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Zusammenfassung I

Zusammenfassung

Neuere tierexperimentelle Untersuchungen weisen auf eine pathogenetische
Relevanz zerebral entziindlicher Prozesse, einer gestorten Glutamathomdostase und der
Bildung von oxidativem Stress bei hepatischer Enzephalopathie (HE) hin, die im
Zusammenhang mit einer Beeintrachtigung von Kognition und Verhalten diskutiert
werden.

In der vorliegenden Arbeit wurde die Bedeutung von zerebralem oxidativen Stress
auf Verhaltensidnderungen bei HE untersucht. Mit der Absicht eine chronische
Hyperammonédmie herbeizufiihren wurde die Entgiftungsleistung der Leber durch partielle
Ligatur der Portalvene (PVL) eingeschriankt. Zwei Wochen nach Anlage der PVL wurden
signifikant erh6hte Ammoniakkonzentrationen im Blut gemessen. Gleichzeitig wurde im
zerebralen Kortex von PVL-Ratten ein signifikanter Anstieg tyrosinnitrierter Proteine
(PTN) und oxidierter RNA gefunden, der vergesellschaftet war mit einer Beeintrachtigung
lokomotorischer Aktivitat.

Demgegeniiber wurde keine erhohte Expression von Mikrogliaaktivierungsmarkern
oder zerebrokortikaler mRNA-Expressionslevel der pro-inflammatorischen Zytokine TNF-
a und II-1p nach Anlage einer PVL beobachtet. Lediglich das I1-6-mRNA-
Expressionsniveau war signifikant nach Anlage einer PVL erhoht. Auch eine mit
entziindlichen Prozessen haufig vergesellschaftete Expression der induzierbaren
Stickstoffmonoxid-Synthase (iNOS) konnte im zerebralen Kortex von PVL-Ratten nicht
beobachtet werden.

Auch Verdnderungen des Expressionsniveaus der astrozytir exprimierten
Glutamattransporter Glutamat-Aspartat-Kotransporter (GLAST) und des glialen
Glutamattransporters 1 (Glt-1), welche im Zusammenhang mit einer Beeintrachtigung der
Glutamathomoostase bei HE diskutiert werden, konnte am Modell der PVL nicht
nachgewiesen werden.

Die nach PVL im zerebralen Kortex erh6ht vorgefundene Expression der
oxidativen Stressmarker PTN und RNA-Oxidation, die [I-6-mRNA-Expressionssteigerung,
wie auch die Einschriankung der lokomotorischen Aktivitit, nicht jedoch die nach PVL-
Anlage beobachtete systemische Hyperammonédmie wurden durch die tégliche
Verabreichung des Cyclooxygenasehemmstoffs Indomethazin verhindert.

Die Daten der vorliegenden Arbeit weisen hin auf eine Assoziation einer
prostanoidabhingigen zerebralen Bildung von oxidativem Stress mit dem Auftreten von
Verhaltensdnderung nach Anlage einer PVL, einem anerkannten Tiermodell zur
hepatischen Enzephalopathie. Eine Beteiligung aktivierter Mikroglia konnte hierbei jedoch

nicht nachgewiesen werden.
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Einleitung 1

1. Einleitung

1.1 Hepatische Enzephalopathie

Die hepatische Enzephalopathie (HE) reprisentiert eine prinzipiell reversible,
neuropsychiatrische Storung im Zusammenhang mit akutem oder chronischem
Leberversagen. Charakterisiert ist sie durch beeintrachtigte (Fein-)Motorik, kognitive
Defizite, sowie Storungen von Emotion, Affekt und Verhalten, wie z. B. Anderungen des
physiologischen Schlaf-Wach-Rhythmus [Haussinger et al. 2007]. Die HE ist eine hédufige
Komplikation der Leberzirrhose [Herold et al. 2007]. Epidemiologische Untersuchungen
geben eine Koinzidenz von ca. 80 % an [Bajaj 2008].

In Europa und USA kommen jahrlich mehr als 2,6 Mio. Betroffene hinzu (Inzidenz
ca. 250/100 000/Jahr) [Herold et al. 2007]. Etwa 1,5-2,5 Mio. Menschen in Deutschland
leiden an chronischen Lebererkrankungen, wobei sich schitzungsweise 2/3 aller Fille
davon im Endstadium ihrer Erkrankung befinden [Biihringer ef al. 2000]. Bei
fortschreitender Leberzirrhose ist die zunehmend kompromittierte Entgiftungsféahigkeit der
Leber von entscheidender Bedeutung fiir die Pathogenese der HE. Die Leber metabolisiert
auf Grund struktureller Schdden insuffizient und es kommt zur Ausbildung
portosystemischer Umgehungskreisldufe, sodass das Blut nicht mehr von toxischen
Metaboliten wie z. B. Ammoniak, Mercaptanen, Phenolen, Fettsduren, Gamma-
Aminobuttersdure und endogene Benzodiazepinen ausreichend entgiftet wird [Herold ef al.
2007]. In der Folge bildet sich eine hepatische Enzephalopathie aus mit charakteristischen
Beeintrichtigungen des ZNS, wie z. B. kognitive, motorische und perzeptive Stérungen. Je
nach Schweregrad wird hierdurch die Lebensqualitit deutlich vermindert [Groeneweg et
al. 1998, Kircheis et al. 2002, Wein et al. 2004]. Wihrend bei chronischen Lebererkran-
kungen, z. B. der alkoholischen Leberzirrhose oder einer Zirrhose bei chronischer
Virushepatitis, vornehmlich eine Neurodepression als HE-Symptom klinisch apparent
wird, ist die akute Ammoniakintoxikation mit Neuroexzitation und Konvulsionen
assoziiert [Hiussinger et al. 2007]. Anderungen der motorischen Funktionen bei
Zirrhosepatienten mit HE wurden einer abnormen thalamokortikalen und
kortikomuskuldren Synchronisation zugeschrieben [Héussinger et al. 2007].

Fir die klinische Praxis ist eine Beurteilung des Schweregrades der HE von

entscheidender Bedeutung. Klinische Symptome reichen von Beeintrichtigung der
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Vigilanz, Verdnderung der Personlichkeit, Storung des Bewusstseins, der Aufmerksamkeit
und der Konzentrationsfahigkeit, sowie motorischen Stérungen bis hin zu Koma und Tod
[Bacon et al. 2009, Ferenci et al. 2002]. Beispielsweise finden sich Orientierungsstorungen
zu Zeit und Raum, retardiertes Reaktionsverhalten, kognitive Defizite wie Erinnerungs-
liicken und Unfahigkeit zu Rechnen, sowie Verdnderungen im Schreibstil und komplexere
motorische Stérungen in Form eines grobschlégigen Flattertremors (Asterix) [Ferenci et al.
2002]. Anhand verschiedener Parameter wurde eine Einteilung in minimale HE und
manifeste HE (Grad I-IV nach den West Haven-Kriterien) [Ferenci ef al. 2002] oder auch
vereinfachend in ,,High-grade HE* gegeniiber ,,Low-grade HE* vorgenommen [H&ussinger
et al. 2006] (Tabelle 1). Letztere unterliegt bei der Beurteilung des Schweregrades weniger
systematischen Fehlern, die durch eine untersucherabhéngige Subjektivitit und die hiufig
kaum mogliche Abgrenzbarkeit der milden HE-Grade zustande kommen [Héussinger et al.
2008]. Im Gegensatz zur Beurteilung des HE-Schweregrades mittels psychomotorischen
Testbatterien konnte sich die kritische Flimmerfrequenz (CFF) als ein objektiver und
reproduzierbarer Parameter zu Beurteilung einer geringgradigen HE etablieren [Kircheis

2002 et al., Sharma et al. 2010].

Tabelle 1. Schweregrade der hepatischen Enzephalopathie (HE) nach Hiiussinger et al. 2006 u. 2008
und Ferenci et al. 2002.

keine klinischen Symptome, jedoch eingeschrinkte Lebensqualitit; Defizite
minimale HE (mHE) in neuropsychologischen und -physiologischen Tests, objektivierbar durch
die kritische Flimmerfrequenzanalyse nach Kircheis et al. 2002

klinische Symptome unterschiedlicher Schweregrade, Einteilung nach den

TR 1E1D West Haven-Kriterien in Grad I-IV nach Ferenci et al. 2002

Euphorie oder Angstlichkeit; Aufmerksamkeitsdefizite;

Grad 1 Schwierigkeiten beim Addieren
Lethargie oder Apathie; minimale zeitliche und/oder
Grad I rdumliche Desorientierung; subtile Personlichkeitsstorun-
gen; unangepasstes Verhalten; Schwierigkeiten beim
Subtrahieren
Somnolenz bis Stupor; vorhandene Reaktion auf akustische
Grad 111 Reize; Verwirrtheit:  zeitliche und/oder rdumliche
Desorientierung
Grad IV Koma; keine Reaktion auf akustische Reize oder Schmerz-

stimuli
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Fortsetzung Tabelle 1. Schweregrade der hepatischen Enzephalopathie (HE) nach Hiussinger et al.
2006 u. 2008 und Ferenci ef al. 2002.

beschreibt kooperative Patienten mit Zirrhose; objektive, reproduzierbare und
quantifizierbare Test wie Computerpsychometrie und CFF erlauben weitere
Schweregradeinstufung; kein Erfordernis einer stationdren Aufnahme; frither
kategorisiert in mHE, HE I, HE 11

»Low-grade HE*

umfasst die Patienten, welche unfdhig zur Kooperation sind und sich

e «“
ol IR ROl desorientiert, somnolent oder komatds prasentieren, z. B. HE III / IV

1.2 Tiermodelle zur hepatischen Enzephalopathie

Pathogenetisch ist bei der HE ein erhdhter portosystemischer Shuntblutfluss
bedeutsam und die Ausbildung portosystemischer Kollateralen stellt eine der
Hauptkomplikationen der portalen Hypertension dar [Bosch et al. 2000]. Die Leberzirrhose
ist die hédufigste Ursache einer portalen Hypertension in den westlichen Lindern und bei
mehr als 60 % der Leberzirrhotiker besteht auch eine klinisch bedeutsame portale
Hypertension [Bacon et al. 2009]. Diese ist definiert als eine Erhohung des hepatovendsen
Druckgradienten iiber 5 mmHg und bedingt durch einerseits erhohten Widerstand im
intrahepatischen Stromgebiet (meist zirrhotischem Umbau) und andererseits gesteigertem
Blutfluss im Splanchnikusgebiet [Bacon et al. 2009, Rodriguez-Vilarrupla et al. 2007]. In
der Folge hypertrophiert die Milz [Bacon ef al. 2009] und es kommt zur Ausbildung von
deutlichen Kollateralgefdle im Abdomen und einem portosystemisches Shuntblutvolumen
von 90-95 % des portalen Blutflusses [Chojkier et al. 1981, Rodriguez-Vilarrupla et al.
2007].

Diese Verdnderungen werden in Tiermodellen zur HE durch operative Anlage eines
Umgehungskreislaufes (portocavale Anastomose, PCA), oder partielle Ligatur der
Pfortader (PVL) nachgeahmt. Die PVL und PCA eignen sich daher zum Studium der
Auswirkungen einer reduzierten Blutentgiftung durch die Leber auf Hirnfunktionen wie sie
bei hepatischer Enzephalopathie auftritt [Butterworth et al. 2009, Garcia-Moreno et al.
2005]. Betrachtet man das Ausmal} einer Leberatrophie, so ldsst sich ein quantitativer
Unterschied zwischen beiden Modellen feststellen. Nach Anlage einer PVL atrophiert die
Leber auf durchschnittlich 84 % ihrer Ursprungsgrofe, wohingegen bei der PCA bis zu
50%ige Reduktion verzeichnet wurde [Lopez et al. 2003]. Beide Modelle bewirken in

unterschiedlichem Ausmall eine Erhohung der systemischen Ammoniakkonzentrationen.
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Wihrend bei der PVL eine Konzentration von 100 umol/l beschrieben wurde [Scorticati et
al. 2006], kommt es nach Anlage einer PCA zu einem Anstieg von bis zu 149 pmol/l
[Bjerring et al. 2011]. Es ist daher postuliert worden, dass die Anlage einer PVL dem
klinischen Bild der minimalen HE entspricht [Butterworth et al. 2009, Scorticati et al.
2001]. Sowohl die PVL als auch die PCA wurden kategorisiert als Tiermodelle fiir die
hepatische Enzephalopathie bei chronischer Leberfunktionsstérung basierend auf
portosystemischem Shunting (Typ B HE) [Butterworth ez al. 2009]. Beim Modell der PCA
wurde als weiteres Merkmal beschrieben, dass Untererndhrung und verminderte
Nahrungsaufnahme im Langzeitversuch auftreten [Butterworth et al. 2009, Dejong et al.

1993], was tiber die PVL bislang so nicht berichtet wurde.

1.3 Glutamat und Glutamin bei der hepatischen Enzephalopathie

Beeintrachtigungen der kognitiven und motorischen Funktionen, dhnlich denen von
Patienten mit hepatischer Enzephalopathie, werden sowohl nach Anlage einer PVL wie
auch einer PCA im Tiermodell beobachtet [Butterworth et al. 2009]. Dies betrifft bei
beiden Modellen den Verlust von Aktivitit, Verdnderungen im Tag-Nacht-Rhythmus,
Hypokinesie, Hyperammonémie, erhdhte Spiegel von Ammoniak und Glutamin im Gehirn,
sowie — bislang nur im Modell der PCA beobachtet — ein vermindertes Gedéchtnis- und
Lernvermdgen [Butterworth et al. 2009]. Bei den portocaval anastomosierten Ratten wurde
die verdnderte thalamokortikale Neurotransmission, welche zu Hypokinesie und
beeintrichtigtem Lernvermogen fiihrte, durch erhohte extrazellulire Glutamatspiegel
vermittelt. Eine pharmakologische Hemmung der zerebralen Prostanoidsynthese durch
Ibuprofen bewirkte nicht nur eine Normalisierung der extrazelluldren Glutamatspiegel,
sondern verhinderte auch die Beeintrichtigung kognitiver Funktionen in den portocaval
anastomosierten Ratten [Cauli et al. 2006 u. 2007 u. 2009b]. Es wurde daher vermutet,
dass eine pharmakologische Hemmung von Cyclooxygenasen (COX) bei HE therapeutisch
bedeutsam sein konnte. Da die HE eng vergesellschaftet ist mit einer erhohten Inzidenz fiir
Nierenkomplikationen (hepatorenales Syndrom), ist eine Therapie mit COX-Hemmstoffen
kontraindiziert [Ben Chaabane et al. 2011]. Dariiber hinaus induziert Ammoniak ecine
prostanoidabhéngige Exozytose von Glutamat aus kultivierten Astrozyten. Diese

Glutamatfreisetzung ist wiederum eng assoziiert mit der Bildung von reaktiven Sauerstoff-
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und Stickstoffspezies (ROS und RNS), welche zu einer Oxidation von RNA fiithren [Gorg
et al. 2008 u. 2010a].

Neben einer vermehrten Freisetzung fiihrt auch eine verminderte Clearance zu einer
Storung der Glutamathomdoostase. Die Clearance extrazelluldrer Glutamatspiegel wird
iiberwiegend durch die glialen Glutamattransporter Glt-1 und GLAST bewerkstelligt
[Rothstein et al. 1996] und Storungen der Expression sind assoziiert mit einigen
zentralnervésen Erkrankungen wie z. B. zerebraler Ischdmie, Amyotropher Lateral-
sklerose, Morbus Alzheimer, Epilepsie und traumatischen Hirnschédden [Rothstein et al.
1996, Danbolt 2001]. Ammoniak konnte dafiir verantwortlich sein, dass nicht nur die
synaptische Glutamat-Expression sondern auch die Glutamat-Clearance gestort wird.
Studien zeigen, dass er die Glutamattransporteraktivitdt in Astrozyten senkt [Suarez et al.
2000, Michalak ef al. 1997]. Studien an kultivierten Astrozyten in vitro und HE-relevanten
Tiermodellen in vivo unterstiitzen die Auffassung, dass eine gestorte zerebrale
Glutamathomdostase  pathophysiologisch relevant ist fiir die Genese der HE
[Hermenegildo et al. 1996, Knecht et al. 1997, Suarez et al. 2000, Rose 2007]. In vielen
Arbeiten wurde eine enge Beziehung zwischen Ammoniakintoxikation, Astrozyten-
schwellung und oxidativem Stress gezeigt, in der Glutamat eine bedeutsame Rolle in
einem sich selbst verstirkenden Mechanismus zwischen oxidativem und osmotischem
Stress zukommt [Héussinger et al. 2010, Schliess et al. 2002 u. 2004, Gorg et al. 2010a].

Astrozyten stellen die Mehrheit der Gliazellen im ZNS dar und erfiillen eine
wichtige Funktion beim Aufbau der Blut-Hirn-Schranke [Abbot 2002]. Zudem spielen sie
eine Schliisselrolle bei der Ammoniakentgiftung im Gehirn, da sie im ZNS nahezu alleinig
die Glutamin-Synthetase exprimieren [Norenberg et al. 1979]. Im Hirn anfallender
Ammoniak wird von der Glutamin-Synthetase zu Glutamin metabolisiert, welches im
Astrozyten akkumuliert und dadurch eine Zellschwellung herbeifiihrt [Brusilow et al.
2010, Mardini ef al. 2011]. Die Glutamin-vermittelte Astrozytenschwellung wird begleitet
von einer volumenregulatorischen Freisetzung organischer Osmolyte [H&iussinger et al.
1994]. Unter dem Einfluss weiterer schwellungsvermittelnder HE-auslosender Faktoren
kann es dann zu einer Erschopfung des volumenregulatorischen Potentials der Astrozyten

kommen (Abb. 1) [Haussinger et al. 2007 u. 2008].
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Abb. 1. Faktoren, welche eine hepatische Enzephalopathie prizipitieren nach Haussinger et al. 2008. Die HE
wird durch eine heterogene Gruppe von Faktoren prézipitiert. Ein integratives Element aller Faktoren ist, dass sie eine
Astrozytenschwellung und oxidativen Stress in Astrozyten auslosen. Wihrend einige Faktoren den Ammoniakspiegel
erhdhen, wie z. B. gastrointestinale Blutungen oder exzessive Proteinzufuhr, bewirken andere eine Stdrung der
Osmolythomdostase, wie z. B. Diuretika oder eine Azidose.

1.4 Astrozytenschwellung und oxidativer Stress bei hepatischer Enzephalopathie

Die erstmals von Héussinger aufgestellte ,,Swelling-Hypothese“, die inzwischen
international anerkannt ist, integriert die Wirkung einer heterogenen Gruppe von HE-
auslosenden Faktoren auf Ebene der Induktion einer Zellschwellung. Hierbei kommt es in

einem sich selbst verstirkenden Kreislauf zwischen osmotischem und oxidativem/
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nitrosativem Stress zur Aktivierung verschiedener Signalkaskaden (Abb. 2). In der Folge
wird die Astrozytenfunktion auf verschiedenen Ebenen beeintrdchtigt, z. B. durch
kovalente Modifikation von Proteinen und RNA, Verdnderung von Signalkaskaden und
Genexpressionsmuster. Die Gesamtheit dieser Mechanismen bewirkt eine Stérung
neuronaler Funktionsabldaufe, welche sich schlieSlich in der neuropsychiatrischen
Symptomatik der hepatischen Enzephalopathie manifestieren [Héussinger et al. 2007 u.
2008].

\Lparavare (Eenuptizepie,

Astrozyt

Abb. 2. Astrozytenschwellung und Bildung von reaktiven Stick- und Sauerstoffspezies bedingen und
verstirken sich gegenseitig (,Swelling-Hypothese zur hepatischen Enzephalopathie“ nach
Hiussinger ef al. 2008). Die Wirkung verschiedener HE-auslosender Faktoren konvergiert auf der Ebene
einer Zellschwellung und der Induktion von oxidativem Stress. In der Folge werden glioneuronale
Kommunikation und synaptischen Plastizitdt beeintréchtigt und oszillatorische Netzwerke gestort.

ROS: reaktive Sauerstoffspezies; RNS: reaktive Stickstoffspezies; PBR: peripherer Benzodiazepinrezeptor
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1.5 Protein-Tyrosin-Nitrierung und RNA-Oxidation bei hepatischer Enzephalopathie

ROS/RNS konnen Proteine posttranslational [Gorg et al. 2010b] und Nukleinsduren
posttranskriptionell modifizieren [Kong et al. 2010]. Eine Moglichkeit, wie Proteine
modifiziert werden konnen, stellt die Protein-Tyrosin-Nitrierung dar (Abb. 3)
[Ischiropoulos 2003]. Eine prinzipielle funktionale Konsequenz dieser Proteinmodifikation
kann jedoch nicht abgeleitet werden. Es wurden sowohl gesteigerte Enzymaktivititen und
erhohte Rezeptor-Liganden-Bindungsaffinititen beschrieben, wie auch eine Verminderung
dieser. In einigen Fillen konnte auBerdem keine funktionale Bedeutung der Protein-
Tyrosin-Nitrierung (PTN) nachgewiesen werden [Savvides et al. 2002, Ji et al. 2006,
Ischiropoulos 2009, Gole et al. 2000]. Einige Studien deuten auf eine Reversibilitit der
PTN hin [Gow et al. 1996] und legen dieser eine Rolle bei Signalkaskaden @hnlich einer
Phosphorylierung nahe [Gow et al. 1996, Greenacre et al. 2001]. Allgemein akzeptiert ist
die Auffassung, dass Peroxinitrit ein Hauptmediator der Tyrosinnitrierung ist
[Ischiropoulos 2003 u. 2009, Savvides et al. 2002, Ji et al. 2006, Gole et al. 2000, Gow et
al. 1996, Greenacre et al. 2001]. Daneben wurden enzymatische Nitrierungsreaktionen
beschrieben. Diskutiert werden Myeloperoxidase (MPO) und moglicherweise weitere
Héamoproteine, welche Tyrosin als Substrat verwenden [Ischiropoulos 1998].

In Zellkulturexerimenten an isolierten Rattenastrozyten und im Rattenhirn in vivo
konnte gezeigt werden, dass eine PTN durch HE prézipitierende Faktoren ausgeldst

werden kann [Schliess ef al. 2002 u. 2004, Gorg et al. 2006, Haussinger et al. 2005].

NH," NH;"
COO- CO0-
NO,
OH OH
Tvrosin Nitrotvrosin

Abb. 3. Nitrierung von Tyrosin zu 3’Nitrotyrosin unter dem Einfluss von reaktiven Sauerstoff-/
Stickstoffspezies (ROS / RNS). Bei dieser elektrophilen aromatischen Substitutionsreaktion ersetzt die
Nitrogruppe das Proton an der 3’ Position des Phenolrings von L-Tyrosin.
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ROS und RNS konnen auch RNA-Spezies posttranskriptionell oxidieren (Abb. 4)
[Gorg et al. 2008]. RNA ist vulnerabler gegeniiber einer Oxidation verglichen mit DNA,
da sie nicht durch Hitzeschock-Proteine und Histone geschiitzt wird. RNA liegt in der
Zelle auerdem einzelstringig vor und wird im Zytosol exprimiert, wo sie fiir Radikale
besser zugdnglich ist [Hofer ef al. 2006]. Konsequenzen der RNA-Oxidation konnen eine
gestorte Translation und eine Beeintrachtigung der Proteinsynthese sein, die zum
Zelluntergang fiilhren kann. RNA-Oxidation scheint in der Frithphase bei
neurodegenerativen Erkrankungen eine Rolle zu spielen und wurde u. a. bei Alzheimer,
Parkinson, Amyotropher Lateralsklerose, Epilepsie und kiirzlich auch im Gehirn von
Patienten mit hepatischer Enzephalopathie beschrieben [Gorg ef al. 2010b, Kong et al.
2010].

Vermehrte RNA-Oxidation wurde auch in zerebrokortikalen Neuronen akut
ammoniakintoxikierter Ratten festgestellt. In diesem Zusammenhang wurde vermutet, dass
die RNA-Oxidation in Neuronen die aktivititsabhingige Proteinsynthese, welche fiir
synaptische Plastizitdt essentiell ist, storen konnte [Gorg ef al. 2008]. Es wurde daher die
Hypothese aufgestellt, dass eine RNA-Oxidation-vermittelte Storung synaptischer

Plastizitdt den neurologischen Symptomen bei HE zugrunde liegen konnte.

0] O

NH N NH
HO ] A HO OHO </N |N¢LNH2

OH [OH OH[OHJ

(dYGuanosin 8-OH(dYGuanosin

Abb. 4. Oxidation von (d)Guanosin zu 8-OH(d)Guanosin unter dem Einfluss reaktiver Sauerstoff- /
Stickstoffspezies (ROS / RNS). Bei dieser nukleophilen Additionsreaktion wird an 8 Position des Guanin-
Heterocylus’ eine Hydroxygruppe hinzugefiigt (Hydroxylierung).
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1.6 Prostanoidsynthesehemmung und hepatische Enzephalopathie

Viele Arbeiten haben sich mit der Bedeutung von Prostanoiden bei der Pathogenese
der hepatischen Enzephalopathie beschéftigt. Dabei wurde den vasodilatatorischen und
inflammatorischen Eigenschaften dieser Verbindungen eine Rolle in der Pathogenese der
HE beigemessen [Jiang et al. 2009, Chang et al. 2011]. So wurde im frontalen Kortex in
HE Tiermodellen eine erhdhte Expression der pro-inflammatorischen Zytokine I1-18, 11-6
und TNF-a gemessen [Jiang et al. 2009]. Diese Erkenntnisse fiihrten zu Studien mit der
Zielsetzung, die Hemmung der COX-vermittelten Prostanoidsynthese im Hinblick auf ihre
Auswirkung auf die hepatische Enzephalopathie zu untersuchen. Die Verwendung von
unspezifischen =~ COX-Inhibitoren wie Ibuprofen oder Indomethazin brachte
unterschiedliche Resultate bei verschiedenen HE Tiermodellen: nach Anlage einer PCA in
der Ratte wurde eine signifikante Verbesserung einer HE-assozierten Symptomatik erzielt
[Cauli et al. 2009b], bei gallengangsligierten Ratten ergab sich hingegen kein
verbessernder Effekt [Chan et al. 2006], wohingegen Ratten im durch Thioazetamid
induzierten fulminanten Leberversagen eine Verschlimmerung des Leberschadens und der
HE erlitten [Chu et al. 2005]. In letztgenanntem Modell zeigte eine selektive Hemmung
der COX1-Isoform wiederum einen vorteilhaften Effekt in Bezug auf Uberleben und die
hepatische Enzephalopathie [Chang ef al. 2011]. Vergleichbare Studien zum Modell der

portalvendsen Ligatur liegen bislang nicht vor.

1.7 Neuroinflammation bei hepatischer Enzephalopathie

Neben Astrozyten [Gorg et al. 2010a] reprisentiert auch aktivierte Mikroglia im
ZNS eine bedeutende Quelle fiir Prostaglandine und pro-inflammatorische Zytokine. Eine
Mikrogliaaktivierung im ZNS wurde bei Ratten im akuten Leberversagen, herbeigefiihrt
durch Leberarterienligatur, sowie bei gallengangsligierten Ratten nachgewiesen [Jiang et
al. 2009, Rodrigo et al. 2010]. Neuere Untersuchungen an Mikrogliakulturen, mit
ammoniumazetatbelasteten  Ratten und an  postmortem  Hirnbiopsien  von
Leberzirrhosepatienten mit HE zeigten, dass Ammoniak an sich schon eine Aktivierung
von Mikroglia induzieren kann. Die aktivierte Mikroglia produzierte aber keine

inflammatorischen Komponenten, wie z. B. pro-inflammatorische Zytokine, Prostanoide
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und zeigte auch keine verstiarkte Phagozytose. Dies ldsst vermuten, dass Ammoniak nicht
zur Ausbildung eines ,reaktiven” Mikroglia-Phénotyps beitrdgt. Auch im Gehirn akut
ammoniakbelasteter Ratten und von Patienten mit HE konnten keine erhdhten
Zytokinspiegel gefunden werden [Zemtsova et al. 2011].

Zwischen den verschiedenen Tiermodellen wurden inkonsistente Befunde
publiziert: Ratten nach Leberarterienligatur im akuten Leberversagen zeigten erhohte
Konzentrationen pro-inflammatorischer Zytokine im zerebralen Cortex [Jiang et al. 2009].
Im zerebralen Cortex portocaval anastomosierter Ratten wurde eine erhohte I1-6-
Konzentration sowie COX- und iNOS-Aktivitit bei unverdnderter TNF-o-Konzentration
gemessen [Cauli et al. 2007]. Im Modell der gallengangsligierten Ratte fanden sich erhohte
Level von II-1B, iNOS und Prostaglandin E2 [Rodrigo et al. 2010]. Akut ammoniak-
belastete Ratten wiesen unverdnderte Mikrogliaaktivierungsmarker und keine gesteigerte
Expression von iNOS-, COX-2- und pro-inflammatorischer Zytokin-mRNA auf [Zemtsova
et al. 2011]. Bei Patienten mit HE konnte eine Mikrogliaaktivierung nachgewiesen werden,
aber keine erhohte zerebrokortikale Expression pro-inflammatorischer Zytokin-mRNA und
Proteine [Zemtsova et al. 2011]. Bislang liegen keine Daten zum Modell der portalvendsen
Ligatur vor.

Die Verwendung der Begriffe ,,Mikrogliaaktivierung® und ,,Neuroinflammation* ist
nicht ganz unproblematisch, da in der Literatur keine einheitliche und allgemeingiiltige
Definition etabliert ist. So wird beispielsweise postuliert, dass Mikroglia immer ak#iv sind
und eine Uberwachungsfunktion im ZNS erfiillen. Als Folge unterschiedlicher Stimuli
jedoch kann sie aktiviert zu erhohter Wachsamkeit in verschiedener Auspragung sowohl

neuroprotektiv als auch neurodegenerativ wirken [Kettenmann et al. 2011].

1.8 Zielsetzung der Arbeit

Ziel der vorliegenden Arbeit war es, den Einfluss einer partiellen portalvendsen
Ligatur in der Ratte in vivo auf die zerebrale Bildung von oxidativem Stress und die
Lokomotorik zu tliberpriifen.

Es sollte untersucht werden, ob eine Mikrogliaaktivierung und eine zerebrale
Bildung pro-inflammatorischer Faktoren wie Zytokine und Prostanoide in diese Prozesse

involviert sind.
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2. Material und Methoden

2.1 Materialien, Substanzen und Losungen

Primérantikdrper

8-Hydroxyguanosin (8-OH(d)G), monoklonal

B-Aktin, monoklonal

CD68, monoklonal

glialer Glutamat-Transporter

(Glt-1), polyklonal
Glutamat-Aspartat-Transporter
(GLAST), polyklonal
Glyzeraldehyd-3-Phosphat-
Dehydrogenase (GAPDH), monoklonal
induzierbare Stickstoffmonoxidsynthase

(iNOS), polyklonal

Iba-1, polykonal

Isolektin B-4 (IB-4) aus Banderia simplicifolia

MHC-Klasse II, monoklonal

neuronentypische Stickstoffmonoxidsynthase

(nNOS), polyklonal

Nitrotyrosin (NO,Tyr), monoklonal

Wisteria floribunda Agglutinin

QED Biosciences, San Diego, CA,
USA

Abcam, Cambridge, UK

Abcam, Cambridge, UK

Merck, Bad Soden, Deutschland

Tocris-Bioscience, Ellisville, USA

Biodesign International, Saco, USA

BD Biosciences, Heidelberg,
Deutschland

WAKO Chemicals, Neuss,
Deutschland

Sigma-Aldrich, Deisenhofen,
Deutschland

ADbD Serotec, Diisseldorf, Deutschland

grofziigiges Geschenk von Dr. Bernd
Mayer (Institut fiir Pharmakologie und
Toxikologie, Graz, Osterreich)
[Referenz: Gorg et al. 2006]

Upstate Biotechnology, Millipore,
Schwalbach, Deutschland
Sigma-Aldrich, Deisenhofen,
Deutschland
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Sekundéarantikorper

Fluorochrom-gekoppelte Zweitantikorper

HRPOD-Anti Kaninchen Zweitantikdrper

HRPOD-Anti Maus Zweitantikorper

Chemische Substanzen

Indo EDO (Indomethazin)

Isofluran

Isotone NaCl-Losung 0,9%
Liquemin N (Heparin-Natrium)

Nacoren (Pentobarbital-Natrium)

Rimadyl (Carprofen)

Feinchemikalien

Ammonium-Azetat

Bradford Protein Assay
BSA
Formaldehyd

H202
IFN-y

1-1p
LPS

Proteaseinhibitoren

QuantiTect reverse Transkription Kit

Quant-iT RiboGreen RNA Assay Kit

RNeasy mini Kits

TNF-a, human, rekombinant

Jackson Corp., West Grove, USA
DAKO, Hamburg, Deutschland
BioRad, Miinchen, Deutschland

Chauvin-ankerpharm, Berlin,
Deutschland

Baxter, UnterschleiBheim,
Deutschland

B. Braun, Melsungen, Deutschland
Hoffmann-La Roche AG, Basel,
Schweiz

Merial GmbH, Hallbergmoos,
Deutschland

Pfitzer, Berlin, Deutschland

Sigma-Aldrich, Taufkirchen,
Deutschland

BioRad, Miinchen, Deutschland
PAA-Laboratories, Linz, Osterreich
Sigma-Aldrich, Taufkirchen,
Deutschland

Sigma, Taufkirchen, Deutschland
BioSource International, Camarillo,
USA

Roche, Mannheim, Deutschland
Sigma, Taufkirchen, Deutschland
Roche, Mannheim, Deutschland
Qiagen, Hilden, Deutschland
Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland
Qiagen, Hilden, Deutschland
Roche, Mannheim, Deutschland
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Triton-X-100 Merck, Darmstadt, Deutschland

Western-Lightning™ Chemilumineszenz

Reagens Plus PerkinElmer, Waltham, USA
Ziegenserum (NGS) Dianova, Hamburg, Deutschland
2.2 Tiere

Alle Experimente wurden an minnlichen Wistar-Ratten mit einem
durchschnittlichen Korpergewicht von 160 g durchgefiihrt. Die Ratten wurden individuell
gehalten bei freiem Zugang zu Futter und Wasser ad libitum und einem 12 h Lichtzyklus
(06.00 Uhr bis 18.00 Uhr MEZ) sowie kontrollierter Atmosphdre. Vier Tiergruppen
wurden gebildet: 15 scheinoperierte Tiere (Sham) und 11 partiell portalvends ligierte
(PVL) Ratten, sowie sieben scheinoperierte Ratten, welche eine tégliche subkutane
Indomethazin-Injektion (2,5 mg/kg KG, Indo EDO) erhielten und sieben partiell
portalvends ligierte Tiere welche eine tdgliche subkutane Indomethazin-Injektion erhielten.
Die Indomethazin-Behandlung wurde am Operationstag begonnen (5 Stunden nach OP).
Die an Kontrollen verabreichte wirkstofffreie Tragerlosung zeigte keinerlei Effekt.

Alle unternommen Experimente an Versuchstieren erhielten die nach §8 Absatz 1
Tierschutzgesetz erforderliche = Genehmigung (Aktenzeichen 9.93.2.10.34.07.306,
Landesamt fiir Natur, Umwelt und Verbraucherschutz, Nordrhein-Westfalen).

Die erforderliche Versuchstierkunde wurde durch die Teilnahme an einem von der
Gesellschaft fiir Versuchstierkunde zertifizierten Kurs der Kategorie B nach den
Empfehlungen der Federation of European Laboratory Animal Science Associations

erworben.

2.3 Verabreichung von Indomethazin

Die Wirkung von Indomethazin auf die lokomotorische Aktivitdt portocaval
anastomosierter Ratten (PCA) wurde bereits bei Ahboucha et al. 2008 beschrieben. In
dieser Arbeit wurde Indomethazin in physiologischer Kochsalzlosung geldst und einmalig
zwei Stunden vor Messung der lokomotorischen Aktivitit in verschiedenen

Konzentrationen intraperitoneal injiziert. Eine Dosierung von 5 mg/kg KG konnte die
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durch PCA induzierte Storung lokomotorischer Aktivitit autheben. Der Reinstoff
Indomethazin per se ist nahezu wasserunloslich im Gegensatz zum neu zusammen-
gesetztem Indomethazinnatriumtrihydrat. Dieses wurde jedoch in der vorliegenden Arbeit
nicht verwendet, da es in der bendtigten Gesamtmenge duflerst kostenintensiv und schwer
beschaffbar war. Alternativ wurde das subkutan verabreichbare Indo EDO Fliissigprédparat
der Firma Chauvin-ankerpharm verwendet, das eine exakte Dosierung ermoglichte.

Die Verwendung einer Indomethazinmenge von 5 mg/kg KG pro Tag iiber einen
Zeitraum von 2 Wochen fiihrte bei insgesamt 42% der mit Indomethazin behandelten Tiere
zum Tode (15 von 36). Die Sterblichkeit innerhalb der portalvends ligierten Gruppe lag bei
52% vs. 27% in der Gruppe der Indomethazin behandelten, scheinoperierten Tiere. Bei
allen vorzeitig verstorbenen Tieren wurde eine Obduktion durchgefiihrt, bei der Anzeichen
fiir eine bakterielle Peritonitis verursacht durch Perforation des Gastrointestinaltraktes
gefunden wurden. Daher wurde eine Dosis von 2,5 mg/kg KG verabreicht, bei der kein

Tier vorzeitig an einer Peritonitis verstarb.

2.4 Einstellung einer akuten Hyperammoniimie in vivo

Die Belastung von ménnlichen Wistar-Ratten (250-300g) mit Ammonium-Azetat
(NH4Ac) erfolgte durch intraperitoneale Injektion einer einzelnen Dosis in einer
Konzentration von 4,5mmol/kg Korpergewicht. Nach ca. 10-15 min. fielen die Tiere in ein
transientes Koma (Bewusstseinsverlust und Bewegungslosigkeit, keine Reflexe auf
akustische oder optische Reize) aus dem sie nach weiteren 15-30 min. wieder erwachten.
Den Kontrollen wurde physiologische Kochsalzlosung appliziert. Nach 1h, 6h oder 24h
wurden die Tiere mit Pentobarbital (50mg/kg, Nacoren) narkotisiert. Blutzellen wurden
durch transkardiale Perfusion mit 20ml einer physiologischen Kochsalzlosung, die 10.000
IE/l Heparin (Liquemin N) enthielt, entfernt. Nachfolgend wurde mit 100ml einer physio-
logischen Kochsalzlosung, der 20% Sucrose als Gefrierschutz zugesetzt wurde,
perfundiert. Fiir die Proteinextraktion wurden die Hirne rasch entnommen, parzelliert und
in fliissigem Stickstoff schockgefroren. Im anderen Experiment wurden die Gehirne mit
Zamboni-Fixativ (Bidmon et al. 2001) perfundiert und nachtréglich erneut in Zamboni-

Fixativ fir 24h bei 4°C unter konstantem Schiitteln fixiert.
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2.5 Verabreichung von LPS in vivo

Fiir die akute in vivo LPS-Reizung wurde ménnlichen Wistar-Ratten (200-250g)
LPS intraperitoneal in einer Konzentration von 4mg/kg Korpergewicht in 0.9%
Kochsalzlosung injiziert. Nach Perfusion wie bei der Einstellung einer akuten
Hyperammondmie wurde die Milz entnommen und fiir Western-Blot Analysen

aufgearbeitet (s. u.).

2.6 Operationstechnik und Probengewinnung

Operiert wurde unter strikt aseptischen Bedingungen. Die Tiere wurden mittels
eines Narkosegerites (,,Sulla 808V*, Dréger, Liibeck, Deutschland) anisthesiert und
beatmet, welches einen kontinuierlichen Fluss von Isofluran/O; (2%/98%) gewihrleistet,
der tiiber eine Masken-Absaug-Vorrichtung fiir Nagetiere (Volker, Kaltenkirchen,
Deutschland) appliziert wurde. Das Abdomen wurde iiber eine Mittellinieninzision erdffnet
und anschlieBend wurden 125 IE Heparin (Liquemin N) intraperitoneal injiziert. Danach
wurde nach Dislokation des Magen-Darm-Traktes nach extrakorporal die Pfortader isoliert.
In der scheinoperierten Tierversuchsgruppe wurde diese dann voriibergehend fiir 60
Sekunden abgeklemmt. Fiir die Pfortaderligatur wurde ein steriler 2-0 Seidenfaden um die
Pfortader gelegt und mit einem parallel zum Gefa3 platzierten 20G-Mandrin (B. Braun,
Melsungen, Deutschland) dazwischen verknotet. AnschlieBend wurde der Mandrin
vorsichtig entfernt und somit eine definierte Pfortaderstenose etabliert. Zur postoperativen
Analgesie wurde nun Carprofen (Img/kg KG, Rimadyl) intraperitoneal appliziert und
anschliefend das Abdomen nach Re-Lokation der Eingeweide mittels einer getrennten
Peritoneum/Muskulatur- sowie Hautnaht (2-0 Vicryl, Ethicon, Johnson & Johnson,
Norderstedt, Deutschland) verschlossenen. 16 Tage nach der Operation wurden die Ratten
mit Pentobarbital (50 mg/kg KG, Nacoren) betdubt und transkardial mit 100 ml
physiologischer Kochsalzlosung (NaCl 0,9%), welche zusitzlich Heparin (10.000 IE/L,
Liquemin N) enthielt, perfundiert, um jegliche Blutbestandteile zu eliminieren. Leber und
Milz wurden entnommen und gewogen. Das Gehirn wurde entnommen und von einer
Hemisphire der Hirnkortex abpripariert und fiir weitere Protein- und RNA-Analysen

asserviert. Die andere Hemisphire wurde fiir die Immunhistochemie weiterprozessiert.
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2.7 Erfassung der lokomotorischen Aktivitit

Zwei Wochen nach operativer Behandlung wurden die Tiere in computer-
kontrollierte Kifige (Typ 4) tiberfiihrt, die mit einem Lichtschrankensystem ausgestattet
waren (Actimot-System, TSE-Systems, Bad Homburg, Deutschland). Nach einer

Adaptationsphase an die neue Umgebung wurden fiir 24h Messdaten erfasst.

2.8 Bestimmung des Blutammoniakspiegels

Der Blutammoniakspiegel wurde innerhalb von 3 Minuten in Blutproben aus dem
rechten Herzventrikel bestimmt. Hierzu wurde der Ammonia Checker II (Daiichi Kagaku
Co. Ltd., Kyoto, Japan, vertrieben durch die Nobis Labordiagnostica GmbH, Endingen,
Deutschland) verwendet. Der Funktionszustand des Ammonia Checkers wurde mittels
Ammonia Checker II Teststreifen (ARKRAY Europe BV, Amstelveen, Niederlande,
vertrieben durch die A. Menarini Diagnostics GmbH, Berlin, Deutschland) und die
Ammonia Checker Kontrolllosung (Hitado Diagnostic System, Mdhnesee, Deutschland)

iiberpriift.

2.9 Western-Blot Analyse

Das Gewebe wurde gelost und mittels Stabhomogenisator (Ultra-Turrax) bei 4°C
unter Benutzung von 10mmol/l Tris-HCI Puffer (pH 7,4) aufgeschlossen. Der Puffer setzte
sich aus 1% Triton X-100, 140mmol/l NaCl, 1mmol/l EDTA, 1mmol/l EGTA, 10mmol/l
NaF, 10mmol/l Na-Pyrophosphat, Immol/l Sodium-Vanadat, 20mmol/l B-Glyzerophosphat
und Proteaseinhibitor zusammen. Die homogenisierten Lysate wurden fiir 20 min. bei
20.000g und 4°C abzentrifugiert. Der Uberstand wurde fiir weitere Analysen verwendet.
Die Proteinkonzentration wurde unter Verwendung des BioRad Protein-Assays ermittelt,
nachdem die Proteinlysate so verdiinnt wurden, dass die Messung der Proteinexpression im
linearen Bereich der Bradford-Reaktion erfolgen konnte. Fiir die SDS-Gelelektrophorese
und Western-Blot Analyse wurden jeweils gleiche Mengen an Protein der einzelnen
Proben (zwischen 80-100ug) verwendet. Vor Verwendung wurden die Proteinproben mit

gleichem Volumen an 2x SDS-Auftragspuffer (Tris/HCI pH 6,8, 220mmol/l; EDTA
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22,5mmol/l; SDS 9%; Glyzerin 40%; Bromphenolblau 0,125 %; DTT 200mmol/l) versetzt
und 5 min. bei 95°C denaturiert. Die gelelektrophoretische Auftrennung der Proteine
erfolgte in Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamidgelen mit Trenngelen unterschiedlicher
PAA-Konzentrationen (7,5-12%). Dabei kamen Elektrophoresesysteme unterschiedlicher
Hersteller zum Einsatz (Sigma, Taufkirchen, Deutschland; Biometra GmbH, Gottingen,
Deutschland; Eigenanfertigung). Das Einlaufen der Proben in das Sammelgel erfolgte bei
160 V, das Auftrennen der Proteine bei 200-240 V. Die Elektrophorese dauerte zwischen
2-6h. Als Proteinstandard wurde der Precision Plus Protein Standard (BioRad, Miinchen,
Deutschland) verwendet. Nach elektrophoretischer Auftrennung wurden die Gele in
Transferpuffer (39mmol/l Glyzin, 48mmol/l Tris/HCI, 0.03% SDS, 20% Methanol)
aquilibriert und anschlieBend nach dem Semidryblotting Prinzip in einer Elektroblotting-
Kammer (Pharmacia, Freiburg, Deutschland) auf Nitrozellulose-Membran (Schleicher-
Schuell, Dassel, Deutschland) geblottet. Dabei wurden jeweils mindestens drei Lagen
Whatman-Papier (Schleicher-Schuell, Dassel, Deutschland) auf den Graphitelektroden
oberhalb und unterhalb des Gels angebracht und dazwischen das Gel auf der Nitrozellulose
positioniert. Das Blottingverfahren wurde fiir 2h bei mind. 0,8mA/cm® Gelfliche in mit
Blottingpuffer angefeuchteten Whatman-Papier und Nitrozellulose durchgefiihrt. Fiir die
Immundetektion wurde die Membran mit 5% BSA in TBS-T (Tris 20mmol/l, pH 7,5, NaCl
150mmol/l, Tween-20, 0,1%) fiir mindestens 1h abgeséttigt. Die Inkubation der Membran
mit dem priméiren Antikdrper erfolgte in einer Verdiinnung von 1:1.000-1:5.000 in 5%
BSA fiir 2h bei 4°C. Nach dreimaligem Waschen mit TBS-T wurde die Membran unter
den gleichen Bedingungen mit einem HRPOD gekoppeltem Zweitantikdrper in einer
Verdiinnung zwischen 1:10.000 in TBS-T inkubiert. Nach Entfernen des ungebundenen
Zweitantikorpers durch mehrmaliges Waschen mit TBS-T erfolgte die Detektion der
Immunkomplexe mit Hilfe von Western-Lightning' " Chemilumineszenz Reagens Plus auf

der Kodak Image Station 4000MM.

2.10 Northwestern-Blot Analyse

Die Gesamt-RNA aus den Gewebeproben des zerebralen Kortex wurde unter
Verwendung des RNeasy mini Kits nach Herstellerangaben isoliert. Die aufgereinigte
RNA wurde mit dem Quant-iT RiboGreen RNA Assay Kit und einem Spektroflourimeter

(Ascent FL, Thermo Electron Cooperation, Vantaa, Finnland) flourimetrisch quantifiziert.
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Die RNA Oxidation wurde mittels Northwestern-Blot weitergehend analysiert. Dazu
wurden formaldehydhaltige (2%) Agarosegele (0,8%) mit Spg der isolierten RNA beladen.
Nach der Elektrophorese wurde die RNA per kapillirem Transfer iiber Nacht auf eine
Nitrozellulosemembran (Schleicher & Schuell, Deutschland) iibertragen. Dazu wurde das
Gel fiir 15 min. in frisch zubereitetem 50mmol/l NaOH getrinkt, anschlieBend fiir 5 min.
in DEPC-behandeltem Wasser gewaschen, bevor es dann fiir 45 min. in
Ubertragungspuffer 20xSSC (3mol/l NaCl, 0,3mol/l Natriumcitrat, pH 7,0) inkubiert
wurde. Nach abgeschlossenem Transfer wurde die Membran fiir eine Stunde bei 70°C
erhitzt. Zur Detektion von 8-OH(d)G wurde die Membran zunéchst in 5% Rinderserum-
albumin (BSA), welches in 20mol/l Tris-HCL pH 7,5 (enthdlt 150mmol/l NaCl und 0,1%
Tween 20) gelost wurde, geblockt und dann fiir 2h mit dem Anti-8OH(d)G-Antikdrper
(1:5.000) bei Raumtemperatur inkubiert. Nach Waschung und erneuter Inkubation mit
meerrettichperoxidasegebundenem Anti-Maus-Immunglobulin G Antikérper in 1:10.000
Verdiinnung fiir 2h bei Raumtemperatur, wurde der Blot erneut gewaschen und mittels

Western-Lightning™ Chemiluminesenz Reagens Plus entwickelt.

2.11 Densitometrische Auswertung

Die digitale Bilderfassung und densitometrische Analyse wurde mit der Kodak
Image Station 4000MM und der Kodak MI Software (v.4.0.3) durchgefiihrt. Die
Expression der Glyzeraldehyd-3-Phosphat-Dehydrogenase (GAPDH) wurde als

Beladungskontrolle und zur Normierung der Werte verwendet.

2.12 Immunhistochemie

Die Hellfeld-Mikroskopie wurde mit dem Cell Observer-Z1 (Carl Zeiss AG,
Oberkochen, Deutschland) durchgefiihrt. Mit Zambonifixativ behandelte Hirne (Bidmon et
al. 2001; 4% Paraformaldehyd und 15% Picrinsdure in Phosphatpuffer (pH 7,4).) wurden
zundchst in 20% Saccharose in phosphatgepufferter Kochsalzlosung (PBS, 24h, 4°C)
eingelegt und anschlieBend nach Einfrieren auf Trockeneis mit einem Kryotom auf 50um

Dicke geschnitten. Die Kryoschnitte wurden dreimal mit PBS gewaschen und endogene
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Peroxidasen durch Inkubation der Schnitte mit 3% H,O, in PBS fiir 20 min. blockiert. Die
frei flottierenden 50um dicken Schnitte wurden viermal mit PBS gespiilt, mit 0,1%
Triton X-100 und 10% Ziegenserum in PBS fiir 1h geblockt und dann mit dem
polyklonalen Anti-Iba-1-Antikorper (48h bei 4°C in Verdiinnung 1:200) fiir 48h bei 4°C
inkubiert oder Wisteria floribunda-HPRT gekoppelt. Nach erneutem viermaligem
Waschen wurden die Schnitte daraufthin mit dem floureszenzfarbstoffgekoppelten
Sekundér-Antikorper inkubiert (48h bei 4°C), danach erneut viermal mit PBS gewaschen,
anschliefend in Chromalaun-Gelatine getaucht, auf Objekttrager aufgezogen und mittels
Flouromount-G stabilisiert. Simtliche Antikorperinkubationen erfolgten in Gegenwart von
10% Ziegenserum. Alle Waschschritte wurden bei Raumtemperatur unter leichtem

Schiitteln durchgefiihrt.

2.13 Analyse der Zytokin-mRNA-Expression durch quantitative reverse
Transkription Polymerasekettenreaktion (Real-Time-PCR)

Gesamt-RNA wurde mit einem kommerziellen RNA-Extraktionskit (RNeasy Kit,
Qiagen, Hilden, Deutschland) isoliert. Die ¢cDNA wurde mit dem QuantiTect reverse
Transkription Kit gewonnen. Die Genexpressionslevel wurden mittels Real-Time-SYBR-
Green-PCR mit dem 7500 Real-time PCR System (Applied Biosystems, Foster City, CA,
USA) (Gorg et al. 2006) gemessen. Die Daten wurden in Duplikaten flir jedes Gen
erhoben. Die Mittelwerte der Ct-Werte des Zielgens wurden vom Mittelwert der Ct-Werte
des Housekeeping-Gens Hypoxanthin-Phosphoribosyltransferase (hprtl) fiir die jeweilige

Probe subtrahiert. Die nachfolgenden Real-Time-Primer wurden verwendet:

rat TNF-a-for, 5'- tgatcggtcccaacaaggag-3'; rat TNF-a-rev, 5'-tgatgagagggagcccattt-3;
rat I1-1b-for, 5'-agacagctgcactgcaggct -3'; rat I1-1b-rev, 5'-cagcacgaggcatttttgtt-3';
rat [1-6-for, 5'- agacttccagccagttgect-37; rat I1-6-rev, 5'-ggcagtggctgtcaacaaca-3”;

rat hprtl-for, 5'-tgctcgagatgtcatgaagga-3'; rat hprtl-rev, 5'-cagagggccacaatgtgatg-3'.
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2.14 Auswertung der Ergebnisse

Die Datenverarbeitung und statistische Analyse wurde mit Excel (Microsoft) und
Prism4 fiir Windows (Graph-Pad Software, La Jolla, USA) durchgefiihrt. Alle Werte sind
als Mittelwerte =+ Standardabweichung vom Mittelwert (SEM) angegeben. Die
beschriebenen Statistiken wurden mittels One- oder Two-Way Analysis of Variance
(ANOVA) erstellt gefolgt von Tukey’s oder Bonferroni post hoc Testung. Zur Beurteilung

der statistischen Bedeutsamkeit wurde ein Signifikanzniveau von p<0,05 zugrunde gelegt.
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3. Ergebnisse

3.1 Einfluss einer portalvenosen Ligatur auf Blutammoniakkonzentration,

Korperwachstum, sowie Leber- und Milzgewicht

Um den Einfluss einer portalvendsen Ligatur (PVL) auf allgemeine Wachstums-
parameter, den Blutammoniakspiegel und unmittelbar dem portalvendsen System
angeschlossene Organe zu testen, wurden die periphere Blutammoniakkonzentration, die
absolute Korpergewichtszunahme nebst téglicher Futter- und Wasseraufnahme, sowie das
relative Leber- und Milzgewicht von ménnlichen Wistar-Ratten gemessen. Wie in
Tabelle 2 dargestellt erhoht die Anlage einer portalvendsen Ligatur nach 2 Wochen die
Blutammoniakkonzentration im peripheren Blut signifikant. Im Vergleich zu den
scheinoperierten Kontrollen (Sham) zeigten die PVL-Ratten eine signifikant verminderte
Korpergewichtszunahme am Ende des Beobachtungszeitraum (Tabelle 2). Die PVL-Tiere
zeigten gegeniiber den scheinoperierten Tieren ein deutlich vermindertes relatives, auf das
jeweilige Korpergewicht bezogenes, Lebergewicht sowie ein erhohtes relatives
Milzgewicht. (Tabelle 2). Mit Ausnahme des Parameters ,,relatives Lebergewicht™ war
kein anderer Parameter bei von PVL-Ratten verglichen mit scheinoperierten Ratten in den

unbehandelten und den indomethazinbehandelten Versuchsgruppen veréndert.

Tabelle 2. Effekt einer portalvendsen Ligatur und Indomethazinbehandlung auf den peripheren
Blutammoniakspiegel, die Korpergewichtszunahme, das relative Leber- und das relative Milzgewicht.
Scheinoperierte (Sham) und portalvends ligierte (PVL) Ratten wurden zwei Wochen nach der Operation
getotet und die Parameter Korpergewichtszunahme innerhalb von zwei Wochen, Leber- und Milzgewicht
sowie der Blutammoniakspiegel durch Abwiegen bzw. Konzentrationsmessung bestimmt. Zwei Gruppen
wurden téglich mit Indomethazin behandelt (Indo, 2,5 mg/kg KG).

*Statistisch signifikant gegeniiber den scheinoperierten Kontrollen.

“Statistisch signifikant gegeniiber indomethazinbehandelten, scheinoperierten Kontrollen.

Ammoniakspiegel Korpergewichts-  Lebergewicht Milzgewicht

im Blut (umol/1) zunahme (g) (% des Korpergewichts) (% des Korpergewichts)
Sham 30,9+5,2 81,8+2,6 4,3+0,1 0,32 +0,01
PVL 147,7+ 19,6 * 38,5+4,0* 3,5+0,2* 0,46+ 0,02 *
Sham + Indo 10,9 +2.3 84,7+4,4 4,0+3,7 0,25+ 0,01

PVL +Indo 142,4+26,5" 44.6+56" 3,7+0,1 0,51 +0,05"%
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Die Anlage einer PVL hatte keinen signifikanten Einfluss auf die Futter- und

Wasseraufnahme der Tiere (Tabelle 3).

Tabelle 3. Effekt einer portalvendsen Ligatur auf Futter- und Wasseraufnahme von
Wistar-Ratten. Scheinoperierte (Sham) und portalvends ligierte (PVL) Ratten wurden zwei
Wochen nach der Operation getdtet. Zwei Gruppen wurden tdglich mit Indomethazin
behandelt (Indo, 2,5 mg/kg KG). Die Parameter Futter- und Wasseraufnahme wurden durch
Abwiegen bestimmt und reprdsentieren Mittelwerte der téglichen Futter- und Wasser-
aufnahme wihrend eines Beobachtungszeitraumes von zwei Wochen.

n.s.: statistisch nicht signifikant gegeniiber scheinoperierten Kontrollen.

Futteraufnahme (g) Wasseraufnahme (ml)
Sham 46,4 £1,5 68,9 4,0
PVL 382+3,6" 72,0 +8,3 "
Sham + Indo 44,6 £ 1,0 73,1£29
PVL + Indo 38,6+24" 79,7 +4,3 "

3.2 Einfluss einer portalvenosen Ligatur auf die Expression von mit oxidativem Stress

assoziierten Proteinen und der Oxidation von RNA

Wie in Abb. 5A und C in Western-Blot Analysen erkennbar ist, zeigen PVL-Ratten
einen signifikanten Anstieg der Nitrierung spezifischer zerebrokortikaler Proteine mit
einem Molekulargewicht zwischen 15-75 kDa um das 1,4fache. Im Gegensatz dazu lief3
sich kein signifikanter Anstieg der PTN bei indomethazinbehandelten PVL-Ratten im
Vergleich zu scheinoperierten Kontrollen oder indomethazinbehandelten, scheinoperierten
Kontrollen (Sham) beobachten (Abb. 5B und C).

In Northwestern-Blot Analysen zeigte sich, dass der Level oxidierter RNA im
zerebralen Kortex von PVL-Ratten gegeniiber dem von scheinoperierten Kontrollen
signifikant erhoht war (Abb. 6A und C). Die Verabreichung von Indomethazin iibte keinen
Einfluss auf die zerebrokortikale RNA-Oxidation bei den scheinoperierten Kontrollen aus,

verhinderte jedoch den Anstieg in PVL-Ratten (Abb. 6B und C).
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Abb. 5. Protein Tyrosin Nitrierung im zerebralen Kortex scheinoperierter und portalvenos ligierter Ratten. Wistar-Ratten
wurden entweder scheinoperiert (Sham) oder portalvends ligiert (PVL). Zwei Gruppen wurden tidglich mit Indomethazin
behandelt (Indo, 2,5 mg/kg KG). (A und B) Western-Blot Analyse von tyrosinnitrierten Proteinen in Proteinhomogenaten, die
aus dem zerebralen Kortex aufgearbeitet wurden. GAPDH diente als Beladungskontrolle. Die Intensitdt der Anti-NO,Tyr-
Immunreaktivitit ist zusétzlich als Profilplot gezeigt. Die Pfeile zeigen die Bande an, welche zur densitometrischen
Quantifizierung verwendet wurde. (C) Statistische Analyse der Protein-Tyrosin-Nitrierung (PTN) bei schein- und PVL-
operierten Ratten. Die Anti-Nitrotyrosin-Immunreaktivitit wurde normiert auf die Kontrollgruppe densitometrisch quantifiziert.
Die Nitrierung bei den scheinoperierten Kontrollen wurde auf Eins gesetzt und die Expressionslevel, die in den anderen
Versuchsgruppen gefunden wurden, sind als ein Vielfaches davon angegeben. Die Daten basieren auf Untersuchungen von 7-14
Tieren.  *Der Unterschied ist statistisch signifikant gegeniiber scheinoperierten Kontrollen. n.s.: Kein statistisch signifikanter
Unterschied gegeniiber scheinoperierten Kontrollen. Abb. aus Briick ef al. 2011.
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Abb. 6. RNA-Oxidation im zerebralen Kortex scheinoperierter und portalvends ligierter Ratten. Wistar-
Ratten wurden entweder scheinoperiert (Sham) oder portalvends ligiert (PVL). Zwei Gruppen wurden tdglich
mit Indomethazin behandelt (Indo, 2,5 mg/kg KG). (A und B) Detektion von 8-OHG mittels Northwestern-
Blot Analyse aus RNA, die aus zerebralem Kortex isoliert wurde. (C) Statistische Analyse der RNA-Oxidation
bei scheinoperierten und portalvends ligierten Ratten. Die Anti-8-OHG-Immunreaktivitit wurde
densitometrisch quantifiziert. Die RNA-Oxidation bei den scheinoperierten Kontrollen wurde auf Eins gesetzt
und die Expressionslevel, die in den anderen Versuchsgruppen gefunden wurden, sind als ein Vielfaches
davon angegeben. Die Daten basieren auf Untersuchungen von 3-4 Tieren pro Versuchsgruppe.

*Der Unterschied ist statistisch signifikant gegeniiber scheinoperierten Kontrollen. n.s.: Kein statistisch
signifikanter Unterschied gegeniiber scheinoperierten Kontrollen. Abb. aus Briick ef al. 2011.
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Die Proteinexpressionslevel der induzierbaren oder neuronalen Stickstoffmonoxid-
Synthase (iNOS, nNOS) wurden durch Anlage einer PVL nicht verdndert. (Abb. 7A).

Auch die Expression der fir die Glutamathomdostase wichtigen Glutamat-
transporter EAAT1 und EAAT?2 wurden durch die PVL nicht beeinflusst. Wie in Abb. 7B
gezeigt hatte die PVL keinen Einfluss auf die Proteinexpressionslevel des glialen
Glutamattransporters  (GIt-1/EAAT2) und des Glutamat-Aspartat-Cotransporters
(GLAST/EAAT1) im zerebralen Kortex verglichen mit scheinoperierten Kontrollen.
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Abb. 7. Glutamattransporter- und Stickstoffmonoxid-Synthase-Isoformen-Expression im zerebralen
Kortex von schein-operierten und PVL-Ratten. Wistar-Ratten wurden entweder scheinoperiert (Sham) oder
portalvends ligiert (PVL). Aus dem zerebralen Kortex gewonnene Proteinextrakte wurden mittels Western-Blot
analysiert auf (A) Expression der neuronalen (nNOS) und induzierbaren Stickstoffmonoxid-Synthase (iNOS),
sowie (B) den glialen Glutamattransporter 1 (Glt-1) und Glutamat-Aspartat-Transporter (GLAST). Die GAPDH
diente als Beladungskontrolle. Zytokinbehandelte [TNF-a (10 ng/ml) + IFN-y (100 U/ml) + I1-1p (100 U/ml) +
LPS (1 ng/ml), 24h], kultivierte Rattenastrozyten dienten als Positivkontrolle fiir die Detektion der iNOS. Die
Daten basieren auf Untersuchungen an 6-11 Versuchstieren pro Gruppe. Abb. aus Briick et al. 2011.
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3.3 Effekt einer portalvenosen Ligatur auf die mRNA-Expression pro-inflamma-

torischer Zytokine im zerebralen Rattenkortex

Die Expression pro-inflammatorischer Zytokine wurde exemplarisch durch Real-
Time-PCR Analyse von Interleukin-1p (II-1B), Interleukin-6 (I1-6) und Tumor-Nekrose-
Faktor-o (TNF-a) bei scheinoperierten und PVL-Ratten analysiert. Wie in Abb. 8 gezeigt
unterscheiden sich die I1-1p- und TNF-a-mRNA-Expressionsniveaus im zerebralen Kortex
scheinoperierter Ratten nicht signifikant von Ratten nach portalvendser Ligatur. Im
Gegensatz dazu war der mRNA-Level von Il1-6 im Kortex von PVL-Ratten signifikant
gegeniiber den scheinoperierten Ratten erhoht. Die chronische Gabe von Indomethazin

konnte den PVL-induzierten Anstieg der I1-6 mRNA vollstéindig verhindern.

1 Unbehandelt
200 - p<0.05 == |ndomethazin

180- T

804 T T
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! |
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Abb. 8. Effekt einer portalvendsen Ligatur auf Zytokin-mRNA-Expressionsniveaus im zerebralen
Kortex. Unbehandelte und indomethazinbehandelte, schein- oder PVL-operierte Ratten wurden zwei Wochen
nach Operation geopfert. RNA-Pridparationen aus dem zerebralen Kortex wurden zur Quantifizierung der
mRNA-Expression von I1-1, I1-6 und TNF-a mittels Real-Time-PCR verwendet. Relative Verdnderungen der
mRNA-Expression bei PVL-operierten Ratten sind in Prozent bezogen auf die scheinoperierten Kontrollen
angegeben. Die Daten basieren auf vier Versuchstieren pro Gruppe.

*Statistisch signifikant erhoht gegeniiber scheinoperierten Kontrollen. Abb. aus Briick ef al. 2011.
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3.4 Einfluss einer portalvenosen Ligatur auf den Aktivierungszustand von Mikroglia

Mikroglia ist eine wichtige Quelle fiir die Produktion pro-inflammatorischer
Zytokine im zentralen Nervensystem. Eine Aktivierung der Mikroglia tritt in Rattenhirnen
nach akutem Leberversagen [Jiang et al. 2009] und wie in Abb. 9A gezeigt auch nach
akuter Ammoniak-Intoxikation auf. Die Hochregulation von a-D-Galaktosyl-Residuen,
wie sie mit Isolektion B-4 (IB-4) detektiert werden kann, sowie eine vermehrte Expression
des ionisierten calciumbindenden Adaptermolekiils 1 (Iba-1) représentieren Marker fiir
eine Mikrogliaaktivierung. [Marty et al. 1991, Ito et al. 1998]. Durch Anfirbung von
Hirnschnitten schein- oder PVL-operierter Tiere mit Isolektion-B4 oder Iba-1 konnten
keine Unterschiede zwischen den Gruppen gezeigt werden (Abb. 9B). Im Gegensatz dazu
zeigen akut mit NHyAzetat-belastete Ratten eine erhohte Isolektin B-4 Immunoreaktivitét
(Abb. 9A). Auch die ,,veridstelte* mikrogliale Morphologie, wie sie charakteristisch fiir den
Phinotyp ruhender Mikroglia ist, ist bei PVL-Ratten erhalten (Abb. 9C). Nach Aktivierung
von Mikroglia kann eine Desintegration der perineuralen Netz-Matrix (PNM) erfolgen. Die
PNM exprimiert N-Azetyl-D-Galaktosamin-verkniipfte Proteine, welche mittels Wisteria
floribunda Agglutinin (WFA) visualisiert werden [Bertolotto et al. 1996, Bidmon et al.
1998]. Die Untersuchung der Matrixintegritit an der Schnittstelle des motorischen und
somatosensorischen Kortex mittels WFA-Farbung, die verstirkt zu erwarten ist bei
motorischen Storungen, die durch inflammatorische Reaktionen hervorgerufen werden,
zeigte keinen Unterschied zwischen den PVL- und scheinoperierten Ratten (Abb. 9D). Die
Western-Blot Analyse der Mikrogliaaktivierungsmarker CD68 und MHC-II [Lemstra et al.
2007] zeigt eine unverdnderte Expression zwei Wochen nach Anlage einer PVL (Abb. 9E
und F). Diese Daten belegen, dass eine portalvendse Ligatur nicht mit einer Aktivierung

von Mikroglia assoziiert ist.
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Abb. 9. Einfluss einer portalvendésen Ligatur auf Mikrogliaaktivierungsmarker. Wistar-Ratten wurden entweder schein-
operiert (Sham) oder portalvendse ligiert (PVL). In einer separaten Versuchsreihe wurde Ratten entweder NaCl (0,9%) oder
Ammonium-Azetat (NH4Ac, 4,5 mmol/kg Korpergewicht) intraperitoneal injiziert und die Tiere 3h spiter geopfert. (A und B)
Immunhistochemische Detektion einer Mikrogliaaktivierung durch Isolektin B-4-Fiarbung nach (A) akuter Ammoniak-Intoxikation
oder (B) portalvendser Ligatur. (C) Illustration der mikroglialen Morphologie durch immunhistochemische Detektion von Iba-1 an
der Schnittstelle Motorkortex/somatosensorischer Kortex. (MafBstab-Balken: 50 um) (D) Farbung der perineuronalen Matrix mit
Wisteria floribunda Agglutinin (WFA) Immunhistochemie. Die Bilder wurden an der Schnittstelle Motorkortex/somatosensorischer
Kortex gemacht. (Mafstab-Balken: 200 pm) (E und F) Western-Blot Analyse der Mikrogliaaktivierungsmarker CD68 und MHC-II.
Proteinextrakte der Milz einer mit Lipopolysaccharid behandelten Ratte (24h, 4 mg/kg Korpergewicht) wurden als Positivkontrolle
fiir die Detektion von MHC-II verwendet. Die GAPDH oder B-Aktin dienten als Beladungskontrolle. Abb. aus Briick ef al. 2011.
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3.5 Einfluss einer portalvenosen Ligatur auf die lokomotorische Aktivitit der Ratte

und Wirkung von Indomethazin

Der lokomotorischen Aktivitdt liegt neuronale Aktivitit und Plastizitét zugrunde,
welche bei neurologischen Stérungen, wie z. B. bei Ischdmie, Parkinson und der
hepatischen Enzephalopathie beeintrachtigt ist [Butterworth et al. 2009, Shen et al. 2010,
Pisani et al. 2005]. Um Verhaltenseffekte einer portalvendsen Ligatur zu bestimmen wurde
die lokomotorische Aktivitit durch ein computergestiitztes System mit Lichtschranken-
erfassung in einem Kifig aufgezeichnet. Abb. 10A zeigt die bekannte zirkadiane
Periodizitit einer schamoperierten Ratte in threm Kéfig wéhrend eines vierundzwanzig-
stiindigen Zeitraumes mit vermehrter nachtlicher Aktivitit gegeniiber dem Tagesintervall.
Diese Rhythmik bleibt nach portalvendser Ligatur erhalten (Abb. 10B), jedoch mit
signifikant verminderter Amplitude der néchtlichen Laufaktivitit der PVL-operierten
Ratten im Vergleich zu den Kontrolltieren (Abb. 10A und C). Ein Unterschied ist bei den
PVL-Tieren auch beim Aufrichtungsverhalten (Rearing) in der Nachtphase (Abb. 10D und
E) zu beobachten. Die Anzahl der Rearings blieb unverdndert, jedoch war deren Dauer bei
den PVL-Ratten signifikant kiirzer als bei den scheinoperierten Kontrollen. Die chronische
Intervention mit Indomethazin (tdglich 2,5 mg/kg KG s.c.) bewirkte die Authebung der
Unterschiede zwischen den PVL-Ratten und den scheinoperierten Kontrollen in Bezug auf
deren lokomotorische Aktivitdt und die Dauer des Aufrichtungsverhaltens (Abb. 10B und
E). Eine Tendenz zu verminderter lokomotorischer Aktivitdt der indomethazinbehandelten

scheinoperierten Ratten erreichte keine statistische Signifikanz (Abb. 10C und E).
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Abb. 10A/B. Einfluss einer portalvendsen Ligatur auf die zirkadiane lokomotorische Aktivitit. Wistar-Ratten
wurden entweder scheinoperiert (Sham) oder portalvends ligiert (PVL). Zwei Gruppen wurden tdglich mit
Indomethazin behandelt (Indo, 2,5 mg/kg KG). Zwei Wochen nach der Operation wurden die Tiere von einem
computergestiitzten System iiberwacht (siche Methodenteil). Gezeigt ist die Laufaktivitdt nach Scheinoperation oder
portalvendser Ligatur von (A) unbehandelten sowie (B) indomethazinbehandelten Ratten. Die Laufaktivitit ist
dargestellt als zuriickgelegte Distanz in m/h wéhrend einer vierundzwanzigstiindigen Observationsperiode. Die Fliache
zwischen beiden Kurven in Zeitrijumen mit niedrigerer néichtlicher Laufaktivitdt bei den PVL-Ratten ist grau
schraffiert. Die Daten basieren auf Untersuchungen an 7-15 Versuchstieren pro Gruppe.

*Statistisch signifikant gegeniiber scheinoperierten Kontrollen bei Auswertung mittels Two-way ANOVA mit
Bonferroni post hoc Testung. Abb. aus Briick ef al. 2011.
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Abb. 10C-E. Einfluss einer portalvenosen Ligatur auf lokomotorische Aktivitit in Wistar-Ratten. Statistischer
Vergleich von zuriickgelegter Laufstrecke und dem Aufrichtungsverhalten (Rearing) (Frequenz und Dauer) wéihrend
Hell- und Dunkelphasen von scheinoperierten (Sham) und portalvends ligierten (PVL) Ratten zwei Wochen nach
Operation. Die Daten basieren auf 7-15 Versuchstieren pro Gruppe.

*Statistisch signifikanter Unterschied der nédchtlichen lokomotorischen Aktivitit gegeniiber scheinoperierten
Kontrollen (One-way ANOVA gefolgt von Tukey’s Multiple Comparison post hoc Testung).

#Kein signifikanter Unterschied zur nichtlichen Aktivitit von scheinoperierten, unbehandelten Ratten.

Kein signifikanter Unterschied im Vergleich zur néchtlichen Aktivitit von scheinoperierten, indomethazinbehan-
delten Ratten. Die Laufaktivitit wihrend der Hellphasen war weder nach portalvendser Ligatur verdndert noch beim
Vergleich der Aktivitdt von unbehandelten und indomethazinbehandelten Tiergruppen. Abb. aus Briick et al. 2011.
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4. Diskussion

4.1 Oxidativer/nitrosativer Stress im Modell der portalvenosen Ligatur

Die hepatische Enzephalopathie ist ein im Zusammenhang mit Leberversagen
unterschiedlicher Genese auftretendes neuropsychiatrisches Syndrom [H&aussinger et al.
2007]. Pathogenetisch kommt es nach Leberversagen unter anderem zu einem Anstieg der
Ammoniakkonzentration im systemischen Blutkreislauf, welche neurotoxisch wirken kann
[Herold et al. 2007]. Zwischen Ammoniaktoxizitdt und der Induktion von oxidativem/
nitrosativem Stress konnte ein auffilliger Zusammenhang in kultivierten Astrozyten und
im Rattenhirn in vivo belegt werden [Haussinger ef al. 2010, Schliess et al. 2002 u. 2004].
Funktionelle Konsequenzen dieser oxidativen/nitrosativen Stressantwort sind post-
translationale Proteinmodifikationen, die Oxidation von RNA, eine veridnderte
Signaltransduktion und Anderungen der Genexpression in Astrozyten [Schliess e al. 2002,
Gorg et al. 2008].

Es existieren unterschiedliche Tiermodelle, die fiir Untersuchungen der
Pathogenese der hepatischen Enzephalopathie herangezogen werden. Die portocavale
Anastomose (PCA) an Ratten ist ein hdufig verwendetes Modell fiir die Erforschung der
auf portosystemischem Shunting basierenden hepatischen Enzephalopathie (Typ B HE).
Neben erhohten Ammoniakspiegeln im Blut portocaval anastomosierter Tiere wurde
oxidativer Stress im Gehirn nachgewiesen, welcher zu erhohter Proteinoxidation und
Protein-Tyrosin-Nitrierung fiithrte [Suarez et al. 2006, Butterworth et al. 2009, Bjerring et
al. 2011, Carbonero-Aguilar et al. 2011]. Das Experimentalmodell der portalvendsen
Ligatur, welches auch der Typ B HE zugeordnet ist, wird von der ISHEN-Kommission
empfohlen, um die klinischen Eigenschaften einer geringgradigen hepatischen
Enzephalopathie (mHE) nachzuempfinden. Im Hinblick auf die fir HE typischen
neurologischen und zellbiologischen Verdnderungen wurde es mehrfach charakterisiert
[Butterworth et al. 2009, Garcia-Moreno et al. 2005, Roselld et al. 2008]. Wie in der
aktuellen Studie gezeigt, ist eine PVL in der Lage, oxidativen und nitrosativen Stress im
Rattenhirn zu induzieren, was durch einen signifikanten Anstieg der zerebralen Protein-
Tyrosin-Nitrierung und Oxidation von RNA belegt wird. Eine erhohte Tyrosinnitrierung
zerebrokortikaler und astrozytérer Proteine durch die Bildung von oxidativem Stress

konnte auch in HE-Tierexperimentalmodellen und Ammoniak-behandelten kultivierten
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Astrozyten gezeigt und deren Bedeutsamkeit fiir die Pathophysiologie belegt werden
[Héaussinger ef al. 2005]. Erhohte Level an tyrosinnitrierten Proteinen und oxidierter RNA
wurden einheitlich im zerebralen Kortex bei unterschiedlichen Tiermodellen zur HE
nachgewiesen und ebenso in postmortalen kortikalen Hirngewebsbiopsien von
Leberzirrhosepatienten, die mit einer hepatischen Enzephalopathie verstorben sind [Gorg
et al. 2008 u. 2010b].

Bei akut ammoniakbelasteten Ratten ist oxidierte RNA in der Umgebung von
Synapsen nachweisbar [Gorg et al. 2008] und konnte fiir eine Stérung der lokalen
proteinsyntheseabhédngigen synaptischen Plastizitdt, welche fiir Lern- und Gedichtnis-
vorgénge notig ist, verantwortlich sein [Schuman et al. 2006, Gorg et al. 2010b].

Daher wurde die Hypothese aufgestellt, dass bei Hyperammonémie und hepatischer
Enzephalopathie oxidierte RNA die neuronale Ubertragung, welche Kognition und
Verhalten zugrunde liegt, beeintrachtigt [Gorg et al. 2008]. Diese Hypothese wird nun
durch Erkenntnisse aus der vorliegenden Doktorarbeit gefestigt, die eine Assoziation von
erhohter RNA-Oxidation und gestértem Laufverhalten zeigen. Die Behandlung von PVL-
Ratten mit Indomethazin verhinderte nicht nur die durch PVL induzierte Protein-Tyrosin-
Nitrierung und RNA-Oxidation im Hirn, sondern verbesserte auch die lokomotorische
Aktivitdt der Ratten signifikant. Diese Ergebnisse stehen im Einklang mit einer kiirzlich
verdffentlichen Studie, bei der der Cyclooxigenasehemmstoff Ibuprofen die Lernfahigkeit
und das lokomotorische Verhalten von portocaval anastomosierten Ratten wiederherstellen

konnte [Cauli et al. 2007].

4.2 Neuroinflammation bei hepatischer Enzephalopathie

Kiirzlich wurde Neuroinflammation mit der Pathogenese des akuten Leberversagen
in Zusammenhang gebracht [Jiang et al. 2009]. Neuroinflammation ist durch die
Aktivierung von Mikroglia charakterisiert, die wiederum eine Quelle potentiell
neurotoxischer inflammatorischer Faktoren, wie z. B. II-1B, TNF-a, IL-6 und von iNOS
gebildetem Stickstoffmonoxid darstellt [Dheen ef al. 2007]. Die Freisetzung von
Zytokinen wurde bei komatdsen Ratten im akuten Leberversagen herbeigefiihrt durch
hepatische Devaskularisation beschrieben [Jiang et al. 2009]. Pro-inflammatorische
Zytokine, wie z. B. der Tumor-Nekrose-Faktor-a (TNF-a), spielen eine Rolle bei

neuroinflammatorischen Erkrankungen und sind im Blut von Patienten mit hepatischer
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Enzephalopathie erhoht [Héussinger et al. 2007]. Es wurde weiterhin gezeigt, dass sie
oxidativen Stress in kultivierten Astrozyten induzieren [Gorg et al. 2006].

Im Modell der portalvends ligierten Ratte zeigt sich keine Mikrogliaaktivierung
nach Anfirbung von Hirnschnitten mit Antikdrpern gegen Iba-1 (Abb. 9C) oder mit
Isolektin-B4 (Abb. 9B). Ebenso wurde keine Hochregulation der Mikrogliaaktivierungs-
marker, CD68 und MHC-II, im Kortex der PVL-Ratten gefunden (Abb. 9E und F). Auch
die Matrixintegritit an der Schnittstelle von Neuronen zur Glia im Bereich des
motorischen und somatosensorischen Kortex war bei diesen Tieren erhalten (Abb. 9D). Es
ist bekannt, dass aktivierte Mikroglia die kortikalen Funktionen mittels Entfernung
prasynaptischer Axonendigungen (,,synaptic stripping®) in diesem Areal beeintrachtigen
konnen und dies eine Beeintrachtigung motorischer Funktionen bedingt [Bidmon et al.
1998, Trapp et al. 2007]. Diese Entdeckungen legen nahe, dass Neuroinflammation keine
bedeutsame Rolle im zerebralen Kortex von PVL-Ratten spielt, wenngleich auch ein
Beitrag der Mikroglia zur prostanoidvermittelten Storung der lokomotorischen Aktivitat
als Folge einer PVL nicht vollstindig ausgeschlossen werden kann. Allerdings wurde
kiirzlich gezeigt, dass kultivierte Astrozyten im Gegensatz zu Mikroglia nach Stimulation
mit Ammoniumchlorid mit einer erhdhten Prostanoidfreisetzung reagieren [Zemtsova et al.
2011]. Auch hier zeigt sich gegeniiber anderen Leberschddigungstiermodellen, der
hepatischen = Devaskularisation, einer ammoniakangereicherten Didt oder der
Gallengangsligatur, ein deutlicher Unterschied [Jiang et al. 2009, Rodrigo ef al. 2010]. Die
Befunde dieser Doktorarbeit stehen im Gegensatz zu Untersuchungen, die eine erhdhte
Mikrogliaaktivierung in postmortem Hirnbiopsien von Leberzirrhosepatienten mit HE
zeigen [Zemtsova et al. 2011]. Eine Erkldrung hierfiir ist, dass eine Mikrogliaaktivierung
erst in sehr spédten Stadien der chronischen Leberschidigung auftreten konnte. Durch
Anlage einer PVL wird die Leberfunktion moglicherweise noch nicht in ausreichendem
Umfang beeintrachtigt.

Die PVL hatte auch keinen Einfluss auf die zerebrale mRNA-Expression von II-1
oder TNF-a (Abb. 8). Es kam jedoch zu einem Anstieg der I1-6-mRNA, welche durch
Indomethazingabe verhindert werden konnte (Abb. 8). Die physiologische Rolle von I1-6
im Gehirn ist bislang unbekannt und als Syntheseort im Gehirn kommen neben Mikroglia
auch andere Zelltypen wie Astrozyten in Frage [Gruol et al. 1997]. Erhohte I1-6-Spiegel im
Gehirn  werden bei  zentralnervosen  Erkrankungen wie  Alzheimer, akuten
Zerebralinfektionen und im Serum von Zirrhosepatienten mit HE gefunden [Bauer et al.

1991, Houssiau et al. 1988, Mani et al. 2009]. Eine erhohte I1-6-Konzentration kann die
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synaptische Ubertragung im Hippokampus beeinflussen [Li et al. 1997] und die
Freisetzung von GABA, einem inhibitorisch wirkenden Neurotransmitter im zentralen

Nervensystem, fordern [De Laurentiis et al. 2000].

Eine verstirkte GABAerge Neurotransmission konnte wiederholt bei hepatischer
Enzephalopathie gezeigt werden [Cauli ef al. 2009a]. Astrozyten und Neurone tragen beide
zur Synthese von I1-6 bei und dessen Freisetzung kann prostanoidabhéngig durch
Exozytose vermittelt werden [Moller ef al. 2006, Ma et al. 2005]. Demnach kdnnte der
Zusammenhang  zwischen erhohtem  Il-6-Expressionslevel —und  verminderter
lokomotorische Aktivitdt bei PVL durch eine vermehrt inhibitorische Neurotransmission
erklart werden. Die Prostanoidabhingigkeit der beiden Parameter I1-6-Expression und
lokomotorische ~ Aktivitit ist eine Ubereinstimmung der aktuellen Arbeit zu

vorangegangenen Studien.

In Bezug auf die iNOS-Expression wurde bei anderen Tiermodellen zur HE {iber zu
dieser Arbeit gegensétzliche Ergebnisse berichtet. Wihrend im Kleinhirn von Ratten, bei
denen eine Zirrhose durch Thioazetamid induziert wurde, die iNOS-Expression
unverdndert blieb [Hernandez et al. 2004], konnte bei Ratten nach portocavaler
Anastomose eine Hochregulation des Enzyms in Astrozyten nachgewiesen werden [Suarez
et al. 2006]. In kortikalen postmortem Hirnbiopsien von mit hepatischer Enzephalopathie
verstorbenen Zirrhosepatienten wie auch in dieser Doktorarbeit (Abb. 7A) konnte hingegen

keine erhohte iNOS-Expression nachgewiesen werden [Gorg et al. 2010b].

4.3 Glutamathomaoostase bei hepatischer Enzephalopathie

Glutamat ist ein wichtiger Induktor fiir oxidativen Stress in Astrozyten und
Neuronen [Gorg et al. 2010a]. Kiirzlich konnte eine gesteigerte Prostanoidbildung als
Ausloser fiir ammoniakinduzierte Glutamatexozytose in kultivierten Rattenastrozyten
identifiziert werden [GOrg et al. 2010a]. Es wurde auch gezeigt, dass diese
Glutamatexozytose eine Voraussetzung fiir die durch Ammoniak induzierte RNA-
Oxidation ist.

Zusitzlich zur indomethazinempfindlichen Glutamatexozytose [Gorg ef al. 2010a]

wurde eine gestorte Wiederaufnahme von Glutamat aus dem synaptischen Spalt mit der
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Pathobiologie der hepatischen Enzephalopathie in Verbindung gebracht. Eine
Herunterregulation von astroglialen Glutamattransportern wurde sowohl bei portocaval
geshunteten Ratten als auch bei ammoniakexponierten Astrozyten beschrieben.
Extrazelluldr erhohte Glutamatspiegel konnten neben einer erhohten Freisetzung auch
durch eine verminderte Clearance durch Astrozyten aus dem synaptischen Spalt resultieren
und damit eine Ursache fiir die glutamatvermittelte oxidative Stressantwort darstellen
[Suarez et al. 2000, Chan et al. 2000]. Im vorliegenden PVL-Modell wurde jedoch kein
Unterschied der Proteinexpression der glialen Glutamattransporter GLAST und Glt-1

zwischen portalvends ligierten Ratten und Kontrollen gefunden.

4.4 Einfluss einer portalvenosen Ligatur auf lokomotorisches Verhalten

Die hepatische Enzephalopathie ist eine Erkrankung, welche in erster Linie anhand
der klinischen Auspriagung und Symptome charakterisiert und eingeteilt wird [Haussinger
et al. 2006 u. 2008, Ferenci et al. 2002]. Dementsprechend wurden in der Literatur auch
verschiedene HE-Tiermodelle im Hinblick auf Anderungen von Verhalten und Kognition
untersucht. Im Fokus der Untersuchung steht dabei hédufig die lokomotorische Aktivitit.
Sowohl im Experimentalmodell der portocavalen Anastomose [Cauli et al. 2009b], als
auch bei portalvenoser Ligatur (vorliegende Arbeit Abb. 10A und C) zeigten die
Versuchstiere eine verminderte lokomotorische Aktivitit nach Reduktion der
Leberfunktion. Diese Verhaltensdnderung konnte durch Verabreichung eines
Cyclooxygenasehemmstoffs aufgehoben werden — im PCA-Modell durch Ibuprofen [Cauli
et al. 2009b] und im PVL-Modell durch Indomethazin (vorliegende Arbeit Abb. 10B). Bei
PCA-Tieren wurde postuliert, dass inflammationsassoziierte Verdnderungen u. a. iiber eine
Expressionsminderung der glialen Glutamattransporter zur Ausbildung HE-assoziierter
Symptome fiihrt [Cauli et al. 2007 u. 2009b]. Die vorliegende Studie am PVL-Modell
kann diese Hypothese nicht festigen. Die PVL-Ratten wiesen verminderte lokomotorische
Aktivitdit und Rearingzeit auf, ohne Anzeichen einer Mikrogliaaktivierung, ohne
vermehrter Produktion pro-inflammatorischer Zytokine wie Il-1B und TNF-a sowie bei
unverdnderter Expression von Glt-1 und GLAST (Abb. 7B, 8, 9C, 9D, 10A, 10C, 10E). In
der aktuellen Studie wurde eine indomethazinempfindliche Verminderung der
lokomotorischen Aktivitdt bei erhdhten oxidativen Stress-Markern und I1-6-mRNA-Leveln

im zerebralen Kortex gefunden (Abb. 5, 6, 8). Wie bereits vorangehend erwahnt konnte
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hier die indomethazinempfindliche  Glutamatexozytose ein  Mediator  des
ammoniakinduzierten oxidativen Stresses darstellen. Andererseits konnte eine fiir HE
charakteristische inhibitorische Neurotransmission prostanoidabhingig und damit
vermutlich auch indomethazinempfindlich iiber Il-6-Expression und GABA vermittelt
werden.

Ein anderer potentieller Mechanismus, liber den Indomethazin eine Reduktion der
zerebralen Protein-Tyrosin-Nitrierung bewirken konnte, ist der proteolytische Abbau von
nitrierten Proteinen [Mani et al. 2006]. Eine genaue Aussage iiber den genauen
Wirkmechanismus, iiber den Indomethazin oxidativen Stress im untersuchten Modell
vermittelt, kann bei den vorhandenen Ergebnissen nicht getroffen werden. Hierfiir sind

weiterfithrende Analysen erforderlich.
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6. Anhang

Fotodokumentation der Operation zur Anlage einer portalvendsen Ligatur an einer

méinnlichen Wistar-Ratte

Das Versuchstier erhilt eine Maskennarkose mittels Isofluranbeimischung zur
Sauerstoffzufuhr (2%/98%). Das Hautareal ventral iiber dem Abdomen wird groBziigig
enthaart und sorgfaltig desinfiziert.

Es erfolgt eine Hautinzision entlang der Mittellinie.
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Die Abdominalhohle wird vorsichtig eroffnet, indem Muskelschicht und Peritoneum

durchtrennt werden.

HEPARIN

Eine Dosis von 125 IE Heparin wird intraperitoneal verabreicht.
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Durch Dislokation des Gastrointestinaltrakts nach extrakorporal wird der Zugang zur

Leberpforte ermdglicht.

2

Die Pfortader wird sorgfaltig freiprapariert und von Gallengang und Leberarterie isoliert.
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Ein steriler 2-0 Seidenfaden wird um die Pfortader gelegt und ein 20G-Mandrin auf dem

Gefdl parallel zu seinem Verlauf platziert.
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Der Seidenfaden wird verknotet und der Mandrin entfernt. In der Folge ist prastenotisch

ein deutlicher Riickstau und poststenotisch ein feiner Restfluss von Pfortaderblut

erkennbar.
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Um einem moglichen Fliissigkeitsverlust intraoperativ, sowie verzogerter
Fliissigkeitsaufnahme postoperativ, entgegenzuwirken wird das Abdomen nach Relokation
der Eingeweide vor seinem Verschluss mit 0,9 % physiologischer Kochsalzldsung

aufgefiillt.

Zur Analgesie wird 1 mg/kg KG Carprofen intraperitoneal verabreicht.
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5

Peritoneum und Muskulatur werden mit einem resorbierbaren 2-0 Nahtmaterial separat

verschlossen.

Die Hautnaht wird ebenfalls mit einem resorbierbaren 2-0 Nahtmaterial durchgefiihrt.
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AbschlieBend wird die Operationswunde griindlich desinfiziert, die Maskennarkose

beendet und das Tier fiir einige Stunden engmaschig liberwacht
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