an aus
dem Zellverband isolierten histaminergen Neuronen. Zum anderen iiberpriiften wir, ob

histaminerge Neurone bekannte zentrale pH-Sensoren exprimieren.

4.2 Patch-Clamp-Ableitungen an isolierten histaminergen Neuronen

Mittels Patch-Clamp-Ableitungen akut isolierter histaminerger Neurone registrierten wir die
durch einen erniedrigten extrazelluliren pH-Wert ausgelosten lonenstrome bei pH-Werten
zwischen 7.0 und 4.0 (n = 17). Keine der untersuchten Neurone zeigte messbare Strome bei

einem pH-Wert von 7.0.
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Die Tatsache, dass histaminerge Neurone im Zellverband auf einen pH-Wert von 7.0 mit einer
erhohten Aktionspotentialfrequenz antworteten, in aus dem Zellverband isolierten
histaminergen Neuronen jedoch bei diesem pH-Wert keine lonenstrome gemessen werden
konnten, konnte die Hypothese stirken, dass die pH-Sensitivitét histaminerger Neurone durch
exzitatorische Afferenzen aus anderen Gehirnregionen bzw. durch die Freisetzung lokaler
Mediatoren (wie ATP aus Gliazellen) bedingt ist (Hypothese 2).

Beachtet werden muss dabei allerdings, dass sich die Struktur der Neurone durch die Isolation
aus dem Zellverband stark verdndert. So besitzen diese Zellen weniger Dendritten und Axone,

an denen wichtige pH-Sensoren wie ASICs lokalisiert sein konnten (Yanovsky et al., 2012).

4.3 Expression extrazellularer pH-Sensoren

Damit der Organismus addquat auf einen verdnderten pH-Wert reagieren kann, benétigt er
pH-sensitive Kanéle und Rezeptoren die den verdnderten extrazelluldaren pH-Wert detektieren
und den Korper liber den gemessenen pH-Wert informieren. Tresguerres beschreibt mit
seinen Mitarbeitern extrazelluldren pH-Sensoren des Gehirns (2010), deren Expression in der
vorliegenden Arbeit in histaminergen Neuronen des Nucleus tuberomamillaris untersucht
wird. Zu den beschriebenen extrazelluldren pH-Sensoren zéhlen einerseits die pH-sensitiven
Ionenkandlen ASICs und die Gruppe der TRP Kanédle. Auf der anderen Seite gibt es G-
Protein-gekoppelte = Rezeptoren, die durch einen Anstieg der extrazelluldren
Protonenkonzentration aktiviert werden. Die Expression des OGR 1 konnte bereits im Gehirn
gezeigt werden (Xu und Casey, 1996). Neben diesen pH-Sensoren gibt es Transporter und
Pumpen, deren Funktion durch einen verdnderten extrazelluldiren pH-Wert eingeschrinkt
wird. So zeigten Fuller et al. eine Hemmung der Na'/K -ATPase durch einen durch Protonen
aktivierten Faktor in Subtypen der Na'/K'-ATPase, die im Gehirn und in Kardiomyozyten
exprimiert werden (2003). Eine solche Hemmung durch Protonen fiihrt zu einer
Depolarisation der Membran und somit zu einer erhohten Erregbarkeit von Neuronen und
Kardiomyozyten.

Ob die histaminergen Neurone des Nucleus tuberomamillaris solche extrazelluldren pH-

Sensoren exprimieren, ist wesentlicher Bestandteil dieser Arbeit.
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4.3.1 ASICs

Mittels der Einzelzell-PCR von 46 histaminergen Neuronen der Ratte konnten wir die
Expression der ASIC Kanaluntereinheiten 1a, 2a, 2b, 3 und 4 in den Neuronen des Nucleus
tuberomamillaris des posterioren Hypothalamus nachweisen, deren Expression im zentralen
Nervensystem bereits beschrieben wurde (Craig et al., 1998, Askwith et al., 2004, Meng et al.,
2009, Grunder et al., 2000). Im Hypothalamus wurden bisher jedoch lediglich die ASIC
Kanaluntereinheiten 1a, 1b, 2a, 2a und 3 nachgewiesen (Meng et al., 2009, Chen et al., 2009).
Interessanterweise zeigte die Untersuchung der Koexpression der ASIC Kanaluntereinheiten
in den histaminergen Einzelzellen (n=46) ganz unterschiedliche Zusammensetzungen der
ASIC Kanaluntereinheiten ASIC 1 — 4 in den einzelnen Zellen. Diese Heterogenitét
ermdglicht es einen sehr breiten pH-Bereich zu detektieren und den sauren Schaden im
Gewebe genauer einzugrenzen (Benson et al., 2002). Die Heterogenitdt histaminerger
Neurone des Nucleus tuberomamillaris konnte bereits mehrfach aufgezeigt werden (Miklos

und Kovacs, 2003, Sergeeva et al., 2002, zit. nach Blandina et al., 2012).

- Die hochste Expressionsrate in histaminergen Neuronen der Ratte zeigte die ASIC 1
Kanaluntereinheit, die im Vergleich zu den anderen ASIC Kanaluntereinheiten eine
vorrangige Bedeutung im zentralen Nervensystem einnimmt (Wemmie et al., 2002).

71.1 % der untersuchten 46 HDC-positiven Neurone zeigten bei uns in der
gelelektrophoretischen Auftrennung der PCR eine positive Bande des ASIC 1 Kanals. Die
Restriktionsanalyse zeigte die Expression der ASIC 1la, jedoch nicht der ASIC 1b
Kanaluntereinheit, die wir dagegen in Neuronen des Nucleus Edinger-Westphal
nachweisen konnten. Interessanterweise zeigt die ASIC la Kanaluntereinheit eine
Sensitivitdt fiir extrazellulire Protonenkonzentrationen, die 1m Bercich von
physiologischen Schwankungen liegen und ist als einzige Kanaluntereinheit fiir
Calciumionen permeabel (zit. nach Lingueglia, 2007).

Um die genaue Lokalisation der ASIC la Kanaluntereinheit in histaminergen Zellen zu
untersuchen, fertigten wir immunhistochemische Féarbungen an. Die Doppelimmun-
fluoreszenzfarbung mit Antikorpern des Meerschweinchens gegen die HDC und
Antikorpern des Kaninchens gegen die ASIC 1la Kanaluntereinheit zeigte eine
gemeinsame Lokalisation der zwei Férbungen innerhalb des Zellkorpers in 76.5 % der

Zellen (n = 149). Dieser Anteil an mit dem ASIC la Antikorper gefdrbten histaminergen
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Neuronen stimmt mit unseren Ergebnissen der PCR {iberein, wo gezeigt werden konnte,
dass 71.1 % der HDC-positiven Neurone den ASIC 1 Kanal exprimieren.

Die genaue Lokalisation des Proteins innerhalb der Neurone ist allerdings noch unklar.
Die alleinige Lokalisation der ASIC la Kanaluntereinheit in der Zellmembran scheint
jedoch ausgeschlossen. Auf den immunhistochemischen Bildern entspricht die Verteilung
des Proteins eher dem darunter liegenden Retikulum.

Schon Chai et al. zeigten 2010 die prddominante Lokalisation der ASIC 1la
Kanaluntereinheit am intrazelluldren endoplasmatischen Retikulum sowie der @ufleren
Kernmembran, die jedoch der nachgewiesenen Funktion der ASIC la Kanaluntereinheit
als extrazelluldrer pH-Sensor nicht widersprechen muss. Vielmehr kann das Neuron so auf
duBere Reize schnell reagieren und den intrazelluliren Speicher an ASIC la in die
Zellmembran einbauen, ein Mechanismus der von Chai et al. als ,surface trafficking
beschrieben wurde (Chai et al., 2010).

Unsere immunhistochemischen Fiarbungen zeigten keine spezifischen Abstufung in der
Farbung der ASIC 1a Kanaluntereinheit in den Subregionen des Nucleus tuberomamillaris
und auch die vergleichende semiquantitative PCR der Expression der ASIC 1
Kanaluntereinheit in den Subregionen TMNv und TMNm zeigte keinen signifikanten

Expressions-unterschied (p > 0.05, Mann-Whitney, n.s.).

53.3 % der untersuchten 46 HDC-positiven Neurone zeigten in der gelelektrophoretischen
Auftrennung der PCR eine positive Bande fiir den ASIC 2 Kanal, dessen Expression im
Hypothalamus bekannt ist (Chen et al., 2009). Mittels der Restriktionsanalyse konnten wir
die Expression der zwei Splicevarienten ASIC 2a und ASIC 2b in den histaminergen
Neuronen nachweisen. Die ASIC 2a Kanaluntereinheit wird erst durch sehr niedrige
extrazellulire pH-Werte, wie sie bei einer zerebralen Ischimie auftreten, aktiviert (zit.
nach Lingueglia, 2007). Gerade vor diesem Hintergrund erscheint es interessant, dass
gezeigt werden konnte, dass diese Kanaluntereinheit wiahrend einer zerebralen Ischimie,
bei der die pH-Werte im Gehirn auf bis 5.0 absinken konnen (Nemoto und Frinak, 1981,
Johnson et al., 2001), hochreguliert wird. Auch bei unseren histaminergen Neuronen wére
es denkbar, dass die Detektion des erniedrigten extrazelluliren pH-Wertes wihrend der
zerebralen Ischdmie durch die hochregulierten pH-Sensoren (ASIC 2a) zu einer erhdhten
Feuerungsrate in histaminergen Neuronen fiihrt, und somit die Konzentration der
Mediatorsubstanz Histamin im Gehirn erhoht. Die erhohte Histaminkonzentration im

Rahmen des ischdmischen Schlaganfalls wurde bereits beschrieben. Dem
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Neurotransmitter kommt in diesem Zusammenhang eine neuroprotektive Funktion bei
(Adachi et al.,, 1991, Adachi et al., 2005, Fujitani et al., 1996). Der genaue
Entstehungsmechanismus dieser erhohten Histaminkonzentration ist noch nicht bekannt.
Die Detektion des erniedrigten extrazelluliren pH-Wertes in histaminergen Neuronen
durch u.a. ASIC 2a und einer so ausgelosten Aktivitéitssteigerung histaminerger Neurone

wére somit ein interessanter Erkldrungsansatz.

62.5 % der untersuchten 46 HDC-positiven Neurone zeigten in der gelelektrophoretischen
Auftrennung der PCR eine positive Bande fiir den ASIC 3 Kanals, dessen Expression im
Hypothalamus sowie in Neuronen des Nucleus tuberomamillaris bekannt ist (Chen et al.,
2009, Meng et al., 2009). Die ASIC 3 Kanaluntereinheit ist sowohl im zentralen, wie auch
im peripheren Nervensystem weit verbreitet und wird durch extrazelluldre
Protonenkonzentrationen, die im Bereich von physiologischen Schwankungen liegen,
aktiviert (Waldmann et al., 1997a). Unsere vergleichenden Untersuchungen der
Expression der ASIC 3 Kanaluntereinheit in den Subregionen des Nucleus
tuberomamillaris (TMNv und TMNm) mittels semiquantitativer PCR zeigte eine
signifikant erhohte Expression in Neuronen der ventrolateralen Subgruppe (TMNv), (p <
0.05, Mann-Whitney). Diese signifikanten Expressionsunterschiede konnten fiir die von
Johnson et al. beobachtete alleinige Aktivierung dieser Subgruppe durch einen erhdhten
CO,-Spiegel verantwortlich sein (Johnson et al., 2005) und somit als ein
Regulationsmechanismus des Organismus gegen die drohenden Azidose angesehen
werden. Die Aussage der semiquantitativen PCR wird jedoch dadurch eingeschrinkt, dass
die zwei Subregionen des Nucleus tuberomamillaris (TMNv und TMNm) eine

unterschiedliche Anzahl histaminerger Neurone beinhalten.

Die Expression der Kanaluntereinheit ASIC 4 wurde vollstdndigkeitshalber untersucht.
Uber die Funktion dieser Kanaluntereinheit ist sehr wenig bekannt (zit. nach Lingueglia,
2007). Eine sehr starke Expression des Kanals wurde in der Hypophyse gefunden. Die
ASIC 4 Kanaluntereinheit scheint entweder nicht, wie die anderen ASIC
Kanaluntereinheiten, durch extrazellulire Protonen erregt zu werden oder sie bildet keine
homooligomeren Kanéle (Grunder et al., 2000).

44.4 % der untersuchten histaminergen Neurone der Ratte exprimierten die ASIC 4

Kanaluntereinheit (n = 46).
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Zusammengefasst konnte gezeigt werden, dass die histaminergen Neurone der Ratte in einem
groflen Ausmall die extrazelluldren pH-Sensoren ASICs exprimieren. Durch die aufgezeigten
groflen Unterschiede in der Koexpression der ASIC Kanaluntereinheiten in den histaminergen
Einzelzellen (n = 46) kann ein sehr breiter pH-Bereich detektiert (Benson et al., 2002).

Somit kénnten ASICs, die durch extrazellulire pH-Werte im Bereich der physiologischen
Schwankungsbreite aktiviert werden (wie ASIC 1la, ASIC 3), essentiell fiir die
Aufrechterhaltung eines konstanten pH-Wertes des Organismus sein. Dies gilt besonders fiir
die zentrale Steuerung durch histaminerge Neurone von Atmung und Aufmerksamkeit als
Antwort auf einen verdnderten pH-Wert (Chesler, 2003, Takahashi et al., 2006, Schneider et
al., 2014).

Auf der anderen Seite konnten ASICs, die durch weit hohere Konzentrationen an
extrazelluliren Protonen aktiviert werden (wie ASIC 2a), fiir die mogliche Aktivierung
histaminerger Neurone bei einer zerebralen Ischdmie verantwortlich sein (Nemoto und Frinak,
1981, Johnson et al., 2001, Adachi et al., 1991). Die Reduktion der Stromamplitude bei einem
pH-Wert von 6.0 durch den ASIC Kanalblocker Benzamilhydrochlorid unterstiitzt die
Uberlegung, dass ASICs an der Detektion eines erniedrigten zerebralen pH-Wertes im
Rahmen einer Ischdmie beteiligt sind (Yanovsky et al., 2012). Gleichzeitig flihrte die
intrazerebroventrikuldre Injektion von ASIC Kanalblockern zu einer Reduktion des

Infarktvolumen um bis zu 60 % in Nagetieren (Xiong et al., 2004, Pignataro et al., 2007).

4.3.2 TRPV 1

Mittels der Einzelzell-PCR von 32 histaminergen Neuronen der Ratte konnten wir die
Expression des pH-sensitiven TRPV 1 Kanals im Nucleus tuberomamillaris des posterioren
Hypothalamus nachweisen, dessen Expression im zentralen Nervensystem und hier
insbesondere im Hypothalamus bereits beschrieben wurde (Cavanaugh et al., 2011).
Insgesamt konnten wir die Expression des Kanals in 18.8 % der untersuchten histaminergen
Neurone der Ratte zeigen (n = 32).

Da in der Literatur jedoch bereits von der schwierigen Detektion des TRPV 1 Kanals berichtet
wurde (Menigoz und Boudes, 2011), wire die weitere Untersuchung der Expression des
TRPV 1 Kanals mit anderen Untersuchungstechniken wie dem Westernblod oder der
Doppelimmunhistofarbung sinnvoll. Die tatsichliche Expression des lonenkanals kann
folglich deutlich tiber der durch die PCR registrierten Expressionsrate liegen.

Die Aktivierung des TRPV 1 Kanals erfolgt im Gegensatz zu der von einigen ASIC
Kanaluntereinheiten erst, wenn der extrazelluldre pH-Wert unter 6.0 abfallt (pHsy: 5.4), was
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dem Kanal eine Bedeutung im Rahmen der pH-Wert Detektion wihrend der zerebralen
Ischdmie zusprechen konnte (Tominaga et al., 1998). Gerade vor diesem Gesichtspunkt
scheint es interessant, dass beschrieben wurde, dass die Aktivierung des Kanals im Rahmen
des ischdmischen Schlaganfalls neuroprotektiv wirkt (Muzzi et al., 2012, Khatibi et al., 2011).
Da Yevgenij Yanovsky bereits bei einem extrazelluliren pH-Wert von 7.0 eine Blockierung
der erhohten Aktivitdt histaminerger Neurone durch den TRPV 1 Antagonisten Capsazepin
(10 uM) beobachten konnte (2012), wire es denkbar, dass der Ionenkanal bereits durch
andere Stimuli, wie Endocannabinoide sensitiviert wurde. Andererseits blockiert Capsazepin
auch die Isoformen 1, 2 und 4 der HCN lonenkandle (hyperpolarization-activated cyclic
nucleotide-gated cation channel), wodurch es auch zu einer erniedrigten Feuerungsrate
histaminerger Neurone kommen kann (Zuo et al., 2013, Gill et al., 2004).

Wir untersuchten zudem die Expression bekannter Splicevarianten des TRPV 1 Kanals in
histaminergen Neuronen der Ratte mittels Einzelzell-PCR.

Die Expression der Splicevariante TRPV 1B, der im Vergleich zum TRPV 1 Kanal das Exon
7 fehlt, zeigte sich in 28.57 % der histaminergen Neurone (n = 7). Diese Splicevariante konnte
bereits in Spinalganglienzellen, in Neuronen des Cerebellums sowie im fetalen Gehirn
nachgewiesen werden und scheint die Sensitivitdit des TRPV 1 Kanals auf Protonen,
Capsaicin und Hitze zu inhibieren (Vos et al., 2006).

Die Expression der Splicevariante VR.5°sv des TRPV 1 Kanals zeigte sich in einer von neun
untersuchten histaminergen Neuronen (11.11 %, n = 9). VR.5’sv konnte bereits in Spinal-
ganglienzellen, in peripheren Blutzellen sowie im Gehirn nachgewiesen werden (Schumacher
et al., 2000). Auch hier fiihrt die Koexpression von TRPV 1 mit der Splicevariante VR.5’sv
zu einer Inhibierung der Aktivitit des TRPV 1 Kanals (Eilers et al., 2007).

4.3.3 OGR 1

Wir untersuchten die Expression des pH-sensitiven OGR 1 Rezeptors (GRP 68) in
histaminergen Neuronen der Ratte mittels Einzelzell-PCR. 7.96 % der untersuchten
histaminergen Neurone zeigten die Expression des pH-sensitiven Rezeptors (n = 13).

Die Aktivierung dieses G-Protein-gekoppelten Rezeptors fiihrt iiber Inositol-1,4,5-triphosphat
(IP3) zu einer vermehrten Freisetzung von Calcium aus dem endoplasmatischen Retikulum
und koénnte somit zu der Erregung histaminerger Neurone beitragen. Da die Bildung von IP;
iber die Aktivierung des OGR 1 Rezeptors bei pH-Werten, die im Rahmen der
physiologischen Schwankungsbreite liegen am groften ist (Ludwig et al., 2003), kdnnte der
Rezeptor an der Aufrechterhaltung eines konstanten pH-Wertes des Organismus beteiligt sein.
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4.3.4 Na'/K*-ATPase

Mittels Einzelzell-PCR untersuchten wir die bis dahin noch nicht im Detail bekannte
Expression der Na'/K -ATPase Untereinheiten in histaminergen Neuronen (n = 5). Es zeigte
sich eine Expression der Untereinheiten al, a3, B1, 2 in jeder der untersuchten Neurone der
Ratte (n = 5). Interessanterweise werden diese vier Subtypen der Na'/K'-ATPase, die im
Gehirn und in Kardiomyozyten exprimiert werden, durch einen durch Protonen aktivierten
Faktor gehemmt (Fuller et al., 2003). Eine solche Hemmung durch Protonen fiihrt zu einer
Depolarisation der Membran und somit zu einer erhohten Erregbarkeit von Neuronen und
Kardiomyozyten, die fiir die beobachtete Erregung histaminerger Neurone durch
extrazelluldre Protonen bedeutsam sein konnte.

Yevgenij Yanovsky und Olga Sergeeva zeigten zudem, dass die Aktivititserhohung
histaminerger Neurone bei einem extrazelluldren pH-Wert von 7.0 nicht beobachtet werden
konnte, wenn die Na'/K'-ATPase gleichzeitig durch Ouabain (0.5 uM) blockiert wurde
(Yanovsky et al., 2012).

4.4 Umfassendes Bild der pH-Sensorik histaminerger Neurone

4.4.1 Extrazellularer pH-Wert 7.0

Wir zeigten, dass histaminerge Neurone in Gehirnschnitten der Ratte durch pH-Wert
Erniedrigungen innerhalb des physiologischen Schwankungsbereichs (Chesler, 2003) erregt
werden. Des Weiteren wurde im Rahmen der Arbeit ein kleiner Anteil der sehr komplexen
pathophysiologischen Vorginge in histaminergen Neuronen untersucht, die fiir die
beschriebene Erregung histaminerger Neurone verantwortlich sein konnten. Diese
Untersuchungen ergeben zusammen mit den Ergebnissen der Forschungsgruppe des Institutes
fir Neuro- und Sinnesphysiologie der Heinrich-Heine-Universitdt Diisseldorf ein
umfassendes, wenn auch nicht liickenloses Bild der histaminergen Erregung (Abb. 37), das
unter dem Titel Proton and ammonium-sensing by histaminergic neurons controlling
wakefulness: (Yanovsky et al., 2012), veroffentlicht wurde.

Die beobachtete Erregung histaminerger Neurone scheint zu einem grofen Teil durch
exzitatorische Afferenzen aus anderen pH-sensitiven Gehirnregionen bestimmt zu sein. Dies
wird zum einen durch die fehlende pH-Antwort aus dem Zellverband akut isolierter

histaminerger Neurone bei einem pH-Wert von 7.0 deutlich. Zum anderen zeigten Yevgenij
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Yanovsky und Olga Sergeeva, dass die gemessene pH-Antwort zu 80 % durch den
Antagonisten des metabotrophen Glutamatrezepotors mGluR I (LY 367385, 20 uM) geblockt
wird (Yanovsky et al., 2012). Die pH-sensitiven orexinergen Neurone des posterioren
Hypothalamus senden exzitatorische glutamaterge Efferenzen zu den histaminergen Neuronen
und konnten so fiir deren Erregung iiber die Aktivierung des metabotrophen
Glutamatrezeptors verantwortlich sein (Williams et al., 2007). Andererseits zeigte die
Stimulation orexinerger Neurone der Maus lediglich dem glutamatergen AMPA Rezeptor
zugeordnete Ionenstrdme in histaminergen Neuronen (Schone et al., 2012). Auch die
Stimulation histaminerger Neurone iiber andere glutamaterge Afferenzen wére denkbar, wie
z.B. lber Efferenzen aus dem lateralen Hypothlamus oder der lateralen priaoptischen Area
(Yang und Hatton, 1997).

Neben den erregenden glutamatergen Afferenzen konnte auch die durch H™ bzw. CO,
ausgeloste Freisetzung von ATP aus Gliazellen die Erregung histaminerger Neurone iiber die
Aktivierung von P2Y1 Rezeptoren bedingen (Gourine et al., 2010, Sergeeva et al., 2006,
Mulkey und Wenker, 2011). Es wurde jedoch gezeigt, dass der Antagonist des purinergen
Rezeptors (MRS 2179) die beobachtete Erregung histaminerger Neurone nicht beeinflusst
(Yanovsky et al., 2012).

Durch die beschriebene Aktivierung des metabotrophen Glutamatrezeptors durch Glutamat
kommt es iiber den Phospholipase C-Signalweg zu einer Offnung unseletiver Kationenkanile
(wie den TRP lonenkanélen), die den intrazelluldren Calciumspiegel ansteigen lassen (Kato et
al., 2012, El-Hassar et al.,, 2011, Peretz et al.,, 1994). Der erhohte intrazelluldre
Calciumspiegel aktiviert nun den Na'/Ca*"-Austauscher (NCX), der ein Calciumion gegen
drei Natriumionen aus der Zelle schleust und so zu einer weiteren Depolarisation des Neurons
fiihrt. Die differenzierte Expression des Na'/Ca*"-Austauscher in histaminergen Neuronen ist
aus fritheren Publikationen bekannt (Sergeeva et al., 2003, Sergeeva et al., 2004).

Wihrend die Erregung histaminerger Neurone durch den Antagonisten des metabotrophen
Glutamatrezepotors mGIluR I (LY 367385, 20 uM) nur zu 80 % blockiert wurde, konnte durch
Benzamilhydrochlorid (BZM, 20uM) hingegen eine komplette Blockierung der Erregung
histaminerger Neurone bei einem pH-Wert von 7.0 gezeigt werden (Yanovsky et al., 2012).
BZM blockiert neben den ASIC Kanilen auch den Na/H - sowie den Na'/Ca®"- Austauscher
(Ugawa et al., 2002, Wang et al., 1997, Lin et al., 1996a).

Da durch den mGluR-Antagonisten (LY 367385) die Erregungskaskade des Neurons iiber die
Aktivierung des Na'/Ca®'-Austauscher blockiert wird, BZM jedoch neben dem Na'/Ca®'-

Austauscher ebenfalls ASICs blockiert und zu einer kompletten Blockierung der Erregung
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histaminerger Neurone fiihrt, scheinen ASICs an der Erregung histaminerger Neurone bei
einem extrazelluldren pH-Wert von 7.0 beteiligt zu sein. Hier kommen v.a. die ASIC 1a sowie
ASIC 3 Kanaluntereinheit in Frage, die bereits durch eine geringe extrazellulire pH-Wert
Erniedrigung aktiviert werden (zit. nach Lingueglia, 2007, Waldmann et al., 1997a). Die
detaillierte Expression dieser zwei ASIC Kanaluntereinheiten konnte in der vorliegenden
Arbeit in histaminergen Neuronen gezeigt werden.

Neben der Erregung histaminerger Neurone iiber Glutamat und der Aktivierung von ASICs
durch Protonen konnten wir die Expression des OGR 1 Rezeptors in histaminergen Neuronen
nachweisen. Die Aktivierung dieses G-Protein-gekoppelten Rezeptors fiihrt {iber Inositol-
1,4,5-triphosphat (IP3) zu einer vermehrten Freisetzung von Calcium aus dem
endoplasmatischen Retikulum (Ludwig et al., 2003) und konnte somit zu der gemessenen
Erregung histaminerger Neurone beitragen.

Zusitzlich zu den beschriebenen Kanilen und Rezeptoren kann die Inhibierung der Na'/K'-
ATPase durch extrazellulire Protonen zu einer Erregung histaminerger Neurone fiihren
(Fuller et al., 2003). Die Expression der durch Protonen inhibierten Na'/K'-ATPase
Untereinheiten konnten wir in histaminergen Neuronen zeigen. Durch die Hemmung der
Na'/K'-ATPase kommt es zu einer Depolarisation der Membran und somit zu einer erhohten
Erregbarkeit von Neuronen und Kardiomyozyten. Olga Sergeeva und Yevgenij Yanovsky
konnten durch die Blockade der Na'/K'-ATPase mit Ouabain (0.5uM) eine Erhohung der
Feuerungsrate histaminerger Neurone erzeugen, die mit der Erregung durch einen

extrazelluldren pH-Wert von 7.0 vergleichbar ist (Yanovsky et al., 2012).

Ahnlich wie es fiir die pH-sensitiven Chemosensoren des Gehirnstammes gezeigt werden
konnte (zit. nach Jiang et al., 2005), scheinen viele verschiedene Rezeptoren und Kanéle an
der Erregung histaminerger Neurone durch einen erniedrigten extrazelluliren pH-Wert
beteiligt zu sein (pH: 7.0). Durch die verschiedenen pH-Sensoren, deren heterogene
Expression wir in histaminergen Neuronen nachweisen konnten, kann so ein umfassendes
Bild iiber den extrazelluliren pH-Wert aufgezeigt werden. Uber zahlreiche Efferenzen des
Nucleus tuberomamillaris zu Regulationszentren, wie den Nucleus tractus solitarius, einem
zentralen Regulator des reflektorischen Atmung, konnten so Informationen iiber den
extrazelluliren pH-Wert weitergeleitet werden (Cumming et al., 1994). Insgesamt konnten die
Glutamatfreisetzung aus anderen pH-sensitiven Gehirnregionen, die Aktivierung der ASICs
und des OGR 1 sowie die Hemmung der Na'/K'-ATPase an der beschriebenen Erregung

histaminerger Neurone bei einem extrazelluliren pH-Wert von 7.0 beteiligt zu sein.
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Abb. 37: Schematische Darstellung der moglichen Erregungskaskade histaminerger Neurone bei einem
extrazelluldren pH-Wert von 7.0 Die Erregung histaminerger Neurone bei einem extrazellularen pH-Wert von
7.0 scheint zu einem groflen Teil durch exzitatorische glutamaterge Afferenzen aus anderen pH-sensitiven
Gehirnregionen bestimmt zu sein (z.B. aus der lateralen prdoptischen Area). Glutamat bindet an den
metabotrophen Glutamatrezeptor 1 (mGIuR 1), wodurch iiber die Phospholipase C (PL C) unselektive Kationen-
kanile (transient receptor potential cation channels, TRPC) gedffnet werden. Der durch die Offnung der TRPC
Kanile erhohte intrazelluldre Calciumspiegel aktiviert den Na'/Ca®*-Austauscher (NCX), der ein Calciumion
gegen drei Natriumionen aus der Zelle transportiert, was das Neuron weiter depolarisiert. Neben dieser
Erregungskaskade konnen die Aktivierung von acid-sensing ion channels (ASICs), sowie des ovarian cancer G
protein-coupled receptor 1 (OGR 1) an der erhdhten Aktionspotentialfrequenz histaminerger Neurone beteiligt
sein. Die Hemmung der Na'/K'-ATPase durch extrazellulire Protonen konnte ebenfalls zu der Erregung
histaminerger Neurone beitragen (Modifiziert nach: Kernder A, De Luca R, Yanovsky Y, Haas HL, Sergeeva
OA (2014) Acid-sensing hypothalamic neurons controlling arousal. Cell Mol Neurobiol 34(6):777-89, mit
freundlicher Genehmigung des Springer-Verlages).

4.4 .2 Extrazellularer pH-Wert zwischen 7.0 und 4.0

Die vorliegende Arbeit stellt zudem die mogliche Bedeutung der pH-Sensorik histaminerger
Neurone im Rahmen der zerebralen Ischdmie dar (Abb. 38), bei der der zerebrale pH-Wert
auf einen Wert von bis zu 5.5 abfallen kann (Siesjo, 1992). Die Erregung der Neurone durch
einen erniedrigten extrazelluldren pH-Wert konnte zu der in der Literatur beschriebenen
vermehrten Freisetzung von Histamin fiihren, dessen Pathomechanismus noch nicht geklart

ist. Die erhohte Konzentration an Histamin scheint einen protektiven Einfluss auf das
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neuronale Gewebe im Rahmen der zerebralen Ischamie zu haben (Adachi et al., 1991, Adachi
et al., 2005, Fujitani et al., 1996).

Patch-Clamp-Ableitungen an akut isolierten Neuronen zeigten bei uns ab einem pH-Wert von
< 6.5 der recording solution messbare lonenstrome in histaminergen Neuronen.

Die Beteiligung der Aktivierung von ASICs durch extrazelluldre Protonen konnte durch
Versuche gezeigt werden, bei denen durch die Zugabe des ASIC Kanalblockers
Benzamilhydrochlorid (BZM, 20 pM), die durch extrazellulire Protonen ausgelosten
Ionenstrome auf 30 = 6 % der Kontrolle reduziert wurden (Yanovsky et al., 2012).

An der beschriebenen Erregung konnte v.a. die ASIC 2a Kanaluntereinheit, die durch hohe
extrazellulire Konzentrationen an Protonen, wie sie im Rahmen der zerebralen Ischidmie
vorkommen, beteiligt sein. Die Expression der ASIC 2a Kanaluntereinheit konnten wir in
histaminergen Neuronen nachweisen.

Neben den ASICs konnte auch der pH-sensitive TRPV 1 Kanal an der beschriebenen
Erregung eine Rolle spielen, dessen Expression wir in histaminergen Neuronen nachweisen
konnten. Gerade vor diesem Gesichtspunkt scheint es interessant, dass beschrieben wurde,
dass die Aktivierung des Kanals im Rahmen des ischdmischen Schlaganfalls durch eine
induzierte Hypothermie neuroprotektiv wirkt (Khatibi et al., 2011, Muzzi et al., 2012).

Gegen eine dominierende Rolle des TRPV 1 Kanals bei der Erregung histaminerger Neurone
spricht einerseits die beschriebene Blockade der Ionenstrome durch den ASIC Kanalblocker
(BZM), andererseits die Messung des Umkehrpotentials, der durch Sdure ausgelGsten
Ionenstrome, durch Olga Sergeeva, welches dem von Natriumionen entspricht (Yanovsky et
al., 2012). Die Aktivierung des TRPV 1 Kanals erzeugt hingegen einen unselektiven
Kationen-Einwirtsstrom, der v.a. von Calciumionen (Ca®" > Na") getragen wird (Clapham et
al., 2003).

Wie auch schon bei der Erregung histaminerger Neurone bei einem pH-Wert von 7.0
beschrieben, konnte die Hemmung der Na'/K'-ATPase durch Protonen zu der Erregung

histaminerger Neurone bei beitragen (Fuller et al., 2003).
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Abb. 38: Schematische Darstellung der mdglichen Erregungskaskade histaminerger Neurone bei
extrazelluliren pH-Werten zwischen 7.0 und 4.0, wie er bei der zerebralen Ischiimie im Gehirn auftritt
Durch die erhohte Protonenkonzentration kommt es zu einem einwérts gerichteten Natriumeinstrom in das
histaminerge Neuron. Dieser Natriumeinstrom kann durch die Aktivierung des acid-sensing ion channels
(ASICs) bedingt sein. Wir konnten zudem die Expression des fransient receptor potential vaniloid 1 (TRPV 1
Kanals) in histaminergen Neuronen nachweisen, der an der Erregung histaminerger Neurone durch extrazelluldre
Protonen beteiligt sein kann. Die Hemmung der Na'/K'-ATPase durch extrazellulire Protonen konnte ebenfalls
zu der Erregung beitragen (Quelle: eigene Darstellung).

4.5 Rattus norvegicus vs. Mus musculus

Vergleichend zu den beschriebenen Ergebnissen der Ratte (Rattus norvegicus) untersuchten
wir die pH-Sensorik histaminerger Neurone der Maus (Mus musculus).

Es zeigte sich ein groBer Unterschied in den Ergebnissen der Patch-Clamp-Ableitungen
histaminerger Neurone im Gehirnschnitt bei einem extrazelluliren pH-Wert von 7.0. Die
histaminergen Neurone der Maus zeigten keine Erhohung der Feuerungsrate bei einem
extrazelluliren pH-Wert von 7.0 (113.98 % der Kontrollfrequenz, n = 12), wohingegen die
Feuerungsrate histaminerger Neurone der Ratte auf 166 + 15 % (n = 23) der

Kontrollfeuerungsrate anstieg.
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Die in unseren Versuchen verwendeten Mause- und Rattenarten zeigen ein unterschiedliches
Schlaf-/ Wachverhalten. Wéhrend die Wanderratte (Rattus norvegivus) dammerungs- und
nachtaktiv ist (Becker, 1978), wechselt die Hausmaus (Mus musculus) bis zu zwanzigmal in
24 Stunden zwischen Ruhe und Tétigkeit, wobei die Nacht als Tatigkeitszeit bevorzugt wird
(Dieterlen, 1988). Dieses unterschiedliche Verhalten der zwei Tierarten konnte die Divergenz
in der Erregbarkeit histaminerger Neurone durch einen extrazelluldiren pH-Wert von 7.0
erkldren, deren Bedeutung in einer zentralen Beeinflussung des Schlaf-/ Wachverhaltens zur
Aufrechterhaltung eines konstanten Korper-pH-Wertes zu liegen scheint.

In der Literatur werden bereits Unterschiede in den das Schlaf-/ Wachverhalten kontrol-
lierenden histaminergen Neuronen der zwei Tierarten beschrieben. So liegen die
histaminergen Neurone der Maus nicht so kompakt beieinander, sind kleiner und weisen
insgesamt eine geringere Anzahl auf (Parmentier et al., 2002). Aullerdem zeigten die Neurone
der Ratte nicht jedoch der Maus eine hohe Konzentration des Enzyms Adenosindeaminase,
welches die Konzentration an Adenosin, einem wichtigen Mediator der Schlaf-/
Wachregulation des Organismus, in der Zelle kontrolliert (Staines et al., 1987, Thakkar et al.,
2003b, Thakkar et al., 2003a).

Zudem konnten groBe Unterschiede in der Zelldichte und der Projektionen der
Neuronengruppen des Hypothalamus der zwei Tierarten gezeigt werden, die das Melanin-
konzentrierende Hormon (MHC) produzieren. Dieses Hormon spielt ebenfalls eine wichtige
Rolle in der Kontrolle des Ess-/ und Schlaf-/ Wachverhaltens (Croizier et al., 2010).
Insgesamt konnten bereits einige Unterschiede in den das Schalf-/ Wachverhalten
regulierenden Neuronengruppen der zwei Tierarten aufgezeigt werden.

Die Patch-Clamp-Ableitungen an aus dem Zellverband isolierten histaminergen Neuronen der
Maus zeigten allerdings keine Unterschiede zu den Ergebnissen der Ratte. Somit konnten
auch in den Neuronen der Maus lonenstrome erst ab einem pH-Wert von < 6.5 der recording
solution gemessen werden. Die gemessenen lonenstrome waren bei den unterschiedlichen pH-
Werten (pH 7.0 - 4.5) vergleichbar grof3.

Die Expression von pH-Sensoren in histaminergen Neuronen der Maus wurde vergleichend
zu den Untersuchungen der Ratte mittels der PCR untersucht. Wie auch in den Neuronen der
Ratte zeigte sich die Expression der ASICs, des TRPV 1 Kanals sowie des OGR 1 Rezeptors
in histaminergen Neuronen der Maus. Wiahrend bei der Ratte die Expression des TRPV 1
Ionenkanals in 18.8 % der histaminergen Einzelzellen nachgewiesen werden konnte, zeigten
bei der Maus lediglich 9 % der Neurone eine positive Bande in der gelelektrophoretischen

Auftrennung der PCR des TRPV 1 Kanals. Die Uberpriifung dieser niedrigen Expressionsrate
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mit anderen Untersuchungstechniken wie dem Westernblod oder der Doppelimmun-
histofarbung, sowie der Entwicklung von weiteren Primern fiir die PCR scheint sinnvoll, da in
der Literatur bereits die schwierige Detektion des TRPV 1 Kanals beschrieben wird (Menigoz
und Boudes, 2011).

Die Expression der Splicevariante des TRPV 1 Kanals der Maus (TRPV 1 B) konnten wir in
histaminergen Neuronen der Maus nicht nachweisen. Als Positivkontrolle dienten Zellen des
Nucleus arcuatus. Koexprimiert mit dem TRPV 1 Kanal in der Zelle soll die Splicevariante
den lonenkanal inhibieren. In der Literatur wird die Expression dieser Splicevariante in
Spinalganglienzellen, in der Haut, im Magen und auf der Zunge beschrieben (Wang et al.,
2004).

Unsere Untersuchungen der pH-Sensorik histaminerger Neurone der Maus zeigen, dass auch
diese auf einen erniedrigten pH-Wert der Extrazellularlosung reagieren. Diese Erregbarkeit
konnte iiber die Aktivierung der ASICs, des TRPV 1 Kanals sowie des OGR 1 Rezeptors
vermittelt werden, deren detaillierte Expression in histaminergen Neuronen der Maus im

Rahmen dieser Arbeit untersucht wurde.

4.6 Ausblick

In der Literatur werden neben den in der vorliegenden Arbeit untersuchten pH-Sensoren
(ASICs, TRPV 1, OGR 1, Na'/K'-ATPase) zudem auswirts-gerichtete Kaliumkanile als pH-
Sensoren beschrieben, von denen der rat outer medullary K channel (ROMK) sowie der
TWIK-related acid-sensitive K™ channel (TASK) genauer untersucht wurden (McNicholas et
al., 1998, Duprat et al., 1997). Diese pH-sensitiven Kaliumkanile werden durch extrazellulire
Protonen in ihrer Funktion gehemmt, wodurch es zu einer intrazelluldren Akkumulation von
Kaliumionen und einer daraus folgenden Depolarisation der Zelle kommt. Die Kaliumkanéle
scheinen im gesamten Kdorper wichtige Aufgaben als pH-Sensoren wahrzunehmen. So konnte
ihre Expression sowohl in Organen, wie in den Herzmuskelzellen, als auch in Neuronen des
zentralen Nervensystems (Hippocampus, Substantia nigra, Raphekerne) nachgewiesen werden
(Brown et al., 1990, Lacey et al., 1988, Williams et al., 1988, Kurachi, 1985).

Es konnte gezeigt werden, dass die beschriebene Erregung histaminerger Neurone bei einem
extrazelluliren pH-Wert von 7.0 zu 80 % durch den Antagonisten des metabotrophen
Glutamatrezepotors mGIuR I (LY 367385, 20 uM) blockiert wird (Yanovsky et al., 2012).
Olga Sergeeva zeigte zudem, dass der durch Protonen ausgeldste Ionenstrom in histaminergen

Neuronen bei einem pH-Wert von 6.0 durch Natriumionen bedingt ist (Yanovsky et al.,
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2012), was eine vorwiegende Beteiligung pH-sensitiver Kaliumkanédle an der Erregung
histaminerger Neurone bei pH-Werten von 7.0 und 6.0 ausschlieft. Trotzdem wire es
vollstdndigkeitshalber sehr interessant, die Expression und Beteiligung der pH-sensitiven
Kaliumkanéle an der Erregung histaminerger Neurone durch eine erhohte extrazelluldre
Protonenkonzentration zu untersuchen.

Neben diesen pH-sensitiven Kaliumkanélen wird in der Literatur zudem von einem v.a. in
Geschmackszellen exprimierten nicht-selektiven Kationenkanal, dem polycystic-kidney-
disease-like ion channel (PKD2L1) berichtet, dessen Expression auch um den Zentralkanal
gezeigt werden konnte. Neurone, die diesen lonenkanal exprimierten, reagierten exzitatorisch
auf extrazellulire pH-Werte zwischen 7.4 und 6.5, was den Kanilen eine Funktion im
Rahmen der Aufrechterhaltung eines konstanten Korper pH-Wertes zusprechen konnte
(Huang et al., 2006). Die Untersuchung der Expression des PKD2L1 Ionenkanals wére somit
fiir das bessere Verstindnis der Erregung histaminerger Neurone bei einem pH-Wert von 7.0

bedeutsam.

Die vorliegende Arbeit baut u.a. auf einer Veroffentlichung von Johnson et al. auf, die gezeigt
hat, dass eine erhohte CO,-Konzentration zu einer Aktivierung der TMNv-Untergruppe
histaminerger Neurone fiihrt (2005). Diese Aktivierung histaminerger Neurone kann entweder
direkt durch die erhdhte Konzentration an CO; oder indirekt durch die Erniedrigung des pH-
Wertes ausgelost worden sein. Wir untersuchten in dieser Arbeit die direkte Wirkung eines
erniedrigten pH-Wertes auf die Aktivitdt, der in den Arbeiten von Johnson aktivierten
Untergruppe histaminerger Neurone. Da diese Neurone in unseren Versuchen durch eine
Erniedrigung des extrazelluliren pH-Wertes erregt wurden, scheint es nahezuliegen, dass
auch die in den Versuchen von Johnson et al. gemessene Aktivierung histaminerger Neuronen
nach der Exposition mit einer erhéhten CO,-Konzentration durch den veridnderten pH-Wert
bedingt ist. Es ist jedoch nicht auszuschlieBen, dass die Neurone zusétzlich {iber den direkten
Effekt der erhohten CO,-Konzentration aktiviert wurden. Somit wire die vergleichende
Untersuchung der direkten Wirkung einer erhdhten Konzentration von CO; auf die Aktivitdt

histaminerger Neurone im Rahmen eines Folgeprojektes sehr interessant.

Wir analysierten den direkten Effekt eines erniedrigten pH-Wertes auf die Aktivitit
histaminerger Neurone in Gehirnschnitten sowie an akut aus dem Zellverband isolierten
Neuronen und untersuchten mdgliche pathophysiologische Mechanismen, die fiir die
verdnderte Aktivitdt der Neurone verantwortlich sein konnten. Solche Untersuchungen sind
wichtig fiir das generelle Verstdndnis der zentralen pH-Sensorik, lassen es jedoch nur in

einem eingeschrinkten Maf3 zu, die Bedeutung der pH-Sensorik histaminerger Neurone zu
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verstehen. Somit wéren als Folgeprojekte u.a. Verhaltensstudien mit Histamin-defizienten
Maiusen (HDC ! 7) sinnvoll (Anaclet et al., 2009, Chepkova et al., 2012, Ohtsu et al., 2001). In
solchen Projekten konnte man z.B. in einem zerebralen Infarktmodell bzw. einem Modell mit
einer erhohten CO,-Exposition das Ausmal} der Bedeutung der pH-Sensorik histaminerger

Neurone besser verstehen.
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INTRODUCTION:

The hypothalamus is an important command centre for
energy administration and behavioural state. The two
hypothalamic waking centres, orexin- and histamine-
neurons provide complementary and synergistic control of
wakefulness supporting different aspects of vigilance (1). .
The tuberomamilary nucleus (TMN), is the only source of
histamine in the brain.

Extracellular levels of acid and CO, are fundamental
physicochemical signals controlling vigilance and
breathing. Acidification excites orexinergic neurons but the
effect on histaminergic neurons are unknown.

In hepatic encephalopathy the liver failure leads to the
accumulation of toxic substances, like ammonium, in the
brain and patients show a disturbed regulation of
wakefulness. Some acid-sensing mechanisms can be
activated by (2) and ia leads to
intracellular acidification (3).

We studied the effect of physiological acidification (pH: 7.4
-7.0) and an elevated ammonium level (5mM) on
histaminergic neurons.

Acidification within the physiological range (7.4-7.0) excites
histaminergic neurons to 165.7 + 14.8 % of control firing
(n=23). The magnitude of this excitation is similar to the
action of ammonium chlorid (5SmM) (177.3 £ 13.6 %),
(n=16). .

Our results are relevant for the understanding of neuronal
mechanisms controlling H*/CO,-induced arousal which are
compromised in hepatic encephalopathy.

METHODS:

Fig. 1: (A) with the tibod
Staining visualied with the secondary donkey-anti-rabbit antibody conjugated to
Alexa fluor 488. Patch clamp recording are done from TMNventrolateral (TMNv).
(B) Histaminergic neuron stained with the rabbit-anti-histmine antibody. Staining
visualised with the secondary donkey-anti-rabbit antibody conjugated to cyanin 3.

The effects of physiological acidification (pH: 7.0) and an
elevated ammonium level (5mM) are studied on
histaminergic neurons using patch clamp recordings from
brain slices (TMNv). The expressions of acid-sensing ion
channels (ASIC), Na*/K* ATPase subunits and TRPV1,
which are involved in the mechanisms of chemosensing by

histaminergic neurons, are analysed by single cell RT-PCR.

The expression of mGIuR and P2Y1 in histaminergic
neurons was demonstrated before (4).

RESULTS:
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Fig. 2: Firing frequency of TMN Fig. 6: Normalized firing frequency asicz |
neurons recorded in cell-attached of TMN (reponse to ammonium A3 |
mode (pH 7.0) from brain slices chloride, 5mM), (n=16). P —— o]

pH 7.0 + mGIuR antagonist:

NH4CI + mGIuR antagonist:
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acid induced excitation (n=3).
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Fig 3: Metabotropic glutamat Fig. 7: Normalized firing frequency in
receptor antagonists block acid- control experiments and in the
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Fig 4: Antagonist of ASIC Fig. 8: Antagonist of ASIC

(Benzamylhydrochlorid, 20uM) does
not block ammonium-induced
excitation (n=4)
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a. 10: (A) Photograph of gel illustrates RT-PCR analysis of ASIC (1-4)
expression in whole TMN and in one representative neuron.
Restriction analysis shows the expression of ASIC 1a but not ASIC 1b in
whole TMN. Restriction analysis of ASIC 2 shows the expression of ASIC
2aand 2b in whole TMN. (C) Floating bar histograms show coexpression
of 4 ASICs in 32 TMN neurons positive for histidine decarboxylase (HDC)

Sttt

Fig. 11: (A) Firing frequenz in the presence of Capsaicin (10 uM), n=4. (B)

antagonist ouabain (0,5M) blocks

\acmrlnduced exitation (n=5). )
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Fig. 5: The Na+/K+ ATPase Fig. 9: Ouabain (0,5uM)) does not

prevent ammonium induced excitation
(n=3).

J

Photograph of gel illustrates RT-PCR analsis of TRPV1 in 4 neurons. (C)
Floating bar histograms show coexpression of 4 ASICs and TRPV1 in 32
TMN neurons positive for histidine decarboxylase (HDC)
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Fig. 12: (A) Photographs of gels
illustrate RT-PCR analysis of
Na'/K- ATPase subunits in one
representative neurons. Isolated
TMN neurons express Na‘/K*
ATPase subunits: L1, L3, BT,
B2 but not L2. (B) RT-PCR
analysis shows the expression
of Na'/K* ATPase L2 in DNA
probes of the whole TMN
region.

Fig. 13:
Proton sensing cascade in
TMN neurons: The primary
chain of the acid induced
excitation s the local
release of glutamate,
which can originate either
from glia or from
orexinergic /glutamatergic
axons (5). The mGLuR 1
activates (through PLC)
non selective cation
channels, most likely of the
TRPC-type. The increased
intracellular calcium is
removed by the
electrogenic Na*/Ca2*
exchanger, which leads to
depolarisation and
inreased firing rate. The
metabotropic glutamat
receptor antagonists do
not entirely block proton-
induced excitation, so that
we assume the additional
role of ASIC and TRPV1
The inhibition of Na*/K*
ATPase by protons can
contribute to the observed
excitation of TMN.
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CONCLUSIONS:

- Mechanism of proton- and ammonium-evoked excitation
of TMN neurons are different.

- Acidification (pH: 7.0) increased the firing rate of TMN
neurons to 165.7 + 14.8 % of control firing rate (n=23).

- Metabotropic glutamat receptors, ASIC, Na*/K* ATPase,
TRPV1 are relevant for the proton sensing cascade in TMN
neurons.

- Ammonium evoked transient increase in firing rate to
177.3 £ 13.6% of control (n=16).

- In contrast to the acidification-induced increase in firing
rate, the excitation by ammonium was not prevented by

lists,

mGIuR-: Jel ide or ouabain.
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