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1 Einleitung

1.1 Zerebrale Ischamie und neuronaler Zelltod
1.1.1 Intrazellulires Kalzium

Das Verstéandnis der Pathophysiologie des ischdmisch verursachten Zelluntergangs
von Neuronen, wie er etwa beim ischdmischen Schlaganfall vorkommt, hat sich in den
letzten Jahren stark gewandelt. Eine iiber die Jahre weitgehend konstante Feststel-
lung ist jedoch, dass zerebrale Ischimie in Neuronen zur Uberladung mit Ca?*-Ionen
und dariiber zum Zelltod fiithrt [Lobner and Lipton, 1993, Siesjo et al., 1995, Xiong
et al., 2004]. Physiologischerweise wird die zytosolische Kalziumkonzentration in
Neuronen innerhalb enger Grenzen um ca. 100 nM gehalten [Ziindorf and Reiser,
2011]. Transiente Anstiege in der zytosolischen Kalzium-Konzentration sind fiir vie-
le vitale Funktionen neuronaler Netzwerke unerlasslich, beispielsweise synaptische
Plastizitit, Lernprozesse |[Ziindorf and Reiser, 2011| oder auch die Umwandlung von
elektrischen in chemische Signale an der Priasynapse [Matveev et al., 2011]. Eine lang
anhaltende Uberladung mit Ca?**-Ionen jedoch aktiviert in Neuronen Enzyme und
Signalkaskaden, die letztendlich zum Zelltod fiihren [Bano and Nicotera, 2007|. Im
Laufe der Jahre gab es verschiedene Modelle, um den Zusammenhang von Ischdmie
und neuronaler Ca?t-Uberladung zu erkliren, und auch heute ist der Mechanismus

noch nicht vollstédndig verstanden [Li et al., 2011].

1.1.2 Rolle von Glutamat & NMDA-Rezeptoren

Lange Zeit herrschte die Meinung vor, dass die wesentliche Ursache fiir den ischami-
schen Anstieg der zytosolischen Ca?T-Konzentration und des damit verbundenen
neuronalen Zelltods in der Aktivierung von NMDA-Rezeptoren (NMDAR) durch den
exzitatorischen Neurotransmitter Glutamat zu sehen ist [Goldberg et al., 1987, Choi
and Rothman, 1990]. Es konnte gezeigt werden, dass unter ischdmischen Bedin-
gungen die zerebrale Glutamat-Konzentration ansteigt [McCulloch, 1992]. In Tier-
Experimenten konnte durch die Applikation von NMDAR-Antagonisten ein neuro-
protektiver Effekt gegeniiber Ischdmie nachgewiesen werden |Foster et al., 1988, Park
et al., 1988b, Park et al., 1988al. Zwar lieften sich diese experimentellen Daten nicht
von allen Arbeiten reproduzieren [Jensen and Auer, 1988, Nellgard et al., 1991|, den-
noch wurden durch diese Entdeckung grofe Hoffnungen auf neue klinische Therapie-
ansatze beim ischdmischen Schlaganfall geweckt. Das Zeitfenster fiir eine NMDAR-
antagonistische Therapie lag im Tierexperiment bei ca. 2 h [Steinberg et al., 1995].
In den sich anschliefsenden klinischen Studien lieft sich fiir verschiedenste NMDA-
Rezeptor-Antagonisten enttduschenderweise kein neuroprotektiver Effekt bei der Be-
handlung von ischamischen Schlaganfillen feststellen [Muir and Lees, 2003, Hoyte
et al., 2004].



Interessanterweise gibt es mittlerweile tierexperimentelle Hinweise, dass - im Ge-
genteil - die pharmakologische Behandlung mit einem NMDAR-Agonisten beginnend
24 h nach der Ischédmie einen giinstigen Einfluss auf das somatosensorische und ko-

gnitive Ergebnis nach zerebraler Ischdmie hat [Dhawan et al., 2011].

1.1.3 Azidose und ischdmischer Zelluntergang

Unter ischamischen Bedingungen kommt es im Gehirn aufgrund von anaerober Gly-
kolyse mit Laktatproduktion, Hydrolyse von ATP und fehlendem Abtransport von
Kohlendioxid zur Akkumulation von Protonen im extrazellularen Raum; dabei kann
der pH-Wert auf bis zu 6,0 abfallen [Rehncrona, 1985, Nedergaard et al., 1991b].
Auch konnte schon vor langer Zeit gezeigt werden, dass Azidose im extrazelluldren
Raum zum neuronalen Zelltod fithren kann [Goldman et al., 1989, Nedergaard et al.,
1991a]. Mit der Beschreibung von siureaktivierten Ionenkanélen (Acid-Sensing Ion
Channels, ASICs) wurde eine neue Verbindung von Ischdmie bzw. Azidose einer-
seits und neuronaler Ca**-Uberladung und neuronalem Zelltod andererseits entdeckt
[Waldmann et al., 1997b, Xiong et al., 2004].

1.2 Acid-Sensing Ion Channels

Acid-sensing Ton Channels (ASICs) sind durch extrazelluldre Séure aktivierbare Ka-
tionenkanéle [Waldmann et al., 1997a]. Sie gehoren zur Superfamilie der DEG/ENaC-
Ionenkanile |Kellenberger and Schild, 2002 und finden sich bei Mitgliedern des
Stamms der Chordatiere |Coric et al., 2008|. Die Sequenz der ASICs ist bei Sau-
getieren gut konserviert [Kellenberger and Schild, 2002]. Bei Nagetieren kodieren
vier Gene (ACCN1-4) - z.T. iiber alternatives Spleifsen - fiir sechs verschiedene
Proteine (ASICla, ASIC1b, ASIC2a, ASIC2b, ASIC3, ASIC4) [Kellenberger and
Schild, 2002|. Ein funktioneller Kanal besteht wahrscheinlich aus 3 Untereinhei-
ten, zumindest konnte dies fiir die Kristallstruktur des ASICla-Homomers gezeigt
werden [Jasti et al., 2007]. ASICs werden durch einen Abfall des extrazelluldren
pH-Wertes aktiviert und zeigen darauthin einen transienten Kationen-Einstrom mit
grokter Permeabilitdt fiir Nat-Tonen (siehe Abb. 1) [Waldmann et al., 1997b]. Je
nach Zusammensetzung der Untereinheiten des Kanals zeigen sich funktionelle Un-
terschiede etwa in der pH-Sensitivitdt oder der Desensitivierungs-Kinetik [Askwith
et al., 2004, Hesselager et al., 2004, Xiong et al., 2008|. Wie alle Mitglieder der
DEG/ENaC-Superfamilie lassen sich auch ASICs durch das Diuretikum Amilorid
reversibel inhibieren [Waldmann et al., 1997b, Kellenberger and Schild, 2002, Xiong
et al., 2008|. Der halbmaximale Effekt der Blockade wird bei IC5q = 3-60 nM er-
reicht [Waldmann et al., 1997a, Waldmann et al., 1997b, Bolshakov et al., 2002|,
einer Konzentration, bei der jedoch auch andere Membranproteine wie etwa der
Na™-H"- oder der Na*-Ca*"-Austauscher beeinflusst werden |[Xiong et al., 2008].
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1.2.1 ASICs im zentralen Nervensystem

In Neuronen des zentralen Nervensys-

tems (ZNS) werden die Untereinheiten

ASICla, -2a und -2b exprimiert [Ba-

ron et al., 2002|, wobei sowohl ASIC1la- Na+
Homomere, als auch ASICla/2a- und -
ASICla/2b-Heteromere gebildet wer- Ca
den |Askwith et al., 2004, Li et al,

2010b]. Dabei scheint die Anwesen-

heit von ASICla-Untereinheiten fiir die

Funktionalitiat des Ionenkanals und den

extrazellular

H+

4

C
N

Ioneneinstrom im ZNS essentiell zu
sein [Askwith et al, 2004]. ASICla- C

Homomere werden ab einem Abfall des

pH-Wertes unter 7,0 aktiviert und zei- intrazellular

gen eine halbmaximale Aktivierung bei
N Abbildung 1: Ein funktioneller ASIC-
pHso = 6,2-6,8 [Waldmann et al., 1997D, Kanal aus drei Untereinheiten. Die Pore

Benson et al., 2002|. Es ist also anzu- fiir den Toneneinstrom wird aus den jeweils

nehmen, dass der Abfall des pH-Wertes zwei Transmembrandoménen der drei Unter-

unter ischéimischen Bedingungen auf bis einheiten gebildet. Zytosolische N- und C-
Termini und extrazellulare Loop-Strukturen

zu 6,0 [Nedergaard et al., 1991b, Rehn- qer ASIC-Proteine. Extrazellulire Protonen
crona, 1985] fiir ihre Aktivierung aus- aktivieren den Kanal, sodass ein transienter

reichend wire. ASIC1a-Homomere und Kationen-Einstrom in die Zelle entsteht.
ASICla/2b-Heteromere besitzen neben
der Na*-Leitfihigkeit auch eine Permeabilitit fiir Ca?*t-Ionen [Waldmann et al.,
1997b, Sherwood et al., 2011] und fithren bei Aktivierung in Neuronen zu einem An-
stieg der zytosolischen Ca?*-Konzentration [Yermolaieva et al., 2004, Xiong et al.,
2004]. Der Ca*"-Einstrom durch ASICs selbst ist jedoch klein (mit einem Permea-
bilitdtsquotienten von Py,+/Pogz+ = 18,5) und vor allem sekundér vermittelter
Ca?*-Einstrom scheint fiir den Anstieg der intrazelluliren Ca?"-Konzentration ver-
antwortlich zu sein [Béssler et al., 2001, Samways et al., 2009]. Dabei kénnte von
Bedeutung sein, dass der sdureaktivierte Kationeneinstrom iiber ASICs in Neuronen
ausreichend ist, das Membranpotential so weit zu depolarisieren, dass Aktionspo-
tentiale ausgelost werden kénnen [Baron et al., 2002, Weng et al., 2010] und dadurch

andere Mechanismen am Ca?*-Einstrom (z.B. spannungsabhingige L-Typ Kalzium-

Kanéle; siche 1.3.1) beteiligt sein konnten.

Der durch einen kurzen Sdure-Stimulus induzierte Anstieg der zytosolischen
Ca?*-Konzentration ist transient |Li et al., 2010b] und das Neuron ist in der La-
ge durch aktive Transportprozesse (etwa durch die Ca?*t-ATPase des endoplasma-

tischen Retikulums oder den NaT-Ca®"-Austauscher in der Plasmamembran) die
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urspriingliche Ca?*-Konzentration wiederherzustellen. Eine mehrere Minuten an-
dauernde extrazelluldre Azidose fithrt in Wildtyp-Neuronen (WT-Neurone) jedoch
zu hoheren Ca?*-Spiegeln als in ASIC17/~-Neuronen [Yermolaieva et al., 2004].
Physiologischerweise spielt der ASICla-vermittelte Anstieg der intrazelluliren Ca?*-
Konzentration eine Rolle bei synaptischer Plastizitiat und Lernprozessen [Wemmie
et al., 2002].

ASIC2a-Homomere haben eine niedrige Protonen-Affinitdt mit einer halbmaxi-
malen Aktvierung bei pHsq = 4,4 [Lingueglia et al., 1997|, daher ist kaum mit einer
Aktivierung in vivo unter ischdmischen Umsténden zu rechnen. Jedoch modulieren
sie pH-Sensitivitit, Amplitude und Desensitisierungszeit von ASICla-Untereinheiten,
wenn sie mit diesen Heteromere bilden [Askwith et al., 2004, Li et al., 2010b].
ASIC2b-Homomere zeigen keine siureaktivierten Strome [Coscoy et al., 1999, Hes-
selager et al., 2004|. Der Beteiligung von ASIC2b-Untereinheiten an Heteromeren
zusammen mit ASICla-Untereinheiten werden jedoch ebenfalls modulatorische Ein-

fliisse auf die Eigenschaften von ASICla zugeschrieben [Sherwood et al., 2011].

1.2.2 ASICs in der Pathophysiologie der zerebralen Ischiamie

Fiir die Erforschung der Rolle von ASICs in der Pathophysiologie des ischdmischen
Zelltods erwies es sich als duferst niitzlich, dass das Polypeptid Psalmotoxin 1 (Pc-
Tx1), ein Bestandteil eines Vogelspinnengifts, als ein potenter und selektiver Blocker
von ASICla-Homomeren und ASICla/2b-Heteromeren beschrieben wurde |Escou-
bas et al., 2000, Sherwood et al., 2011|. Mithilfe dessen konnte gezeigt werden,
dass unter ischdmischen Bedingungen in vivo sduresensible ASICla-Homomere und
ASIC2b/1a-Heteromere aktiviert werden und es konsekutiv zum Anstieg der zyto-
solischen Ca?"-Konzentration und zum neuronalen Zelltod kommt [Xiong et al.,
2004, Sherwood et al., 2011]. Obgleich der Grofteil der ASIC-vermittelten Ka-
tionenstrome im ZNS transient ist und nur fiir wenige Sekunden anhélt [Baron
et al., 2002|, erbrachte die pharmakologische Blockade von ASICla-Homomeren
durch Psalmotoxin-1 im Ischédmie-Tierexperiment eine Reduktion des Infarktvolu-
mens um bis zu 60% [Xiong et al., 2004]. Ebenso fiihrte ein Anheben des zerebralen
pH-Wertes unter Ischdmie-Bedingungen zu einer Reduktion des Infarktvolumens |Pi-
gnataro et al., 2007|, sodass davon auszugehen ist, dass extrazelluldre Azidose ein
entscheidender Faktor in der Pathophysiologie des ischdmischen Zelltods von Neu-
ronen ist. Die Applikation von Psalmotoxin in einem Zeitfenster von bis zu 5 h nach
Beginn der Ischamie fiihrt zu einer Reduktion des Infarktvolumens von mindestens
50% [Pignataro et al., 2007, Simon and Xiong, 2006|. Das potentielle therapeutische
Zeitfenster fiir die ASIC-Blockade befindet sich damit in einer &hnlichen Grofen-
ordnung wie das erweiterte Zeitfenster von 4,5 h fiir die systemische Lyse nach
ischéimischem Schlaganfall [Hacke et al., 2008] und iibersteigt das deutlich kiirzere
Zeitfenster der Neuroprotektion durch NMDAR-Antagonisten von nur 2 h [Stein-
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berg et al., 1995]. Neben diesen tierexperimentell gewonnenen Daten konnte auch
an menschlichen Kortexneuronen die ASICla-abhéngige Neurotoxizitdt von Azidose
mit Ca?*-Uberladung nachgewiesen werden [Li et al., 2010a].

Der ASIC-vermittelte neuronale Zelltod ist unabhéngig vom NMDAR-vermittel-
ten und die Blockade beider Kanéile zeigt im Tierexperiment einen additiven neu-
roprotektiven Effekt [Pignataro et al., 2007, Xiong et al., 2004|. Es konnte zudem
gezeigt werden, dass eine NMDAR-abhéngige, iiber die Ca?* /Calmodulin-abhiingige
Protein Kinase II (CaMKII) vermittelte Phosphorylierung von ASICla sowohl den
sdureinduzierten ASIC-Strom als auch das Ausmaf des sdureinduzierten neuronalen
Zelluntergangs verstiarkt [Gao et al., 2005].

Inzwischen wird die Rolle der ASIC-vermittelten Azidotoxizitdt in der Patho-
physiologie des ischdmischen Schlaganfalls als bedeutender eingeschétzt als die Rolle
der NMDAR-vermittelten Exzitotoxizitéit [Simard et al., 2007, Simon, 2006, Wang
and Xu, 2011|. Es bleibt abzuwarten, ob sich die aus diesen in Laborexperimenten
entstandenen Hoffnungen auf neue Therapieansitze des ischdmischen Schlaganfalls
durch selektive Blockade von ASICs [Xiong et al., 2007] in klinischen Studien besté-

tigen lassen.

1.2.3 ASICs in der Pathophysiologie anderer zentralnervoser Erkran-

kungen

Neben der prominenten Rolle von ASICla beim ischédmisch bedingten neuronalen
Zelltod ist noch bei einer Reihe anderer neuropsychiatrischer Erkrankungen eine
Beteiligung von ASICs beschrieben worden: so bei der Demyelinisierung und axo-
nalen Schiadigung bei Multipler Sklerose [Friese et al., 2007, Vergo et al., 2011], der
Huntingtin-Polyglutamin-Aggregation und Neurodegeneration bei Chorea Hunting-
ton [Wong et al., 2008|, malignen Gliomen [Kapoor et al., 2009|, iiber die Amygdala
vermittelten Angstreaktionen [Maren, 2009, Grégoire and Matricon, 2009, Ziemann
et al., 2009] und Depression [Coryell et al., 2009]. ASIC1a scheint auch fiir die Been-
digung von epileptischen Anfillen durch Gewebeazidose essentiell zu sein [Ziemann
et al., 2008]. Wie auch im Kontext des ischdmischen neuronalen Zelltods stellen
ASICs bei vielen dieser pathologischen Zustédnde das entscheidende Bindeglied zwi-

schen Gewebeazidose und Anstieg des intrazelluldren Kalziums her.

1.2.4 ASICs im peripheren Nervensystem

Im peripheren Nervensystem (PNS) ist neben der auch im ZNS anzutreffenden Ex-
pression von ASICla-, ASIC2a- und ASIC2b-Untereinheiten [Benson et al., 2002, Ba-
binski et al., 2000, Deval et al., 2004] insbesondere auch die Expression von ASIC3-
Untereinheiten beschrieben [Xie et al., 2002, Benson et al., 2002]. Funktionelle
ASIC3-Homomere werden bei pHsg = 6,7 halbmaximal aktiviert [Sutherland et al.,

2001] und gehoren damit zu den sduresensitivsten ASIC-Kanélen. Die sdureaktivier-
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ten Strome durch ASIC3-Homomere und ASIC2b-/ASIC3-Heteromere zeigen zu-
néchst einen groferen, transienten Anteil, welcher dann abnimmt und in einen klei-
neren, jedoch anhaltenden Anteil tibergeht. Diese anhaltenden Stréome (,sustained
currents”) sistieren erst nach Wiederanstieg des extrazellularen pH-Wertes [Wald-
mann et al., 1997a, Lingueglia et al., 1997]. Im PNS sind ASICs an verschiedenen
Prozessen beteiligt, die eine Detektion von Azidose erfordern: ASIC1 und ASIC3
finden sich im Glomus caroticum und spielen dort eine Rolle bei der Chemozeption
von pH-Wert und Hyperkapnie [Tan et al., 2007], womit eine mogliche Verbindung
zur zentralen Atemregulation gegeben ist. Damit tragen ASICs bedeutend zur sys-
temischen Regulation des Sédure-Base-Haushalts bei [Tresguerres et al., 2010]. Dane-
ben sind insbesondere ASIC3-Untereinheiten an der Nozizeption bei Migréane [Yan
et al., 2011 und bei kardialer Ischdmie [Sutherland et al., 2001|, sowie dem séurein-
duzierten Schmerzempfinden in der Skelettmuskulatur [Light et al., 2008, Fujii et al.,
2008] und der Haut|Price et al., 2001, Jones et al., 2004] beteiligt. Interessanterweise
konnte passend zu diesen Erkenntnissen auch fiir manche Analgetika aus der Grup-
pe der nichtsteroidalen Antirheumatika (NSAR) bzw. Cyclooxigenase-Inhibitoren
(COX-Inhibitoren) wie etwa Acetylsalicylsdure, Diclofenac oder Flurbiprofen [Voil-
ley et al., 2001, Jones et al., 2004] und auch fiir das Lokalanésthetikum Lidocain
[Lin et al., 2011] nachgewiesen werden, dass sie ASIC-Strome inhibieren (und z.T.
auch die Expression von ASICs vermindern) und dadurch zu ihrem antinozizeptiven
Effekt beitragen. Dariiber hinaus ist ASIC2 fiir die Funktion der Barorezeptoren
am Aortenbogen erforderlich und dadurch an der systemischen Blutdruckregulati-
on beteiligt [Lu et al., 2009|. Die Beteiligung von ASIC2 an der Chemozeption der
Geschmacksqualitét ,sauer” wird noch kontrovers beurteilt [Lin et al., 2002, Richter
et al., 2004, Shimada et al., 2006].

1.3 Weitere Elemente der neuronalen Kalziumregulation
1.3.1 Spannungsabhingige L-Typ Ca®"-Kaniile

Neben den NMDA-Rezeptoren und manchen ASICs kénnen auch spannungsabhéngi-
ge L-Typ Ca?-Kaniile (LTCC, Cay 1) einen Ca’>"-Einstrom in die Zelle ermdglichen
[Striessnig et al., 2006]. In Neuronen des ZNS werden vor allem die Isoformen Cay 1.2
und Cay 1.3 exprimiert; diese werden durch Depolarisation auf ca. -37 mV bis -4 mV
aktiviert und fiihren zu einem Anstieg der lokalen zytosolischen Ca?"-Konzentration
[Catterall et al., 2005]. LTCC unterscheiden sich pharmakologisch von anderen span-
nungsabhingigen Ca’*"-Kanilen dadurch, dass sie durch Dihydropyridine wie Amlo-
dipin, Nifedipin oder Nimodipin blockiert werden kénnen [Striessnig et al., 2006]. Im
ZNS sind LTCCs im Zusammenhang mit synaptischer Plastizitét [Sinnegger-Brauns
et al., 2004| sowie Etablierung [Langwieser et al., 2010] und Ausléschung [Busquet
et al., 2008] von konditionierter Angst beschrieben. Es gibt auch Hinweise, dass LT-
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CCs an der Pathophysiologie des ischdmischen neuronalen Zelluntergangs beteiligt
sind [Wu et al., 2011]. Auffallend ist, dass unter all diesen (patho-)physiologischen
Bedingungen auch ASICs eine Rolle spielen (siehe 1.2), was den Gedanken an einen

gemeinsamen Mechanismus mit sequenzieller Beteiligung beider Kanéle nahelegt.

Die sdureinduzierten ASIC-Strome in Neuronen des ZNS reichen aus, um Akti-
onspotentiale auszulosen. Damit ware auch zu erwarten, dass - entweder direkt tiber
ASIC-bedingte Depolarisation oder indirekt iiber die ASIC-bedingte Generierung
von Aktionspotentialen - LTCCs aktiviert und diese zu einer Potenzierung des Ca?*-
Einstroms fithren wiirden (siehe Abbildung 2). In neuronaler Zellkultur konnte je-
doch kein Effekt von LTCCs auf die Amplitude des sidureinduzierten Ca?*-Einstroms
festgestellt werden [Yermolaieva et al., 2004, Mari et al., 2010]. In den Arbeiten zum
sdureinduzierten Zelluntergang wurden LTCCs bei den Ischdmie-Versuchen in Kul-
tur pharmakologisch blockiert [Xiong et al., 2004, Li et al., 2010a], in den in vivo
Experimenten jedoch unbeeinflusst gelassen, sodass hier keine Aussage zum Beitrag

der LTCCs zum ischémischen Zelltod in vivo getroffen werden kann.

1.3.2 Das endoplasmatische Retikulum als intrazellularer Kalzium-Spei-

cher

Es ist bekannt, dass Ca?*-Einstrom von extrazellulir in Neuronen zu einer Freiset-
zung von Ca?' aus dem endoplasmatischen Retikulum (ER) durch den Ryanodin-
Rezeptor (RyR) fiihrt (sog. calcium induced calcium release, CICR) und dass dieser
Mechanismus zu den Fluktuationen in der zytosolischen Ca?*-Konzentration bei-
spielsweise infolge von neuronalen Aktionspotentialen beitrégt [Sandler and Barba-
ra, 1999]. Der Anstieg der zytosolischen Ca?T-Konzentration nach Depolarisation
von hippokampalen Neuronen ist zumindest zum Teil durch eine direkte Interaktion
von LTCC und RyR und die dadurch vermittelte Freisetzung von Ca?*-Ionen aus
dem ER bedingt [Berrout and Isokawa, 2009|. In vitro Experimente ergaben auch
Hinweise, dass CICR zu der ischimischen Ca?*-Uberladung von Neuronen beitragen
konnte [Bull et al., 2008]. Ein Beitrag von CICR auch zu dem ASIC-vermittelten
Anstieg der zytosolischen Ca?"-Konzentration in Neuronen konnte bisher nicht aus-
geschlossen werden [Yermolaieva et al., 2004]. CICR stellt also einen weiteren po-
tentiellen Mechanismus dar, der unter ischamischen Bedingungen zu einem Anstieg

der neuronalen Ca*"-Konzentration fiihren konnte (sieche Abbildung 2).

Eine etablierte Methode, um experimentell den Ca**-Einstrom aus dem ER aus-
zuschalten, ist die pharmakologische Blockade der sarko-/endoplasmatischen Ca**-
ATPase (SERCA) mittels Thapsigargin [Inesi et al., 2005, Thastrup et al., 1990|;
dadurch wird das ER als intrazelluldrer Ca?*-Speicher entleert und kann daraufhin

nicht mehr zu einem Anstieg der zytosolischen Ca?*-Konzentration beitragen.
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Abbildung 2: Potentielle Mechanismen des ASIC-vermittelten Ca?*-Einstroms
in Neuronen unter ischdmischen Bedingungen. Bei zerebraler Ischdmie kommt es
im extrazelluliren Raum zur Azidose. Extrazelluldre Protonen (H™) aktivieren ASICla-
Homotrimere (ASICla); es kommt zum Einstrom von iiberwiegend Nat- und wenigen
Ca?T-Tonen. Die Zelle wird depolarisiert. Es werden spannungsabhingige L-Typ Kalzium-
Kanéle (LTCC) - ggf. tiber den Zwischenschritt eines Aktionspotentials (AP) - aktiviert.
Diese vermitteln einen Einstrom von Ca?*-Ionen von extrazellulir und lésen iiber den

Ryanodin-Rezeptor (RyR) einen Einstrom von Ca2t-Ionen aus dem endoplasmatischen
Retikulum (ER) aus.



1.4 Prakonditionierung und ischamische Toleranz

Unter Prakonditionierung im Zusammenhang mit zerebraler Ischémie versteht man,
dass ein subletaler Stimulus (z.B. eine subletale Ischdmie) einen neuroprotektiven Ef-
fekt gegentiber einer folgenden letalen Ischamie induziert (,ischdmische Toleranz”).
Dass es diese Art von Neuroprotektion gegeniiber Ischdmie gibt, wurde erstmals
1990 beschrieben |Kitagawa et al., 1990] und konnte mehrfach in vitro in Zellkultur
[Bruer et al., 1997] und an Hirnschnitten [Xu et al., 2002] sowie in vivo |Kitagawa
et al., 1991, Matsushima and Hakim, 1995| bestéitigt werden. In einer klinischen
Studie gelang es sogar zu belegen, dass Patienten mit isch&mischem Schlaganfall,
die zuvor eine transitorische ischiamische Attacke (TTA) erlitten hatten, ein besseres
neurologisches Endergebnis hatten als Schlaganfall-Patienten ohne vorangegangene
TIA [Moncayo et al., 2000]. Aufgrund des Intervalls zwischen subletaler und letaler
Ischémie und der Lange des Zeitraums mit erhohter Toleranz gegeniiber ischami-
scher Schiadigung unterteilt man in frithe, fiir Minuten anhaltende (wahrscheinlich
durch posttranslationale Modifikation bedingte) und verzogerte, mehrere Tage an-
haltende (wahrscheinlich durch Verdnderungen auf Ebene der Genexpression be-
dingte) ischdmische Toleranz [Steiger and Hénggi, 2007]. Mittlerweile hat sich ein
umfangreiches Wissen zu den zellularen Mechanismen der Prékonditionierung und
der ischéamischen Toleranz angesammelt [Davis and Patel, 2003, Lehotsky et al.,
2009, Correia et al., 2010, Bhuiyan and Kim, 2010]|. Insbesondere konnte gezeigt
werden, dass nicht nur Préakonditionierung durch Ischémie, sondern auch Prakon-
ditionierung durch Azidose gegeniiber darauf folgender Ischdmie neuroprotektiv ist
[Zhang et al., 2012].

Wenige Arbeiten haben sich bisher mit der Rolle von ASICs bei Prékonditionie-
rung und ischdmischer Toleranz beschéftigt: Es konnte gezeigt werden, dass ischami-
sche Prakonditionierung zu einer Verstarkung der ischdmisch bedingten Hochregula-
tion von ASIC2-Untereinheiten in Kortexneuronen auf mRNA- und Protein-Ebene
fithrt [Miao et al., 2010]. Es konnte auch gezeigt werden, das ischdmische Prékon-
ditionierung zu einer Herunterregulation von ASICla-Untereinheiten auf mRNA-
und Protein-Ebene fiihrt [Pignataro et al., 2011]. Die Hochregulation von weniger
sduresensiblen ASIC2-Untereinheiten und die Herunterregulation von den séduresen-
sibleren ASICla-Untereinheiten kénnten Mechanismen sein, die zu der verzogerten
ischdmischen Toleranz beitragen.

Der Einfluss von Prikonditionierung auf den durch Ischédmie beziehungsweise
Azidose ausgelosten Einstrom von Ca?*-Ionen von extrazellulir iiber LTCC oder
aus dem ER mittels CICR wurde bisher nicht untersucht.



2 Zielsetzung

Vier Fragestellungen sollen mit dieser Arbeit beantwortet werden:

1. Spielen Ca?*-Einstrom von extrazellulir iiber spannungsabhingige L-Typ
Ca?*-Kaniile (L-type Ca®"-channels, LTCCs) oder die Ca®"-induzierte Ca®"-
Freisetzung (calcium-induced calcium-release, CICR) aus dem endoplasmati-
schen Retikulum (ER) eine Rolle bei dem séureinduzierten, ASIC-vermittelten

Anstieg der Ca?"-Konzentration in Kortexneuronen?

2. Welchen Einfluss hat die Prikonditionierung mittels Azidose fiir verschiedene
Zeitrdaume auf den sdureinduzierten, ASIC-vermittelten Anstieg der zytosoli-

schen Ca?t-Konzentration in Kortexneuronen?

3. Wird der Beitrag von Ca*"-Einstrom iiber LTCCs bzw. CICR aus dem ER zum
Anstieg der zytosolischen Ca?*-Konzentration durch diese Prikonditionierung

verandert?

4. Wird durch die Préakonditionierung mittels Azidose in den Kortexneuronen die

Expression der ASIC-Untereinheiten la, 2a und 2b reguliert?

Zur Beantwortung dieser Fragen wurden Imaging-Versuche mit dem Ca?*-sensitiven
Fluoreszenzfarbstoff Fura-2 an priméarkultivierten Kortexneuronen der Maus durch-
gefiihrt. Es wurden die Effekte von Amilorid, Nimodipin und Thapsigargin auf den
saureinduzierten Anstieg der zytosolischen Ca?*-Konzentration in den Kortexneu-
ronen untersucht. Die Kortexneurone wurden durch Inkubation bei pHp,4xons. = 6,0
fiir 1 h, 6 h und tiber Nacht préakonditioniert. Mittels quantitativer PCR wurden
die Expressionsniveaus der Transkripte fiir die Untereinheiten ASICla, - 2a und -2b

registriert.
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3 Material & Methoden

3.1

Material

3.1.1 Materialien fiir die Molekularbiologie

Kit zur RNA-Gewinnung: RNeasy Mini Kit (Qiagen, Venlo, Niederlande)
RNAse freie Eppendorf-Geféfe (Starlab, Ahrensdorf, Deutschland)
DEPC-behandeltes HoO (Roth, Karlsruhe, Deutschland)

Spektrophotometer: Nanodrop 1000 (NanoDrop Products, Wilmington, Dela-
ware, USA)

Reverse Transkription: SuperScript III First Strand Synthesis System for RT
PCR (Invitrogen, Carlsbad, Kalifornien, USA)

Kit fiir konventionelle PCR: Kapa HiFi PCR (Peqlab, Erlangen, Deutschland)

Thermocycler fiir konventionelle PCR: Biometra T300 (Biometra GmbH, Got-
tingen, Deutschland)

Loading Buffer fiir Agarosegel: Gel Loading Dye Blue 6x (New England Biol-
abs, Ipswich, Massachusetts, USA)

100 bp DNA ladder (New England Biolabs, Ipswich, Massachusetts, USA)
Agarose NEEO Ultra-Qualitét (Roth, Karlsruhe, Deutschland)

Tris Base, Tris(hydroxymethyl)-aminomethan (Roth, Karlsruhe, Deutschland)
Eisessig (Merck, Darmstadt, Deutschland)

EDTA, Ethylendiamintetraessigsidure (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA)

SDS, Natriumdodecylsulfat (Roth, Karlsruhe, Deutschland)

Ethanol (Merck, Darmstadt, Deutschland)

Isopropanol (Merck, Darmstadt, Deutschland)

Proteinase K (Roth, Karlsruhe, Deutschland)

RedSafe Nucleic Acid Staining Solution 20.000x (Hiss Diagnostics GmbH, Frei-
burg, Deutschland)

Geldoc: Universal Hood II (Bio-Rad Laboratories GmbH, Miinchen, Germany)

qPCR-Kit: LightCycler FastStart DNA Master HybProbe (Hoffmann-La Ro-

che, Basel, Schweiz)
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LightCycler Hybridisierungssonden (TIB Molbiol, Berlin)
qPCR-Thermocycler: LightCycler 1.5 (Hoffmann-La Roche, Basel, Schweiz)

qPCR-Software: Light Cycler Run 5.32 (Idaho Technology, Salt Lake City, Utah
/ Hoffman-La Roche, Basel, Schweiz)

Primer fiir konventionelle PCR und qPCR (Eurofins MWG Operon, Ebers-
berg, Deutschland); Sequenzen siehe 3.2.5.2

3.1.2 Materialien fiur die in vivo-Kultur der Kortexneurone

12 mm-Deckgléser (Marienfeld GmbH, Lauda-Koénigshofen, Deutschland)
Methanol (VWR, West Chester, Pennsylvania, USA)

15 ml-Falcon-Rohrchen (BD, Franklin Lakes, USA)

50 ml-Falcon-Réhrchen (BD, Franklin Lakes, USA)

40 mm-Schalen (TPP, Trasadingen, Schweiz)

60 mm-Schalen (BD Falcon, Franklin Lakes, New Jersey, USA)

HBSS, Hank’s Balanced Salt Solution (Invitrogen, Carlsbad, Kalifornien, USA)
PBS, Phophate Buffered Saline (Invitrogen, Carlsbad, Kalifornien, USA)
Neurobasal A Medium 1x (Invitrogen, Carlsbad, Kalifornien, USA)
L-Glutamin (200 mmol/L; Invitrogen, Carlsbad, Kalifornien, USA)

B-27 supplement 50x (Invitrogen, Carlsbad, Kalifornien, USA)

Horse serum (Invitrogen, Carlsbad, Kalifornien, USA)

Laminin (0,5 mg/mL; Hoffmann-La Roche, Basel, Schweiz)
Poly-L-Ornithin-Hydrobromid (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA)

Trypsin, aus Schweinepankreas (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA)
Pasteurpipetten, ungestopft, dampfsterilisiert

Pasteurpipetten, gestopft, dampfsterilisiert

MES buffer solution (0,5 mol/L; Sigma-Aldrich, St. Louis, USA)

0,20 um-Filter (Corning Incorporated, New York, USA)

0,45 um-Filter (Millipore, Billerica, Massachusetts, USA)
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Inkubatoren:

— MCO-5AC UV (Sanyo, Miinchen, Deutschland)
— CB 150 (Binder GmbH, Tuttlingen, Deutschland)

Mikroskop fiir die Préparation der Mause: Zeiss Stemi DV4 (Zeiss, Oberko-
chen, Deutschland)

3.1.3 Chemikalien fiir Badl6sungen

NaCl (VWR, West Chester, Pennsylvania, USA)
KCI (Merck, Darmstadt, Deutschland)

HEPES, 2-(4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazinyl)-ethansulfonsidure (Roth, Karls-
ruhe, Deutschland)

MES, 2-(N-Morpholino)-ethansulfonsdure (Merck, Darmstadt, Deutschland)
CaCly (Roth, Karlsruhe, Deutschland)

MgCl, (Merck, Darmstadt, Deutschland)

Glukose (Merck, Darmstadt, Deutschland)

TMA-OH, Tetramethylammoniumhydroxid (Merck, Darmstadt, Deutschland)

HCI (1 mol/L; Merck, Darmstadt, Deutschland)

3.1.4 Materialien fiir das Fura-2-Imaging in Neuronen

Inverses Mikroskop: Olympus XI 71 (Olympus, Tokyo, Japan)

Objektiv: Olympus UApo/340 20x (Olympus, Tokyo, Japan)

Fura-Filter 510 nm: AHF 400DCLP D510/40 (AHF, Tiibingen, Deutschland)
digitale CCD Kamera: Sensicam qe (PCO AG, Kelheim, Deutschland)

Software:

— Till Vision 4.0.1.3. (Till Photonics, Gréfelfing, Deutschland)
— Microsoft Excel fiir Mac 12.2.8. (Microsoft, Redmond, Washington, USA)

Monochromator: Polychrome V (Till Photonics, Gréfelfing, Deutschland)
Pumpe: Reglo Analog (Ismatec, Glattbrugg, Schweiz)

Mikromanipulator SM I (Luigs & Neumann, Ratingen, Deutschland)
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e Pluronic F-127 (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA)

e Fura-2-AM (Invitrogen, Carlsbad, Kalifornien, USA)

3.1.5 Pharmaka

e Amilorid (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA)
e Nimodipin (Tocris, Bristol, England)

e Thapsigargin (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA)

3.1.6 Donor-Mause fiir die Gewinnung von Kortexneuronen

Tréchtige Mause (C57BL/6) wurden von Charles River (Sulzfeld, Deutschland) be-
zogen. Die Kortexneurone wurden von neugeborenen Méusen an Tag 1-3 nach der
Geburt gewonnen.

Des weiteren wurden ASIC1~/~-Miuse verwendet, bei denen das ACCN2-Gen
ausgeschaltet wurde. Das ACCN2-Gen kodiert die Transkripte fiir die Proteine
ASICla und ASIC1b.

3.2 Methoden

3.2.1 Kultur der Kortexneurone aus neugeborenen Miusen

3.2.1.1 Vorbereitung der Deckgliaser und Kulturschalen

Um das Anheften und das Uberleben der Neurone in den Kulturschilchen zu
ermoglichen, mussten die Oberflichen der Schélchen mit Bestandteilen der physio-
logischen Extrazellularmatrix beschichtet werden.

Die 12 mm-Deckglédser wurden zunéchst zur Entfettung in Methanol eingelegt
und anschliefend dampfsterilisiert. Jeweils 4-5 Deckgléser wurden in eine 40 mm-
Schale gelegt. Die 60 mm-Schalen erhielten keine zusétzliche Behandlung vor der
Beschichtung.

Die 60 mm-Schalen und die 12 mm-Deckgldschen in 40 mm Schalen wurden
durch das gleiche Verfahren beschichtet. Die applizierten Volumina waren 2 ml fiir

eine 60 mm-Schale und ca. 50-70 yL pro Deckglas:
1. Poly-L-Ornithin (10 pg/L, inH,0 gelost) fiir 30 min bei 37°C
2. Waschen mit HBSS
3. Laminin (auf 10 yg/L in PBS verdiinnt) fiir 30 min bei 37°C
4. Waschen mit HBSS
5. Waschen mit Neurobasal A Medium
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6. Vorlegen von Priapmedium (3 ml pro 60 mm-Schale, 1 ml pro 40 mm-Schale;

Herstellung siehe 3.2.1.2) fiir anschliefendes Ausséen der Zellsuspension

3.2.1.2 Medien fiir die Kultur der Kortexneurone

e Medium fiir die Priéparation der Kortexneurone (Pripmedium):
50 ml Neurobasal Medium wurde mit 125 pl L-Glutamin (200 mM; Endkon-

zentration: 500 pM) und mit 2,5 ml Pferdeserum versetzt.

e Medium fiir die Zellkultur der Kortexneurone (Kulturmedium):
50 ml Neurobasal Medium wurde mit 125 pl L-Glutamin (200 mM; Endkon-
zentration: 500 pM) und 1 ml B-27 supplement 50x versetzt.

Vor Gebrauch wurden die Medien filtriert (Filtergréfe 0,20 um).

3.2.1.3 Priparation und Zellkultur der Kortexneurone

Die Priparation und anschliefende Ubernahme der Kortexneurone in Zellkultur
wurde unter der Sterilbank durchgefiihrt, um mikrobielle Kontaminationen zu ver-
meiden. Die Instrumente fiir die Praparation wurden vor Benutzung mit 70%-igem
Ethanol desinfiziert.

Die 1-3 Tage alten Mause wurden mit einer Schere dekapitiert. Der Schidel wurde
von dorsal mit einem medianen Scherenschnitt, beginnend am Foramen magnum,
eroffnet. Es folgten zwei weitere Schnitte mit der Schere vom Foramen magnum
in Richtung rechtes und linkes Ohr, um eine moglichst groke Offnung zu erhalten.
Die bedeckende Kopfhaut wurde beiderseits mit einer Pinzette vom Einschnitt zur
Seite weggezogen. Mit einem Spatel wurde das Gehirn vorsichtig aufgeladen und in
HBSS-gefiillte 40 mm-Schélchen (auf Eis) tiberfiihrt. Unter dem Mikroskop (8-fache
Vergrokerung) wurden die beiden Grofthirnhemisphéren mit Pinzetten vom Rest
des Gehirns getrennt. Anschliefsend wurden die Meningen von den Hemisphéren
abgezogen. Die Hemisphéren wurden durch Gegeneinanderscheren zweier Pinzetten
in kleine Stiicke getrennt. Die so zerkleinerten Kortexhélften wurde in ein 15 ml-
Falcon-Rohrchen iiberfiihrt und darin 2 mal mit HBSS gewaschen. Nun wurde einmal
mit Trypsin (150 pg/mL; in HBSS gelost) gewaschen. Dann wurde das Gewebe fiir
8 min bei 37°C mit Trypsin verdaut. Um den enzymatischen Prozess zu beenden,
wurde einmal mit Prapmedium und anschlieffend zweimal mit HBSS gewaschen. Nun
wurden ca. 2-3 ml Prapmedium hinzugegeben und die Neurone wurden mit polierten
Pasteurpipetten (3 Stiick, mit abnehmendem Offnungsdurchmesser, gestopft) durch
wiederholtes Aufziehen weiter mechanisch vereinzelt, bis sich eine triibe Suspension
ergab. Diese wurde auf mindestens 8 ml mit Prapmedium aufgefiillt und die Neurone
auf den beschichteten Coverslips bzw. 60 mm-Schalen nach folgenden Richtwerten

ausgesat:

o fiir die Zellkultur zum spéteren Fura-2-Imaging: 1 Hemisphére auf zwei 35 mm-

Schalen
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— fiir die Zellkultur zur spéteren RNA-Isolierung: 2 Hemisphéren auf eine
60 mm-Schale

Nach 30 min bei 37°C und 5% CO, wurde das gesamte Medium abgesaugt, einmal
mit Kulturmedium gespiilt und dann die endgiiltige Menge Kulturmedium hinzuge-
geben (2 ml pro 40 mm-Schale; 6 ml pro 60 mm-Schale).

Die Neurone wurden bei 37°C, 5% COy und 100% Luftfeuchtigkeit in Kultur
gehalten. Am 4. und 8. Tag in Kultur wurde 50% des Mediums durch frisches Kul-
turmedium ersetzt. Am 10.-12. Tag in Kultur wurden die Neurone fiir das Fura-2-
Imaging bzw. die RNA-Gewinnung benutzt. Zu diesem Zeitpunkt exprimieren die
Neurone elektrophysiologisch nachweisbar ASICs [Alvarez de la Rosa et al., 2003, Li
et al., 2010b).

3.2.2 Priakonditionierung der Kortexneurone

Das Prékonditionierungsmedium wurde auf Basis des Kulturmediums hergestellt.
MES buffer solution (500 mM) wurde 1:100 in Kulturmedium verdiinnt, sodass
sich ein Kulturmedium mit einer MES-Konzentration von 5 mmol/L ergab. Dann
wurde mit HCI (1 mol/L) der pH-Wert auf 6,0 eingestellt. Vor Gebrauch wurde das
Prékonditionierungsmedium nochmals filtriert (Filtergrofe: 0,20 ym). Die folgende
Applikation des Mediums wurde unter sterilen Bedingungen unter der Zellkultur-
Bench durchgefiihrt, um Kontaminationen zu vermeiden.

Die Deckgléaser mit der Zellkultur fiir das Imaging wurden 1 h, 6 h oder am Abend
vor dem Versuch (o.n.-Wert) in einer 40 mm-Schale mit Prikonditionierungsmedium
eingelegt und bis zum Versuch bei 37°C und 5% CO, gehalten.

Das Medium der Zellkultur fiir die RNA-Isolation (60 mm-Schalen) wurde in
gleichem zeitlichen Abstand komplett abgesaugt, durch 5 mL Prikonditionierungs-
medium ersetzt und ebenfalls bis zur RNA-Isolation bei 37°C und 5% CO, gehalten.

3.2.3 Ca’*-Imaging in neuronaler Zellkultur

3.2.3.1 Prinzip des Fura-2-Fluoreszenz-Imagings

Als Ca*"-sensitiver Fluoreszenzfarbstoff wurde Fura-2-AM (Fura-2-Acetoxyme-
thylester) eingesetzt. Fura-2-AM ist eine lipophile Ester-Verbindung, die durch die
Zellmembran diffundieren kann. Im Zytosol wird die Ester-Verbindung durch unspe-
zifische Esterasen gespalten, sodass eine hydrophile Substanz entsteht, die in der Zel-
le gefangen ist und dort als Ca?"-Sensor fungieren kann. Die Anregung erfolgte mit
den Wellenldngen A; = 340 nm und A, = 380 nm. Die Wellenléinge des gemessenen
emittierten Lichts betrug Agmiss. — 510 nm. Mit zunehmender Ca?T-Konzentration
nimmt Fgyo (die Intensitét der Fluoreszenz nach Anregung mit 340 nm) zu, wohinge-
gen Fsgo (die Intensitét der Fluoreszenz nach Anregung mit 380 nm) abnimmt und

vice versa. Die Intensitdten der Fluoreszenzen sind daneben auch noch in propor-
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tionaler Weise von der Zelldicke und der Fura-2-Konzentration in der Zelle abhén-
gig. Um das Problem dieser unbekannten Gréfen zu umgehen, wurde der Quotient

F:
—30 gebildet. Dieser ist weder von der Zelldicke noch der Fura-2-Konzentration

380
abhingig. AuRerdem ist er iiber einen weiten Bereich direkt proportional zur Ca2*-

Konzentration. Fiir unsere Zwecke wurde der Quotient noch etwas modifiziert, um
die Hintergrundfluoreszenz von nicht-neuronalem Gewebe und auch die Eigenfluo-

reszenz von Amilorid herauszurechnen:

FNeuron,34O - FHinteTgrund,34O

Ratio0340/380 :=
/ FNeuron,SSO - FHinteTgrund,?)SO

F Hintergruna Wurde tiber einer ausgewéhlten Flache ohne zelluldre Strukturen auf dem
Deckglischen gemessen. Der Wert Ratio 340/380 als Maf fiir die zytosolische Ca?*-

Konzentration wurde gegen die Zeit aufgetragen. Ratio 340/380 ist eine einheitenlose
Grofse.

3.2.3.2 Beladen der Neurone mit Fura-2-AM

2 uL der Pluronic-Stammldsung (25 mg Pluronic F-127 in 100 uL. DMSO gel6st,
d.h. 250 pg/uL) und 3 pL der Fura-Stammlosung (50 yg bzw. 50 nmol Fura-2-AM
in 50 uL DMSO gelést; also 1 nmol/uL) wurden in 2 mL Badlésung (pH = 7,45)

gegeben, sodass sich folgende Zusammensetzung ergab:

Pluronic: 250 mg/L
Fura-2-AM: 1,5 ymol/L
DMSO 0,25%

In dieser Losung wurden die Deckgliaser mit der Zellkultur fiir 15 min bei 37°C,
5% CO4 und 100% Luftfeuchtigkeit inkubiert.

3.2.3.3 Badlosungen fiir das Imaging
Die beim Imaging eingesetzte Standardbadlosung zur Perfusion der Deckgléaser

enthielt folgende Zusammensetzung:

NaCl 100 mM
KC1 5,4 mM
HEPES 10 mM
MES 10 mM
CaCl, 2 mM
MgCl, 1 mM

D-Glukose 5,5 mM
Fiir die Standardbadlésung wurde der pH-Wert mit TMA-OH (Tetramethylam-
moniumhydroxid) auf 7,45 eingestellt. Fiir die Losung, mit der die sdureinduzierte
Ca?"-Antwort in den Neuronen hervorgerufen wurde, wurde der pH-Wert mit TMA-
OH auf 6,0 bzw. 5,0 eingestellt.
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Um die Ca?t-Antwort in Neuronen mittels hoher Kt-Konzentration zu induzie-

ren, wurde folgende Losungs-Zusammensetzung gewéhlt:

NaCl 85,4 mM
KCl1 20 mM
HEPES 10 mM
MES 10 mM
CaCl, 2 mM
MgCl, 1 mM

D-Glukose 5,5 mM
Der pH-Wert wurde mit TMA-OH auf 7,45 eingestellt.

Vor Gebrauch wurden alle Losungen filtriert (Filter 0,45 ym).

3.2.3.4 Versuchsaufbau fiir das Fura-2-Imaging
Das Deckglas mit der Fura-2-beladenen Zellkultur wurde unter einem inversen Mi-
kroskop (Olympus IX 71) betrachtet. Die Belichtung im Fluoreszenzmodus
(A = 340 nm und Ay = 380 nm) wurde durch den computergesteuerten Monochro-
mator iibernommen. Das emittierte Licht wurde durch ein Objektiv mit 20-facher
Vergrokerung (Objektiv: Olympus UApo/340) und anschliefend einen 510 nm-Filter
gelenkt und durch eine nachgeschaltete, digitale Kamera (Sensicam qe) registriert.
Die zeitlich korrekte Abfolge von Belichtung und Aufnahme wurde durch die Till
Vision-Software koordiniert. Bei allen Versuchen betrug die Bildaufnahme-Frequenz
0,2 Hz. Die Anregungsintensitit wurde wihrend der Versuche auf 100% gestellt.
Die Perfusion der Mikroskopkammer wurde iiber einen Mikromanipulator di-
rekt auf die betrachteten Zellen eingestellt, sodass ein schneller Losungsaustausch
tiber dem gesamten Sichtfeld sichergestellt war. Die Perfusionspumpe (Reglo Ana-
log) wurde so eingestellt, dass Zulauf- und Ablaufgeschwindigkeit der Badlosung
gleich war und damit ein konstanter Fliissigkeitspegel in der Kammer sichergestellt

war.

3.2.3.5 Auswahl des Versuchsareals in der neuronalen Zellkultur

Zunéchst wurde im Fluoreszenzmodus (kontinuierliche Belichtung mit
A2 = 380 nm, 30% Intensitdt) auf dem Deckglas ein geeignetes Sichtfeld fiir den
Versuch ausgewahlt. Dabei wurde insbesondere darauf geachtet, dass die Hinter-
grundfluoreszenz zwischen den Neuronen moglichst gering war. Eine hohe Hinter-
grundfluoreszenz wire maoglicherweise ein Hinweis auf Uberwucherung mit nicht-
neuronalen Zellen gewesen, die ein Hindernis fiir den Losungswechsel dargestellt
hatte.

3.2.3.6 Protokolle fiir den Losungswechsel beim Fura-2-Imaging

e Siaureinduzierte Ca?T-Antwort in Kortexneuronen:

Um die ASICs zu aktivieren, wurden die Kortexneurone mit Badlosungen mit

18



pH, = 6,0 und mit pH, = 5,0 superfundiert:

Zeit | pH
0s| 7,45
100 s | 6,0
300 s | 7,45
500 s | 5,0
700 s | 7,45
800 s | Ende

e Siureinduzierte Ca?"-Antwort in Anwesenheit von Amilorid:
Es wurde eine Stammlosung Amilorid (5 mM in HyO) hergestellt; diese wurde
1:50 in den Badl6sungen mit den verschiedenen pH-Werten verdiinnt, sodass

eine Endkonzentration von 100 ntM erreicht wurde. Das Protokoll war folgen-

dermafsen:
Zeit | pH Pharmakon
0s| 745
100 s | 6,0
300 s | 7,45
500 s | 5,0
700 s | 7,45

850s | 7,45 + Amilorid
1.000 s | 6,0 + Amilorid
1200 s | 7,45  + Amilorid
1400 s | 5,0 -+ Amilorid
1600 s | 7,45  + Amilorid

1750 s | 7,45
1900 s | 6,0
2100 s | 7,45
2300 s | 5,0
2500 s | 7,45
2700 s | Ende

e Siureinduzierte Ca’t-Antwort in Anwesenheit von Nimodipin:
Es wurde eine Stammlésung (10 mM in DMSO) hergestellt; diese wurde 1:2.000
in den Badlosungen mit den verschiedenen pH-Werten verdiinnt, sodass eine

Endkonzentration von 5 ptM zum Einsatz kam:
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Zeit | pH Pharmakon

0s| 7,45
100 s | 6,0
300 s | 7,45
500 s | 5,0
700 s | 7,45

850 s | 7,45 + Nimodipin
1000 s | 6,0 + Nimodipin
1200 s | 7,45 4 Nimodipin
1400 s | 5,0 + Nimodipin
1600 s | 7,45  + Nimodipin

1800 s | Ende
Da uns die Reversibilitdt der Nimodipin-Blockade nicht bekannt war, wurde

nicht wie bei den Amilorid-Versuchen nach dem Einsatz des Pharmakons noch-
mals mit den beiden pH-Werten aktiviert. Um die Verdinderung in der Ca?*-
Amplitude, die allein durch die zweimalige Applikation von Azidose und nicht
durch die Zugabe von Nimodipin bedingt war, berechnen zu koénnen, wurden
Kontrollmessungen durchgefiihrt. Diese beinhalteten den gleichen zeitlichen

Ablauf der pH-Wechsel, jedoch wurde kein Nimodipin eingesetzt.

Saureinduzierte Ca?t-Antwort in Anwesenheit von Thapsigargin:

Es wurde eine Stammlésung von Thapsigargin (1 mM in DMSO) hergestellt;
zum Einsatz kam eine Endkonzentration von 1 pM. Die Bindung von Thapsi-
gargin an die endoplasmatische Ca?*-ATPase ist irreversibel [Thastrup et al.,
1990]. Um auszuschliefen, dass sich Reste von Thapsigargin aus Vorversuchen
in den Perfusionsschlduchen hielten und bereits zu Beginn des Versuchs einen
Effekt auf die Neurone ausiibten, wurde Thapsigargin (2 pM in Badlésung mit
pH = 7,45 verdiinnt) direkt in die Mikroskopkammer appliziert. Dabei wurde
nochmals ca. 1:2 in dem Kammervolumen verdiinnt, sodass die Endkonzentra-
tion von 1 pM zustande kam. Nach jedem Versuch mit Thapsigargin wurde
die Mikroskopkammer zunéchst mit reinem Ethanol und dann mit Badlosung
gespiilt, um mogliche Riickstdnde des Pharmakons herauszuwaschen. Der zeit-

liche Ablauf der Versuche war folgendermafen:
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Zeit | pH Pharmakon
0s| 7,45

100 s | 6,0

300 s | 7,45

500 s | 5,0

700 s | 7,45

800 s | 7,45  + Thapsigargin
1000 s | 7,45
1100 s | 6,0
1300 s | 7,45
1500 s | 5,0
1700 s | 7,45
1900 s | Ende

Da die Thapsigargin-Blockade irreversibel ist, wurden Kontrollmessungen
durchgefiihrt, um die Verinderung in der Ca?*-Amplitude, die allein auf die
wiederholte Applikation von den beiden sauren Badlosungen zuriickzufiihren
war, berechnen zu kénnen. Diese hatten den gleichen zeitlichen Ablauf, jedoch

wurde nach 800 s kein Thapsigargin hinzugefiigt.

e Siureinduzierte Ca?t-Antwort in ASIC1~/~-Neuronen:

Die Knockout-Neurone wurden ohne pharmakologische Beeinflussung gemes-

sen:
Zeit | pH
0s | 745
100 s | 6,0
300 s | 7,45
500 s | 5,0
700 s | 7,45
1000 s | 6,0
1200 s | 7,45
1400 s | 5,0
1600 s | 7,45

e Induzieren der Ca?"-Antwort mit hochmolarem K™:
Um die spannungsabhiingigen L-Typ Ca?"-Kaniile zu aktivieren, wurden die
Kortexneurone durch Badlosung mit [K*| = 20 mM depolarisiert. Die Super-
fusion mit kaliumreicher Badlosung dauerte 20 s. Anschliefsend wurde wieder

mit normaler Badlosung superfundiert.

3.2.3.7 Auswertung der Fura-2-Experimente
Mit Hilfe der Till Vision-Software wurde der Ausgabewert Emission 340/380 (sie-

he 3.2.3.1) als Funktion der Zeit fiir jeden Versuch generiert. Die weitere Auswertung
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wurde in Excel durchgefiihrt. Bei allen Imaging-Versuchen wurden die Amplituden
des Ca?"-Peaks nach Superfusion mit pH; = 6,0 und pHy = 5,0 bzw. 20 mM K*
bestimmt. Dazu wurde zunéchst aus den 8 Bildern (40 s) vor dem Losungswechsel
der Mittelwert als Baseline bestimmt. Neurone mit einer initialen Baseline > 600
wurden als geschidigt eingestuft und gingen nicht weiter in die Statistik ein. Der an-
schliefende Peak wurde als das Maximum der folgenden 15 Bilder (75 s) ermittelt.
Dann wurde die Differenz gebildet:

Amplitude = Peak — Baseline

Die zeitlichen Verlaufe der Emission 340/380 wurden fiir jedes Neuron nochmals ein-
zeln begutachtet. Zellen, die eine unruhige Baseline zeigten oder deren Peak nicht
von vorherigen spontanen Schwankungen in der zytosolischen Ca?*-Konzentration
unterschieden werden konnte, wurden aus der weiteren Statistik ausgeschlossen.
Gleiches gilt fiir Neurone deren Ca?"-Konzentration im Laufe des Versuchs kon-
tinuierlich anstieg oder deren Peak eine untypische Konformation aufwies. Zellen,
deren 1. Amplitude < 50 war, wurden als nicht-antwortend eingestuft und gingen
nicht in Mittelwerte von Amplituden mit ein.

Es wurde darauf geachtet, aus einer Praparation moglichst alle 4 Bedingungen
der Priakonditionierung (0 h, 1 h, 6 h, o.n.) zu messen. An Stellen, wo dies nicht
gelang, wird ausdriicklich darauf hingewiesen (siche Ergebnisteil).

Die statistische Auswertung wurde mittels t-Test durchgefiihrt. Ein p < 5%

wurde als signifikant erachtet.
3.2.4 RNA-Gewinnung aus den priméarkultivierten Kortexneuronen und
Herstellung der cDNA

Bei der Gewinnung und Weiterbearbeitung der RNA wurde auf saubere Arbeitswei-
se, inshesondere durch Gebrauch von Einmalhandschuhen und gestopften Pipetten-
spitzen, geachtet, um Kontaminationen mit ubiquitdr vorkommenden RNAsen zu

vermeiden.

3.2.4.1 RNA-Gewinnung aus der Zellkultur der Kortexneurone
Die RNA-Gewinnung wurde mit dem RNeasy Mini Kit von Qiagen durchgefiihrt,
wobei die QIAshredder spin column und die RNeasy spin column, sowie verschiedene

Waschpuffer des Kits zum Einsatz kamen. Die Schritte waren, wie folgt:
1. Zellkultur auf Eis
2. Absaugen des Kulturmediums, Waschen mit 5 mLL HBSS, Absaugen des HBSS
3. Zugabe von 600 uL RLT Buffer

4. Abschaben der Zellen
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10.

11.

12.

13.

14.

15.

. Uberfithren der Zellsuspension in die QIAshredder spin column

2 min Zentrifugieren bei 16.100 min~!

Zelllysat mit 600 pL 70%-igem Ethanol versetzen und durch mehrfaches Pi-

pettieren mischen

700 uL der Zelllysat-Ethanol-Mischung in die RNeasy spin column iiberfiihren,
30 s Zentrifugieren bei 10.000 min~*

. Eluat verwerfen

den Rest der Zelllysat-Ethanol-Mischung in die RNeasy spin column iiberfiih-

ren, 30 s Zentrifugieren bei 10.000 min~?

Eluat verwerfen, Zugabe von 700 uL. RW1-Puffer, 30 s Zentrifugieren bei
10.000 min~?

Eluat verwerfen, Zugabe von 500 uL RPE-Puffer, 30 s Zentrifugieren bei
10.000 min~?

Eluat verwerfen, Zugabe von 500 uL. RPE-Puffer, 2 min Zentrifugieren bei
10.000 min~?

die RNeasy spin column wird in ein neues RN Ase-freies Reaktionsgeféfs tiber-
fiihrt

Zugabe von 30 uL. DEPC-H,0, 1 min Zentrifugieren bei 10.000 min~*

Die aufgefangene RNA wurde bei -80°C gelagert.

3.2.4.2 Beurteilung der RN A-Qualitét

Zur Beurteilung der RNA-Qualitdt wurde die RNA auf einem Agarosegel elek-
trophoretisch aufgetrennt. Dazu wurde 1 uL RNA mit 4 yL DEPC-H50 und 1 pL
Loading-Buffer fiir 10 min auf 65°C erhitzt. Anschlieflend wurde die RNA auf 1%-
igem Agarosegel (Herstellung siehe 3.2.5.3) bei 80 V ca. 15-20 min elektrophoretisch

aufgetrennt. Konnte man die ribosomalen Doppelbanden erkennen, wurde die RNA

als intakt betrachtet und konnte weiterverwendet werden.

3.2.4.3 Messen der RNA-Konzentration
Bevor die RNA revers transkribiert wurde, wurde an einem Nanodrop-Spektrome-
ter die Konzentration der RNA bestimmt.
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3.2.4.4 cDNA-Synthese

Die reverse Transkription (RT) wurde mit dem SuperScript ITI-Kit der Firma Qia-
gen nach der beiliegenden Gebrauchsanweisung durchgefiihrt. Dabei wurde darauf
geachtet, dass nicht mehr als 5 pg Gesamt-RNA in einen Ansatz gelangten, wie es
von den Herstellerangaben gefordert wurde. Die RT-Reaktion wurde nach folgendem

Schema durchgefiihrt:

1. Zunachst wurden folgende Reagenzien in einem 200 pL-Gefdfs zusammenpi-

pettiert:
bis zu 5 yg Gesamt-RNA n uL
oligo(dT)qg-Primer (50 nM) 1 uL
ANTP-Mix (10 mM) 1 uL
DEPC-H,0 bis 10 pL

2. Das Reaktionsgefafs wurde im Thermocycler fiir 5 min auf 65°C erhitzt und

anschliefsend fiir mindestens 1 min auf 4°C gekiihlt.

3. Fiir jedes Reaktionsgeféfs wurde folgender cDNA-Synthese-Mix (je 10 uL) zu-

sammenpipettiert:
RT Buffer (10x) 2 uL
MgCl, (25 mM) 4 uL
DTT (0,1 M) 2 uL
RNaseOUT (40 U/uL) 1 uL

SuperScript IIT RT (200 U/uL) 1 uL

4. Jedem Reaktionsgefaft wurdenlO uL des cDNA-Synthese-Mix hinzugefiigt.

5. Inkubation im Thermocycler:

(a) 50 min bei 50°C
(b) 5 min bei 85°C zur Beendigung der Reaktion
(c) Pause bei 4°C

6. Zugabe von 1 yL. RNase H zu jedem Reaktionsgefdf, Inkubation fiir 20 min
bei 37°C

Fiir jede Synthese wurden Negativkontrollen ohne RT-Enzym durchgefiihrt. Die
cDNA wurde bei -80°C aufbewahrt.

3.2.4.5 Kontrolle der cDNA-Synthese mittels HPRT-PCR

Um den Erfolg der RT-Reaktion zu {iberwachen, wurde eine konventionelle PCR
(siche 3.2.5) mit einem introniiberspannenden Primerpaar fiir HPRT, einem ubiqui-
tér exprimierten Gen, durchgefiihrt. Bei Vorliegen reiner cDNA sollte ein Fragment

von 248 bp entstehen. Sollte eine Verunreinigung mit genomischer DNA vorliegen,
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entstiinde ein Fragment von ca. 1.200 bp. Bei Verunreinigung mit genomischer DNA

entstiinde des weiteren auch in der Negativkontrolle der RT-Reaktion ein Produkt.

Die ¢cDNA wurde nur weiterverwendet, wenn in der HPRT-PCR genau ein Pro-
dukt von ca. 248 bp entstanden war und die Negativkontrolle kein Produkt ergeben
hatte.

3.2.5 konventionelle PCR

3.2.5.1 Pipettierschema und Cycler-Einstellungen
Fiir die konventionelle PCR wurde das Kapa HiFi PCR Kit der Firma Peqlab
benutzt. Folgendes Pipettierschema kam bei allen Primerpaaren (aufer der Genoty-

pisierung, siche dafiir 3.2.6.2) zum Einsatz:

H,0 33,5 uL
5x Puffer (KapaHiFi Fidelity Buffer) 10,0 yL
ANTP-Mix (je 10 mM) 1,5 uL
Primer forward (10 pM) 1,5 uL
Primer reverse (10 pM) 1,5 uL
Kapa-HiFi-Polymerase (1 U/uL) 1,0 uL
Template 1,0 uLL

50,0 UL

Die Einstellungen fiir den Thermocycler waren fiir alle durchgefiihrten konven-

tionellen PCR-Reaktionen folgende (fiir die Genotypisierung siehe 3.2.6.2):

1. initiale DNA-Denaturierung 98°C 3 min
2. DNA-Denaturierung 98°C 40 s
3. Annealing 62°C 40 s | 35 Zyklen
4. Elongation 72°C 20 s
5. finale Elongation 72°C 5 min
6. Kiihlen 4°C  unbegrenzt

3.2.5.2 PCR-Primer

Die Primer, deren Bezeichnungen mit mASIC bzw. mit mCaV beginnen, wurden
so gewahlt, dass ihre Bindungssequenz eine Stelle beinhaltet, an der ein Intron her-
ausgespleifst wurde; sie sollten somit selektiv fiir cDNA sein. Es wurden folgende

Primer benutzt:
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Primer Sequenz 5’->3" (Anzahl der Nukleotide)
HPRT _forw. GOTGGTGAAAAGGACCTCT (19)
HPRT _rev. CACAGGACTAGAACACCTGC (20)

mASICla _forw.

mASIC1b_forw.
mASIC1 rev.
mASIC2a_forw.

GCGCTGAAGACTTCAAAGTGG (21)
TCCCCACAACTTCTCAGTGG (20)
GATGAGCCTCTGCTCCTGG (19)
CATCAGCGCTGCCTTCATGG (20)

mASIC2b_forw. | CAGCATGCTGGAGTTCCTGC (20)
mASIC2 _rew. ACTGGCTGTGGATCTGAACC (20)
mCaV1l.2 forw. | GTGGCCAGAGCTGCTG (16)
mCaV1.2_rev. TTCCACACATTGTCTCTGG (19)
mCaV1.3 forw. | TGGCCCGCGTTGCTG (15)
mCaV1.3 rev. ATTCAACACACTGACGCTG (19)

mCaV1.2 forw?2.

mCaV1.2 rev2.

mCaV1.3 forw2.

mCaV1.3 rev2.

TATGGACTGGTTCAAGAGAG (20)
AATGCAGTTACCGATTCTCG (20)
AATGCAGGTGGTCTGTGG (18)
GAATCCTTAGGAAAGTGATGG (21)

GAPDHex] F | TGTCAGCAATGCATCCTGCA (20)
GAPDHexl1 S | GGAAGGGCTCATGACCACA (19)
GAPDHex1,2r | GATGTCATCATACTTGGCAGGTTTC (25)
ASIC-18 CATGTCACCAAGCTCGACGAGGTG (24)
ASIC-53 CCGCCTTGAGCGGCAGGTTTAAAGG (25)
ASIC-NEO TGGATGTGGAATGTGTGCGA (20)

3.2.5.3 Elektrophorese auf Agarosegel

Zusammensetzung des TAE-Puffer (in wassriger Losung):
Tris Base 40 mM
Essigsdaure 10 mM
EDTA 1 mM

Zur Gelherstellung wurde TAE-Puffer mit 1% (Gewicht) Agarose erhitzt. Dann
wurde zum spéteren Anfirben der DNA RedSafe (20.000x) in 20.000-facher Ver-

diinnung beigemengt. Das Gel wurde gegossen und fiir ca. 20 min bei Raumtempe-

ratur abgekiihlt. Nun wurde das PCR-Produkt aufgetragen und fiir ca. 20 min bei
100 V der Grofe nach aufgetrennt. Zur Orientierung lief auf jedem Gel eine 100 bp-
DNA-Leiter mit. Unter UV-Beleuchtung (Bio-Rad Universal Hood II) wurden die

entstandenen Produkte betrachtet und dokumentiert.

3.2.6 Genotypisierung der neugeborenen Donor-Mause

Alle Méause, deren Neurone in Versuchen verwendet wurden und von denen nicht

sicher bekannt war, dass sie homozygote Triger eines intakten ASIC1-Gens waren,
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wurden einer Genotypisierung unterzogen. Dafiir wurden die Enden ihrer Schwén-
ze gekappt; aus deren Lysat wurde DNA fiir eine anschlieffende PCR gewonnen.
Pro Maus wurden jeweils zwei PCRs durchgefiihrt; dabei wurden zwei verschiedene
5’-Primer (ASIC-18 und ASIC-NEO) und ein gemeinsamer 3’-Primer (ASIC-53) be-
nutzt. Im ausgeschalteten ASIC1-Gen wurde die Sequenz, in der auch der Wildtyp-
spezifische Primer ASIC-18 bindet, durch eine Neomycin-Kassette ersetzt, an welche
der Primer ASIC-NEO spezifisch fiir das ausgeschaltete ASIC1-Gen bindet.

3.2.6.1 DNA-Isolation aus Donor-M&usen

Proteinase-K-Puffer wurde in folgender Zusammensetzung verwendet:

Tris 10 mM
EDTA 5 mM
SDS 6,9 mM

NaCl 200 mM
Der pH-Wert wurde auf 8,5 eingestellt.

TE-Puffer wurde in folgender Zusammensetzung verwendet:

Tris 10 mM

EDTA 1 mM
Der pH-Wert wurde auf 8,0 eingestellt.

Die DN A-Isolation lief in folgenden Schritten ab:

1. Proteinase K wurde 1:100 in Proteinase-K-Puffer verdiinnt (10 uL Proteinase K
in 1 mL Puffer).

2. pro Méuseschwanz wurden 500 uL dieser Proteinase-Puffer-Losung verwendet
3. iiber Nacht Inkubation im Schiittler bei 55°C und 300 min~*

4. Vortexen des Lysats

5. 20 min Zentrifugieren bei 14.000 min~!

6. der Uberstand wurde in ein neues Eppendorf-Gefifs mit 500 uL Isopropanol
(100%) tiberfiihrt

7. es wurde gemischt und 20 min bei Raumtemperatur inkubiert
8. 10 min Zentrifugieren bei 14.000 min~!
9. der Uberstand wurde verworfen

10. das Pellet wurde mit 500 uL Ethanol (70%) gewaschen

11. 10 min Zentrifugieren bei 14.000 min~?
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12. das Ethanol wurde vorsichtig mit der Pipette abgenommen
13. 30 s Zentrifugieren bei 14.000 min—!
14. das Pellet wurde bei gedffnetem Deckel unter der Zellkultur-Bench getrocknet

15. das DNA-Pellet wurde in 100 uL. TE-Puffer aufgenommen

Die DNA wurde bei -20°C gelagert.

3.2.6.2 PCR zur Genotypisierung

Die Primerkombination ASIC-18 und ASIC-53 war spezifisch fiir das intakte ASIC1-
Gen, wohingegen die Kombination ASIC-53 und ASIC-NEO spezifisch fiir das aus-
geschaltete ASIC1-Gen war (Sequenzen der Primer siehe3.2.5.2).

Folgendes Pipettierschema wurde fiir den PCR-Ansatz verwendet:

H,0 14,0 uL
5x Puffer (KapaHiFi Fidelity Buffer) 5,0 uL
dNTP-Mix (je 10 mM) 0,5 uL
Primer forward (10 pM) 1,0 uL
Primer reverse (10 nM) 1,0 uL
Kapa-HiFi-Polymerase (1 U/uL) 0,5 uLL
DNA (1:10 verdiinnt) 3,0 uL

25,0uL

Als Negativkontrolle wurde eine Wasserprobe und als Positivkontrolle die DNA
einer Maus bekannten Genotyps mitgefiihrt.

Der Ablauf im Thermocycler war folgendermafsen:

1. initiale DNA-Denaturierung 98°C 3 min
2. DNA-Denaturierung 98°C 30 s
3. Annealing 62°C 30 s | 30 Zyklen
4. Elongation 72°C 15s
5. finale Elongation 72°C 5 min
6. Kiihlen 4°C  unbegrenzt

Anschliefend wurde das PCR-Produkt auf 1%-igem Agarosegel einer Elektro-
phorese unterzogen (siehe 3.2.5.3). Zeigte sich nur eine Bande bei der Primerkombi-
nation, die fiir das intakte ASIC1-Gen spezifisch war (ASIC-18 und ASIC-53), war
das zugehérige Tier homozygot fiir ASIC1. Zeigte sich nur eine Bande bei der Pri-
merkombination, die fiir das ausgeschaltete ASIC1-Gen spezifisch war (ASIC-NEO
und ASIC-53), war das ASIC1-Gen im zugehérigen Tier ausgeschaltet (ASIC17/7).
Wenn bei beiden Primerkombinationen eine Bande entstand, war das zugehorige

Tier heterozygot; Neurone dieser Méause wurden nicht fiir Experimente benutzt.
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3.2.7 Quantitative PCR (qPCR; auch Echt-Zeit- oder Real-Time-PCR)

Die qPCR wurde mit dem LightCycler FastStart DNA Master HybProbe Kit in
einem LightCycler 1.5 durchgefiihrt.

3.2.7.1 Prinzip der qPCR mit dem LightCycler-System

Das Prinzip der LightCycler-qPCR beruht auf der Verwendung zweier Hybridi-
sierungssonden. Bei diesen handelt es sich um Oligonukleotide, die komplementér
zur gesuchten DNA zwischen den beiden Primern und in geringem Abstand von-
einander gelegen gewahlt werden. An der weiter 5-gelegenen Sonde befindet sich
am 3’-Ende ein Fluorescein (FL). Am 5-Ende der weiter 3’-gelegene Sonde befindet
sich ein LC Red 640 (LC640). Beide Molekiile sind Fluorophore. Im Sinne eines
FRET (Forster-Resonanzenergietransfer) konnen diese beiden als Donor (FL) und
Akzeptor (LC640) fungieren: mit der Anregungswellenldnge von A; = 470 nm wird
das Fluorescein (FL) zur Fluoreszenz bei Ay = 530 nm angeregt. Haben die beiden
Sonden an das gesuchte Amplikon gebunden und befinden sie sich somit in direkter
Nachbarschaft, dient das Emissionslicht Ay des Fluoresceins (Donor) als Anregungs-
licht fiir die Fluoreszenz des LC640 (Akzeptor) bei A3 = 640 nm. LC Red 640 kann
nicht direkt durch A; zur Fluoreszenz anregt werden. Am Ende eines jeden PCR-
Zyklus wird die Fluoreszenz des Fluorescein bei Ay = 530 nm (F3) und die des LC640

bei A3 = 640 nm (F3) gemessen. Ausgabewert ist:

F; Fluoreszenz bei h3

Fy * Fluoreszenz beihs

Dieser Quotient wird als Maf fiir die Anzahl der entstandenen Amplikate verwendet

F3(C
F(C)
Nach Abschluss der Kettenreaktion wird eine Schmelzkurven-Analyse durchge-

fithrt. Dabei wird die Temperatur mit 0,2°C'/s von 50°C auf 85°C erhoht. Die konti-

nuierlich gemessene Fluoreszenz wird gegen die Temperatur aufgetragen. Jedes Son-

und als Funktion der Zyklenzahl C ( ) aufgetragen.

denpaar hat in Abhéngigkeit von ihrer Sequenz einen spezifischen Schmelzpunkt, an
dem es von der DNA dissoziiert. In der Schmelzkurve ergibt sich ein charakteristi-
sches Maximum. Findet man dieses Maximum vor, kann davon ausgegangen werden,
dass ein korrektes PCR-Produkt entstanden ist.

Neben der Schmelzkurven-Analyse ist der Gebrauch von Hybridisierungssonden
ein weiterer Garant fiir die Spezifitdt der gemessenen Fluoreszenz fiir ein bestimmtes
PCR-Produkt.

3.2.7.2 Durchfiihrung der qPCR

Sequenzen der Hybridisierungssonden:
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Sonden-Name | Sequenz 5->3’

GAPDH FL | CCAGAAGACTGTGGATGGCCCCT-FL

GAPDH LC | LC640-TGGAAAGCTGTGGCGTGATGGC-PH

ASIC1 FL GTGTGGGGAGAGACTGATGAGACATCG-FL

ASIC1 LC LC640-CGAAGCAGGCATCAAAGTGCAGATCCAC-PH
ASIC2 FL GGGAAGTGTTACATGTTTAACTCAGGCGAGG-FL
ASIC2 LC LC640-CCATCTTCTTCATCATCTATATCATCATCG-PH

Pipettierschema fiir den qPCR-Ansatz:

H,O

MgCly (25 mM)
Sonde 1 (3 pM)
Sonde 2 (3 pM)

Primer forward

10,4 uL

1,6 uL

1,0 uLL

1,0 uL.

(10 pM) 1,0 uL

Primer reverse (10 ptM) 1,0 uL

Ready Mix 2,0 uLL
Template 2,0 uL
20,0 uLL

Die verwendeten Primer waren die gleichen wie in der konventionellen PCR (sie-

he3.2.5.2).

Der Ansatz wurde in Glaskapillaren iiberfithrt und diese in das LightCycler-

Karussell gesteckt. Es wurde kurz zentrifugiert, um die Kapillaren zu fluten. Dann

wurde das Karussell in den LightCycler gesetzt.

LightCycler-Protokoll:

1. Amplifikation:

(a) DNA-Denaturierung 95°C 10 s

(b) Annealing 62°C 20 s | 45 Zyklen

(c) Elongation 72°C 20s

2. Schmelzkurvenbestimmung

3. Pause bei 40°C

3.2.7.3 Auswertung der qPCR

Da lediglich untersucht werden sollte, ob gewisse Gene durch die Prékonditio-

nierung in ihrem

Expressionsniveau herauf- oder herunterreguliert wurden, geniigte

eine relative Quantifizierung des Expressionsniveaus der untersuchten Gene. Fiir

die relative Quantifizierung wurde eine Normierung auf das Expressionsniveau eines
Haushaltsgens, in unserem Falle GAPHD, durchgefiihrt.
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Der Ct-Wert (cycle threshold) fiir ein Gen wurde &dhnlich wie bei anderen qPCR-

3(C)
als die Zyklenzahl ermittelt,
FQ(C)) y

bei der die Fluoreszenz zum ersten Mal das Hintergrundrauschen iiberstieg. Um

Verfahren aus der Fluoreszenz-Zyklus-Kurve (

die Expression von einem GenX in Relation zu der von GAPDH zu setzen, wurde

vereinfachend folgende Formel gebraucht:

2_CtGenX

rel. Expressionsniveatcen,x = = 2(Cteappn—Clgenx)

9—Ctgarpu

Voraussetzung fiir den Gebrauch dieser Formel ist, dass die Effizienz beider Re-
aktionen (GAPDH-PCR und GenX-PCR) gleich 100% ist, d.h. dass sich die Kopi-
enzahl mit jedem Zyklus verdoppelt. Diese Annahme ist keineswegs trivial und zu
Beginn einer qPCR-Messreihe sollte fiir jede Primer-DNA-Kombination die Effizienz
mit einer DNA-Verdiinnungsreihe bestimmt werden. Unterscheiden sich die Effizi-
enzen von GAPDH- und GenX-PCR, wird also GAPDH pro Zyklus um den Faktor

ngappr Und GenX um den Faktor nge,x vervielfacht, muss obige Formel angepasst

werden:
naCtGenX ngffAPDH
; N _ enX o PDH
rel. Expressionsniveaucge,x = ~—Cicaron =, Clomx
GAPDH GenX

Zudem ist es erstrebenswert, den Ct-Wertes eines Gens in einer bestimmten
cDNA als den Mittelwert aus 3 identischen Anséitzen zu bestimmen (Triplikat-
Messungen). Die relativen Expressionsniveaus sollten zudem aus mehreren cDNAs
(und damit auch mehreren RNAs) bestimmt und gemittelt werden, um den Einfluss
von Fluktuationen im Expressionsmuster, die nicht durch die Prakonditionierung

bedingt waren, zu minimieren.
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4 Ergebnisse

Alle Werte werden als Mittelwert + Standardfehler angegeben. In den Abbildungen
gibt die Anzahl der Sterne (*) das Signifikanzniveau an: * = p < 0,05; ** = p < 0,01;
X = p < 0,001. Die Zahl n gibt die Anzahl der gemessenen Neurone an. Die
Zahl N gibt die Anzahl der Préparationen an, aus denen die primérkultivierten

Kortexneurone gewonnen wurden.

4.1 Fura-2-Imaging an primarkultivierten Kortexneuronen

4.1.1 Zytosolische Ca?"-Antwort nach Applikation extrazellulirer Azi-

dose
Um die Reaktion der fluorometrisch ge-
1000 messenen zytosolischen Ca?*-Konzen-
o tration in Kortexneuronen auf extrazel-
3 800
é 600 luldre Azidose zu untersuchen, wurden
B 400 zwei verschiedene saure pH-Werte ge-
§ 200 6,0 5,0 wéhlt, mit denen die Neurone fiir jeweils
0 3 min und 20 s (200 s) superfundiert
0 200 400 600 800

7 wurden: pH; = 6,0 (ein auch pathophy-
it
etins siologisch auftretender pH-Wert [Rehn-

: ) 2
Abbildung ~ 3: Verlauf der  Ca®'- crona, 1985, Nedergaard et al., 1991b])
Konzentration in einem Kortexneuron

nach Superfusion von Badl6sungen mit
pH; = 6,0 und pHs = 5,0 tivierung neuronaler ASICs zu erreichen

[Li et al., 2010b]). Dazwischen wurde der
pH-Wert der Badlosung immer wieder auf den Ausgangswert pHpqsq = 7,45 zuriick-
gefiihrt. Abbildung 3 zeigt den typischen Verlauf der Ratio 340/380 als Antwort auf

diese pH-Werte in einem Kortexneuron.

und pHs; = 5,0 (um eine maximale Ak-

Im Fura-2-Imaging zeigten sich nach Superfusion von Badlosungen mit den bei-
den sauren pH-Werten transiente, weniger als 1 min andauernde Anstiege der zy-
tosolischen Ca?T-Konzentration (,siureinduzierte Ca?t-Amplitude”; siche Abb. 3).
Der Anstieg der zytosolischen Ca?T-Konzentration wihrte also deutlich kiirzer als
die Anwesenheit der extrazelluliren Azidose. Die fluorometrisch bestimmte Ca2*-
Amplitude des transienten zytosolischen Ca’*-Anstiegs betrug 280,2414.8 bzw.
311,5+13,3 nach Superfusion mit pH; = 6,0 bzw. pHy = 5,0. Der Unterschied
zwischen den pH 6,0- und pH 5,0-induzierten Amplituden war dabei signifikant
(p < 0,001).
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Abbildung 4: Einfluss von saurer Prikonditionierung auf die siureinduzierten
Ca?t-Amplituden in Kortexneuronen.

Saure Prakonditionierung bei pH = 6,0 fiir 1 h, 6 h und tiber Nacht (o.n.); Kontrolle
(0 h). A: Ca?t-Amplituden nach Superfusion von Badlésung mit pH; = 6,0. B: Ca?*-
Amplituden nach Superfusion von Badlésung mit pHs = 5,0; N = 9.

4.1.2 Effekt der Prakonditionierung durch Azidose fiir verschiedene Zeit-

raume auf die siureinduzierte Ca?>*-Antwort

Um die Auswirkung von Prékonditionierung durch extrazelluldre Azidose (im Fol-
genden ,Prikonditionierung” genannt) auf die Ca?"-Antwort zu untersuchen, wur-
den die Kortexneurone unmittelbar vor dem Imaging fiir 1 h, 6 h bzw. iiber Nacht
(>12 h, ,0.n.”) bei pHprikond. = 6,0 inkubiert.

Prakonditionierung fiir 1 h bzw. iiber Nacht, jedoch nicht fiir 6 h fiihrte zu ei-
ner signifikanten Abnahme der pH 6,0-induzierten Ca**-Amplitude auf 205,1£10,7
(1 h) bzw. 175,0+13,8 (0.n.). Bemerkenswert ist, dass eine sechsstiindige Préikondi-
tionierung im Vergleich zu einer einstiindigen Prakonditionierung zu einem signifi-
kanten Wiederanstieg der pH 6,0-induzierten Ca?*-Amplitude von 205,14+10,7 auf
261,7+£14,7 fithrte (p < 0,01). Prékonditionierung fiir 1 h, 6 h sowie tiber Nacht
fiihrte zu einer signifikanten Reduktion der pH 5,0-induzierten Ca?"-Amplitude auf
230,2+10,8 (1 h) bzw. 182,849,2 (0.n.); auch hier konnte ein Wiederanstieg der
pH 5,0-induzierten Ca?"-Amplitude von 230,2410,8 nach einstiindiger Prikonditio-
nierung auf 264,6+15,0 nach sechsstiindiger Prékonditionierung beobachtet werden,
wenn auch dieser Unterschied nicht signifikant war (p = 0,060). Die jeweils kleins-
te sdureinduzierte Ca®T-Amplitude fand sich mit 175,0+13,8 (pH; = 6,0) bzw.
182,8+9,2 (pHy = 5,0) nach Prékonditionierung {iber Nacht. Nach den Prikondi-
tionierungen fiir 1 h, 6 h und tiber Nacht war der Unterschied zwischen den pH 6,0-

und pH 5,0-induzierten Ca?*-Amplituden jeweils nicht mehr signifikant.

Betrachtete man die Subpopulationen der Kortexneurone unterteilt nach der
Grofe ihrer pH 5,0-induzierten Ca?T-Amplitude, waren diese annihernd entspre-
chend einer Gaufischen Normalverteilung mit einem Maximum um eine Ca?*-Ampli-
tude von 200 bis 400 verteilt (siehe Abb. 5, .0 h”). Aus dieser Normalverteilung
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Abbildung 5: Einfluss von saurer Pra-
konditionierung auf die Verteilung der
Grofien der Ca’t-Amplituden nach Su-
perfusion von Badlésung mit pHy = 5,0.
n=171 (0h), n =177 (1 h), n = 167 (6 h),
n = 196 (o.n.); N = 9.

fielen die Neurone heraus, deren pH 5,0-
induzierten Ca?"-Amplitude kleiner als
50 war und die daher als ,nicht ant-
wortend” eingestuft wurden. Durch ein-
stliindige Prakonditionierung wurde das
Maximum der Normalverteilung nach
links auf etwa 100 bis 300 verscho-
ben. Nach sechsstiindiger Prakonditio-
nierung lief sich dieser Gipfel kaum
noch von der Gruppe an Neuronen un-
terscheiden, deren Amplitude < 50 war.
Gleichzeitig gab es nach sechsstiindi-
ger Priakonditionierung Neurone, deren
pH 5,0-induzierte Amplitude grofer als
600 war; solche gab es nach Prakonditio-
nierung fiir 1 h oder iiber Nacht nicht.
Prakonditionierung iiber Nacht erbrach-
te eine weitere Linksverschiebung zu
kleineren Amplituden. Mit der Lénge
der Préakonditionierung nahm die An-
zahl der Neurone mit einer Amplitude <
50 von 15% (ohne Prikonditionierung)
tiber 25% (1 h) und 26% (6 h) auf 29%

(o.n.) zu.

4.1.3 Effekt von Amilorid auf die

siureinduzierte Ca?t-Antwort

Um zu untersuchen, ob ASICs bei der
saureinduzierten Ca?*-Antwort in Kor-
texneuronen eine Rolle spielen, wurde
Amilorid als reversibler und unspezifi-
sche Blocker [Waldmann et al., 1997b,
Kellenberger and Schild, 2002] in ei-
ner Konzentration von 100 pM ein-
gesetzt; bei dieser Konzentration wer-
den ca. 80% der saureaktivierten ASIC-

Strome in Neuronen blockiert [Xiong

et al., 2004]. Um den Effekt von Amilorid auf die sdureinduzierte Ca?*-Amplitude

von einem durch die wiederholte Saureapplikation bedingten Effekt unterscheiden

zu konnen, wurden die Neurone sowohl vor als auch nach der Anwesenheit von
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Abbildung 6: Reversible Blockade der siureinduzierten Ca?*-Amplituden in ei-
nem Kortexneuron durch 100 ptM Amilorid.

Amilorid in der Badlosung jeweils mit pH; = 6,0 und pHy = 5,0 superfundiert.
Die Ca?*-Amplitude in Anwesenheit von Amilorid wurde dann mit dem Mittelwert
der Ca?*-Amplituden vorher und nachher verglichen. Ein Beispiel fiir eine typische
Messkurve sowie das Versuchsprotokoll findet sich in Abbildung 6.

Es liefen sich etwa 78% bzw. 69% der pH 6,0- bzw. pH 5,0-induzierten Ca?*-
Amplitude in Neuronen durch die Anwesenheit von 100 1M Amilorid inhibieren
(vergleiche Abb. 7). Auch nach Prékonditionierung fiir 1 h, 6 h und tiber Nacht
konnte der grofite Anteil sowohl der pH 6,0- als auch der pH 5,0-induzierten Ca?*-
Amplitude inhibiert werden. Die relativen Ca?"-Amplituden in Anwesenheit von
Amilorid normiert auf die zugehorige Ca?>T-Amplitude in Abwesenheit von Amilo-
rid sind in Abbildung 8 dargestellt. Die in Anwesenheit von Amilorid verbleibende
durch pH 6,0-induzierte Ca?*-Amplitude wurde durch die verschiedenen Prikondi-
tionierungen nicht signifikant beeinflusst. Nach Prékonditionierung iiber Nacht liefs
sich jedoch ein signifikant groferer Anteil der pH 5,0-induzierten Ca?*-Amplitude

durch Amilorid inhibieren.

4.1.4 Effekt von Nimodipin auf die siureinduzierte Ca?"-Antwort

Um die Rolle von spannungsabhéngigen L-Typ Kalzium-Kanélen (LTCC) bei der
sdureinduzierten Ca*"-Amplitude in den Kortexneuronen zu untersuchen, wurde
Nimodipin als spezifischer Blocker der LTCCs [Striessnig et al., 2006] in einer Kon-
zentration von 5 nM eingesetzt.

Da uns die Reversibilitat der Nimodipin-Blockade nicht bekannt war, wurde auf
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Abbildung 7: Einfluss von 100 pM Amilorid auf die siureinduzierten Ca’T-
Amplituden in Kortexneuronen ohne und mit saurer Prikonditionierung.
Farbig: Mittelwerte der siureinduzierten Ca?*-Amplituden vor und nach Applikation von
Amilorid; grau: siureinduzierte Ca?*-Amplituden in Anwesenheit von Amilorid. A: Ca?*
Amplituden nach Superfusion von Badlésung mit pH; = 6,0. B: Ca?T-Amplituden nach
Superfusion von Badlésung mit pHs = 5,0. N = 3.
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Abbildung 8: Auswirkung der sauren Prikonditionierung auf den Amilorid-
resistenten Anteil der siureinduzierten Ca’?t-Amplituden in Kortexneuronen.
Dargestellt sind die in Anwesenheit von 100 ptM Amilorid verbleibenden sdureinduzierten
Ca?T-Amplituden normiert auf die Mittelwerte der Kontrollmessungen. A: nach Superfu-
sion von Badlosung mit pH; = 6,0. B: nach Superfusion von Badlésung mit pHs = 5, 0.
N = 3.
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Abbildung 9: Blockade der sidureinduzierten Ca’t-Amplituden in einem Kortex-
neuron durch 5 pM Nimodipin. A: Kontrollmessung; B: Messung mit Nimodipin.

ein Protokoll analog zu den Versuchen mit Amilorid verzichtet, bei denen nach
dem Einsatz des Pharmakons nochmals pH; = 6,0 und pHs = 5,0 ohne Phar-
makon appliziert wurden. Um dennoch den Effekt von Nimodipin von dem allein
durch wiederholte Superfusion mit sauren Badlosungen bedingten Effekt unterschei-
den zu kénnen, wurden Kontrollmessungen ohne Nimodipin durchgefiihrt (verglei-
che 3.2.3.6). Beispiele einer typischen Messung mit und ohne Nimodipin sowie die
zugehorigen Versuchsprotokolle finden sich in Abbildung 9. Verglichen wurden die
sdureinduzierten Ca?"-Amplituden in Anwesenheit von Nimodipin und die sdurein-
duzierten Ca**-Amplituden der Kontrolle jeweils normiert auf die vorangegangene
durch den gleichen pH-Wert induzierte Ca®"-Amplitude (sieche Abb. 10 C und F).

Wie auch durch Amilorid liefs sich ein Grofteil (63% bzw. 87%) sowohl der
pH 6,0- als auch der pH 5,0-induzierten Ca*"-Amplitude durch Anwesenheit von
Nimodipin inhibieren. Auch nach Prakonditionierung fiir 1 h, 6 h und iiber Nacht
wurden die siureinduzierten Ca?*-Amplituden durch Nimodipin um einen erhebli-
chen Anteil reduziert. Die Aussagekraft dieser Daten wird dadurch eingeschrankt,
dass die Daten der pH 6,0-induzierten Ca?*t-Amplituden lediglich aus einer Pripara-
tion stammten und somit praparationsspezifische Einflussfaktoren nicht auszuschlie-

Ben sind.

Abbildung 11 stellt die sdureinduzierten Ca?"-Amplituden in Anwesenheit von
Nimodipin normiert auf den Mittelwert der Kontrollmessung dar. Unter dem Vor-
behalt der geringen Anzahl an Préparationen (s.o.) lief sich eine Reduktion der
in Anwesenheit von Nimodipin verbleibenden, pH 6,0-induzierten Ca?*-Amplitude
nach Prikonditionierung fiir 1 h, 6 h sowie iiber Nacht feststellen (siche Abb. 11
A). Allerdings liefs sich unter aussagekréftigen Bedingungen (N = 3) kein Effekt
von Prékonditionierung auf die in Anwesenheit von Nimodipin verbleibende, durch
pH 5,0 induzierte Ca?"-Amplitude beobachten (siche Abb. 11 B).
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Abbildung 10: Einfluss von 5 pM Nimodipin auf die sidureinduzierten Ca’T-
Amplituden in Kortexneuronen ohne und mit saurer Prikonditionierung.

A: erste (blau) und zweite (hellblau) Ca?*-Amplituden nach Superfusion von Badlésung
mit pH; = 6,0; Kontrollmessungen. B: erste (hellgrau) und zweite (dunkelgrau) Ca?*-
Amplituden nach Superfusion von Badlésung mit pH; = 6,0 mit Anwesenheit von Ni-
modipin bei den zweiten Ca?T-Amplituden. C: auf die jeweils ersten Ca?t-Amplituden
normierte zweite Ca?*-Amplituden nach Superfusion von Badlésung mit pH; = 6, 0. Blau:
Kontrollmessungen; grau: Ca?T-Amplituden in Anwesenheit von Nimodipin. N = 1.

D: erste (rot) und zweite (hellrot) Ca?T-Amplituden nach Superfusion von Badlésung
mit pHo = 5,0; Kontrollmessungen. E: erste (hellgrau) und zweite (dunkelgrau) Ca*-
Amplituden nach Superfusion von Badlésung mit pHs = 5,0 mit Anwesenheit von Ni-
modipin bei den zweiten Ca?T-Amplituden. F: auf die jeweils ersten Ca?t-Amplituden
normierte zweite Ca?T-Amplituden nach Superfusion von Badlosung mit pHs = 5,0. Rot:
Kontrollmessungen; grau: Ca?*-Amplituden in Anwesenheit von Nimodipin. N = 3.
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Abbildung 11: Auswirkung der sauren Prikonditionierung auf den Nimodipin-
resistenten Anteil der sdureinduzierten Ca’t-Amplituden in Kortexneuronen.
Dargestellt sind die in Anwesenheit von 5 pM Nimodipin verbleibenden sdureinduzierten
Ca?tT-Amplituden normiert auf die Mittelwerte der Kontrollmessungen. A: nach Super-
fusion von Badlésung mit pH; = 6,0; N = 1. B: nach Superfusion von Badlésung mit
pHs = 5,0; N = 3. Die Anzahl der jeweils betrachteten Neurone kann man Abb. 10 ent-
nehmen.

4.1.5 Effekt von Thapsigargin auf die siureinduzierte Ca?*-Antwort

Um herauszufinden, ob eine Freisetzung von Ca?"-Ionen aus dem endoplasmati-
schen Retikulum (ER), einem intrazelluliren Ca?*-Speicher, als Folge einer Ca*"-
induzierten Ca?"-Freisetzung (calcium induced calcium release, CICR) bei der siu-
reinduzierte Ca?t-Amplitude in Kortexneuronen beteiligt ist, wurde das ER mittels
pharmakologischer Blockade der endoplasmatischen Ca?*-ATPase durch Thapsigar-
gin entleert. Dazu wurde nach Superfusion von Badlosungen mit pH; = 6,0 und
pHy = 5,0 fir 3 min und 20 s (200 s) 1 pM Thapsigargin zur Badlésung hinzu-
gefiigt; dann wurde ein zweites Mal mit Badlosungen mit den beiden pH-Werten
superfundiert. In der Kontrolle wurde kein Thapsigargin hinzugefiigt. Ein Beispiel
fiir eine Messung und die Versuchsprotokolle finden sich in Abbildung 12. Verglichen
wurden die siureinduzierten Ca?T-Amplituden nach Thapsigargin-Applikation mit
den zweiten siureinduzierten Ca?T-Amplituden der Kontrolle, beides auf die jewei-
lige erste Ca?"-Amplitude normiert, die durch den gleichen pH-Wert hervorgerufen

worden war.

Die Applikation von Thapsigargin fithrte unmittelbar zu einem anhaltenden,
durch die Entleerung des ER bedingten Anstieg der zytosolischen Ca?*-Konzentra-
tion (siche Abb. 12), wie es andere Arbeiten erwarten liefen [Thastrup et al., 1990].

Die siureinduzierten Ca?*-Amplituden nach Applikation von Thapsigargin zeig-
ten keinen signifikanten Unterschied zur Kontrolle (77,8+£4,6% ohne gegeniiber
74,94:3,8% mit Thapsigargin bei den pH 6,0-induzierten Ca?"-Amplituden und
98,3+13,6 ohne gegeniiber 80,5+4,2% mit Thapsigargin bei den pH 5,0-induzierten
Ca?*-Amplituden). Nach Prikonditionierung fiir 1 h lieR sich durch Applikation von
Thapsigargin die pH 6,0-induzierte Ca?"-Amplitude signifikant verkleinern
(123,94+13,1% Kontrolle, gegeniiber 73,5+10,0% mit Thapsigargin). Hierbei sollte
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Abbildung 12: Effekt von 1 pM Thapsigargin (Tg) auf die siureinduzierte Ca?*-
Amplituden in einem Kortexneuron. A: Kontrollmessung; B: Messung mit Thapsi-
gargin.

jedoch beriicksichtigt werden, dass es in dieser Versuchsreihe zu einem bisher nicht
beobachteten nicht-signifikanten Anstieg der pH 6,0-induzierten Ca?*-Amplitude
durch die einstiindige Prakonditionierung von 77,9+4,6% auf 107,8+17% (p = 0,055)
kam; dagegen hatte eine einstiindige Prékonditionierung eine signifikante Reduktion
der absoluten pH 6,0-induzierten Ca?*-Amplituden (von 280,2+14,8 auf 205,1+10,7;
p < 0,001; siehe Abschnitt 4.1.2) und in der Versuchsreihe mit Nimodipin eine signi-
fikante Reduktion der relativen zweiten pH 6,0-induzierten Ca**-Amplituden (von

98,4+9,5% auf 68,3+7,0%; p < 0,05; siehe 4.1.4) bewirkt.

Nach Prakonditionierung fiir 6 h oder iiber Nacht konnte die pH 6,0-induzierte
Ca?*-Amplitude durch Thapsigargin nicht signifikant geindert werden. Ebenso konn-
te nach keiner der drei verschiedenen Prakonditionierungen durch Thapsigargin eine
signifikante Anderung der pH 5,0-induzierten Amplituden beobachtet werden. Die-
se Aussage wird dadurch eingeschrinkt, dass die sdureinduzierten Ca?"-Antworten
nach Prakonditionierung iiber Nacht aus nur einer Préparation erhoben wurden und

somit keine statistisch sichere Aussage moglich ist.

Fiir Abbildung 14 wurden die Ca?*-Amplituden nach Thapsigargin-Applikation
auf den Mittelwert der Ca?t-Amplitude der Kontrolle normiert. Der oben beschrie-
bene Sachverhalt der nach einstiindiger Priakonditionierung durch Thapsigargin in-
hibierbaren pH 6,0-induzierten Ca?*-Amplitude spiegelte sich auch hier wieder. Da-
neben zeigte sich nach Prikonditionierung iiber Nacht die pH 6,0-induzierte Ca?*-
Amplitude durch Thapsigargin-Applikation vergrofsert; hierbei sei wiederum darauf
hingewiesen, dass die sidureinduzierten Ca*"-Antworten nach Prikonditionierung
iiber Nacht aus nur einer Préparation stammen und dieser Unterschied nicht als
statistisch abgesichert betrachtet werden kann. Die nach Thapsigargin-Applikation
verbleibenden pH 5,0-induzierten Amplituden wurden durch die Prikonditionierung

nicht signifikant beeinflusst.

40



0
A o 200%
8 300 n=26 n=27 % .
S 2000 M1 n=1|8 I . 2 !
Qo n= —_
8 100 I '1 g—
0 < 100%
00 2
4 n=>50 %
g 300 =
S n= 30 =
S 200 _ I o
2 n=18 n=3 c
8 100 ‘. I l 0%
%—0n 1h 6h on. o Oh 1h
D 200%
83000 n=26 .. N=26 8
§ 200 n=9 -'3
° =
8 100 g—
0 < 100%
n=28 [6))
E af | 2
(0]
& 300 =
® n=30 e
g 200 ! =
o n=21 n=11 8
i a C .
()
=0 Th 6h o.n. Oh 1h 6 h 0.n.
Prakonditionierung Prakonditionierung

Abbildung 13: Effekt von 1 pnM Thapsigargin (Tg) auf die siureinduzierten Ca?*-
Amplituden in Kortexneuronen ohne und mit saurer Prikonditionierung.

A: erste (blau) und zweite (hellblau) Ca?*-Amplituden nach Superfusion von Badlésung
mit pH; = 6,0; Kontrollmessungen. B: erste (hellgrau) und zweite (dunkelgrau) Ca?*-
Amplituden nach Superfusion von Badlésung mit pH; = 6,0 mit Applikation von Tg vor
den zweiten Ca?t-Amplituden. C: auf die jeweils ersten Ca?*-Amplituden normierte zweite
Ca?*-Amplituden nach Superfusion von Badlésung mit pH; = 6, 0. Blau: Kontrollmessun-
gen; grau: Ca?t-Amplituden nach Applikation von Tg. N = 1.

D: erste (rot) und zweite (hellrot) Ca?*-Amplituden nach Superfusion von Badlgsung
mit pHy = 5,0; Kontrollmessungen. E: erste (hellgrau) und zweite (dunkelgrau) Ca?*-
Amplituden nach Superfusion von Badlésung mit pHy = 5,0 mit Applikation von Tg vor
den zweiten Ca?T-Amplituden. F: auf die jeweils ersten Ca?t-Amplituden normierte zweite
Ca?T-Amplituden nach Superfusion von Badlésung mit pH, = 5,0. Rot: Kontrollmessun-
gen; grau: Ca’t-Amplituden nach Applikation von Tg. N = 3.
N=2(0h,1h,6h), N=1 (o.n.).
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Abbildung 14: Auswirkung der sauren Prikonditionierung auf die Thapsigargin-
beeinflussten siureinduzierten Ca’?t-Amplituden in Kortexneuronen.
Dargestellt sind die in Anwesenheit von 1 pM Thapsigargin verbleibenden sdureinduzierten
Ca?T-Amplituden normiert auf die Mittelwerte der Kontrollmessungen. A: nach Superfu-
sion von Badlésung mit pH; = 6,0. B: nach Superfusion von Badlésung mit pHs = 5, 0.
Die Anzahl der jeweils betrachteten Neurone kann man Abb. 13 entnehmen. N = 2 (0 h,
1h,6h),N=1 (on.).

4.1.6 Fura-2-Imaging in ASIC~/~-Miusen

Um noch spezifischer die Abhéngigkeit der siureinduzierten Ca?"-Amplitude in
Neuronen von der Anwesenheit von ASIC1-Untereinheiten zu untersuchen, wurden

Imaging-Versuche an ASIC1~/~-Neuronen durchgefiihrt.

4.1.6.1 Siureinduzierte Ca’"-Antwort in ASIC1~/~-Kortexneuronen
Eine typische Messkurve fiir den Verlauf der zytosolischen Ca?"-Konzentration
in einem ASIC1~/~-Neuron in Reaktion auf Superfusion mit sauren Badlosungen
findet sich in Abbildung 15, A. In keinem ASIC1~/~-Neuron lieken sich transiente
Ca?*-Amplituden durch Applikation von pH; = 6,0 oder pH, = 5,0 hervorrufen.
Abbildung 16 zeigt einen Vergleich der Ca?t-Antworten in WT- und ASIC1~/~-
Kortexneuronen nach Superfusion von Badlésungen mit pH; = 6,0 oder pHy = 5, 0.
Dargestellt ist der Prozentsatz der untersuchten Neurone, die eine sdureinduzier-
te Ca?t-Amplitude von mindestens 50 zeigten (,antwortend”). Abbildung 15, Teil
B, zeigt den Verlauf der intrazelluliren Ca?*-Konzentration eines formal als ,ant-
wortend” registrierten Neurons: die vermeintliche sdureinduzierte Ca?T-Amplitude
(Pfeil) ldsst sich nicht sicher von den vorangehenden Fluktuationen in der intra-
zelluliren Ca?*-Konzentration unterscheiden; dariiber hinaus lisst sie sich durch
die folgenden pH-Wechsel nicht reproduzieren. Ahnliche Kurven finden sich fiir alle

formal als ,antwortend” deklarierten ASIC1~/~-Neurone.

4.1.6.2 Durch Depolarisation hervorgerufene Ca?*-Antwort in WT- und
ASIC1/~-Kortexneuronen
Um auszuschlieRen, dass die Abwesenheit der siureinduzierten Ca?*-Amplituden

in ASIC1~/~-Kortexneuronen nicht auf eine Beeinflussung des depolarisationsbe-
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Abbildung 15: Verliufe der Ca?t-Konzentration in ASIC1~/~-Kortexneuronen
nach Superfusion von Badl6sungen mit pH; = 6,0 und pHs = 5, 0.

A: typischer Verlauf der Ca?t-Konzentration in einem ASIC1~/~-Neuron. B: Beispiel fiir
einen spontanen Gipfel in der Ca?t-Konzentration in einem ASIC1~/~-Neuron (Pfeil).
Dieser ist nicht eindeutig von der vorangehenden spontanen Ca?*-Fluktuation zu unter-
scheiden und durch nachfolgende pH-Wechsel nicht reproduzierbar.
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Abbildung 16: Vergleich der siureinduzierten Ca?t-Antworten in ASIC1~/-
Kortexneuronen (grau) und in WT-Kortexneuronen (farbig) ohne und mit sau-
rer Prakonditionierung.

Dargestellt ist die relative Anzahl der Kortexneurone, deren Amplitude > 50 war (ant-
wortend”). A: relative Anzahl der ,antwortenden” Kortexneurone nach Superfusion von
Badlosung mit pH; = 6,0. B: relative Anzahl der ,antwortenden” Kortexneurone nach
Superfusion von Badlésung mit pHo = 5,0. Die Zahlen {iber den Balken geben die Anzahl
der betrachteten Neurone an, auf die sich die Prozentangaben beziehen; N = 3 (ASIC~/~-
Neurone; 0 h, 1 h, on.); N = 2 (ASIC~/~-Neurone; 6 h); N = 9 (WT-Neurone).
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Abbildung 17: Die Ca?t-Amplitude nach Depolarisation mittels Superfusion von
Badlésung mit [K'] = 20 mM unterscheidet sich nicht in WT- (A) und
ASIC1~/~-Kortexneuron (B). Die Verzégerung zwischen K*-Applikation und Anstieg
der Ca?*-Konzentration ist durch den Lésungstransport im Perfusionsschlauch bedingt.

dingten Ca?"-Einstroms (etwa iiber LTCCs) zuriickzufiihren ist, wurde die Reaktion
der intrazelluliren Ca®"-Konzentration auf einen kurzen depolarisierenden Stimu-
lus in WT- und ASIC~/~-Neuronen verglichen. Dazu wurden WT- und ASIC~/~-
Neurone fiir 20 s mit 20 mM K™* superfundiert. Dies war ein geeigneter Stimulus,
um eine Ca?*t-Antwort in WT- und ASIC1~/~-Kortexneuronen zu erhalten (siche
Abb.17).

Zwischen den K*t-induzierten Ca?t-Amplituden in WT- und ASIC~/~-Kortex-
neuronen gab es keinen signifikanten Unterschied (398,8+33,9 in WT-Neuronen
gegeniiber 348,7419,2 in ASIC~/~-Kortexneuronen; p = 0,17). Nach sechsstiindi-
ger Prikonditionierung konnte in WT-Neuronen jedoch eine grofere Kt-induzierte
Ca?"-Amplitude als in ASIC~/~-Neuronen beobachtet werden (427,0434,0 gegen-
tiber 316,8+18,0, p < 0,01).

In den WT-Kortexneuronen wurde die depolarisationsbedingte Ca?T-Amplitude
nach 1 h Prékonditionierung signifikant kleiner und nahm nach 6 h Prakonditio-
nierung wieder signifikant zu (vergleiche Abb. 18, C). Der Anstieg der depolarisa-
tionsbedingten Ca?*-Amplitude von einstiindiger Prikonditionierung (N, = 4) zu
sechsstiindiger Prakonditionierung (Ng, = 3) in den WT-Kortexneuronen war auch
bei Betrachtung nur der ersten drei Praparationen signifikant (N, = Ng; =3). In
den ASIC~/~-Kortexneuronen wurden die K*-induzierten Ca?*-Amplituden durch
ein- bzw. sechsstiindige Prakonditionierung nicht signifikant verédndert (siehe Abb.
18, B). Nach Prikonditionierung iiber Nacht ist die K-induzierte Ca®"-Amplitude
in ASIC1~/~-Neuronen jedoch signifikant gréfer als nach sechsstiindiger Prikondi-
tionierung. Da der o.n.-Wert jedoch nur aus 2 Préparationen erhoben wurde, lasst
sich hier keine statistisch gesicherte Aussage treffen.

Zusammenfassend zeigte sich, dass die verschiedenen Zeitrdume der Prakondi-
tionierung die siureinduzierten und die depolarisationsbedingten Ca*-Amplituden

in den WT-Kortexneuronen immer gleichsinnig beeinflussten (vergleiche Abb. 18,
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Abbildung 18: Einfluss von saurer Prikonditionierung auf die sdureinduzier-
ten bzw. depolarisationsbedingten Ca?t-Amplituden in WT- und ASIC1~/~-
Kortexneuronen.

A-C: Einfluss der Prikonditionierung mittels Azidose auf die Ca?*-Amplituden nach Su-
perfusion von Badlésung mit [K*| = 20 mM in WT-Kortexneuronen (dunkelrot) und
ASIC1~/~-Kortexneuronen (grau). N = 4 (WT-Kortexneurone; 0 h, 1 h); N = 3 (WT-
Kortexneurone; 6 h, on.). N = 4 (ASICl_/_—Kortexneurone; 0 h,1h 6h);N=2
(ASIC~/~-Kortexneurone; o.1.).

D-F: Gegeniiberstellung des Effekts der Prikonditionierung mittels Azidose auf die Ca’*t-
Amplituden von WT-Kortexneuronen nach Superfusion von Badlésung mit pH; = 6,0
(D), mit pHy = 5,0 (E) und mit [K™| = 20 mM (F). N =9 (D, E); N =4 (F; 0 h, 1 h);
N =3 (F; 6 h, o.n.).
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Abbildung 19: Relative Expressionsniveaus der Transkripte fiir ASICla, -2a &
2b in WT-Kortexneuronen ohne und mit saurer Prikonditionierung. Alle Werte
normiert auf das Expressionsniveau der Transkripte fir GAPDH. Mittelwerte aus jeweils
einer Messung aus 2 verschiedenen cDNAs.

D-F). Zwar waren nicht bei jedem Stimulus die gleichen Unterschiede signifikant,

der gleichsinnige Trend erscheint dennoch bemerkenswert.

4.2 qPCR

Um zu untersuchen, ob die im Fura-2-Imaging festgestellte Modulation der séu-
reinduzierten Ca?T-Amplitude durch saure Prikonditionierung von einer Verinde-
rung des Expressionsniveaus der fiir die verschiedenen ASIC-Untereinheiten kodie-
renden mRNAs begleitet wurde, wurde eine relative Quantifizierung der mRNAs fiir
ASICla, ASIC2a und ASIC2b durchgefiihrt (siehe 3.2.7). Bekanntermafen werden
durch ischdmische Priakonditionierung die Expressionsniveaus dieser Untereinheiten
in Neuronen beeinflusst [Miao et al., 2010, Pignataro et al., 2011]. Als Haushaltsgen
wurde GAPDH benutzt.

Abbildung 19 zeigt die relativen Expressionsniveaus der drei ASIC-Transkripte
zu den verschiedenen Zeitpunkten der Priakonditionierung. Es fanden sich keine si-
gnifikanten Unterschiede im relativen Expressionsniveau eines Transkripts zwischen
den verschiedenen Prékonditionierungszeitpunkten.

Bei den dargestellten Werten handelt es sich um Daten aus nur zwei verschiede-
nen cDNA-Proben. Die Ct-Werte dieser Messungen liefsen sich in weiteren Messun-
gen aus den gleichen cDNA-Proben nicht bestétigen. Vielmehr fanden sich deutlich
erhohte Ct-Werte in den Wiederholungen. Die dargestellten Daten stammen daher
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nicht - wie iiblich - aus Triplikat-Messungen, sondern Einzelmessungen.
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5 Diskussion

5.1 Der saureinduzierte Ca’t-Anstieg in Neuronen

Es ist seit langerem bekannt, dass es unter ischdmischen Bedingungen im Gehirn
zur Gewebeazidose, zu einem Anstieg der Ca?T-Konzentration in den Neuronen und
schlieflich zum Zelltod der Neurone kommt [Rehncrona, 1985, Lobner and Lipton,
1993|. Dabei konnte insbesondere die lang anhaltende Gewebeazidose unter ischéami-
schen Bedingungen als ein wesentlicher kausaler Faktor des neuronalen Zelltods iden-
tifiziert werden. Es konnte gezeigt werden, dass ein Wiederanheben des extrazellula-
ren pH-Wertes nach zerebraler Ischamie in vivo zu einer Reduktion des Volumens des
ischdmischen Schlaganfalls fithrt |Pignataro et al., 2007]. Die Entdeckung der séu-
reaktivierten Kationenkanédle ASICs lieferte einen vielversprechenden molekularen
Mechanismus, iiber den die Gewebeazidose zu einem Anstieg der zytosolischen Ca?*-
Konzentration und schlieflich dem Zelltod der Neurone fiihren kénnte [Waldmann
et al., 1997b|. Dass ASICs tatséchlich einen iiberragenden Effekt in der Pathophysio-
logie des ischdmischen Schlaganfalls darstellen, legten in vivo-Experimente nahe, in
denen die Blockade von ASICla-Homomeren und ASICla/2b-Heteromeren zu einer
deutlichen Reduktion des Schlaganfallvolumens fiihrte [Xiong et al., 2004, Pignataro
et al., 2007, Sherwood et al., 2011].

Unklar ist hingegen bisher geblieben, auf welche Weise eine lang anhaltende
Gewebeazidose zu einem ebenfalls fiir Minuten bis Stunden anhaltenden Anstieg
der zytosolischen Ca?*-Konzentration in den Kortexneuronen fiihren kann. Die siu-
reaktivierten Kationenstrome iiber ASICs in Kortexneuronen sind transient und
spielen sich im Sekundenbereich ab [Li et al., 2010b|. Somit kénnen diese Strome
fiir sich genommen fiir einen Minuten bis Stunden anhaltenden Anstieg der Ca?*-
Konzentration kaum verantwortlich sein. In dieser Arbeit liefs sich durch kontinuier-
liche Superfusion mit saurer Badlosung (pH; = 6,0 bzw. pHs = 5,0) fiir 3 min und
20 s ein transienter Anstieg der zytosolischen Ca?T-Konzentration in Kortexneuro-
nen auslosen. Nach 1 min, noch unter Superfusion mit der sauren Badlosung kehr-
te die Ca?"-Konzentration jedoch wieder auf den Ausgangswert zuriick. Es konnte
also kein auch nur fiir Minuten andauernder sidureinduzierter Anstieg der Ca?*-
Konzentration in den Kortexneuronen dokumentiert werden. Eine mogliche Erkla-
rung konnte eine Signalkaskade sein, die iiber einen transienten Azidose-induzierten
Gipfel in der zytosolischen Ca?*-Konzentration initiiert wird. Diese Signalkaskade
konnte zu Verdnderungen in den Neuronen fiithren, die eine erst nach Minuten begin-
nende Uberladung mit Ca?*-Ionen und schlieslich den neuronalen Zelltod bewirken.
Beispielsweise kénnte die aus anderen Kontexten bekannte Ca?*-abhingige Kaska-
de iiber Calmodulin, Calcineurin und NFAT eine Rolle spielen. Langzeit-Aufnahmen
mittels Fura-2-Imaging in Neuronen unter Azidose konnten vielleicht erste Hinweise

liefern, in welchem zeitlichen Rahmen es zur Uberladung der Neurone mit Ca?*-
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Tonen kommt.

5.2 Mechanismen des siureinduzierten Ca’*"-Anstiegs in Kor-

texneuronen

Wie schon in anderen Arbeiten [Xiong et al., 2004| konnte auch in dieser Arbeit ge-
zeigt werden, dass sich der Grofiteil des transienten, sdureinduzierten Anstiegs der
zytosolischen Ca*"-Konzentration durch Amilorid blockieren lisst. Dies deutet auf
eine Rolle von ASICs beim siureinduzierten Ca?*-Einstrom hin. Allerdings kénnen
durch Amilorid in der verwendeten Konzentration von 100 pM auch andere Mem-
branmolekiile beeinflusst werden, die Einfluss auf die Regulation der zytosolischen
Ca?"-Konzentration haben, wie etwa der Na™-Ca®"-Austauscher |Xiong et al., 2008].
Ein spezifischerer Hinweis darauf, dass ASIC1-Proteine eine Schliisselrolle beim séu-
reinduzierten Anstieg der intraneuronalen Ca?T-Konzentration innehaben, ist die
Bestitigung der Beobachtung, dass es in ASIC1~/~-Neuronen nicht zu einem siu-
reinduzierten Anstieg der zytosolischen Ca?T-Konzentration kommt |[Xiong et al.,
2004]. In den Experimenten dieser Arbeit fiihrte eine K*-vermittelte Depolarisation
des Membranpotentials in ASIC1~/~-Neuronen und in WT-Neuronen zu einer identi-
schen Reaktion der zytosolischen Ca?*-Konzentration. Somit ist nicht anzunehmen,
dass es in den ASIC1~/~-Neuronen zu einer Beeinflussung von spannungsabhingigen
Ionenkanélen in der Zellmembran gekommen ist.

Der Kationeneinstrom iiber aktivierte ASICs in Kortexneuronen ist ausreichend
Aktionspotentiale auszulosen |[Baron et al., 2002, Weng et al., 2010]. Die im Gehirn
exprimierten spannungsabhéngigen LTCCs Cay 1.2 und Cay 1.3 werden durch De-
polarisation des Membranpotentials aktiviert [Catterall et al., 2005]. Folglich wére
eine Potenzierung des sdureinduzierten, ASIC-vermittelten Anstiegs der zytosoli-
schen Ca?*-Konzentration durch einen Ca?*-Einstrom iiber LTCCs zu erwarten,
zumal auch der Ca?"-Einstrom iiber ASICs selbst eher vernachlissighar zu sein
scheint [Béssler et al., 2001, Samways et al., 2009|. In bisherigen Arbeiten konnte
der sdureinduzierte Anstieg der zytosolischen Ca?*-Konzentration durch pharmako-
logische Blockade der LTCCs mittels Nifedipin nicht beeinflusst werden [Yermolai-
eva et al., 2004, Mari et al., 2010]. Abweichend hiervon konnten in dieser Arbeit
63% des pH 6,0-induzierten und 87% des pH 5,0-induzierten Anstiegs der zyto-
solischen Ca?"-Konzentration durch 5 pM Nimodipin inhibiert werden. Moglicher-
weise tragen auch unter pathophysiologischen Bedingungen im ZNS, insbesondere
bei zerebraler Ischimie LTCCs einen erheblichen Teil zum siureinduzierten Ca?*-
Einstrom in Kortexneuronen bei. Dazu wére es interessant den Effekt eines spezi-
fischen LTCC-Blockers wie beispielsweise Nimodipin auf das Infarktvolumen nach
zerebraler Ischamie in vivo zu erfassen.

Der Anstieg der zytosolischen Ca?*-Konzentration in Neuronen infolge von Akti-

onspotentialen ist z.T. durch den Mechanismus des CICR mitbedingt, wobei aus dem
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ER iiber RyRs Ca?"-Ionen freigesetzt werden [Sandler and Barbara, 1999]. Es wur-
de beschrieben, dass in Neuronen eine direkte Interaktion von spannungsabhéngigen
LTCCs mit dem RyR zu dem durch Depolarisation bedingten Anstieg der intrazel-
luliren Ca?"-Konzentration beitriagt [Berrout and Isokawa, 2009]. Die Ergebnisse
dieser Arbeit legen eine Aktivierung von LTCCs beim sédureinduzierten Anstieg der
zytosolischen Ca?*-Konzentration nahe. Somit liegt der Verdacht nahe, dass iiber ei-
ne Interaktion von aktivierten LTCCs und RyRs auch ein Einstrom von Ca?*-Ionen
aus dem ER in dem sdureinduzierten Anstieg der zytosolischen Ca?"-Konzentration
in Kortexneuronen involviert sein konnten. Der Zusammenhang von extrazellularer
Azidose und Ca?"-Einstrom aus dem ER ist in Neuronen bisher nicht untersucht. In
dieser Arbeit konnte nach pharmakologischer Entleerung des ER durch 1 pM Thapsi-
gargin keine Anderung der Amplitude des pH 6,0- bzw. pH 5,0-induzierten Anstiegs
der zytosolischen Ca?*-Konzentration registriert werden. Dies spricht iiberraschen-
derweise gegen einen Beitrag von Ca?-Einstrom aus dem ER zum siureinduzierten
Anstieg der zytosolischen Ca?"-Konzentration.

Zusammenfassend lassen sich folgende Feststellungen machen: fiir den sdurebe-
dingten Anstieg der intraneuronalen Ca?"-Konzentration ist die Anwesenheit von
ASIC1-Untereinheiten unabdingbar. Dabei scheint der quantitativ bedeutendere
Einstrom von Ca?*-Ionen jedoch iiber LTCCs zu erfolgen. Die Experimente die-
ser Arbeit legen nahe, dass eine Freisetzung von Ca?*-Ionen aus dem ER in diesem
Kontext keine wesentliche Rolle zu spielen scheint. Es kann jedoch nicht ausge-
schlossen werden, dass noch weitere zellulire Mechanismen (beispielsweise reduzier-
ter Ca?t-Transport iiber den der Nat-Ca?*-Austauscher oder Ca?*-Freisetzung aus
den Mitochondrien) zu dem transienten Anstieg der neuronalen Ca®"-Konzentration

nach extrazelluldrer Azidose beitragen.

5.3 ASIC-Untereinheiten in Kortexneuronen

In Kortexneuronen des zentralen Nervensystems werden funktionelle ASICs unter
Beteiligung der Untereinheiten ASICla, -2a und 2b gebildet [Baron et al., 2002,
Askwith et al., 2004, Li et al., 2010b]. ASIC1a-Homomere und ASIC1la/2b-Heterome-
re werden bei einem pHsy = 6,2-6,8 halbmaximal aktiviert [Waldmann et al., 1997b,
Sherwood et al., 2011]; ASIC2a-Homomere dagegen erst bei pHsy = 4,4 [Lingueg-
lia et al., 1997]. Wie aufgrund dieser Daten zu erwarten, war die Applikation der
pH-Werte 6,0 und 5,0 in den Experimenten dieser Arbeit ausreichend, um einen
saureinduzierten Anstieg der zytosolischen Ca?*-Konzentration in den Kortexneu-
ronen hervorzurufen. Die Superfusion von Badlésung mit pH; = 6,0 erbrachte eine
Ca?*-Amplitude von 280,2+14,8 in der Fluoreszenzmessung. Die Superfusion von
Badlésung mit pHy = 5,0 rief eine Ca?t-Amplitude von 311,5413,3 hervor. Der
Unterschied war zwar signifikant, jedoch eher klein. Dieser Unterschied liefe sich ei-

nerseits durch eine maximale Aktivierung von ASICla-Homomeren und ASICla/2b-
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Heteromeren erklédren. Fine andere Erklarung wére in einer zuséatzlichen Aktivierung
von ASIC2a-Homomeren zu finden. In elektrophysiologischen Experimenten in Kor-
texneuronen trat bei der Aktvierung der sdureinduzierten Kationeneinstrome ab
pH-Werten um 4,0 eine Séttigung der Stromamplitude ein [Li et al., 2010b]. Es wére
interessant zu untersuchen, ab welchem pH-Wert auch fiir die sdureinduzierte Ca?*-
Amplitude ein Sattigungseffekt auftritt. Bei funktionell relevanter Anwesenheit von
ASIC2a-Homomeren in den Kortexneuronen wére ein dhnlicher pH-Wert fiir den
Sattigungseffekt der sdureinduzierten Ca?t-Amplitude wie in den elektrophysiologi-

schen Messungen zu erwarten.

5.4 Prakonditionierung durch extrazellulare Azidose

Seit langem sind die Phanomene der ischamischen Prékonditionierung und der ischa-
mischen Toleranz bei zerebraler Ischamie bekannt [Kitagawa et al., 1990, Matsushi-
ma and Hakim, 1995|. Neuerdings wurde beschrieben, dass auch saure Prékonditio-
nierung durch Exposition in COg-angereicherter Atmosphére einen neuroprotektiven
Effekt gegeniiber Ischamie in vivo hat [Zhang et al., 2012|. In der vorliegenden Arbeit
konnte durch saure Prakonditionierung bei pH 6,0 {iber drei verschiedene Zeitraume
(1 h, 6 h und iiber Nacht) die Amplitude der transienten, sdureinduzierten Anstiege
der Ca?*-Konzentration modifiziert werden: nach saurer Prikonditionierung wurden
die Amplituden des sidureinduzierten Ca**-Anstiegs mit der Linge des Prikonditio-
nierungszeitraums zunehmend kleiner. Eine Sonderstellung nahm die sechsstiindige
Prakonditionierung ein, nach der es zu einem Wiederanstieg der durch einstiindige
Prikonditionierung zunichst reduzierten Ca?T-Amplitude kam. Zugleich existierten
nach sechsstiindiger Préakonditionierung einige Neurone mit einer pH 5,0-induzierten
Ca?t-Amplitude > 600, welche nach Prikonditionierung fiir 1 h oder iiber Nacht
nicht zu beobachten waren. Saure Priakonditionierung fiir 1 h oder iiber Nacht, we-
niger jedoch fiir 6 h scheint also zu einer Verkleinerung des durch extrazellulére
Azidose bedingten transienten Anstiegs der intraneuronalen Ca?*-Konzentration zu
fiihren.

Auch die durch hohe K*-Konzentration hervorgerufenen, depolarisationsindu-
zierten Ca?T-Amplituden in WT-Kortexneuronen lieRen sich durch Prikonditionie-
rung mittels Azidose in gleicher Weise beeinflussen. In den ASIC1~/~-Neuronen
blieben die depolarisationsinduzierten Ca?*-Amplituden von der Prikonditionierung
mittels Azidose jedoch unbeeinflusst. Dies legt einerseits nahe, dass die Modulation
des Ca?"-Einstroms durch saure Prikonditionierung ASIC1-abhingig ist. Anderer-
seits lieR sich die unter Nimodipin-Blockade verbleibende pH 5,0-induzierte Ca?*-
Amplitude durch Prikonditionierung nicht #ndern (die beobachteten Anderungen
der pH 6,0-induzierten Amplituden durch Priakonditionierung miissen mit Vorsicht
interpretiert werden, da sie nur aus einer Priparation stammen, siehe 4.1.4); es

wurde also der durch Nimodipin blockierbare Anteil des Ca?*-Einstroms moduliert.
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Damit liegt die Vermutung nahe, dass die saure Prakonditionierung einen Effekt auf
den spannungssensitiven Apparat der Zellmembran, insbesondere LTCCs, hat. Um
diese Hypothese zu untersuchen, wire es interessant, den Einfluss von saurer Pra-
konditionierung beispielsweise auf das Expressionsniveau der Transkripte fiir LTCCs
oder die elektrophysiologischen Eigenschaften von LTCCs in WT- und ASIC1~/~-

Neuronen zu vergleichen.

Es ist beschrieben, dass ischdmische Prékonditionierung zu einer verminder-
ten Expression der sduresensitiveren ASICla-Untereinheiten (pHsq = 6,2-6,8 fiir
ASICla-Homomere [Waldmann et al., 1997b, Benson et al., 2002|) und zu einer ver-
starkten Expression der weniger sduresensitiven ASIC2-Untereinheiten (pHsg = 4,4
fiir ASIC2a-Homomere [Lingueglia et al., 1997|) fiihrt [Miao et al., 2010, Pignataro
et al., 2011]. Der Effekt von saurer Priakonditionierung auf das Expressionsniveau
der verschiedenen ASIC-Untereinheiten liefse sich - wie in dieser Arbeit bereits be-
gonnen - am besten durch quantitative PCR und Western Blot bestimmen. Leider

liefen sich in dieser Arbeit keine belastbaren Daten in der qPCR erheben.

Gegen eine Herunterregulation von ASICla-Untereinheiten und eine Hochregu-
lation von ASIC2-Untereinheiten durch saure Prikonditionierung spricht jedoch fol-
gende Beobachtung aus den Experimenten mit Fura-2-Imaging: der kleine, jedoch
signifikante Unterschied zwischen den pH 6,0- und den pH 5,0-induzierten Ca?*-
Amplituden in den Kortexneuronen verschwindet nach Inkubation bei pHp,irond. =
6,0 fiir 1 h, 6 h oder iiber Nacht. Nach der Priakonditionierung mittels Azidose
erzielt also eine Aktivierung der neuronalen ASICs mit pH; = 6,0 bereits eine maxi-
male Ca?*-Amplitude in den Kortexneuronen. Dies spriche eher fiir eine verminder-
te Expression von weniger sduresensitiven ASIC2-Untereinheiten in der neuronalen

Zellmembran.

In den Versuchen dieser Arbeit mit Fura-2-Imaging konnte beobachtet werden,
dass saure Préakonditionierung zu einer Reduktion der Amplitude des sdureinduzier-
ten Anstiegs der zytosolischen Ca?*-Konzentration und zu einer VergroRerung der
Anzahl an Neuronen, deren Ca?"-Amplitude kleiner als 50 war, fiihrte. Interpretiert
man das , Nicht-Antworten” mancher Neurone als Uberlebensvorteil, liefen sich diese
Ergebnisse mit folgenden Hypothesen in Einklang bringen: auch durch saure Pra-
konditionierung werden oben genannte Verdanderungen im Expressionsmuster von
ASICs in Kortexneuronen verursacht; dadurch entsteht ein neuroprotektiver Effekt.
Moglicherweise sind die ,nicht antwortenden” Neurone jedoch auch schon gesché-
digt und deshalb nicht zu einem siureinduzierten Anstieg der intrazelluliren Ca?*-
Konzentration befdhigt. Die Zunahme ihrer Anzahl nach saurer Préakonditionierung
wére dann nur ein Hinweis auf den zytotoxischen Effekt der sauren Prakonditionie-
rung selbst. Um zwischen zytoprotektivem und zytotoxischem Effekt der sauren Pré-
konditionierung unterscheiden zu konnen, wéaren Vitalitats- bzw. Letalitats-Essays

geeignet.
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Der in dieser Arbeit zur Priakonditionierung der Neurone verwendete pH p,ixond. =
6, 0 entpricht bereits dem unter ischamischen Bedingungen im Gehirn maximal auf-
tretenden pH-Abfall [Rehncrona, 1985, Nedergaard et al., 1991b|. Klassischerweise
versteht man unter Prikonditionierung jedoch einen subletalen Stimulus, der einen
neuroprotektiven Effekt gegeniiber einer darauffolgenden letalen Ischdmie bewirkt.
Es wére daher sinnvoll zu untersuchen, welchen Effekt die Inkubation von Neuronen
bei weniger sauren pH-Werten (beispielsweise pH 6,5 - 7,0) auf die séureinduzierten
Ca?"-Amplituden hat.

Auch nach saurer Prikonditionierung wurden in dieser Arbeit keine Hinweise auf
einen Beitrag von Ca?"-Einstrom aus dem ER zumindest zum pH 5,0-induzierten
Ca?*-Anstieg gefunden. Nach einstiindiger Prikonditionierung konnte nach Thapsi-
gargin-Applikation kleiner ausfallende pH 6,0-induzierte Ca?"-Amplituden doku-
mentiert werden. Diese Beobachtung basiert jedoch auf Daten, welche im Wider-
spruch zu Daten aus den anderen Versuchsreihen stehen: in der Versuchsreihe mit
Thapsigargin kam es zu einem bisher nicht beobachteten nicht-signifikanten
(p = 0,55) Anstieg der pH 6,0-induzierten Ca?"-Amplitude durch die einstiindige
Prékonditionierung. In den Versuchen ohne pharmakologische Beeinflussung, sowie
auch in den Messreihen mit Nimodipin war es nach einstiindiger Prakonditionierung
dagegen zu einer signifikanten Reduktion der pH 6,0-induzierten Ca?*-Amplituden
gekommen. Um eine aussagekriftigere Untersuchung der Rolle von Ca?"-Einstrom
aus dem ER beim pH 6,0-induzierten Ca?*-Anstieg zu erhalten, miisste dieser Ver-
such mit groferer Fallzahl wiederholt werden. Die bisherigen Ergebnisse legen jedoch
nahe, dass auch nach saurer Prikonditionierung der iiberwiegende Anteil der Ca?*-
Ionen nach extrazelluldrer Azidose iiber LTCCs und nicht aus dem ER ins neuronale
Zytosol gelangen.

Zusammenfassend unterstiitzen die Ergebnisse dieser Arbeit folgende Hypothe-
sen: durch saure Priakonditionierung kommt es zu einer Modulation und insbesondere
auch Reduktion des siureinduzierten Ca?"-Einstroms in Neuronen; dies konnte ei-
nerseits durch die beschriebene Hochregulation von ASIC2-Untereinheiten und Her-
unterregulation von ASICla-Untereinheiten bedingt sein; andererseits konnte dabei
auch eine ASICl-abhéngige Regulation von LTCCs eine Rolle spielen. Die Lénge
der Priakonditionierung mittels Azidose konnte mit dariiber entscheiden, ob ein neu-

roprotektiver Effekt eintritt oder nicht.

5.5 Methodenkritik zur Durchfiihrung der qPCR

Die im Rahmen dieser Arbeit durchgefiihrten Messungen zum Expressionsmuster
der Transkripte fiir ASICla, -2a und -2b zeigten keine signifikanten Unterschiede
durch Prékonditionierung mittels Azidose fiir 1 h, 6 h oder iiber Nacht.

Bei der Durchfithrung der qPCR nach dem Schema, wie es in Abschnitt 3.2.7

beschrieben ist, ist es bei dieser Arbeit immer wieder zu Problemen gekommen: zum
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einen waren die gemessenen Ct-Werte - u.a. auch fiir das Haushaltsgen GAPDH
- sehr hoch (bis iiber 40). So hohe Ct-Werte liefen sich anhand der Menge der
revers transkribierten RNA nicht erwarten. Aufserdem ist die Bestimmung der initial
vorhandenen ¢cDNA und damit des Expressionsniveaus der mRNA-Transkripte aus
so hohen Ct-Werten dufserst ungenau. Das zweite wiederkehrende Problem war, dass
sich die Ct-Werte fiir ein beliebiges Primerpaar aus ein und derselben cDNA-Probe
mit dem hier verwendeten qPCR-Protokoll nicht reproduzieren lieften.

Zunéchst wurde von degradierter cDNA durch Kontamination mit DNAsen aus-
gegangen, sodass neue cDNA synthetisiert wurde. Dann wurde das Problem in der re-
versen Transkription der mRNA gesucht. Daher wurde die eingesetzte Gesamt-RNA-
Menge verdndert sowie eine reverse Transkription mit Zufalls-Hexamer-Primern an-
stelle von oligo-(dT)go-Primern durchgefiihrt. Aufterdem wurde mehrfach neue RNA
aus primarkultivierten Kortexneuronen gewonnen, revers transkribiert und mittels
qPCR analysiert. All diese Losungsansétze fiihrten jedoch nicht zu niedrigeren und
reproduzierbaren Ct-Werten. Die hier gezeigten Ergebnisse der qPCR sind also bes-
tenfalls als erste Hinweise fiir zukiinftige Versuche zu verstehen. Keinesfalls kénnen
aus diesen Ergebnissen statistisch abgesicherte Aussagen zur Beeinflussung des Ex-
pressionsniveaus der ASIC-Untereinheiten in Kortexneuronen durch Prékonditionie-

rung mittels Azidose gewonnen werden.

5.6 Ausblick

In dieser Arbeit konnten die bereits bekannte Schliisselrolle von ASIC1la-Untereinhei-
ten beim sdureinduzierten Anstieg der zytosolischen Ca?*-Konzentration in Kortex-
neuronen bestétigt werden. Die pharmakologische Blockade von ASICla-Homomeren
und ASICla/2b-Heteromeren scheint ein vielversprechender neuer Ansatz fiir die
Therapie des ischamischen Schlaganfalls zu sein. Daneben konnte ein quantitativ be-
deutender Beitrag von LTCCs zum siureinduzierten Anstieg der zytosolischen Ca?*-
Konzentration in Kortexneuronen gezeigt werden. Ob LTCCs auch beim ischami-
schen Schlaganfall zur Potenzierung des Ca?*-Einstroms beitragen, bleibt noch un-
geklart. LTCCs als pharmakologische Zielproteine in der Therapie des ischdmischen
Schlaganfalls lassen in Anbetracht ihrer Expression insbesondere im Herz-Kreislauf-
System einige systemische Nebenwirkungen erwarten; dennoch erscheint es sinnvoll,
die Rolle der LTCCs beim ischdmischen Schlaganfall experimentell ndher zu be-
trachten.

Prakonditionierung mittels Azidose fiihrte in dieser Arbeit abhingig von der
Léange des Préikonditionierungszeitraums zu einer Modulation des sédureinduzierten
Ca?"-Einstroms in Kortexneuronen. Ob sich durch Prikonditionierung mittels Azi-
dose auch das Uberleben von Neuronen unter sauren beziehungsweise ischéimischen
Bedingungen modifizieren oder sogar giinstig beeinflussen ldsst, muss in weiteren

Arbeiten untersucht werden. Auf zellularer Ebene wire eventuell der Einfluss von
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Prékonditionierung mittels Azidose auf die Funktion von spannungsabhéngigen LT-
CCs in der neuronalen Zellmembran ein interessantes Versuchsobjekt. Es sollte auch
der Effekt von weniger sauren pH-Werten (etwa pH 6,5 - 7,0) fiir die Prékonditionie-
rung der Neurone untersucht werden. Sollte sich die Hypothese der Neuroprotektion
mittels saurer Prakonditionierung bestéatigen lassen, wére zu iiberlegen, wie sich ei-
ne solche Art der Prikonditionierung in ein klinisch brauchbares therapeutisches

Konzept umsetzen liefe.
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6 Zusammenfassung

Unter ischdmischen Bedingungen kommt es im Gehirn zur Gewebeazidose. Durch
Aktivierung der sédureaktivierte Kationenkanéle ASICs kommt es in Neuronen zum
transienten Einstrom von Ca?*-Ionen und im Verlauf zum neuronalen Zelltod. Der
genaue Mechanismus, liber den die Aktivierung von ASICs durch Azidose zum An-
stieg der neuronalen Ca?"-Konzentration fiihrt, ist nicht vollstindig bekannt. Durch
Prakonditionierung mittels Ischdmie oder Azidose lasst sich in Neuronen ein neu-
roprotektiver Effekt gegeniiber ischamischer Schadigung induzieren. Es gibt erste
Hinweise, dass ischdmische Priakonditionierung zu Verdnderungen im Expressions-
muster von ASICs fiihren.

In dieser Arbeit wurde mittels Fura-2-Imaging an primérkultivierten WT- und
ASIC1~/~-Kortexneuronen der Maus untersucht, welche anderen zelluldren Mecha-
nismen zum siureinduzierten Anstieg der neuronalen Ca?"-Konzentration beitra-
gen. Der Effekt von Priakonditionierung durch Azidose fiir verschiedene Zeitraume
auf den fluorometrisch gemessenen Anstieg der Ca?T-Konzentration und das durch
qPCR ermittelte Expressionsniveau der ASIC-Untereinheiten la, 2a und 2b wurde
erfasst.

Die Blockade von L-Typ Ca?*-Kanilen durch Nimodipin, nicht jedoch die Entlee-
rung des endoplasmatischen Retikulums mittels Thapsigargin fiihrte zu einer deutli-
chen Reduktion des siureinduzierten Anstiegs der neuronalen Ca?*-Konzentration.
In ASIC1~/~-Neuronen lie sich durch Azidose kein Anstieg der neuronalen Ca’*-
Konzentration hervorrufen. Durch Préakonditionierung mittels Azidose konnte in Ab-
héngigkeit vom Préakonditionierungszeitraum eine Reduktion des sédureinduzierten
Anstiegs der neuronalen Ca?"-Konzentration bewirkt werden. Auch der depolarisa-
tionsinduzierte Anstieg der neuronalen Ca?"-Konzentration konnte in gleicher Weise
in WT-Neuronen, nicht jedoch in ASIC1~/~-Neuronen beeinflusst werden. Mittels
qPCR lief sich kein Einfluss von Priékonditionierung mittels Azidose auf die Regu-
lation von ASICla, -2a oder 2b auf Transkriptionsebene feststellen.

Diese Beobachtungen deuten darauf hin, dass der Grofiteil des sédureinduzier-
ten Anstiegs der Ca?*-Konzentration in Neuronen durch sekundér aktivierte L-Typ
Ca?*-Kanile vermittelt wird. Prikonditionierung mittels Azidose scheint vor al-
lem auf den sidureinduzierten Ca**-Einstrom iiber L-Typ Ca?"-Kanile in Neuronen
einen Einfluss zu haben. Dieser Effekt der Prékonditionierung mittels Azidose ist
wahrscheinlich ASIC1-abhéngig. Diese Ergebnisse geben neue Hinweise auf die Rol-
le von L-Typ Ca?*-Kaniilen beim ischimischen Zelltod von Neuronen und bei der
Prakonditionierung mittels Azidose. Dem koénnte in in vivo-Modellen der zerebralen

Ischamie nachgegangen werden.
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