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Ode an die Leber:

Dort tief im Innern
Filtrierst und verteilst Du
Teilst und trennst Du
Vermehrst und schmierst Du
Du schépfst und erntest den Stoff des Lebens.
Von dir erhoffe ich Gerechtigkeit:
Ich liebe das Leben: Verrate mich nicht!
Schaffe weiter,

Lass mein Lied nicht sterben.

Pablo Neruda
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. Einleitung

1. Hepatische Enzephalopathie

Die Hepatische Enzephalopathie (HE) ist ein komplexes, neuropsychiatrisches Syndrom, das in
Folge einer akuten oder chronischen Leberinsuffizienz auftritt und durch kognitive und motorische
Beeintrachtigungen unterschiedlicher Schweregrade gekennzeichnet ist (Haussinger & Blei, 2007). In
Deutschland leiden mindestens drei Millionen Menschen an Lebererkrankungen, davon circa 0,7 bis
1% unter einer gesicherten Leberzirrhose (Siegmund-Schultze, 2012). Circa 40% der Zirrhotiker sind
von einer hepatischen Enzephalopathie betroffen. Somit ist hepatische Enzephalopathie die haufigste
Komplikation bei fortgeschrittener Leberzirrhose und von hoher sozialmedizinischer Bedeutung. Die
Pathogenese der HE ist komplex und bis heute noch nicht vollstindig geklart. Es besteht aber
Einvernehmen darlber, dass Ammoniak ein Schlisseltoxin fir die hepatische Enzephalopathie
darstellt (Butterworth et al., 1987). Primar ist die HE durch eine Storung der Astrozytenfunktion im
Gehirn bedingt, welche erst sekundar neuronale Funktionen beeinflusst (Norenberg, 1987; Haussinger
et al., 2000). Die Pathogenese der hepatischen Enzephalopathie ist mit einer im Zuge der zerebralen
Ammoniakentgiftung im Gehirn einhergehenden Glutaminakkumulation in Astrozyten verbunden,
welche die Ausbildung eines chronischen, geringgradigen astroglialen Odems bedingt (Haussinger et
al., 1994; Haussinger et al., 2000). Die Hydratationsstorung der Astrozyten bedingt nachfolgend
Veranderungen der astrozytdren/neuronalen Kommunikation und der Neurotransmission (Norenberg,
1998; Haussinger et al., 2000; Ahboucha et al., 2004). Die Symptomatik der HE ist zwar prinzipiell in
jedem Stadium reversibel (Haussinger & Blei, 2007), aber neuere Arbeiten zeigen, dass bei HE
auftretende kognitive Storungen auch nach Auflosung akuter HE-Episoden fortbestehen kénnen (Bajaj
et al., 2010; Riggio et al., 2011). Eine Erklarung hierfir konnte die Astrozytenseneszenz sein, welche zu
lang anhaltenden Stérungen von Neurotransmission und synaptischer Plastizitdt fihren kann (Kawano
et al, 2012). Untersuchungen von Gorg et al. (2015) zeigen, dass die Pathogenese der HE mit
Seneszenz assoziiert ist.

Es ist seit Jahrzehnten bekannt, dass die Leber und das Gehirn sehr eng miteinander
verbunden sind und sich wechselseitig beeinflussen. Einerseits versorgt die Leber das Gehirn mit
bestimmten Nahrstoffen z.B. Glucose, welche essentiell fir den taglichen Energiebedarf des Gehirns
ist. Andererseits werden die im Darm gebildeten neurotoxischen Substanzen, wie z.B. Ammoniak,
welches die Gehirnfunktion beeintrachtigt, in der gesunden Leber Uber die Bildung von Harnstoff und
Glutamin entgiftet. Obgleich das Gehirn durch die Blut-Hirn-Schranke geschitzt ist, konnen einige

Neurotoxine wie z.B. Ammoniak, dessen Konzentration im Falle einer akuten oder chronischen
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Lebererkrankung im Blut ansteigen, die Blut-Hirn-Schranke passieren und ins Gehirn gelangen.

Ammoniak ist neurotoxisch und beeintrachtigt die Gehirnfunktionen in vielfaltiger Weise.

1.1. Auslésende Faktoren

Die hepatische Enzephalopathie kann beim akuten Leberversagen, wo die Leberfunktion
innerhalb weniger Stunden bis wenigen Tagen zum Erliegen kommt, oder dauerhaft bzw. episodisch
bei der chronischer Verlaufsform, wo die Leberfunktion Gber mehrere Monate bis hin zu vielen Jahren
kontinuierlich abnimmt, auftreten. Wahrend die Aufnahme von Lebertoxinen wie z.B. hohen Mengen
von Paracetamol ursachlich flr das Auftreten des akuten Leberversagens sein kann, kann eine
chronische Leberschadigung mit Entwicklung einer Leberzirrhose durch Viren (Hepatitis) oder
chronischen Alkoholabusus ausgeldst werden. Der Verlust an funktionstlichtigen Leberzellen
vermindert die Entgiftung von Ammoniak, dem eine Schlisselfunktion bei der Entstehung der HE
zugeschrieben wird. Die HE kann aullerdem durch eine Reihe HE-relevanter Faktoren hervorgerufen
werden, wie pro-inflammatorische Zytokine, Hyponatridamie oder Benzodiazepinen. Der Anstieg dieser
Faktoren wird durch eine Reihe von die Leberzirrhose begleitende Erkrankungen vermittelt
(Haussinger & Blei, 2007):

e Gastrointestinale Blutung

e FEiweillexzess

e Trauma

e Infektionen/Sepsis

e Azotamie

e Metabolische Azidose

e Diuretika

e Sedativa und Tranquillanzien

e Sonstige Ursachen: operative Eingriffe, Obstipation, Elektrolytentgleisungen

Ammoniak ist ein endogenes, fur die Pathogenese der HE bedeutsames Neurotoxin, das von
der erkrankten Leber nur eingeschrankt eliminiert oder entgiftet wird. Obwohl zwischen
Ammoniakgehalt im Blut und Schweregrad der HE keine enge Korrelation besteht, ist die
Bedeutsamkeit von Ammoniak fir die Pathogenese der HE unbestritten. Neuere Untersuchungen
belegen auRerdem, dass etwa 10% der HE-Patienten Ammoniakkonzentrationen im Normbereich im
Serum aufweisen (Haussinger & Blei, 2007). Neben Ammoniak wird weiteren Neurotoxinen wie z.B.

Merkaptanen, Phenolen sowie kurz- und mittelkettigen Fettsduren eine Rolle fir die Pathogenese der
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HE zugeschrieben (Butterworth, 2003). Im Vergleich zu diesen Neurotoxinen ist Ammoniak das

wichtigste und bestuntersuchte endogene Neurotoxin.

1.1.1 Bedeutung von Ammoniak fiir die Pathogenese der hepatischen Enzephalopathie

Im Serum findet man unter physiologischen Bedingungen zu einem groRen Anteil
Ammoniumionen (NH;") und in geringerem Mafe gasformiges Ammoniak (NHs). Wahrend Ammoniak
Uber Diffusion die Plasmamembran passieren kann, gelangen Ammoniumionen tber lonenkanale und
andere Transportmechanismen in die Plasmamembran in die Zelle, wodurch Veranderungen des intra-
und extrazelluliren pH-Wertes hervorgerufen werden koénnen. Aufgrund ihrer Ahnlichkeit in der
GroRe und Ladung mit Kalium-lonen (K*) kénnen Ammoniumionen Uber kaliumgéangige lonenkanale
transportiert werden und das Membranpotential der Zellen verandern (Bosoi & Rose, 2009). Wie in
Abbildung 1 dargestellt ist, storen erhohte Ammonium-/Ammoniakkonzentrationen viele
metabolische Prozesse in der Zelle und den zerebralen Stoffwechsel. Daher muss eine kontinuierliche
Entgiftung erfolgen (Felipo & Butterworth, 2002; Haussinger & Blei, 2007). Ammoniak wird
Uberwiegend von der intestinalen Flora durch anaerobe Bakterien im Dickdarm produziert (Center &
Magne, 1990) und in der Leber entgiftet. Die Entgiftung von Ammoniak erfolgt primar Uber den
Harnstoffzyklus durch die Leberzellen im Bereich der Pfortader (periportal), dann sekundar Gber die
Glutaminsynthese durch die perivends angeordneten azinusnahen Scavenger-Zellen . Die Bildung von
Glutamin ist zu etwa 5-10% an der Ammoniakentgiftung beteiligt und ist der Harnstoffsynthese
nachgeschaltet (Haussinger & Stehle, 1988). Die Scavengerzellen sind von besonderer Wichtigkeit fir
die Erhaltung der Ammoniakhomoostase. Sie sorgen daflr, dass der Ammoniakspiegel im peripheren
Blut konstant niedrig bei 30 puM gehalten wird (Haussinger, 1990). In der konditionalen
leberspezifischen Glutaminsynthetase-defizienten Maus wurde ein erhéhter Ammoniakgehalt im Blut
gefunden. Dies unterstreicht die wichtige Rolle der in den Scavenger-Zellen exprimierten
Glutaminsynthetase fir die systemische Ammoniakhomoostase (Qvartskhava et al, 2015). Die
systematische Erhohung der Ammoniakkonzentration bei HE beruht einerseits auf eingeschrankter
Entgiftungsleistung der Leberzellen und andererseits auf einem Shunting von Blut unter Umgehung
der Leber als Folge einer Leberzirrhose. Es wurde aulRerdem diskutiert, ob eine erhdhte Permeabilitat
der Blut-Hirn-Schranke infolge einer Schidigung der GefiRendothelzellen einen verstirkten Ubertritt
von Ammoniak in das Gehirn vermittelt und dadurch die Entgiftungskapazitat des Gehirns tberlastet
wird. Die Entgiftung von Ammoniak im Gehirn erfolgt in Astrozyten unter Glutaminsynthetase-
katalysierter Bildung von Glutamin aus Ammoniak und Glutamat und ist im Liquor bei Patienten mit

hepatischer Enzephalopathie erhoht (Watanabe et al., 1984; Haussinger et al., 1994).

3



Einleitung | 4

Storung der glutamatergen Astrozytenschwellung

Neurotransmission ‘ '

i Storung des zerebralen
le Kopplung < Ammoniak (s
neuronale Roppiung Energiestoffwechsels

Permeabilitdtsanderung
der Blut-Hirn-Schranke

Anderung der
Neurotransmitterrezeptorexpression
(Serotonin, Katecholamine)

Abbildung 1: Wirkungen von Ammoniak auf das Gehirn. (Modifiziert nach Haussinger & Blei, 2007).

1.2. Diagnostik und Therapie der hepatischen Enzephalopathie

1.2.1. Diagnostik

Die hepatische Enzephalopathie wird anhand ihrer klinischen Symptome (Tab. 1) oder ihrer
Atiologie (Abb. 2) eingeteilt. GemaR der West-Haven-Kriterien wird die HE in finf Schweregrade
eingeteilt. Dabei entspricht Grad 0 minimale bzw. latente HE und Grad 1-4 manifeste HE (Conn, 1994).
Bei der minimalen bzw. latenten hepatischen Enzephalopathie (MHE) sind keine neurologischen
Auffalligkeiten erkennbar, jedoch kognitive Defizite, die allerdings nur mit Hilfe psychometrischer oder
neurophysiologischer Tests erfasst werden koénnen (Ferenci et al., 2002). Bei der MHE sind
Aufmerksamkeit, visuell rdumliche Wahrnehmung und Geschwindigkeit der Informationsverarbeitung
im psychomotorischen Bereich, Feinmotorik und Kurzzeitgeddchtnis beeintrachtigt (Weissenborn et
al., 2001). Fir die voranschreitende Erkrankung ist eine frihzeitige Behandlung der Patienten von
groRer Bedeutung, da zahlreiche Studien gezeigt haben, dass trotz keiner offensichtlichen
neurologischen Symptome die Lebensqualitat (Les et al, 2010), die Arbeitsfahigkeit (Schomerus &
Hamster, 2001) und die Fahrtiichtigkeit (Kircheis et al, 2009) von betroffenen Patienten deutlich
beeintrachtigt sind. Mit zunehmendem HE-Grad (Tab. 1) kommt es vermehrt zu Beeintrachtigungen
von Vigilanz und motorischen Fahigkeiten und letztlich zu schweren Stérungen hoherer
Hirnfunktionen wie z.B. Gedadchtnis und Kognition bis hin zum Koma (Stadium V) (Haussinger & Blei,
2007). Da die Beurteilung des HE-Grades weltweit nicht komplett einheitlich und oft von der
subjektiven Einschatzung des Arztes abhéngig ist, wurde 2005 bei der 12. ISHEN-Konferenz
vorgeschlagen, die Klassifizierung der HE in gering- und hochgradig zu vereinfachen (Haussinger et al.,
2006). Wahrend eine geringgradige HE die Schweregrade MHE, HE | und HE Il umfasst, beschreibt der

Terminus ,hochgradige HE“ Patienten, die nachweisbare Anzeichen von kognitiven
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Beeintrachtigungen, deutlicher Verwirrtheit, Kooperationsverlust, Somnolenz oder Koma (HE Il — HE

IV) zeigen.

Tabelle 1 : Einteilung der hepatischen Enzephalopathie (HE) in verschiedene Schweregrade nach West-
Haven Kriterien. (modifiziert nach Conn (1994) und Zhan & Stremmel (2012)).

Stadium 0 =MHE | normal Stoérungen nur durch keine
psychometrische Tests zu
erfassen
Stadium | leichtgradige mentale | Personlichkeitsdanderung, Eu- | Gestorte Feinmotorik
Verlangsamung /Dysphorie, Reizbarkeit und (beeintrachtigtes
Angst, Schreibvermogen,
Konzentrationsstérungen, Fingertremor)
Ruhelosigkeit, gestorter
Schlaf-/Wachrhythmus
Stadium Il Verstarkte Mudigkeit, | Vergesslichkeit, minimale Flapping-Tremor,
Apathie oder Lethargie | Desorientiertheit bzgl. Ort Ataxie, verwaschene
und Zeit Sprache
Stadium Il Somnolenz Aggressivitat, ausgepragte Rigor, Krampfe,
Desorientiertheit bzgl. Ort Asterixis
und Zeit
Stadium IV Koma - Hirndruckzeichen

Psychometrische Testverfahren wie Zahlenverbindungstest und Liniennachfahrtest, sowie
computerbasierte Tests werden zur Uberpriifung kognitiver und psychomotorischer Hirnfunktionen
im Hinblick auf optische Orientierung, Aufmerksamkeit, Konzentrations- und Reaktionsfdhigkeit
angewendet. Aufgrund der Untersucherabhangigkeit sind diese Testverfahren unzuverldssig im
Hinblick auf die Beurteilung des Schweregrades der HE. Verschiedene neurophysiologische Tests z.B.
Flimmerfrequenztest und Elektroenzephalogramm (EEG) wurden daher verwendet, um eine
Objektivierbarkeit und Reproduzierbarkeit zu erreichen. Bei dem Flimmerfrequenztest werden die
Patienten ein brillendhnliches Gerat aufgesetzt haben, das eine vorgegebene Frequenz eines roten
Lichtreizes darstellt und diese schrittweise um 0,1 Hz verringert, bis der tduschende Eindruck eines

dauerhaften Lichtes verloren geht und dann das Licht fimmernd wahrgenommen wird (Kircheis et al.,

2002). Mit héherem HE-Grad kann der Patient nur geringe Frequenzen im Vergleich zum Gesunden
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wahrnehmen.  Die  Flimmerfrequenztechnik  hat  sich  mittlerweile als  zuverldssige,
untersuchungabhangige, leicht anwendbare Messtechnik zur Beurteilung des Schweregrads der HE
herausgestellt (Haussinger & Schliess, 2008). Weitere diagnostische Verfahren stellen die Computer-
und Magnetresonanztomographie und die Magnetresonanzspektroskopie dar (Haussinger et al., 1994;
Trzepacz et al., 1994; Naegele et al., 2000; Kale et al., 2006). Diese Untersuchungsmethoden sind

jedoch duBerst kosten-und zeitintensiv und bendtigen komplexe Apparaturen.

Episodische HE =

Wechsel von Phasen mit
Bewusstseinsstorung und
kognitiven
Einschdnkungen und

!

Persistierende HE =
dauerhaft bestehende
Bewusstseinsstérung mit
kognitiven
Einschrankungen

\

Minimale HE =

keine offensichtlichen
neurologischen
Symptome, jedoch
kognitive Defizite in

Intervallen ohne neuropsychometrischen

neurologische Symptome Weitere Unterteilung in: Tests
* mild
Weitere Unterteilung in: * schwer
* Mit prazipitierenden * Behandlungsabhéangig
Faktoren
* Spontan

* rekurrent

Abbildung 2: Einteilung der hepatischen Enzephalopathie (HE) nach dem CHILD-Score. Einteilung der HE
nach ihrer Atiologie (Child & Turcotte, 1964; Ferenci et al., 2002, Zhan & Stremmel, 2012).

1.2.2. Therapie

Gegenwartig besteht die Therapie der hepatischen Enzephalopathie im Vermeiden HE-
auslosender Faktoren z.B. durch die Senkung des Ammoniakspiegels aber auch von inflammatorischen
Zytokinen oder Benzodiazepinen. Therapeutisch bedeutsam sind hierbei pflanzliche Eiweilie,
Laktuloseeinldufe, L-Ornithin-L-Aspartat, verzweigtkettige Aminosduren sowie das Antibiotikum
Rifaximin (Kircheis & Haussinger, 2002; Kircheis & Haussinger, 2012; Hadjihambi et al., 2014).
Inzwischen wurde durch randomisierte Studien nachgewiesen, dass Laktulose und Rifaximin
rekurrierende HE-Episoden verhindern kénnen (Sharma et al., 2009; Bass et al., 2010). Laktulose, ein

nichtresorbierbares Disaccharid reduziert die Synthese und Aufnahme von Ammoniak, indem sie das
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Darmmilieu und die Zusammensetzung der Bakterienspezies im Kolon verdandert. Bislang gilt die orale
Gabe von Laktulose als Goldstandardtherapie fir die HE (Blei und Cérdoba 2001; Sharma & Sharma,
2013). Auch das oral-verabreichte und nicht-resorbierbare Antibiotikum Rifaximin kann die
Ammoniakbildung im Darm reduzieren (Bajaj et al., 2011; Sidhu et al.,, 2011). Allerdings ist die
Rifaximintherapie kostspielig und die optimale Therapiedauer ist bislang unbekannt (Sauerbruch et al.,
2013).

Eine EiweiRrestriktion als Therapieform bei HE ist heute umstritten, da sie den Proteinabbau
und die Abnahme der Muskelmasse fordert und zur Katabolie fihren kann. Zusatzlich erscheint die
bislang als Nahrungsergdanzungsmittel empfohlene Gabe von Probiotika in der Therapie der HE nicht
empfehlenswert. Obwohl Studien nachgewiesen haben, dass Probiotika den Ammoniakspiegel senken
konnen (McGee et al., 2011; Pereg et al., 2011), ist ihr Nutzen im Hinblick auf die Verbesserungen der
HE-Symptome nicht belegt (McGee et al., 2011). Weitere Therapiemoglichkeiten fir HE, darunter die
Gabe von Zink, Natriumbenzoat, Benzodiazepin- und Dopaminantagonisten sind nur unzureichend
untersucht worden und teilweise sind die Befunde hierzu widersprichlich (Sauerbruch et al., 2013).

Trotz erfolgreicher Therapie kdnnen zerebrale Beeintrachtigungen und Stérungen wie
Demenz, Kleinhirndegeneration, Myelopathie mit spastischer Paraplegie oder peripherer
Polyneuropathie zurlickbleiben. Daher ist die Lebertransplantation bis heute das einzige
therapeutische Konzept zur dauerhaften Verbesserung der Symptomatik. Neuere Arbeiten zeigen
aber, dass bei HE auftretende kognitive Stérungen trotz Lebertransplantation weiterhin fortbestehen

kénnen (Bajaj et al., 2010; Riggio et al., 2011).

2. Molekulare Grundlagen

2.1. Rolle der Astrozytenschwellung bei hepatischer Enzephalopathie

Im Zentralnervensystem (ZNS) wird keine Harnstoffsynthese betrieben (Norenberg &
Martinez-Hernandez, 1979). Hier erfolgt die Ammoniakentgiftung hauptsachlich in Astrozyten, den
einzigen Zellen im Gehirn, die zur Glutaminsynthese befahigt sind (Martinez-Hernandez et al., 1977).
Astrozyten interagieren auf vielféltige Art und Weise mit Neuronen und spielen eine wichtige Rolle bei
der Aufrechterhaltung der Wasser- und lonenhomdostase sowie der Aufnahme und Prozessierung
verschiedener Neurotransmitter (Hansson & Rénnback, 1995). Eine Astrozytenschwellung im Gehirn,
wie sie bei vielen neurologischen Erkrankungen auftritt, ist eng vergesellschaftet mit
Astrozytenfunktionsstérung und eine Beeintrachtigung astroglialer-neuronaler-Kommunikation,
wodurch die synaptische Transmission gestort wird (Araque et al., 1999; Ben Achour & Pascual, 2012;

Covelo & Araque, 2015). Der Beeintrachtigung der astroglial-neuronalen Kommunikation wird eine
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wichtige Rolle in der Pathogenese der HE zugeschrieben. Hier kommt es in der Folge zur Stérung
oszillatorischer Netzwerke im Gehirn und dadurch zu einer Beeintrachtigung kognitiver und
feinmotorischer Funktionen (Timmermann et al., 2002; Timmermann et al., 2003).

Die 1994 von Haussinger et al. mit Hilfe von "H-MR-Protonenspektroskopie durchgefiihrten
Untersuchungen belegten erstmalig, dass eine Astrozytenschwellung beim chronischen Leberversagen
bereits in einem frihen HE-Stadium auftritt. In dieser Untersuchung wurde bei Probanden mit
geringradiger HE (Abb. 3C) eine Depletion des zerebralen myo-Inositolpools bei gleichzeitigem Anstieg
der Glutaminkonzentration gefunden. Da Ammoniak Uber Glutaminbildung in Astrozyten entgiftet
wird und myo-Inositol ein astrogliales Osmolyt ist, weisen diese Befunde auf eine Hydratationsstérung
der Astrozyten im Gehirn hin. Diese Befunde waren mafRgeblich fir die von Haussinger aufgestellte
Schwellungshypothese zur Pathogenese der HE (Abb. 4). In dieser Hypothese postulierte Haussinger,
dass die HE die klinische Manifestation eines geringgradigen Gliaddems ist, welches durch Ammoniak
und weitere HE-relevanter Faktoren wie Benzodiazepine, inflammatorische Zytokine und
Hyponatridmie nach Erschopfung der volumenregulatorischen Kapazitdt der Astrozyten entsteht
(Haussinger et al, 1994; Haussinger et al, 2000). Bei der Aufrechterhaltung der
Astrozytenvolumenhomoostase spielen organische Osmolyte eine wichtige Rolle. Bei einem
geringgradigen Gliabdem werden organische Osmolyte wie Taurin und myo-Inositol vermehrt aus den
Astrozyten freigesetzt, um der Schwellung entgegen zu wirken (Lang et al., 1993). Dabei kann es zu
einer Erschopfung der volumenregulatorischen Kapazitdit der Astrozyten kommen. Ein
osmolytdepletierter Astrozyt ist in der Folge nicht mehr in der Lage auf weitere HE-prazipitierende,
Astrozytenschwellung-induzierende Faktoren mit einer kompensatorischen Osmolytfreisetzung zu
reagieren. In der Folge kommt es bei der HE zu einer Exazerbation des geringgradigen Gliaddems
(Haussinger et al., 1994; Haussinger et al., 2000; Haussinger & Sies, 2013) (Abb. 4).

Inzwischen wurden die Befunde von Haussinger et al. (1994) mehrfach, u.a. durch
Bestimmung des Wassergehalts im Gehirn bei Zirrhosepatienten mit HE bestatigt (Shah et al., 2003;
Miese et al., 2006; Minguez et al., 2006).

Die Schwellungshypothese gilt heute als anerkanntes Paradigma zur Pathogenese der HE
(Schliess et al., 2006). Sie ist bis heute das einzige Pathogenesemodell, welches die HE-auslosende

Wirkung der heterogenen HE-relevanten Faktoren erklaren kann.
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Abbildung 3: MR-spektroskopische Untersuchungen im Gehirn bei (A) gesunden Probanden, (B)
Patienten mit Zirrhose und latenter (subklinischer) HE und (C) Patienten mit manifester HE in Stadium |
und Il. Glx = Glutamin/Glutamat; Ino = myo-Inositol (Ino). Cho = Cholin; Cr = Kreatin; NAA = N-

Acetylaspartat; ppm = Teile von einer Million (10°®, engl.: parts per million) (Haussinger et al., 1994;
Haussinger et al., 2000).

Leberzirrhose

(Hyperammonamie)

!

Astrozytdre Glutaminakkumulation

(Osmoregulation durch myo-inositol-Freisetzung)

!

Erschopfung volumen-
regulatorischer Kapazitat
(geringgradiges Gliaddem)

Prazipitierende Faktoren

Exazerbation eines gering-
gradigen Gliaddems

Abbildung 4: Schematische Darstellung der Schwellungshypothese zur Pathogenese der hepatischen
Enzephalopathie. Leberzirrhose induziert eine Glutaminakkumulation in Astrozyten im Gehirn, die von
einer volumenregulatorischen Freisetzung organischer Osmolyte begleitet wird. Die kompensatorische
Freisetzung von myo-Inositol kann der Astrozytenschwellung entgegen wirken, erschopft aber

9
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gleichzeitig das volumenregulatorische Potential der Astrozyten, wodurch diese vulnerabel werden fir
weitere schwellungsausldsende HE-relevante Faktoren. (modifiziert nach Haussinger & Sies, 2013).

2.2. Oxidativer Stress bei der hepatischen Enzephalopathie

Eine Astrozytenschwellung ist mit einer Aktivierung von N-Methyl-D-Aspartat (NMDA)-
Rezeptoren und einer Erhdhung der intrazelluldren Ca’*-Konzentration assoziiert, in dessen Folge
reaktive Stick- und Sauerstoffspezies (ROS/RNS) gebildet werden. Dies wurde in kultivierten
Rattenastrozyten in vitro als auch im Rattenhirn in vivo gezeigt (Kosenko et al., 1999; Haussinger &
Schliess, 2008; Haussinger, 2010; Reinehr et al., 2007; Murthy et al., 2001; Schliess et al., 2002; Gorg
et al., 2003). Andererseits induzieren ROS/RNS selbst eine Astrozytenschwellung (Jayakumar et al.,
2006; Chan et al., 1989; Staub et al., 1994; Lachmann et al., 2013). Es wurde daher von Haussinger
postuliert, dass Astrozytenschwellung und oxidativer Stress sich wechselseitig verstarken (Haussinger
& Schliess, 2005; Haussinger & Schliess, 2008). Die durch Ammoniak vermittelte Bildung von
oxidativem und osmotischem Stress hat vielfiltige funktionelle Konsequenzen fir die Pathogenese der
HE. Hierzu zadhlen die Oxidation von RNA (Bildung von 8-OH-deoxyguanosine (80H(d)G)),
posttranslationale Proteinmodifikationen, Seneszenz und Stérungen der Zn*-Homdostase (Schliess et
al., 2002; Gorg et al., 2003; Gorg et al., 2006; Gorg et al., 2008; Kruczek et al., 2009; Kruczek et al.,
2011; Gorg et al., 2015). Hierdurch werden die Genexpression und die Funktion verschiedener
Proteine beeinflusst, was nachfolgend eine Storung der astroglial-neuronalen Kommunikation bewirkt.
In der Gesamtheit bewirken diese Mechanismen eine Beeintrdachtigung der synaptischen Plastizitat
und Stérung der oszillatorischen Netzwerke (Abb. 5), wie sie bei der hepatischen Enzephalopathie
beobachtet werden.

Der Mechanismus, Gber den eine RNA-Oxidation (Abb. 6) zur Pathogenese der HE beitragen
kdnnte, ist, indem es die Effizienz und Genauigkeit des Translationsprozesses vermindert und dadurch
die Proteinsynthese beeintrachtigt. Im Gehirn von akut mit Ammoniak-behandelten Ratten findet sich
oxidierte  RNA in RNA-Transport-Granula, die entlang der neuronalen Dendriten zur Synapse
transportiert werden (Gorg et al., 2008) und dort fir synaptische Plastizitdt und Gedachtnisbildung
bedeutsam sind (Schuman et al, 2006). Die Oxidation von RNA im zerebralen Kortex von
pfortaderligierten Ratten (PVL) ist assoziiert mit einer reduzierten motorischen Aktivitat. Eine
Hemmung der RNA-Oxidation durch Indomethacin normalisiert die Laufintensitat der Tiere (Brick et
al., 2011). Auch im zerebralen Kortex von Patienten mit Leberzirrhose mit HE wurde eine ausgepragte
RNA-Oxidation gefunden (Gorg et al., 2010).

Eine weitere Folge von Ammoniak-induzierten oxidativ/nitrosativem  Stress sind

posttranslationale Proteinmodifikationen, wie z.B. die Nitrierung von Tyrosinresten (Schliess et al.,
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2002) und die O-GlcNAcylierung an Serin- und Threoninresten (Karababa et al., 2014) in Proteinen,
durch die die Funktionen zahlreicher Proteine beeinflusst werden kann. In mit Ammoniak behandelten
kultivierten Astrozyten wurden eine Tyrosinnitrierung des peripheren Benzodiazepinrezeptors (PBR),
der Glutaminsynthetase (GS), der Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase (GAPDH), der
extrazellular regulierten Kinase 1 (Erk-1) (Schliess et al., 2002; Gorg et al., 2007) und des Na*-K*-2C[" -
Kotransporters 1 (NKCC1) (Jayakumar et al., 2008) gefunden. Interessanterweise wirken weitere HE-
auslosende Faktoren bei der Induktion einer Proteintyrosinnitrierung (PTN) in Astrozyten synergistisch
zusammen (Gorg et al., 2003; Haussinger & Schliess, 2008). Sowohl PTN (Schliess et al., 2002) als auch
die Ammoniumtoxizitat (Hermenegildo et al., 1996; Vogels et al., 1997) konnen durch Antagonisierung
des NMDA-Rezeptors verhindert werden. Im Rattenhirn in vivo wurden tyrosinnitrierte Proteine
Uberwiegend in perivaskular lokalisierten Astrozyten gefunden (Schliess et al., 2002) und als Erklarung
fir die Verdnderung der Permeabilitdt der Blut-Hirn-Schranke bei HE diskutiert (Lockwood et al.,
1984). Auch in post mortem Hirngewebe von Patienten mit Leberzirrhose und HE wurden erhohte
Spiegel tyrosinnitrierter Proteine gefunden. Hierrunter befindet sich auch die Glutaminsynthetase, die
bei Patienten mit Leberzirrhose und HE im Vergleich zu den Kontrollpatienten deutlich starker nitriert
vorgefunden wurde (Gorg etal., 2010).

Ammoniak und HE-auslésende Faktoren mobilisieren proteingebundenes Zink (Zn**)
(Haussinger & Schliess, 2008). Zink ist Kofaktor und/oder integraler Bestandteil von prosthetischen
Gruppen in zahlreichen Proteinen, wie z.B. in Metallothioneinen und Transkriptionsfaktoren wie dem
metallresponsivem Transkriptionsfaktor 1 (MTF-1) und dem Spezifitatsprotein 1 (Sp1), die beide durch
Ammoniak und hypoosmotisch-induzierter Astrozytenschwellung aktiviert werden (Kruczek et al.,
2009; Kruczek et al., 2011). Zink spielt eine wichtige Rolle bei der Signaltransduktion, der Langzeit-
Potenzierung, synaptischer Plastizitat, der Regulation des Energiemetabolismus, der Proliferation und
Apoptose (Beyersmann & Haase, 2001; Kroncke, 2007; Tuerk & Fazel, 2009). Bei der durch eine
Astrozytenschwellung ausgeldsten Erhohung der intrazelluldren Konzentration freier Zinkionen spielen
insbesondere eine Aktivierung von NMDA-Rezeptoren und eine durch die neuronale NO-Synthase
(NNOS) vermittelte NO-Synthese eine wichtige Rolle (Abb. 6). Stérungen der Zinkhomdostase stehen
im Zusammenhang mit verminderter Lern- und Gedachtnisprozessierung, Schlaganfall, Epilepsie,
Hirntrauma, neurodegenerativen Erkrankungen und hepatische Enzephalopathie (Tuerk & Fazel, 2009;
Gorg et al.,2013a). Die Erhéhung der intrazelluliren Zn*-Konzentration in Astrozyten bewirkt eine
nukledre Akkumulation der Transkriptionsfaktoren MTF-1 und Sp1, durch die die Transkription des
peripheren Benzodiazepinrezeptors (PBR) und der Metallothionine 1, 2 aktiviert wird. Der PBR spielt in
der Pathogenese der HE eine wichtige Rolle, da er Uber den Transport von Cholesterol in die
Mitochondrien die Neurosteroidsynthese beeinflusst (Papadopoulos, 2003). Eine Steigerung der

Neurosteroidkonzentration mit einer gleichzeitigen Erhohung der GABAergen Tonus wurde in
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kultivierten Astrozyten, im Gehirn von HE-Tiermodellen und von Patienten mit HE beschrieben (Lavoie
et al, 1990; Norenberg et al., 1997). Gegenwartig ist unklar auf welche Weise die erhohte
Neurosteroidkonzentration die Neurotransmission beeinflusst. Es wurde vermutet, dass
Neurosteroide direkt mit dem Neurotransmitterrezeptor y-Aminobutter-sdure Typ A (GABAa)
interagieren (Ahboucha, 2011). Andererseits aktivieren die Neurosteroide Pregnanolone und
Allopregnanolone den G-Protein gekoppelten Gallensalzrezeptor TGRS, der im Gehirn die Funktion
eines Neurosteroidrezeptors hat. Die hierdurch vermittelte Synthese von zyklischem
Adenosinmonophosphat (ADM) und  Bildung reaktiver Sauerstoffspezies konnte ebenfalls im
Zusammenhang mit gestorter Neurotransmission bei HE stehen (Keitel et al, 2010).
Interessanterweise wird die Expression des TGR5 in kultivierten Rattenastrozyten durch Ammoniak,
Neurosteroide und einen synthetische Liganden der TGR5 herunterreguliert und auch in post mortem
Hirnproben von Zirrhosepatienten mit HE ist die TGR5 mRNA gegeniber Kontrollpatienten signifikant

vermindert (Keitel et al., 2010).
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Abbildung 5: Schema zur Pathogenese der hepatischen Enzephalopathie (HE). Die heterogene Gruppe
der HE-relevanten Faktoren induziert osmotischen und oxidativen Stress in Astrozyten. Da die Bildung
reaktiver Sauerstoffspezies und die Astrozytenschwellung sich wechselseitig bedingen, wird hierdurch
ein sich selbst verstiarkender Kreislauf in Gang gesetzt, in dessen Verlauf Proteine posttranslational
modifiziert werden und Signalwege und die Genexpression modifiziert werden. In der Gesamtheit
bedingen diese Veranderungen eine Beeintrachtigung der astroglialen und sekundar der neuronalen
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Funktionen und tragen dadurch zum klinischen Bild der HE bei. NMDA-R = N-Methyl-D-Aspartate-
Rezeptor; PBR = peripherer Benzodiazepinrezeptor; ROS/RNI = reaktiver Sauerstoff- bzw.
Sticktoffspezies. (Haussinger & Schliess, 2008; Kircheis & Haussinger, 2012).
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Abbildung 6: Mechanismen und funktionelle Konsequenzen der ammoniakvermittelten Bildung reaktiver
Stick- und Sauerstoffspezies in Astrozyten. Ein selbstamplifizierender Zyklus zwischen
Astrozytenschwellung und oxidativ-nitrosativem Stress wird durch Aktivierung von N-Methyl-D-
Aspartat-Rezeptoren (NMDA-R) und eine dadurch erhdhte intrazelluldre Ca*-Konzentration [Ca®'];
induziert. Die Steigerung von [Ca®*]iinduziert wiederum die Bildung von Superoxidanionradikalen O,"
und Stickstoffmonoxid (NO’) durch Aktivierung der NADPH-Oxidase (NOX) und der neuronalen NO-
Synthase (nNOS). Die Bildung von oxidativ/nitrosativem Stress bewirkt eine RNA-Oxidation, eine
Tyrosinnitrierung von Proteinen und eine Mobilisierung von proteingebundenem Zink. Oxidativ-
/nitrosativer Stress in ammoniakbehandelten Astrozyten induziert eine Schwellung des Nukleus mit
bislang unbekannten funktionellen Konsequenzen. (Gorg et al., 2013a).

2.2.1. Rolle der Himoxygenase-1 bei neurologischen Erkrankungen

Die Hamoxygenase-1 (HO-1) ist ein etablierter Biomarker fir oxidativ-/nitrosativen Stress
(Calabrese et al., 2006). Zahlreiche Untersuchungen zeigten, dass verschiedene reaktive Stick- und
Sauerstoffspezies (RNOS) die HO-1 in verschiedensten Zelltypen induzieren (Keyse & Tyrrell, 1989;
Clerget & Polla 1990; Stocker, 1990; Katoh et al., 1991; Saunders et al., 1991; Dwyer et al., 1992; Sato
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et al., 1993; Yamaguchi et al., 1993; Hoshida et al., 1996). Auch Stimuli, die indirekt die Produktion von
Sauerstoffradikalen vermitteln und damit oxidativen Stress hervorzurufen wie z.B. Ham, Zytokine,
Hitzeschock, UV-Strahlung, Schwermetalle, Ischamie, Hyperoxie und Hypoxie induzieren die HO-1
(Sunderman, 1987; Keyse & Tyrrell, 1989; Dwyer et al., 1992; Opanashuk & Finkelstein, 1995; Eyssen-
Hernandez et al., 1996; Nimura et al., 1996; Visner et al., 1996).

Die Hamoxygenase ist Uberwiegend im endoplasmatischen Retikulum (ER) lokalisiert und
katalysiert den Abbau von Ham zu Biliverdin, Kohlenmonoxid (CO) und zweiwertigem Eisen (Fe") (Abb.
7). Nachfolgend wird Biliverdin durch eine NAD(P)H-abhdngige Biliverdinreduktase zu Bilirubin
konvertiert (Schipper et al., 2009).

antioxidativ
antiapoptotisch
antiinflammatorisch

NAD(P)-H + H*  NADPH NAD(P)H\+ H*/N‘ADPH
| NAD(P)H-Cytochrom | ’ | Biliverdin-Reduktase
Biliverdin
| Hamoxygenase 3

antioxidativ

prooxidativ

Abbildung 7: Schematische Darstellung des enzymatischen Abbaus von Ham. Hamoxygenase und
NADPH-Cytochrom-p450-Reduktase katalysieren die Spaltung von Ham zu Biliverdin, Kohlenmonoxid
(CO) und zweiwertigem Eisen (Fe**). AnschlieRend wird Biliverdin durch die Biliverdin-Reduktase nach
Bilirubin reduziert (modifiziert nach Schipper et al., 2009).

Die im Hamoxygenase-Stoffwechsel gebildeten Produkte Biliverdin und Bilirubin wirken anti-
oxidativ (Stocker, 2004) und Biliverdin besitzt antivirale Eigenschaften (Nakagami et al, 1992).
Bilirubin ist ein stark-wirksames Antioxidans und inhibiert die Oxidation ungeséattigter Fettsduren in
Liposomen deutlich starker als a-Tocopherol, welches friher als alleinig-wirksames Antioxidans
gegenlber Lipidoxidation vermutet wurde (Stocker et al., 1987). AuRerdem hat Bilirubin eine
zytoprotektive Rolle im Hinblick auf durch Wasserstoffperoxid verursachte Zellschadigung (Baranano
et al., 2002). Bilirubin wirkt anti-inflammatorisch und inhibiert die Synthese von Interleukin 1 und 2
(Haga et al., 1989; Haga et al., 1996). Sowohl in vitro als auch in vivo Untersuchungen belegen die anti-
oxidativen Eigenschaften von Biliverdin und Bilirubin (Stocker et al., 1987; Stocker & Peterhans, 1989;
Llesuy & Tomaro, 1994; Stocker, 2004).
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Kohlenmonoxid (CO) stellt in hoher Konzentration ein toxisches, mit hoher Affinitdt an Ham
bindendes Gas dar, welches Sauerstoff aus Hdmoglobin in Erythrozyten verdrangt und dadurch eine
Hypoxie induziert (Ernst & Zibrak, 1998). Auf zelluldrer Ebene kann CO in hoher Konzentration die
Funktion der Mitochondrien beeintrachtigt (Brown & Piantadosi, 1990). Bei geringen, nicht-toxischen
CO-Konzentrationen aktiviert CO die I6slichen Guanylatcyclase (sCG) und steigert die Synthese von
zyklischem Guanosinmonophosphat (cGMP). Hierlber bewirkt CO eine Vasodilatation der glatten
Muskelzellen (Sammut et al., 1998) und der Sinusoide in der Leber (Suematsu et al., 1995). AulSerdem
besitzt CO anti-inflammatorische Eigenschaften, indem es mitogen-aktivierte Proteinkinasen aktiviert
und hierlber die Plattchenaggregation und die Expression von pro-inflammatorischen Zytokinen wie
Tumornekrosefaktor-a (TNF-a) und Interleukin-1R inhibiert (Otterbein et al., 2000). Weiterhin wirkt
CO anti-apoptotisch (Petrache et al., 2000), indem es die Expression pro-apoptischer Proteine
supprimiert und die Expression anti-apoptotischer Proteine steigert (Brouard et al., 2000; Liu et al.,
2002). CO ist auch anti-oxidativ wirksam (Otterbein et al., 1999) und schitzt Zellen und Organe vor
durch reaktive Sauerstoffradikale vermittelten Schadigungen. CO besitzt zudem anti-thrombotische,
anti-proliferative und anti-atherosklerotische Eigenschaften (Briine & Ullrich, 1987; Morita et al.,

1997, Fujita et al., 2001; Otterbein et al., 2003).

Im Hamoxygenase-Stoffwechsel wird zweiwertiges Eisen (Fe’*) freigesetzt, welches bereits in
geringer Konzentration eine zytotoxische Wirkung entfaltet, indem es in geeignetem chemischen
Milleu die Bildung von Hydroxyradikalen steigert (Haber-Weiss/Fenton-Reaktion) (Wunder & Potter,
2003). Haufig ist die HO-1-vermittelte Eisenfreisetzung mit einer gesteigerten Expression des
Eisenspeicherproteins Ferritin verbunden (Eisenstein et al., 1991). Ferritin wirkt zytoprotektiv, anti-
oxidativ (Balla et al., 1992), anti-inflammatorisch (Soares et al., 2004) sowie anti-apoptotisch (Brouard
et al., 2002). Die erhohte Ferritinexpression aktiviert die Fe-ATPase in mikrosomalen Membranen,
Uber die Eisen aktiv aus der Zelle transportiert werden kann, um den intrazelluldaren Eisengehalt

konstant niedrig zu halten (Ferris et al., 1999; Barafiano et al., 2000).

Saugerzellen exprimieren Uberwiegend zwei Isoformen der Hdmoxygenase, die HO-1
(synonym: Hitzeshockprotein (HSP) 32) und die HO-2. Eine dritte Isoform, die HO-3, ist ein Produkt der
Retrotransposition des HO-2-Gens (Pseudogen), welche ausschlieRlich in Ratten exprimiert wird
(Scapagnini et al., 2002). Wahrend die HO-2 konstitutiv exprimiert wird, kann die HO-1 Expression im
Gehirn durch verschiedene Pro-oxidantien und Stressoren induziert werden (Schipper et al., 2009). Im
Gehirn wird die HO-1 insbesondere von Astrozyten und Mikroglia exprimiert. Die HO-1
Expressionslevel sind bei verschiedenen neurodegenerativen Erkrankungen stark erhoht. Hierzu
zahlen Alzheimer (Smith et al., 1994; Schipper et al., 1995; Takeda et al., 2000), Parkinson (Castellani
et al., 1996; Schipper et al, 1998; Mateo et al., 2010), Pick (Castellani et al., 1995), Huntington
(Browne et al., 1999) und Multiple Sklerose (Mehindate et al., 2001; Fagone et al., 2013). Der durch
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die HO-1 katalysierte Abbau von Ham kann damit sowohl anti- (Biliverdin/Bilirubin und CO) wie auch

pro-oxidative (Fe?") Wirkungen vermitteln.

Eine neuroprotektive Wirkung der Hochregulation der HO-1 wurde sowohl in in vitro (Le et al.,
1999; Chen et al., 2000; Takeda et al., 2000; Chen-Roetling et al., 2005; Hung et al., 2008) als auch in
in vivo (Fukuda et al., 1996; Panahian et al., 1999; Beschorner et al., 2000; Huang et al., 2005; Ahmad
et al., 2006; Lin et al, 2007a) Untersuchungen gezeigt. Demgegeniiber wurden pro-oxidative
Wirkungen der HO-1 und damit verbundene Schddigungen im Gehirn z.B. bei Alzheimer- und

Parkinson-Erkrankungen beschrieben (Schipper et al., 2009).

In Astrozyten kann eine Hochregulation der HO-1 eine vermehrte Aufnahme von Eisen durch
Mitochondrien induzieren. Dort kann Eisen die Bildung von RNOS induzieren und darUber
mitochondriale Funktionsstérungen steigern, die schlieBlich eine Astrozytenseneszenz vermitteln
(Schipper 2004a; Calabrese et al 2006; Schipper et al., 2009). Die Uberexpression der HO-1 in
Astrozyten induziert mitochondriale Eisenablagerungen und Stérungen der ATP-Synthese in
Mitochondrien, welche bei verschiedenen neurodegenerativen Erkrankungen wie Alzheimer und
Parkinson beobachtet werden (Beal, 1996; Castellani et al., 1996; Schipper et al., 1998; Lu et al., 2000;
Mehindate et al., 2001; LeVine & Chakrabarty, 2004; Schipper, 2004b; Schipper et al., 2001; Schipper
et al., 2006). Die Uberexpression der HO-1 in Astrozyten induziert Seneszenz (Schipper et al., 2009),
die mit Verhaltensstorungen in Mausen (Song et al., 2012) einhergeht. Im Einklang mit einer Rolle der
HO-1 fir Seneszenz finden sich gesteigerte HO-1 Proteinlevel und damit einhergehend eine Stérung
der Eisenhomoostase im alternden Gehirn (Hirose et al., 2003). Auch in mit Ammoniak behandelten
Astrozyten (Warskulat et al., 2002), in verschiedenen Tiermodellen zur HE (Warskulat et al., 2002;
Rama Rao et al., 2010; Wang et al., 2013) und in post mortem Hirnproben von Patienten mit
Leberzirrhose mit HE (Gorg et al., 2013b) wurden erhohte HO-1 Expressionslevel gefunden. Die

Bedeutung der HO-1 flr durch Astrozytenseneszenz bei HE ist bislang hingegen unbekannt.

2.2.2. Astrozytenseneszenz bei hepatischer Enzephalopathie

Zellulare Seneszenz stellt einen irreversiblen Zellzyklusarrest dar, bei dem die Zellen nicht
mehr in der Lage sind, sich zu teilen aber gleichzeitig ihre metabolische Aktivitdt erhalten bleibt.
Seneszenz ist prinzipiell durch den Verlust der Fahigkeit DNA zu synthetisieren charakterisiert. Diese
Definition geht auf die vor mehr als 60 Jahren beobachtete limitierte Teilungsfahigkeit menschlicher
Fibroblasten zurlick, welche als ,Hayflick-Limit“ bezeichnet wird (Hayflick & Moorhead, 1961). Nach
dem Hayflick-Limit befinden sich derlei Zellen in einem Stadium sog. replikativer Seneszenz, der durch

einen irreversiblen Zellzyklusarest in der G1-Phase charakterisiert ist, sie verlieren dadurch ihre
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Reaktionsfahigkeit auf Wachstumsfaktoren (Sherwood et al., 1988). Heute unterscheidet man zwei
Formen der zelluldren Seneszenz. Bei der replikativen Seneszenz kommt es zu einem irreversiblen
Teilungsarrest, der auf einer Telomerverkirzung beruht (Martens et al., 2000). DemgegenUber
versteht man unter pramaturer Seneszenz einen Wachstumsarrest, der unabhdngig von einer
Telomerverkirzung durch endogene und exogene Faktoren wie z.B. DNA-Schdaden, onkogene
Aktivatoren, ionisierende Strahlung, virale Infektionen, Zelltoxine oder oxidativ-/nitrosativen Stress
vermittelt wird (Collado & Serrano, 2006; Campisi & d'Adda di Fagagna, 2007; Sedelnikova et al.,
2010). Auch extrazellulare Stimuli wie z.B. Zellkulturstress kdnnen pramature Seneszenz induzieren. Im
Gegensatz zur replikativen Seneszenz ist der Wachstumsarrest bei der prdmaturen Seneszenz
prinzipiell reversibel (Dirac & Bernards, 2003; Xu et al., 2006; Goligorsky et al., 2009; Boquoi et al.,
2015).

Charakteristisch flr seneszente Zellen sind Verdnderung der Zellkernmorphologie, eine
Schwellung der Zellen und des Nukleus, die Bildung vakuoldrer Strukturen im Zytoplasma, der Verlust
der Reaktionsfahigkeit auf Wachstumsfaktoren, sowie die vermehrte Bildung fir Seneszenz-
charakteristische Biomarker. Hierzu zadhlen eine verstarkte Aktivitat der lysosomal-exprimierten
seneszenzassoziierten R-Galaktosidase (SA-R-Gal), die ein pH-Optimum von 6,0 besitzt (Dimri et al.,
1995; Campisi & d'Adda di Fagagna, 2007), eine verstarkte Expression von zellzyklusinhibierenden
Faktoren wie p53, p16, p21 und GADD45a (Herbig et al., 2004; Duan et al., 2005), eine vermehrte
Bildung reaktiver Sauerstoffspezies (ROS), die Bildung heterochromatischer Foci (yH2AX), eine
verminderte ATP-Synthese und eine Akkumulation von Lipofuscin (Kuilman et al., 2010).

In seneszenten Astrozyten wird neben einer Wachstumsstérung auch ein Verlust von durch
Astrozyten bewerkstelligten Funktionen beobachtet, die erforderlich sind fir die Aufrechterhaltung
neuronaler Aktivitat (Lin et al., 2007b; Pertusa et al., 2007; Garcia-Matas et al., 2008). Als Folge der
Astrozytenseneszenz beobachtet man eine verringerte Synapsendichte und hierdurch eine
Beeintrachtigung von synaptischer Plastizitdit und Neurotransmission (Kawano et al, 2012).
Untersuchungen von Gorg et al. (2015) zeigten erstmalig, dass Ammoniak, ein Schlisseltoxin bei HE,
durch oxidativen Stress Astrozytenseneszenz induziert. Wahrend die Astrozytenseneszenz nach
Wegnahme von Ammoniak reversibel ist, kann davon ausgegangen werden, dass durch
Astrozytenseneszenz strukturelle Veranderungen des neuronalen Netzwerkes induziert werden, die
langanhaltend sind und persistieren. In post mortem Hirnproben von Leberzirrhosepatienten mit HE
und in ammoniakbehandelten kultivierten Rattenastrozyten wurden erhohte mRNA Expressionslevel
der seneszenzassoziierten Gene GADD45aq, p21 und p53 gefunden. Diese Befunde zeigen, dass die HE
mit Seneszenz assoziiert ist (Gorg et al., 2015), die eine Erklarung fur die bei HE persistierende

kognitiven Stérungen nach Auflésung akuter HE-Episoden oder nach Lebertransplantation darstellen
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kdnnte (Bajaj et al., 2010; Riggio et al., 2011). Allerdings sind die molekularen Mechanismen der

durch Ammoniak vermittelten Astrozytenseneszenz bislang noch nicht vollstandig verstanden.

3. miRNAs

MiRNAs sind kleine, einzelstrangige RNA-Molekile mit einer GréRe von ca. 22 Nukleotiden, die
die Genexpression auf posttranskriptioneller Ebene durch Bindung am 3‘-Ende ihrer Ziel-mRNA
regulieren kdnnen (Lee et al., 1993; Wightman et al., 1993; Reinhart et al., 2000; Slack et al., 2000).
miRNAs spielen eine wichtige und organismusibergreifende Rolle bei der Regulation der
Genexpression. Seit der Entdeckung der miRNA-Familienmitglieder, lin-4 und let-7 (Lee et al., 1993;
Reinhart et al., 2000), wurden hunderte miRNAs durch molekulare Klonierung und bioinformatische
Analysen in Menschen, Tieren, Pflanzen und einigen Viren identifiziert (Lagos-Quintana et al., 2001;
Berezikov et al., 2006a; Ruby et al., 2006; Ibafiez-Ventoso et al., 2008). Bislang sind Uber 17 000
miRNAs in 142 verschiedener Spezies in der miRNA-Datenbank miRBase registriert. Davon wurden
insgesamt 2588 miRNAs im Menschen identifiziert (miRBase, Juni 2014), die in ihrer Gesamtheit
potentiell ein Drittel der proteinkodierenden Gene eines Menschen regulieren konnen (Lewis et al.,

2005).

Bei vielen biologischen Prozessen spielen miRNAs eine wichtige regulatorische Rolle wie z.B.
bei der Embryonalenentwicklung, Differenzierung und Proliferation von Zellen, Apoptose,
Metabolismus, Angiogenese, Onkogenese und Immunsystem (Ambros, 2003; Xu et al., 2003; Bartel,
2004; Chen, 2005). Dariber hinaus sind Anderungen des miRnoms mit neurologischen Erkrankungen,
Neuroinflammation und -—degeneration, viralen Infektionen, Herzerkrankungen, Autoimmun-
erkrankungen und Krebs assoziiert (Thounaojam et al., 2013; Kanwar et al., 2010; Sonntag, 2010;

Maes et al., 2009; Qu et al., 2014).

3.1. Biogenese von miRNAs

miRNAs werden entweder monocistronisch aus einem individuellen Gen, oder polycistronisch
durch Transkription mehrerer, aus demselben Promotorbereich stammender, in einem Cluster
vorliegender miRNA-Gene prozessiert. Einige der im Cluster vorkommenden miRNA-Gene werden aus
dem Intron (40%) bzw. Exon (10%) des nichtkodierenden Bereiches der Transkriptionseinheit
generiert. Der Rest wird aus dem proteinkodierenden Bereich synthetisiert (Filipowicz et al., 2008;

Kim et al., 2009).
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Zu Beginn der miRNA-Biogenese (Abb. 8) wird der Grofteil der miRNA-Gene im Nukleus von
der RNA-Polymerase Il und einige wenige durch die RNA-Polymerase Il transkribiert. Das entstandene,
bis zu mehrere Kilobasen lange Primartranskript (primare miRNA, pri-miRNA) besitzt eine
charakteristische Haarnadelstruktur, ist polyadenyliert und enthalt eine Cap-Struktur am 5°-Ende, die
es vor dem Abbau durch Nukleasen schitzt (Cai et al., 2004; Lee et al., 2004). AnschlieRend wird die
pri-miRNA von einem sogenannte Mikroprozessorkomplex, bestehend aus RNase IlI-Enzym Drosha
und den dsRNA-Bindeproteins DGCR8, in etwa 70 Nukleotid lange Vorldufer-miRNA (pre-miRNA)
gespalten (Lee et al., 2003; Denli et al., 2004; Han et al., 2004). Charakteristisch fiir pre-miRNAs ist der
2 Nukleotid lange Uberhang ihrer 3'-Ende. An dieser Stelle wird die pre-miRNA von dem nukledren
Transportrezeptor Exportin-5 zusammen mit seinem Kofaktor Ran-GTP gebunden, aus dem Zellkern
transportiert und im Zytoplasma GTP-Hydrolyse vermittelt freigesetzt (Bohnsack et al., 2004; Lund et
al., 2004). Im Zytoplasma wird die pre-miRNA von einem Endonuklease Dicer zu einer etwa 22
Nukleotid-langen miRNA:miRNA*-Duplex prozessiert, indem Dicer im Bereich von pre-miRNA
Erkennungssequenzen die Nukleinsdurestrange spaltet (Hutvagner et al.,, 2001). Dicer interagiert
aulerdem mit Kofaktoren, wie dem transaktivierenden Bindungsprotein TRBP (Haase et al., 2005) und
dem Proteinkinase-Aktivator PACT (Lee et al., 2006). TRBP und PACT entwinden gemeinsam die
miRNA-Duplex. Der Komplex aus TRBP und/oder PACT mit Dicer rekrutiert Ago2, ein Protein der
Argonaute (Ago)-Familie und bildet dadurch einen Multimer (miRNA-induzierter Silencing-Komplex,
miRISC) an dem die nun einzelstrangige, reife miRNA an Ago2 binden kann (Chendrimada et al., 2005).
In der Regel entscheidet die unterschiedliche thermodynamische Stabilitat der beiden miRNA Strange,
ob der Strang im RISC-Komplex aufgenommen, oder aber abgebaut wird. Ein miRNA-Strang, dessen 5°-
Ende weniger stabil ist, wird bevorzugt in diesem Komplex inkorporiert und interagiert mit der Ziel-
MRNA (Schwarz et al.,, 2003; Khvorova et al., 2003). Der andere, stabilere Strang wird meistens
degradiert. Da die Auswahl der zu prozessierenden miRNA-Strange kein zwingender Prozess ist,
werden miRNAs aus beiden Strangen einiger pre-miRNAs in regelméaRigen Abstdnden produziert

(Khvorova et al. 2003; Han et al. 2006).
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Abbildung 8: Biogenese von miRNA. Im Nukleus wird primare miRNA (pri-miRNA) mit Hilfe eines RNA
Polymerase Il gebildet und durch einen Mikroprozessorkomplex Drosha/DGCR8 gespalten. Die
entstandene Vorlaufer-miRNA (pre-miRNA) wird aus dem Nukleus ATP-abhangig tber Exportin 5/Ran-
GTP ins Zytoplasma transportiert. Dort wird sie zur reifen miRNA prozessiert. Der funktionelle reife
miRNA-Strang wird schlielllich im RISC-Komplex bestehend aus Dicer, TRBP und Ago2 bevorzugt
aufgenommen. Durch Bindung am RISC-miRNA-Komplex wird die Ziel-mRNA degradiert oder die
Translation inhibiert. Ran = Ras-dhnliches nukledres Protein; GTP = Guanosintriphosphat; TRBP =
transaktivierendes doppelstrangige-RNA-Bindeprotein; Ago 2 = Argonaute 2; RISC = RNA-induzierter
Silencing Komplex. (Zhang et al., 2013).

3.2. Mechanismen der Genregulation durch miRNAs

miRNAs regulieren ihre Zielgene posttranskriptionell, indem sie den RISC-Komplex zu der
entsprechenden Ziel-mRNA leiten und Gber Watson-Crick-Basenpaarung an die Ziel-mRNA binden. Die
Interaktion zwischen miRNA und mRNA erfolgt durch die Bindung eines 6-7 Nukleotide umfassenden
Abschnitts am 5°-Ende der im RISC inkorporierten miRNA. Dabei kann die Bindung der miRNA an die
entsprechende Zielsequenz in der 3-UTR vollstandig aber auch partiell erfolgen (Doench und Sharp
2004; Lewis et al., 2005). Damit ist keine 100%ige miRNA-mRNA Sequenzhomologie fir die Bindung
erforderlich. Im Fall einer perfekten Komplementaritdt zwischen miRNA/mRNA wird die Ziel-mRNA
gespalten und nachfolgend degradiert. Damit diese Spaltung stattfinden kann, muss der miRISC ein
Argonaute (Ago)-Protein rekrutieren, welches in der Lage ist eine endonukledre Spaltung
durchzufihren. Alle Ago-Proteine besitzen Endonukleaseaktivitat, jedoch nur Ago2 kann die
komplementaren mRNA-Strange in menschlichen Zellen spalten (Abb. 9) (Liu et al., 2004; Okamura et
al.,, 2004). Wahrend miRNAs in Pflanzen zum GrolR3teil eine vollstdndige Komplementaritat zur

Zielsequenz aufweisen und daher Uberwiegend die Spaltung der Ziel-mRNA induzieren, wurden nur
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wenige tierische miRNAs bislang identifiziert, die vollstdndig komplementdr im Bereich der 3‘-UTR-

Region der mRNAs binden (Yekta et al., 2004; Park & Shin, 2014).

In den meisten Fadllen kommt in tierischen Zellen und beim Menschen keine vollstandig
komplementdre Bindung zwischen miRNA-mRNA-Sequenzen zustande, wodurch in der Folge die
Translation der entsprechenden mRNA unterbunden wird. In diesem Fall wird die Ziel-mRNA nicht
degradiert, aber durch mRNA-Deadenylierung und Abspaltung der methylierten Guanosin-Kappe
(m’G-Kappe) am 5'-Ende der mRNA destabilisiert (Behm-Ansmant et al., 2006a; Behm-Ansmant et al.,
2006b; Wu et al., 2006). Dieser Mechanismus verkirzt die Lebensdauer der mRNA und inhibiert
letzlich die Genexpression. Ein weiterer der Translationsinhibition zugrunde liegender Mechanismus
ist die Hemmung der Translation auf Ebene der Initiation und/oder der Elongation. Eine Hemmung der
Translationsinitiation durch miRNA fihrt zur Stérung bei der Bindung der Initiationsfaktoren elF4E und
elF4G mit dem poly(A)-bindenden Protein PABP am polyadenylierten Bereich der mit m’G-Kappe
versehenen Ziel-mRNA (Humphreys et al., 2005; Pillai et al, 2005). Bei einer Inhibierung der
Elongation an den Polyribosomen durch den miRNA/mRNA-Komplex (Maroney et al., 2006) kann sich
das Polyribosom vom miRNA/mRNA ablésen (Petersen et al, 2006) oder die wachsende

Aminosaurekette proteolytisch gespalten werden (Nottrott et al., 2006).

Darlber hinaus wurden Ago-Proteine, miRNAs und ihre Ziel-mRNA zusammen in zytosolischen
Kompartimenten, den sogenannten ,Processing (P)-bodies” gefunden (Liu et al., 2005b; Sen & Blau,
2005). In P-bodies werden viele wichtige Schritte der RNA-Prozessierung durchgefihrt wie z.B. der
Abbau von mRNA (Sheth & Parker, 2003). Einige Proteine, die in P-bodies enthalten sind, (GW182, das
Dcp1/Dep2-Komplex und  die RCK/p54-Helikase) kénnen Ago-Proteine binden und hierdurch die
Translation inhibieren (Liu et al., 2005a; Liu et al., 2005b; Rehwinkel et al., 2005). AulRerdem dienen P-
bodies dazu mRNA der Prozessierung durch die Translationsmaschinerie zu entziehen (Bhattacharyya

et al., 2006).
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Abbildung 9: Mechanismen der posttranskriptionellen Genregulation durch miRNAs. miRNAs kdnnen
eine Spaltung und Degradation ihrer Ziel-mRNAs (A) bewirken, indem sie die Stabilitdt der Ziel-mRNAs
(C) und deren Translation (B) beeinflussen. m’G-Kappe = 7-Methyl-Guanin-Kappe; AAA = Poly-A-
Schwanz; Ago = Argonaute. (Meister & Peters, 2006).

3.3. Charakterisierung und Funktion von miRNAs im Zentralnervensystem

Bislang wurde circa 2500 miRNAs im Humangenom beschrieben (miRBase, Juni 2014) und die
Anzahl neu entdeckter miRNA-Spezies steigt permanent an. Jede einzelne miRNA kann potenziell
hunderte von Genen regulieren (Krek et al, 2005). Man schéatzt, dass ca. ein Dittel der
proteinkodierten Gene eines Menschen durch miRNAs reguliert werden (Lewis et al., 2005). Die
inhibitorische Wirkung einer miRNA bekommt grolRe physiologisch Relevanz durch kumulative Effekte
auf die Expression mehrerer mRNAs bzw. Proteine. Diese ,, Unspezifitdat” erklart, warum die veranderte
Expression einer einzelnen miRNA haufig mit vollig verschiedenartigen Erkrankungen assoziiert sein
kann. Reife miRNAs konnen basierend auf ihre Sequenzhomologie an ihrem 5‘-Ende zu miRNA-
Familien gruppiert werden. DarUber hinaus ist ein Drittel der miRNA-Familie Uber verschiedene
Spezies hinweg hochkonserviert, beispielsweise bis zu 60% zwischen Maus und Menschen und bis zu
55% zwischen Caenorhabditis elegans und Menschen. Dieser hohe Grad der Homologie deutet auf
eine wichtige Bedeutung von miRNAs fir die Steuerung grundliegender biologischen Prozesse, die sich

in der Evolution ausgebildet haben (Grimson et al., 2008; Roush & Slack, 2008).
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Im Gehirn spielen miRNAs eine wichtige Rolle in der Entwicklung und fir unterschiedliche
Funktionen des Zentralnervensystem (ZNS). miRNA-Expressionsverdanderungen sind mit einer Vielzahl
schwerer neurologischer Erkrankungen assoziiert wie z.B. Alzheimer, Parkinson und Schizophrenie
(Maes et al., 2009; Thounaojam et al., 2013). Viele miRNAs werden spezifisch im Gehirn, einige
zelltypspezifisch und andere hirnregionenspezifisch exprimiert. Zum Beispiel werden einige miRNAs,
darunter miR-138 und miR-124 hauptsachlich im ZNS, miR-23, miR-26 und miR-29 in Astrozyten, miR-
124 und miR-128 in Neuronen und die let-7-Familie in hippocampalen Neuronen exprimiert (Smirnova
et al., 2005; Wulczyn et al., 2007). AuRerdem sind einige miRNAs wie z.B. let-7 von Nematoden bis hin
zum Primaten hochkonserviert, was auf eine wichtige Bedeutung dieser miRNAs fir die Entwickung
des ZNS hinweist (Lagos-Quintana et al., 2001). Andere miRNAs werden dagegen nur im Primatenhirn
exprimiert (Berezikov et al., 2006b). Dies konnte darauf hindeuten, dass miRNAs fir zelluldre Diversitat
im Gehirn hoher-organisierter Organismen und hohere kognitiven Funktionen eine Bedeutung

zukommt.

Dicer ist eine Endonuklease, die wichtig flr die Prozessierung von reifen miRNAs ist. In einer
Dicer-defizienten Maus wurden Neurodegeneration und neuronaler Zelltod im Gehirn gefunden (Kim
et al., 2007; Schaefer et al., 2007; De Pietri Tonelli et al., 2008). Dicer-Depletion im Kortex und
Hippocampus induziert morphologische Veranderungen und induziert Apoptose (Davis et al., 2008).
Demgegentber stort die Inaktivierung von Dicer in neokortikalen Progenitorzellen die neuronale

Differenzierung (Choi et al., 2008).

Mutationen im Dicerl-Gen wirken sich vielfaltig im ZNS aus und induzieren z.B.
Veranderungen der Morphologie dendritischer Fortsdtze und modulieren die Expression synaptischer
Proteine. Daher vermutet man, dass miRNAs eine Schlisselrolle bei synaptischer Plastizitat, Lernen

und Gedachtnisbildung zukommt (Konopka et al., 2010).

3.4. Pathogenetische Bedeutung von miRNAs bei neurologischen Erkrankungen

miRNAs wurden als wichtige Regulatoren aller Stufen synaptischer Entwicklung beschrieben.
Veranderungen in der Expression individueller miRNAs sind mit unterschiedlichen neurologischen
Erkrankungen und Verhaltenstérungen assoziiert (Maes et al., 2009; Thounaojam et al., 2013). Im
Menschen fihrt eine Mikrodeletion von 22q11 (der lange Arm von Chromosoms 22, Position 11) zu
Storungen von Kognitiven und Verhalten und bedingt ein erhohtes Risiko flr die Entwicklung von
Schizophrenie. Eines der Gene, welches durch Mikrodeletion von 22ql1 beeintrachtigt wird, ist
DGCR8. DGCRS ist ein Bestandteil des Mikroprozessorkomplexes, der essentiell fir die Biogenese der

miRNA ist. Eine Haploinsuffizienz des DGCR8 Gens in heterozygoter Maus resultiert in Storung der
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miRNA-Biogenese, der Morphogenese von Dendriten und synaptischen Fortsatzen, des raumlichen
Arbeitsgedachnis, der Kurzzeitplastizitat sowie der Sensomotorik (Stark et al., 2008; Merico et al.,
2014). Diese Befunde deuten auf die Rolle von miRNAs bei der Regulation neuronaler Netzwerke hin

(Ramocki & Zoghbi, 2008).

Die Untersuchungen von Schratt et al. (2006) zeigten erstmalig, dass miRNAs an der
synaptischen Entwicklung und Plastizitdt z.B. wahrend Lern- und Gedéachtnisvorgdngen beteiligen sind.
Die gehirnspezifische miRNA miR-134 ist exklusiv an dendritischen Dornfortsatzen lokalisiert. Dort
inhibiert sie die lokale Synthese wichtiger Strukturproteine von Synapsen darunter Limk-1 (Lim-
Domane der Proteinkinase 1) und beeinflusst dadurch das Wachstum von dendritischen
Dornfortsdtzen. Diese Inhibition kann wiederum durch den Wachstumsfaktor BDNF (,vom Gehirn
stammender neurotropher Faktor”) aufgehoben werden. Neuere Untersuchungen deuten auf die
Existenz eines Netzwerks aus dendritischen miRNAs hin, welches die Synthese einer Reihe
synaptischer Proteine reguliert und hierlber synaptische Plastizitdt vermittelt (Siegel et al., 2009;

Pathania et al., 2012).

4. Zielsetzung der Arbeit

Ziel der vorliegenden Arbeit war es miRNA Expressionsanderungen und damit assoziierte
Genexpressionsanderungen bei der hepatischen Enzephalopathie (HE) zu identifizieren. Die
Untersuchungen sollten an humanen post mortem Hirnproben und an mit Ammoniak behandelten
kultivierten  Rattenastrozyten durchgefiihrt werden. An Rattenastrozytenkulturen sollten
zugrundeliegende molekulare Mechanismen und funktionelle Konsequenzen ammoniakinduzierter

miRNA-Expressionsanderungen charakterisiert werden.



[l. Material und Methoden

1. Materialien

1.1. Gerate

Tabelle 2 : Verwendete Gerate.

Material und Methoden | 25

Gerat

Firma, Ort

7500 Realtime PCR System

Applied Biosystems, Foster City, CA, USA

Agilent 2100 Bioanalyzer

Agilent Technologies, Santa Clara, CA, USA

Elektrophoresekammer

Biometra, Gottingen, Deutschland

Excella E24

New Brunswick Scientific, Enfield, CT, USA

Filterphotometer ECOM 6122

Eppendorf, Hamburg, Deutschland

Gefrierpunktosmometer

Gonotec, Berlin, Deutschland

KODAK Digital Image Station (4000 MM)

Eastman Kodak Co., Rochester, NY, USA

Magnetrihrer Modell MR2000

Heidolph, Schwabach, Deutschland

Nanodrop®ND-1000

Peglab Biotechnologie, Erlangen, Deutschland

Osmomat 030 cryoscopic osmometer

Gonotec, Berlin, Deutschland

pH-Meter 330

WTW, Weilheim, Deutschland

Pipetboy acu und Pipetboy comfort

IBS Integra Biosciences, Fernwald, Deutschland

Pipetten 0,1-10pl, 10-100pl, 20-200pI, 100-

1000pl

Eppendorf, Hamburg, Deutschland

Roller SRT1

Stuart Scientific, Staffordshire, England

Schittelapparat GFL-3017

Hilab, Dusseldorf, Deutschland

Spectrophotometer Ultrospec 2100 pro

Amersham Biosciences, Freiburg, Deutschland

Standard Power Pack p25

Biometra, Gottingen, Deutschland

Thermoblock (Thermomixer) 5436

Eppendorf, Hamburg, Deutschland

Ultraschallprozessor UP50H

Hielscher, Teltow, Deutschland

Ultrazentrifuge J2-HS

Beckman Coulter Inc., Krefeld, Deutschland

Vakuum-Sicherheits-Absaugsystem HLC

Ditabis, Pforzheim, Deutschland

ViiA™ 7 Real-Time PCR System

Applied Biosystems, Foster City, CA, USA

VivaTome™ Fluoreszenz Mikroskop

Zeiss, Jena, Deutschland

Vortex VM2

CAT, Staufen, Deutschland

Waage (Analyse) 770 max.120g

Kern&Sohn, Balingen-Frommern, Deutschland

Waage 440-47N max.2000g

Kern&Sohn, Balingen-Frommern, Deutschland

Wasserbad

Thermo Scientific, Walthm, MA, USA

Zellerntegerat 5055

Watson Marlow, Rommerskirchen, Deutschland

Zellkultur-Inkubator Hera Cell 150

Heraeus, Hanau, Deutschland

Zentrifuge 5415D

Eppendorf, Hamburg, Deutschland

Zentrifuge AHT 35R

Hettich, Tuttlingen, Deutschland

Zentrifuge Rotina 420R

Hettich, Tuttlingen, Deutschland

Zentrifuge Universal 30RF

Hettich, Tuttlingen, Deutschland




1.2. Verbrauchsmaterialien

Tabelle 3: Verbrauchsmaterialien.
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Verbrauchsmaterial

Firma, Ort

Cellstar 24 Well Zellkulturplatte

Greiner bio-one, Kremsmiinster, Osterreich

Cellstar'T25, T75, T182-Zellkulturflasche

Greiner bio-one, Kremsmiinster, Osterreich

Cell Strainer 70 uM Nylon

Falcon, Heidelberg, Deutschland

Costar Cell Lifter Polyethylene Zellschaber

Corning Incorporated, Corning, NY, USA

Costar Stripette 5 ml, 10 ml, 25 ml

Corning Incorporated, Corning, NY, USA

Deckglaser 12 mm ¢

Assistent, Sondheim, Deutschland

Deckglaser 24x60 mm

Engelbrecht, Edermiinde, Deutschland

Einmalkantle 20G-Mandrin

B.Braun Melsungen AG, Melsungen,
Deutschland

Einwegklvetten fir Photometer

Sarstedt, Nirnbrecht, Deutschland

Eppendorfgefall 1,5 mL und 2 mL

Eppendorf, Hamburg, Deutschland

Filterpapier

Whatman, Dassel, Deutschland

Filtropur S 0,2-Spritzenfilter

Sarstedt, Nirnbrecht, Deutschland

Framestar®96-Well Reaction Plate

4titude, Berlin, Deutschland

Glaspipetten

Brand, Wertheim, Deutschland

Mikro Schraubrohre 2 mL

Sarstedt, Nirnbrecht, Deutschland

Nitrocellulose Transfer Membran Protran®

Whatman, Dassel, Deutschland

Original Perfusor’-Spritze OPS 1 ml, 50 m|

B.Braun Melsungen AG, Melsungen,
Deutschland

Parafilm M Labfilm

Pechiney, Chicago, IL, USA

Plastikzellkulturschalen 60 mm, 100 mm

BD Biosciences, Durham, NC, USA

QlAshredder

Qiagen, Hilden, Deutschland

QPCR Seal (Abdeck-Klebefolie)

4titude, Berlin, Deutschland

Réhrchen (Greiner) 15 ml und 50 ml

Falcon, Heidelberg, Deutschland

1.3. Vorgefertigte Reagenzsysteme (Kits)

Tabelle 4: Kommerzielle Reagenzsysteme (Kits).

Kit

Firma, Ort

Bradford Protein Assay

Bio-Rad, Miinchen, Deutschland

dNTP Mix

Promega, Madison, WI, USA

Dual Color Proteinstandard

Bio-Rad, Miinchen, Deutschland

miRVana™ miRNA Isolation Kit [Ambion]

Life Technologies, Darmstadt, Deutschland

Mycoplasma Detection Kit Venor®GeM

Minerva Biolabs GmbH, Berlin, Deutschland

PrimeScript RT-PCR Kit

Takara Clontech, Mountain View, CA, USA

Quantitect Reverse Transcription

Qiagen, Hilden, Deutschland

RNeasy Mini Kit

Qiagen, Hilden, Deutschland
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T4 RNA Ligase 2, truncated

New England Biolabs, Ipswich, MA, USA

Western Lightning® Plus-ECL

Perkin Elmer, Waltham, MA, USA

1.4. Chemikalien/Substanzen

Tabelle 5 : Chemikalien oder Substanzen.

Chemikalien/Substanzen

Firma, Ort

2-Mercaptoethanol

Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland

Bromphenolblau

Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA

BSA

Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland

DMEM AS 21885 [-] Phenol red [-] Sodium
Chloride (GIBCO)

Invitrogen, Darmstadt, Deutschland

DMEM/F-12

Invitrogen, Darmstadt, Deutschland

DMEM Glutamax ohne FCS [+] 1,0 g/I D-Glucose
[Pyruvat] (GIBCO)

Invitrogen, Darmstadt, Deutschland

DMEM low glucose, [+] Pyruvat

Invitrogen, Darmstadt, Deutschland

DMSO Hybri-Max®

Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA

DTT Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA

EDTA Carl Roth GmbH, Karlsruhe, Deutschland
EGTA Carl Roth GmbH, Karlsruhe, Deutschland
Ethanol Merck, Darmstadt, Deutschland

FCS Merck, Darmstadt, Deutschland
Formaldehyd 37% Merck, Darmstadt, Deutschland
Glycerin Merck, Darmstadt, Deutschland

Glycin Merck, Darmstadt, Deutschland

Lipofectamine 2000

Invitrogen, Darmstadt, Deutschland

Lipofectamine LTX

Invitrogen, Darmstadt, Deutschland

Methanol

Merck, Darmstadt, Deutschland

MgC|2

Merck, Darmstadt, Deutschland

N,N,N',N'-Tetramethylethylendiamin

Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA

NaCl

Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA

NaF Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA
NaN3 Merck, Darmstadt, Deutschland

NH,4Cl Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA
Nonidet-P40 Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA

Opti-MEM Medium + GlutaMAX (GIBCO)

Invitrogen, Darmstadt, Deutschland

PBS Dulbescco mit Ca?* und Mg?** (GIBCO)

Invitrogen, Darmstadt, Deutschland

PBS Dulbescco ohne Ca’" und Mg**

Biochrom, Berlin, Deutschland

Phenol:Chloroform

Ambion, Darmstadt, Deutschland

Phenylmethylsulfonylfluorid

Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland

Ponceau S solution for electrophoresis (0,2 %)

Serva, Heidelberg, Deutschland

RNase Inhibitor

Ambion, Darmstadt, Deutschland

SDS

Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA
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Succrose Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA
Tris VWR Chemicals, Darmstadt, Deutschland
Tris/HCI Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland
Triton X-100 Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA

Trypsin/EDTA Solution (0,05%/ 0,02% in PBS)

CytoGen, Wetzlar, Deutschland

Tween-20

Merck, Darmstadt, Deutschland

1.5. Puffer und Lésungen

Tabelle 6: Puffer und Losungen.

Lésung

Zusammensetzung

1x Blottingpuffer

10x Blottingpuffer, 20% Methanol, bidest. H,O

5x Elektrophoresepuffer

1,73 mmol/I SDS, 125 mmol/| Tris, 1,25 mmol/I
Glycin

10x Blottingpuffer

10 mmol/I SDS, 3,86 mmol/I Glycin, 4,78 mmol/I
Tris

10x TBS-Puffer

1,98 mmol/I Tris, 1,488 mmol/I NaCl, pH 7,6

Auftragspuffer 220 mmol/I Tris/HCL (pH 8,8), 22,5 mmol/l
EDTA, 9% SDS, 40% Glycerin, 0,125%
Bromphenolblau, 200 mmol/I DTT

RL-Puffer 10 mmol/I Tris/HCL (pH 7,4), 1% Triton X-100,

150 mmol/I NaCl, 1 mmol/I EDTA, 1 mmol/I
EGTA, 20 mmol/l NaF, 0,2 mmol/I
Phenylmethylsulfonylfluorid, 0,5% Nonidet-P-40

TBST-Puffer

1x TBS-Puffer, 0,1% Tween-20

2. Methoden

2.1. Zellpraparation und -Kultivierung

2.1.1. Kultivierte Rattenastrozyten

In dieser Arbeit wurden kultivierte Rattenastrozyten verwendet. Die Dissoziationskulturen
wurden aus dem zerebralen Kortex von O - 1 Tage alten Wistar-Ratten gewonnen. Nach Dekapitation
wurde die Kopfhaut entfernt und der Schadel mit einer Schere getffnet. Das Hirn wurde entnommen
und die Hemisphéaren mit einer Pinzette vorsichtig voneinander getrennt. Mit dem Skalpell wurde der
zerebrale Kortex der beiden Hemispharen prapariert und anschlieRend wurden die Meningen mit

einer Pinzette unter Verwendung einer Stereolupe entfernt. Nachfolgend wurde der Kortex grob mit
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einem Skalpell zerkleinert, in 5 ml PBS (ohne Ca** und Mg?) aufgenommen und mittels Pasteurpipette
unterschiedlicher OffnungsgréRe trituiert. AnschlieBend wurde die Gewebe-Suspension durch eine
Filter mit einem Nylonnetz (PorengroRe: 60um) passagiert und mit circa 20 ml DMEM-
Zellkulturmedium (10% Penicillin/Streptomycin, 10% FCS) aufgeflllt. Die Zellsuspension wurde
nachfolgend fiir 5 Min. bei 4°C bei 300 xg zentrifugiert. Im Anschluss wurde der Uberstand verworfen
und das Pellet in 25 ml DMEM-Zellkulturmedium (10% Penicillin/Streptomycin, 10% FCS)
aufgenommen. Die Zellsuspension wurde anschlielend auf T75-Zellkulturflaschen gesplittet und fur 7
Tage im Brutschrank (10% CO,, 37°C) kultiviert. Damit die Astrozytenkulturen von den anderen
Zelltypen wie Mikroglia, Oligodendrozyten und Neurone getrennt werden, wurde die Zellkulturflasche
Uber Nacht bei 200 rpm auf einem Ruttler geschittelt (Booher & Sensenbrenner, 1972). Nachfolgend
wurden die Kulturen auf T75 Zellkulturflaschen im Verhaltnis 1:3 gesplittet und bis zum Erreichen der
Konfluenz weiterkultiviert. Fir die Durchfihrung von Versuchen wurden die Zellen auf 60 mm oder
100 mm Plastikzellkulturschalen gesplittet.

Das ,Splitten” erfolgte nach Absaugen des Zellkulturmediums durch Zugabe von 5 ml PBS
ohne Ca’" und Mg**, welches unmittelbar nach Zugabe auf die Zellkulturflasche abgesaugt wurde und
nachfolgender Inkubation in 5 ml Trypsin/EDTA Losung fir 5 Min. im Brutschrank. Am Ende der
Inkubationszeit wurden die Zellen von der Plastikoberflache mechanisch durch Klopfen abgeldst und in
10% FCS-supplementiertem DMEM-Zellkulturmedium aufgenommen und entsprechend dem

Verwendungszweck weiterkultiviert.

2.1.2. Humane Zelllinien

Flr die Durchfiihrung der in dieser Arbeit beschriebenen Untersuchungen wurden die humane
Neuroblastoma-Zelllinie SH-SY5Y [DSMZ, Braunschweig, Deutschland; Nr. ACC-209] und die
Astrozytoma-Zelllinie MOG-G-CCM [ECACC, Salisbury, UK; Nr. 86022702] verwendet. Die Zellen
wurden, wie in Tab. 7 aufgelistet, unter Verwendung der genannten Zellkulturmedien bis zum
Erreichen der Konfluenz kultiviert. Nachfolgend wurden die Zellen im Verhaltnis 1:10 auf eine neue
Zellkulturflasche passagiert. Fir die Versuche wurden ausschlieRlich Zellen verwendet, die haufiger als
30-mal passagiert worden waren. In regelmaligen Abstdnden wurde ein Mycoplasma-Test
[Mycoplasma-Detection-Kits, Minerva Biolabs GmbG, Berlin, Deutschland] nach dem Protokoll des

Herstellers durchgefihrt, um Zellkontamination der Zelllinien auszuschlieRen zu kénnen.
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2.1.3. Kultivierung der Rattenastrozyten und humanen Zelllinien SH-SY5Y und MOG-G-CCM

Astrozyten, SH-SY5Y und MOG-G-CCM-Zellen wurden im Brutschrank bei einer konstanten
Temperatur von 37°C und 10% CO,-Gehalt unter Wasserdampfsattigung inkubiert. Dreimal in der
Woche fand ein Mediumwechsel statt. Vor jedem Versuch wurden die Zellen in DMEM-Glutamax-
Medium (+ 1,0 g/I D-Glucose) ohne FCS inkubiert, um Einflisse von FCS auf den Versuch zu

minimieren. Unmittelbar danach erfolgte die experimentelle Behandlung der Zellen.

Tabelle 7: Zellkulturmedium.

Kultivierte Rattenastrozyten und SH-SY5Y-Zellen

500 ml DMEM, Glutamax, 1,0 g/l D- | Invitrogen, Darmstadt,
Glucose (GIBCO) Deutschland

50 ml Fotales Kalberserum (30 Min. | Merck, Darmstadt,
bei 56 °C inaktiviert) Deutschland

MOG-G-CCM-Zelllinie

500 ml F12-Medium Invitrogen, Darmstadt,
Deutschland

50 ml Fotales Kalberserum (30 Min. | Merck, Darmstadt,
bei 56 °C inaktiviert) Deutschland

2.2. Post mortem Hirngewebe

Humanes post mortem Hirngewebe aus dem zerebralen Kortex (Gyrus fusiforme) von 4
Kontrollpatienten und 4 Patienten mit Leberzirrhose mit oder ohne hepatische Enzephalopathie (HE)
wurde vom australischen New South Wales (NSW) Tissue Resource Centre, unterstitzt, von der
Universitdt Sydney, National Health and Medical Research Council of Australia, Schizophrenia
Research Institute, National Institute of Alcohol Abuse und Alcoholism and NSW Department of
Health, zur Verfligung gestellt. Detaillierte Informationen zur Athiologie der Zirrhose,
Begleiterkrankungen, der Todesursache sowie demographische Informationen zu den Patienten sind

in den Tabellen 8 und 9 aufgelistet.

Zusatzlich wurden humane post mortem Hirnproben aus dem zerebralen Kortex (Gyrus
fusiforme) von 6 Kontrollpatienten und 7 Patienten mit Leberzirrhose mit HE aus dem Kérperspender-
Programm des anatomischen Instituts der Heinrich-Heine Universitat Dusseldorf (Deutschland)

erhalten. Detaillierte Informationen zur Atiologie der Zirrhose, Begleiterkrankungen, der Todesursache
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sowie demographische Informationen zu den Patienten sind in den Tabellen 10 — 12 aufgelistet. Die

Proben wurden wie unter Abschnitt 2.8.1 beschrieben verarbeitet.

Tabelle 8: Patientendemographie, Todesursache und Atiologie der Zirrhose bei Patienten mit
Leberzirrhose mit oder ohne hepatische Enzephalopathie. Hirnproben von 4 Kontrollpatienten, 4
Patienten mit Leberzirrhose ohne und 4 mit HE wurden vom NSW Tissue Resource Centre (Sydney-
Universitat, Australien) zur Verfigung gestellt. (Quelle: Tissue Resource Centre (Sydney-Universitat,
Australien)). Nach Sobczyk et al. (2015) und Gorg et al. (2015).

Fall | Patienten-Gruppe Alter Geschlecht Todesursache Atiologie
(Jahre)

1 Kontrolle 63 g Koronare Herzerkrankung -

2 Kontrolle 63 g Koronare Herzerkrankung -

3 Kontrolle 49 Q Verdacht auf arrhythmogene, -
rechtsventrikuldre Dysplasie

4 Kontrolle 52 g Unbekannt -

1 Zirrhose ohne HE 46 g Alkoholvergiftung Alkohol

2 Zirrhose ohne HE 52 g Alkoholvergiftung Alkohol

3 Zirrhose ohne HE 37 g Alkoholvergiftung Alkohol

4 Zirrhose ohne HE 57 g Koronare Herzerkrankung, Alkohol
Bronchopneumonie

1 Zirrhose mit HE 73 g Blutendes Ulkus, Koronare Alkohol
Herzerkrankung

2 Zirrhose mit HE 62 Q Medikamentenvergiftung Alkohol

3 Zirrhose mit HE 60 g Medikamentenvergiftung Alkohol

4 Zirrhose mit HE 47 Q Pneumonie Alkohol

Tabelle 9: Leber- und Gehirnpathologie und Begleiterkrankungen bei Kontrollpatienten und Patienten
mit Leberzirrhose mit oder ohne hepatische Enzephalopathie. (Quelle: Tissue Resource Centre (Sydney-
Universitat, Australien)). Nach Sobczyk et al. (2015) und Gorg et al. (2015).

Fall | Patienten-Gruppe Leber und Gehirn Pathologie/ Begleiterkrankungen

1 Kontrolle Milde Steatose, unauffdllige Hirnpathologie, akute koronare

Herzerkrankung
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2 Kontrolle Mittelgradige makrovesikulare Steatose, unauffallige Hirnpathologie,
akute koronare Herzerkrankung

3 Kontrolle Unauffallige Leber- und Hirnpathologie, Arrhythmogene
rechtsventrikuldre Dysplasie (ARVD)

4 Kontrolle Milde Steatose, unauffallige Hirnpathologie, Colitis ulcerosa

1 Zirrhose ohne HE | Leberzirrhose

2 Zirrhose ohne HE | Leberzirrhose, Steatose, unauffallige Hirnpathologie

3 Zirrhose ohne HE | Gemischte mikro- und makronoduldre Leberzirrhose, Fettleber, akute
makrovesikulare Steatose, mittelgradige zerebelldre Degeneration

4 Zirrhose ohne HE | Leberzirrhose, unaufféllige Hirnpathologie, Cholestase, Gelbsucht,
Bronchopneumonie

1 Zirrhose mit HE Leberzirrhose, makrovesikuldre Steatose, unauffallige Hirnpathologie,
Osophagusvarizen, Magengeschwiire

2 Zirrhose mit HE Makrovesikuldre Steatose und auffallige perivaskulare Fibrose

3 Zirrhose mit HE Leberzirrhose, Steatose

4 Zirrhose mit HE Leberzirrhose, Fettleber, Steatohepatitis, Hepatomegalie,

Kleinhirnatrophie

Tabelle 10: Patientendemographie, Todesursache und Atiologie der Zirrhose bei Patienten mit
Leberzirrhose mit oder ohne hepatische Enzephalopathie. Die Diagnose wurde entweder in der Klinik
flr Gastroenterologie, Hepatologie und Infektiologie der Heinrich-Heine Universitat Dusseldorf,
Deutschland oder im Department of Internal Medicine des Universitdtsklinikums Patras, Griechenland
gestellt. (Quelle: Anatomische Fakultdt der Heinrich-Heine Universitat Dusseldorf (Deutschland)). Nach
Gorg et al. (2013a).

Fall | Patienten-Gruppe Alter Geschlecht Todesursache Post mortem
(Jahre) Verzégerung
(Std.)

1 Kontrolle 64 g Respiratorische Insuffizienz, 5
Lungenembolie

2 Kontrolle 63 Q Suizid durch Ersticken 23

3 Kontrolle 79 g Pankreaskarzinom 9

4 Kontrolle 44 g Bronchialkarzinom, 25
Kreislaufversagen

5 Kontrolle 66 Q Herzinfarkt 18
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6 Kontrolle 61 g Pankreaskarzinom 12 -14
1 Zirrhose mit HE 36 g Leberzirrhose (Alkohol), TIPS 6

2 Zirrhose mit HE 57 g Leberzirrhose (Alkohol) 9

3 Zirrhose mit HE 57 Q Leberzirrhose (Alkohol), TIPS 12

4 Zirrhose mit HE 61 g Leberzirrhose (Hepatitis C), <24

hepatozelluldres Karzinom

5 Zirrhose mit HE 45 Q Leberzirrhose (Alkohol), TIPS 17

6 Zirrhose mit HE 69 g Leberzirrhose (Alkohol) <12
7 Zirrhose mit HE 68 g Leberzirrhose (Hepatitis B) <12

Tabelle 11: Begleiterkrankungen bei Patienten mit Leberzirrhose mit hepatischer Enzephalopathie.
(Quelle: Anatomische Fakultdt der Heinrich-Heine Universitat Disseldorf (Deutschland)). Nach Gorg et
al. (2013a)

Fall 1 2 3 4 5 6 7
Spontane bakterielle X
Peritonitis
Gastrointestinale X
Blutung
Hepatorenales X X X X X
Syndrom
Hyponatriamie X X
Hyperbilirubindmie X X X X X
Koagulopathie X X X X X X X
Hypoalbuminamie X X X X X X
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Tabelle 12: Blutuntersuchungen bei Patienten mit Leberzirrhose mit hepatischer Enzephalopathie

Folgende laboratorische Parameter wurden am gleichen Tag (Fall 4) oder am Tag vor dem Tod (Félle 1

—3, 5, 7) gemessen. Referenzwerte fir jeden Parameter sind in Klammern angegeben. Nach Gorg et

al. (2013a).
Fall | Natrium Urea Kreatinin | Albumin | Bilirubin | Leukozyten CRP Quick | Ammoniak
[135-145 | [18-55 [<1,2 [3,3- <10 [40-110 | [<05 [70 - [< 60
mmol/l] | mg/dl] mg/dl] 4,7g/dl] | mg/dl] *1000/ul] | mg/dl] | 130%] umol/1]
1 138 148 1,5 1,8 20 22,9 4,6 10 154
2 158 310 5,0 2,0 36,8 27,3 1,6 29 86
3 126 94 2,4 2,1 11,6 15,8 5,8 26 48
4 141 159 4,1 - 1,98 2,9 1,1 59 343
5 122 258 29 2,4 0,8 30 14,9 37 97
6 - - - - - - - - -
7 120 226 79 1,8 29 2,5 1 13 148

2.3. Experimentelle Behandlung kultivierter Rattenastrozyten

bzw. 72 Std. wie nachfolgend behandelt:

Flr die in der Arbeit genannten Untersuchungen wurden kultivierte Rattenastrozyten fir 48

5 mmol/l NH,Cl

5 mmol/I NH4Cl [30 Minuten Vorbehandlung mit 300 umol/l Apocynin]

5 mmol/lI NH,Cl [30 Minuten Vorbehandlung mit 3 mmol/I MSO]

5 mmol/lI NH,Cl [16 Stunden Vorbehandlung mit 5 mmol/I Taurin]

5 mmol/I NH4Cl [30 Minuten Vorbehandlung mit 10 umol/I Zinn-Protoporphyrin IX (SnPP)]

Eine experimentell herbeigeflihrte Zellschwellung wurde durch hypoosmotisches Medium induziert.

Hierfir wurde die NaCl-lonen-Konzentration in normoosmolaren DMEM Zellkulturmedium ohne FCS

durch Mischen mit NaCl-freiem DMEM auf 205 mosmol/| eingestellt.

Vor jedem Versuch wurden die Astrozyten mit DMEM Zellkulturmedium ohne FCS dreimalig

gewaschen und wie oben beschrieben behandelt.
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2.4. Transfektion von Astrozyten, SH-SY5Y- und MOG-G-CCM-Zellen mit miRNA-Inhibitoren und
miRNA-Mimetika

Fir die Transfektion wurden priméare Rattenastrozyten und humane SH-SY5Y- und MOG-G-
CCM-Zellen verwendet, die in 60 mm Plastikzellkulturschalen, wie unter Abschnitt 2.1.3 beschrieben,
kultiviert wurden. miRNA-Inhibitoren und miRNA-Mimetika wurden in Zellen transfiziert, die eine

Konfluenz von 80-90% erreicht hatten.

miRNA-Inhibitoren fir die miRNA-Spezies rno-miR-31a-5p, -221-3p, -221-5p, -222-3p, -326-3p,
-365-3p (MiRIDIAN microRNA Hairpin Inhibitors, Kat.Nr.: IH-HMR-,miRNA-Name“-0020) und miRNA-
Mimetika fir die miRNA-Spezies hsa-miR-138-2-3p, -152-3p, -339-5p, -455-5p, -486-5p (mMiRIDIAN
microRNA Mimics, Kat.Nr.: C-HMR-,miRNA-Name“-0020) wurden von der Firma GE Dharmacon
[Lafayette, CO, USA] bezogen. Es handelt sich hierbei um chemisch modifizierte, einzelstrangige RNA-
Molekile, die an den komplementaren reifen miRNA-Strang binden und entweder die Funktion von
miRNAs inhibieren oder imitieren kdnnen. Die chemische Modifikation erhdht die Stabilitat der

Verbindungen.

Fir jede einzelne Transfektion wurden 20 pmol/l miRNA-Inhibitor bzw. miRNA-Mimetikum mit
Opti-MEM zu einer Endkonzentration von 40 nmol/l verdiinnt und in einem separaten Ansatz wurden
6 — 12 pl Lipofectamine mit Opti-MEM gemischt. Nach finfminUtiger Inkubation bei Raumtemperatur
wurden beide Losungen zusammengegeben und fir weitere 30 Minuten bei Raumtemperatur
inkubiert. Vor Transfektion wurden die Zellen einmal mit DMEM-Medium mit 10%igem FCS
gewaschen. AnschlieRend wurden je Schale 100 pl Transfektionsansatz zugegeben und im Brutschrank
inkubiert. Nach sechs Stunden Inkubation wurde das Transfektionsmedium abgenommen. Die Zellen
wurden mit frischem DMEM-Medium mit FCS versetzt und je nach Versuchsvorhaben wurden die
transfizierten Zellen entweder direkt fir 48 Stunden im Brutschrank inkubiert oder wie beschrieben

experimentell behandelt.

2.5. Proliferationsmessung

Die Messung der Zellproliferation erfolgte durch fluorimetrische Bestimmung des DNA-Gehalts
mittels eines Fluoreszenzreaders [Fluoroskan Ascent™ FL, Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA,

USA]. Dabei wurde die DNA mit Hoechst34580 markiert.

Zur Messung der Proliferation wurden kultivierte Rattenastrozyten wie im Abschnitt 2.4
beschrieben transfiziert. Nach 6 Stunden Inkubation im Transfektionsmedium wurden die Zellen mit

Zellkulturmedium gewaschen, trypsiniert und auf eine 24-Well Platte ausgesat. Nachfolgend wurden
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die Zellen fur sechs Stunden im Brutschrank inkubiert und fir weitere 48 Stunden entweder mit 10

umol/l HO-1-Inhibitor SnPP behandelt oder unbehandelt belassen.

In einem weiteren Versuchsansatz wurden kultivierte Rattenastrozyten wie unter Abschnitt
2.3 beschrieben mit normo- oder hypoosmotischem Kulturmedium (205 mosmol/l) oder NH.CI, (5
mmol/l) mit oder ohne Vorbehandlung mit Taurin (5 mmol/l, 16 Std. Vorbehandlung) bzw. SnPP (10
umol/l, 30 Min. Vorbehandlung) fur weitere 72 Stunden behandelt, bevor der DNA-Gehalt

fluorimetrisch bestimmt wurde.

Nach 48 bzw. 72 Stunden wurden die Zellen mit einer 4%igen Paraformaldehydlésung fur 5
Min. bei Raumtemperatur fixiert und nachfolgend dreimalig mit PBS (mit Ca*" und Mg?**) gewaschen.
Zur Markierung der DNA wurden die Zellen fir 15 Minuten mit Hoechst34580 (1:5000) bei 37 °C
inkubiert. Nach erneuten Waschen mit PBS mit Ca** und Mg®* wurden die Zellen in einem
Fluoreszenzreader [Fluoroskan Ascent™ FL, Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA]
fluoreszenzspektroskopisch analysiert (Exzitation: 370 nm; Emission: 450 nm) und die relative DNA-
Menge bestimmt. Jede experimentelle Bedingung wurde auf einem 24-Well dreifach bestimmt und
daraus der Mittelwert gebildet. Von den erhaltenen Fluoreszenzintensitdtswerten wurde die

Hintergrundfluoreszenz (nicht mit Hoechst34580 gefarbte Zellen) subtrahiert.

2.6. Detektion von Proteinen im Western-Blot

Die Detektion von Proteinen im Western-Blot erfolgte unter Verwendung spezifischer
Antikérper. Diese Antikorper wurde durch einen Sekundéarantikérper, an den eine
Meerrettichperoxidase (HRP) gekoppelt ist, detektiert. Nach Zugabe eines Peroxidasesubstrats
reagiert das gebildete Produkt mit Luminol, welches Licht an der Position auf dem Blot emittiert, an
dem der Primarantikdrper gebunden hat. Detektiert und dokumentiert wurde die Lichtemission digital
unter Verwendung der Kodak Digital Image Station 4000 MM [Eastman Kodak Co., Rochester, NY,
USA].

2.6.1. Proteinisolation

Zur Vermeidung unerwlnschter Proteindegradation wurden alle Arbeitsschritte auf Eis
durchgefiihrt. Zuerst wurde das Medium von den Zellen abgesaugt und diese nachfolgend dreimal mit
eiskaltem PBS mit Ca®" und Mg”" gewaschen. Die adharenten Zelle wurden mit 300 pl RL-Puffer, mit

einem Zellschaber abgelést und in ein EppendorfgefdR Gberflihrt. Das erhaltene Lysat wurde
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anschlieBend dreimalig fur jeweils 30 Sekunden mit Ultraschall behandelt, um den Zellaufschluss zu
verbessern. Es folgte eine zehnminUtige Zentrifugation bei 4°C und 20 000 xg. Gel6ste Proteine
befanden sich im Uberstand, welcher dann in ein neues EppendorfgefaR tberfihrt und bei -20°C

gelagert wurde. Das Pellet wurde verworfen.

2.6.2. Western Blot

2.6.2.1. Antikorper fur den Nachweis individueller Proteine
Alle Antikérper wurden mit dem in Tabelle 13 beschriebenen Verdinnungsfaktor in einer
Losung von 10%igem BSA und TBST eingesetzt.

Tabelle 13: Primér- und Sekundarantikorper fir den Nachweis individueller Proteine im Western-Blot.
mAb: monoklonaler Antikdrper; pAb: polyklonaler Antikorper.

Primarantikérper Spezies Verdinnung Firma, Ort

EphB3, mAb Maus 1:500 Sigma-Aldrich, St. Louis,
MO, USA

HO-1, pAb Kaninchen 1:1000 Assay Designs
,Stressgen”, Ann Arbor,
MI, USA

GAPDH,mAb Maus 1:5000 Meridian Life Science,
Cincinnati, OH, USA

Sekundarantikorper Spezies Verdiinnung Firma, Ort

Anti-Kaninchen HRPOD Ziege 1:10 000 Dako, Hamburg,
Deutschland

Anti-Maus HRPOD Ziege 1:10 000 Bio-Rad, Miinchen,
Deutschland

2.6.2.2. Proteinbestimmung nach Bradford

Die Proteinbestimmung wurde mit Hilfe des Bradford-Assays durchgefiihrt. Dabei handelt es
sich  um eine kolorimetrische Methode, die auf der Verschiebung des Coomassie®-
Absorptionsmaximums von 470 nm nach 595 nm nach Proteinbindung in saurem Medium beruht.
Durch die Anfarbbarkeit der basischen Seitenketten von Aminosduren durch den Farbstoff Coomassie
kann die Proteinkonzentration quantifiziert werden. Da die Farbreaktion abhangig vom Gehalt an
aromatischen und basischen Aminosauren ist, haben unterschiedliche Proteine unterschiedlich starke
Absorptionen (Bradford, 1976). Gegenwartig wird davon ausgegangen, dass die unterschiedliche
Proteinzusammensetzung unterschiedlicher Proben aber keinen nennenswerten Effekt auf die

Proteinquantifizierung hat.
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Vor der Durchfihrung des Bradford-Assays wurde Bradford-Reagenz im Verhaltnis mit 1:5
Aqua-Bidest verdinnt. Hiervon wurden 995 ul in jede Probenkivette fiir eine dreifache Bestimmung
vorgelegt. In jede Probenkivette wurde anschlieBend 5 pl Proben zugegeben. Damit sich die Farbung
homogen in der Losung entwickelte, wurde das Probengemisch sanft gevortext. AnschlieRend erfolgte
die photometrische Bestimmung der Absorption bei einer Wellenlange von 595 nm. Jede Probe wurde

im Triplikat gemessen.

2.6.2.3. Proteinisolation

Fir die Beladung der Geltaschen wurden 70 - 100 pg Gesamtprotein verwendet. Zu den
Proteinproben wurde SDS- und DTT-haltiger Auftragspuffer gegeben, um eine uniforme negative
Ladung der unterschiedlichen Proteine herbeizufiihren und Disulfidbricken zu reduzieren. Vor dem
Beladen des Gels wurden die Proben 3 - 5 Minuten bei 95°C im Thermoblock hitzebehandelt, um die

Proteine aufzuspalten und zu linealisieren.

2.6.2.4. Herstellung von Elektrophoresegele

Abhédngig von der MolekilgroRe der Proteine wurden Trenngele mit unterschiedlichen
Anteilen an Polyacrylamid (PAA) (8, 10 und 12% PAA-Anteil) hergestellt. Die Gelzusammensetzung ist
in der Tab. 14 aufgelistet.

Tabelle 14: Zusammensetzung von Trenn- und Sammelgel

Substanz Trenngel [ml] Sammelgel [ml]
8% 10% 12%
Bidest. H,0 6,9 59 49 3,4
30% (w/v) PAA 4,0 5,0 6,0 0,83
1,5 mol/I Tris-Puffer (pH 8,8) 3,8 3,8 3,8 -
1,0 mol/I Tris-Puffer (pH 6,8) - - - 0,63
10% (w/v) SDS 0,15 0,15 0,15 0,05
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10% (w/v) APS 0,15 0,15 0,15 0,05

TEMED 0,009 0,006 0,006 0,005

2.6.2.5. SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE)

Alle Western-Blots wurden unter Verwendung diskontinuierlicher Gele durchgefiihrt, welche
aus einem Trenn- und Sammelgel bestehen (Tab. 14). Beide Gele unterscheiden sich im Hinblick auf
den pH-Wert, die lonenstarke und den PAA-Anteil. Unter einer konstanten Spannung von 90 V wurden
die Proben im Sammelgel konzentriert, bevor sie im Trenngel bei einer hoheren Spannung von 140 V
aufgetrennt wurden. Die durch das PAA-gebildeten Poren im Trenngel wirken dhnlich einem Sieb und
ermoglichen eine Auftrennung der entfalteten und uniform-negativ geladenen Proteine nach dem
Molekulargewicht. Mit Hilfe eines Proteinstandards [Dual Color, Bio-Rad, Minchen, Deutschland]

konnte die ProteingrofRe abgeschatzt werden.

2.6.2.6. Proteintransfer aus dem Gel auf eine Membran

Nach Auftrennen der Proteine im SDS-PAGE wurden die negativ geladenen Proteine durch
Anlegen eines elektrischen Feldes vom Gel auf eine Nitrozellulose-Membran (bertragen. Die

angelegte Stromstarke wurde dabei folgendermafen berechnet:
Stromstarke = Breite des Gels [cm] * Lange des Gels [cm] * 0,8 mA

Der Aufbau des Blots ist in Abb. 15 schematisch dargestellt. Die Dauer des Transfers wurde
entsprechend der GroRRe des jeweilig untersuchten Proteins angepasst. Fir die Detektion von EphB3,
HO-1 und GAPDH erfolgte der Transfer fir 2 Stunden. Der Transfererfolg wurde mit Hilfe von einer

reversiblen Ponceau-Rot-Farbung gepruft.

]» Whatman-Papier

| Membran

} Whatman-Papier

Abbildung 10: Schematischer Aufbau eines semi-dry Proteinblots. Das Proteingel (gemusterter Bereich)
wurde auf eine Membran (gelb) gelegt und zwischen mehreren Lagen aus saugfahigem mit 1x
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Blottingpuffer befeuchtetem Papier deponiert. Die Nitrozellulose-Membran wurde vorher in Wasser
aktiviert und nachfolgend in 1x Blottingpuffer eingetaucht.

2.6.2.7. Immundetektion

Zunachst wurde die Membran mit einer Losung aus 10%igem BSA und 1x TBST-Puffer fir 15 -
30 Minuten bei Raumtemperatur unter Schwenken blockiert, um auf der Membran nicht abgeséattigte
Bindungsstellen zu blockieren. Anschlieend erfolgte die Inkubation der Membran (ber Nacht bei 4°C
mit dem in BSA/TBST-Losung entsprechend verdinnten Primarantikorper, der an das gesuchte Protein
spezifisch bindet. Danach wurde die Membran dreimalig fir jeweils 10 Minuten mit TBST-Puffer
grundlich gewaschen und fir 2 Stunden bei Raumtemperatur mit einem in BSA/TBST-LOosung
entsprechend verdidnnten HRP-gekoppelten Sekundarantikérper inkubiert. Es folgte ein weiterer
Waschschritt mit 1x TBST zum Entfernen von Uberschissigem, ungebundenem Antikorper. Der
Nachweis der untersuchten Proteine erfolgte mit dem Western Lightning Plus ECL™ Kit. Hierbei wurde
die ECL-Loésungen im Verhaltnis von 1:1 gemischt und die Membran mit der Losung inkubiert, bevor
sie nachfolgend auf eine Kodak Digital Image Station 4000MM [Eastman Kodak Co., Rochester, NY,
USA] aufgelegt und die Lichtemission digital visualisiert und dokumentiert wurde. Im Anschluss

erfolgte eine Beladungskontrolle des Blotes durch Nachweis der GAPDH.

2.6.2.8. Densitometrische Quantifizierung

Die Intensitat der detektierten Proteinbande wurde mit Hilfe des Auswertungssoftware Kodak
Molecular Imaging (M) Software (v.4.0.3) [Eastman Kodak Co., Rochester, NY, USA] densitometrisch

bestimmt.

2.7. Quantifizierung von mRNA-Expressionspiegel mittels Realtime-PCR

Das mMRNA Expressionsniveau individueller Gene wurde mit Hilfe der Realtime-PCR

guantifiziert.

2.7.1. Priparation von RNA

FUr die Isolation von RNA aus Zellen oder Geweben wurde ein kommerzielles RNA-Isolationskit
[Qiagen, Hilden, Deutschland] verwendet. Im Falle der Isolation von RNA aus Gewebe wurden

Gewebestlicke < 30 mg mit 600 pl Lysispuffers mit Zusatz von 1% -Mercaptoethanol lysiert und mit
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Hilfe eines Pistills homogenisiert. Das Gesamtlysat wurde anschliefend fir 2 Minuten bei 13 000 x g
zentrifugiert und der Uberstand auf eine Qia-Shredder Saule tiberfiihrt. Mit Hilfe des RNeasy Mini Kits
[Qiagen, Hilden, Deutschland] wurde die RNA nachfolgend entsprechend den Anweisungen des
Herstellers isoliert.

Zur lsolation von RNA aus Zellen wurde das Astrozytenkulturmedium mittels eines
Absauggerats abgenommen. Die adhirenten Zellen wurden danach dreimalig mit PBS mit Ca** und
Mg®* gewaschen, um eventuell zurlickgebliebene Mediumbestandteile oder Zellfragmente
auszuspllen. Die Prazipitation der RNA erfolgte durch Zugabe von 300 pl Lysispuffer eines
kommerziellen RNA-Isolationskits [Qiagen, Hilden, Deutschland], welcher mit 1% R-Mercaptoethanol
versetzt wurde. Zellen wurden mit Hilfe eines Zellschabers vom Boden abgeldst. Das Lysat wurde
anschlieend in ein RNAse-freies Eppendorfgefdls Uberflhrt und bis zur weiteren Verarbeitung bei -
80°C im Gefrierschrank gelagert. Die RNA wurde nachfolgend mit Hilfe eines kommerziellen Kits
isoliert. Die Durchfihrung der RNA-Extraktion erfolgte gemadRR den Angaben des Herstellers des
RNeasy Mini Kits [Qiagen, Hilden, Deutschland]. Aufgereinigte RNA wurde mit 30 pl RNAse-freiem

Wasser aus der Sdule eluiert.

2.7.2. Oligonukleotide

Die in der Realtime-PCR verwendeten Oligonukleotide wurden von der Firma Eurofins MWG

Operon [Ebersberg, Deutschland] synthetisiert und bezogen (Tab. 15).

Tabelle 15: In der Realtime-PCR verwendete Oligonukleotide.

Gene Spezies Primer 5’ >3’

Strang Antistrang
ABCAS Ratte TGTCCAGTCTCTCTCACAGTCC ATTCTTCAATGGCAAAAGTGTG
Adm?2 Ratte GTCTGGCAGCCTGGGTAAG CGCTGGAAGGAATCTTGG
Arg2 Ratte GTAGAGCTGTGTCAGGTGGCTA GGCATGGCCACTAATGGTA
Arhgef2 Ratte CGGATCGAATCCCTCACTC TCTCCTTTTCCCGGGTCTT
Artn Ratte AGAAGAGGGTGGGGAAACAG CAGTGGGACAATGCAGTAGG
Creb3l1 Ratte AGTGTCTACGCAGCCAGTCA GCCTGCCCCATCATCATA
Cth Ratte CGAAGACCTGGGTCAAGC AGAAGGTCTGGCCCCTTG
Gadd45a* Ratte TCTGTTGCGAGAACGACATC TGTGATGAATGTGGGTTCGT
Galnt3 Ratte GGATGGACGAGTACAAGGAAA TCTTTTTGAAAGATCACCAAATGAT
Gfra3 Ratte CCCGTTCTGTCTTTCTTCATC CCAGCATTTTCTCTCCCATC
Gmds Ratte GAAATACTACCGACCGACTGAAG GTTTCCAGTTCAGTTTCTGCTG
Herpud1 Ratte GAACCTTCCTCCCTCTGGAT CCTTGGAAAGTCTGCTGGAC
HO-1 Ratte CGGCCCTGGAAGAGGAGATAG CGATGCTCGGGAAGGTGAAAA
Ifit2 Ratte CACCGACACCACAAACAGTC GTGGCATTTGAGCTGCTGTA
116 Ratte GCCAGAGTCATTCAGAGCAA CATTGGAAGTTGGGGTAGGA
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KCNJ3 Ratte CAGTTCGAGGTGGTCGTCA GAGCTTGACAAGTCATCCCTGT
Myc Ratte GCTCCTCGCGTTATTTGAAG GCATCGTCGTGACTGTCG
Nrdal Ratte CATCTTCTTCCTCGTCCTCG AACTGCTCAGTCCATACCCG
Serpinel? | Ratte TCTGGGAAAGGGTTCACTTTACC GACACGCCATAGGGAGAGAAG
Sfrp4 Ratte GCAACGTACCTGAGCAAAAAC TCGACCACAGTTGTGACCTC
Shmt2 Ratte GGTGAAGCGCAAGACTGC GCCAAACGCTGACTTGTTTC
Sicla4® Ratte ACGCGGGACAGATTTTCAC ACACCCGCTGCTCCAAC

Siclas Ratte TCCTCTTTACCCGCAAAAAC CCACACCATTCTTCTCCTCTAC
Slc6a9 Ratte CTCTCACACTGCTTCCCATC TCATTCCCCACCTCATCCAC
Tled1 Ratte ATCTGGGATCTGGGCTCTG GCAAATAGCCACAAACTGACC
Wars Ratte GCAAAATTGACAAGGAGCTGA TTCATAGGCATCCAGAATTTGA
Yars Ratte CCCAGTTTGGCGGTATTG GCCAAGTGTGGGGAGATACT
HPRT Ratte TGCTCGAGATGTCATGAAGGA CAGAGGGCCACAATGTGATG
CCKBR* Human | AGCAGTGTGGGCAACCTCAG GATTCTAATGGCCAGCTCCAAT
CORT Human | CCACAAGATGCCATTGTCC CAGGAGGCTGCTTTTCCTTA
CXCL12 Human | TGCCAGAGCCAACGTCAAG CAGCCGGGCTACAATCTGAA
EphA3 Human | CCATGGACTGCCCAGCTGCC CCTTGCGGCTGCACTGGTGA
EphB3 Human | CGCTCAGTCTGGCATGTCA CATCCAGCCAATCACCAACTG
ERBB4® Human | GGCTGCTGAGTTTTCAAGGATG GCTTCATACGATCATCACCCTGA
FABP3°® Human | CACTCACCCACGGCACTGCA TCCCGGTCAGTGGCACCTGA
Homer1’ Human | GCCAAGGGCTGAACCAACTC TGTTTCACATTGGCAGTGGACTC
KCNQ2® Human | GGCTTCAGCATCTCCCAGT GACTCTCCCTCCGCAATGTA
Lin28b° Human | TGCACTTCAACTCTCCCTCG GAACTGAAGGCCCCTTTTTG
MCHR1Y Human | GGCTGGATGGACCTGGAA GCGAAGATGACCGTGGAG
MMP3: Human | GAGGCATCCACACCCTAGGTT TCAGAAATGGCTGCATCGATT
PARG Human | GAAAGGGACGACTGGCAGCGG CCAAAGGCACCACAGCCCCA
PPM1E"? Human | AACATGCGCAGGAAAATGGA TGGCCATCAAACACTGCAAA
PTPRR® Human | CATGCTGGATGTAGAAGAAGACA AACACCCTGTTCTACCTATTCCTG
Ras-GRF1** | Human | GCCACCAATCGTGTCTTGAA CAAAGTCCTGAGAGTGCTTGGA
HPRT Human | TGCTGAGGATTTGGAAAGGGT CTCGAGCAAGACGTTCAGTCC

(*Ozawa et al., 2011; *Wang et al., 2014; *Jeong et al., 2011; *Jamali et al., 2006; >Duhem-Tonnelle et al., 2010;
®Dubé et al., 2012; "Fujihara et al., 2010; Su et al., 2011; °Jeong et al., 2009; °Pissios et al., 2007; *van
Beuningen et al., 2014; *?Tang et al., 2011; 3Su et al., 2013; ¥*Tarnowski et al., 2012)

2.7.3. RNA-Qualitétsanalyse

Die Konzentration und die Reinheit der RNA Proben wurden zunachst mit Hilfe eines

Nanodrop-Gerats ermittelt. AnschlieRend erfolgte eine Uberpriifung der RNA-Integritat mittels Agilent

2100 Bioanalyzer.
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2.7.3.1 Bestimmung der Konzentration und Reinheit von RNA Praparationen

Im Falle der Nanodrop-Messung wurde die Konzentration und die Reinheit der RNA durch
Erfassung der Absorption bei den Wellenldngen Ao, Ao und Ay gemessen. Das
Absorptionsmaximum von Nukleinsauren liegt bei 260 nm und das von Proteinen bei 280 nm. Bei
einer reinen, nicht mit Proteinen verunreinigten Nukleinsdure ist ein Verhaltnis von Aseo/Azs0 = 1,9 —
2,1 zu erwarten. Das Verhaltnis von Ays zU Az3p liegt im Idealfall bei 2,0 - 2,2 und kann als Indikator fir
eine Verunreinigung mit EDTA, Kohlenhydraten, Phenol oder TRIzol-Reagenz interpretiert werden

(Qiagen, 2015).

2.7.3.2. Bestimmung der RNA-Integritat

Die Uberprifung der Integritdit der RNA wurde mit Hilfe eines Bioanalyzers 2100 [Agilent
Technologies, Waldbronn, Deutschland] ermittelt. Der Bioanalyzer ermoglicht eine sensitive und
zuverlassige Kontrolle der RNA-Qualitat und ordnet den einzelnen Proben einen RNA-Integritatswert
zu (RIN). Der Skalenbereich des RIN-Werts liegt von 1 bis 10 und wird durch Bestimmung des
Verhadltnisses zwischen den ribosomalen Untereinheiten 28S- und 18S-rRNA ermittelt. Je hoher der

RIN-Wert ist, umso hoher ist die RNA-Qualitat (Fleige & Pfaffl, 2007).

2.7.4. cDNA Synthese

Die cDNA wurde mit dem kommerziellen Kit Quantitect Reverse Transcription [Qiagen, Hilden,
Deutschland] synthetisiert. Zuerst wurde mit Hilfe der durch Nanodrop ermittelten RNA-
Konzentrationen das Probenvolumen zum Erreichen der gewilinschten RNA-Menge von 1 pg
berechnet. Die Probe wurde dann mit RNAse-freiem Wasser bis auf 12 pl aufgefillt. Zusatzlich wurde
zu jeder Probe 2 pl 7x gDNA Wipeout-Puffer zum Verdau genomischer DNA gegeben. Nachfolgend
wurden die Proben flir 2 Minuten bei 42°C in einem Thermoblock inkubiert. Die Probe wurde
anschlieBend mit 6 ul Reverse-Transkription-Mastermix (1 ul Reverse-Transkriptase (RT), 4 pl RT-Puffer
und 1 pl RT-Primer-Mix) gemischt und fur 15 Minuten bei 42 °C inkubiert. Die fur die reverse-
Transkription bendétigte Enzymmischung beinhaltete die Quantiscript-RT-Mischung (Omniscript- und
Sensiscript Reverse-Transkriptase) und einen RNAse-Inhibitor. Der RT-Puffer war flinffach konzentriert
und mit dem Realtime-PCR-Puffer kompatibel. Die RT-Primer-Mischung setzt sich aus vier
Desoxynucleotidtriphosphaten (dNTPs) dATP, dTTP, dCTP und dGTP und einem universalen
Oligonukleotid zusammen, welches eine cDNA-Synthese von allen Regionen der RNA-Transkripte

(auch von der 5'-Region) ermoglicht (Qiagen, 2009). Um das Enzym Reverse-Transkriptase zu
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inaktivieren erfolgte eine weitere Inkubation der Proben fir 3 Minuten bei 95 °C. Die erhaltene cDNA
wurde auf eine Konzentration von 10 ng/ul eingestellt. Als negative Kontrolle wurde eine Probe mit
Reverse-Transkriptionsansatz ohne Reverse-Transkriptase verwendet, die Aufschluss darlber geben

kann, ob eine Kontamination mit genomischer DNA vorliegt.

2.7.5. Quantitative Realtime-PCR

Die in Tab. 16 aufgeflhrten Primerpaare (Stock: 100 pmol/ul) wurden mit RNAse-freiem
Wasser auf eine Konzentration von 10 pmol/ul eingestellt. Als Referenzgen sind all die Gene geeignet,
die in konstanter Menge in Zellen und Geweben exprimiert werden (Kessler & Engels, 2012). Das Gen
Hypoxanthin-Guanin-Phosphoribosyltransferase 1 (HPRT1) reprasentiert eine der stabilsten
endogenen Kontrollen und diente aus diesem Grund in diesen Untersuchungen als endogene
Referenz (Gubern et al., 2009). Dagegen dienten unbehandelte Zellen als Kalibrator fir die einzelnen
experimentellen Behandlungen. Die Quantifizierung der mRNAs erfolgte mittels GoTag®gPCR Master
Mix [Promega, Mannheim, Deutschland], der BRYT-Green-Farbstoff, GoTaq® Hot Start-Polymerase und
optimierte Puffer beinhaltet, in einem 7500 Realtime-PCR System.

Der BRYT-Green-Farbstoff lagert sich wahrend des amplifizierenden Prozess der PCR in die
kleine Furche des DNA-Doppelstrangs und emittiert griines Licht bei Exposition mit einer Wellenldnge
von 494 nm.

Jede PCR-Reaktion erfolgte in einem Gesamtvolumen von 25 ul, welche 12,5 ul 2x BRYT-
Green-Mastermix, 1 pl von je 10 pM Strang- und Antistrang-Primer, 1,2 ul cDNA und 9,3 pl RNAse-
freiem Wasser beinhaltete. Die Reaktionen wurden vorbereitet und zum Schluss in ein FrameStar® 96-
well Platte aufgetragen und durch eine Abdeck-Klebefolie abgedeckt. Der Ablauf der Realtime-PCR ist

in der nachfolgenden Tabelle (Tab. 16) dargestellt.

Tabelle 16: Schema zum Ablauf einer Realtime-PCR.

Schritt Temperatur Inkubationszeit Wiederholung

(min.)

Reverse 50°C 2 -

Transkription

Aktivierung der 95°C 10 -

AmpliTag Gold

Denaturierung 95°C 0:15

Hybridisierung 60°C 1

und 40

Verlangerung

Dissoziation 95°C 0:15 -
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60°C 1 -
95°C 0:15 -
60°C 0:15 -

Jedes Produkt zeigte eine exponentielle Amplifikation, die in eine Sattigung Ubergeht. Das
Plateau entsteht dadurch, dass im Laufe der Reaktion immer mehr Produktfragmente miteinander
hybridisieren und so die PCR hemmen. Das Fluoreszenzsignal jeder Reaktion wurde gegen die Anzahl
der Zyklen in einer Schmelzkurve aufgetragen. Die Fluoreszenz nahm dabei proportional mit der
Menge der PCR-Produkte zu. Der Ci-Wert ist der Zyklus, in dem die Reporterfluoreszenz zum ersten
Mal die Hintergrundfluoreszenz signifikant (Ubersteigt. Die relative Quantifizierung der

Transkriptionsrate erfolgte mit Hilfe der vergleichenden Ci-Methode (27 %),

Formel nach Pfaffl (2004):
AC; = C; Zielgen — C; Referenzgen
AAC; = AC; Behandlung — AC; Kontrolle (ohne Behandlung)

Ratio = 2744

2.8. miRNA Expressionsanalyse

Die spezifische Analyse der Expression individueller miRNA-Spezies erfordert die Beachtung

der nachfolgend genannten Eigenschaften von miRNAs:

1. Die Vorlage (Template) zur Synthese eines neuen miRNA-Strangs wird in der Lange limitiert,
da reife miRNAs kurz sind und nur aus ca. 22 Nukleotiden bestehen.

2. Reife miRNAs besitzen keine uniformen Sequenzmerkmale (z.B. Poly(A)).

3. Die Sequenzen von reifen miRNA-Spezies sind sowohl in pre- (precursor) als auch in pri-
(primare) miRNAs vorhanden.

4. miRNAs innerhalb einer miRNA-Familie (z.B. let-7) unterscheiden sich oft nur durch ein
einziges Nukleotid.

5. Der GC-Gehalt von miRNAs ist heterogen und bewirkt dadurch eine grol3e Variabilitdt bei den

Schmelztemperaturen (Tm).

In den Untersuchungen der vorliegenden Dissertation wurden miRNA-Expressionsanderungen
in kultivierten Rattenastrozyten und in humanen post mortem Hirnproben mit einem Agilent
Microarray-Verfahren (siehe 2.10.2.) und einer miRNA-spezifischen quantitativen Realtime-PCR-

Methode (miQPCR) (siehe 2.8.4.) untersucht.
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2.8.1. miRNA-Isolation

miRNA wurde aus Zellen oder Geweben mit dem mirVana miRNA Isolationskit der Firma
Ambion Life Technologies extrahiert. Die mirVana miRNA Isolation erfolgte anhand eines kombinierten
Verfahrens von organischer Extraktion und Festphasenextraktion. Dieses Extraktions-verfahren
ermoglichte die gleichzeitige Isolation von rRNA, mRNA aber auch RNA-Spezies, die aus nur wenigen
Basen bestehen. Die Konzentrationsbestimmung und Qualitdtsanalyse erfolgten mittels Nanodrop

(siehe 2.7.3.1.) und Agilent 2100 Bioanalyzer (siehe 2.7.3.2.).

Far die Isolation von miRNAs aus Geweben wurden pro 1 mg Gewebe 100 pl mirVana
Lysis/Binding-Puffer dazugegeben. Dann wurde das Gewebe mit einem Pistill homogenisiert. Die
Isolation von miRNAs aus kultivierten Zellen erfolgte nach Entfernung des Zellkulturmediums und
dreimaligem Waschen der Zellen mit PBS (mit Ca®* und Mg?"). Die adhirenten Zellen wurden
anschlieBend nach Zugabe von mirVana Lysis/Binding-Puffer (300 ul/60 mm Zellkulturschale) mit
einem Zellschaber aufgeschlossen und das erhaltene Lysat in einem Eppendorfgefals gesammelt.
Nachfolgend wurde zur Stabilisierung der RNA und zur Inaktivierung von RNAsen miRNA-Homogenate-
Additive in das Lysat gegeben. Nach 10 minUtiger Inkubation der Proben auf Eis wurde die RNA von
DNA und Proteinen und anderen zellularen Bestandteilen durch Extraktion mittels Phenol/Chloroform
(1:1) getrennt. Hierfiir wurde das Gemisch aus Phenol/Cloroform und Probe bei 10 000 x g fir 5 Min.
bei Raumtemperatur zentrifugiert. In der nachfolgend erhaltenen zweiphasigen Emulsion befand sich
die RNA in der oberen wassrigen Phase, die DNA an der Phasengrenze und die Proteine in der unteren
organischen Phase. Die in der wassrigen Phase geloste RNA wurde nachfolgend vorsichtig in ein neues

Eppendorfgefal Gberfihrt.

Fir die nachfolgende Isolation von Gesamt-RNA wurde die so erhaltene Probe mit dem 1,25-
fachen des Probenvolumens an Ethanol versetzt und dieses Uber eine Sdule mit einem Glasfaserfilter
gegeben. Die auf dem Glasfilter immobilisierte RNA wurde entsprechend den Vorschriften des
Herstellers mehrmals mit Waschpuffer gewaschen und die aufgereinigte RNA wurde anschlieRend mit

einer im Kit enthaltenen Pufferldsung eluiert und bis zur weiteren Verwendung bei -80°C gelagert.

2.8.2. cDNA Synthese

Fur die Synthese von cDNA aus miRNAs wurde ein RNA/DNA-Adapter (sog. miLINKER) an den
miRNA-Strang angehangt. Hierdurch wird es moglich die verschiedenen miRNA-Spezies unter
Verwendung eines universellen Primers in cDNA umzuschreiben (Castoldi et al., 2011). Hierflr wurden

10 ng Gesamt-RNA mit 15 uM miLINKER (pp (r) A. GGCCGAACTACGACCTGCATAAACGG.ddC) (Benes et
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al., 2015) mit Hilfe des Enzyms T4 RNA-Ligase (NEB, 200 U/ul) ligiert. Der RNA/DNA-Linker-Adapter ist
mit einer universellen Primer-Bindesequenz ausgestattet, so dass nachfolgend die elongierten miRNAs
mit Hilfe eines universellen Primers (CCCAGTTATGGCCGTTTATGCAGGT) (Benes et al., 2015) unter
Verwendung von Primescript (Takara, 200 U/ul) nach Angaben des Herstellers [Takara Clontech,
Mountain View, CA, USA] umgeschrieben werden kénnen. Die hier verwendete T4 RNA Ligase
ermoglicht spezifische, sensitive und effektive reverse Transkription von miRNAs. Gegenlber der
Polyadenylierungsmethode hat die Primer-Ligationsmethode den Vorteil, dass die T4 RNA Ligase kurze
einzelstrangige RNA als Substrat bevorzugt. Zudem beinhaltet der Linker-Adapter eine universelle
Primer-Bindesequenz, die es ermoglicht miRNA-spezifische Primer flexibel zu konstruieren. Die
Reaktion erfolgte im Thermocycler nach folgendem Temperaturprogramm: 25°C hold, 25°C fur 30

Min., 10°C hold, 85°C fir 2 Min., 46°C hold, 46°C fur 30 Min., 85°C fir 3 Min. und 10°C hold.

2.8.3. Design miRNA-spezifischer Primer

Eine spezifische und sensitive Detektion individueller miRNA-Spezies mittels der quantitativen
miQPCR ist in hohem MaRe vom Primerdesign abhdngig. Ein hierbei limitierender Faktor ist die
Heterogenitdt des GC-Gehalts individueller miRNA-Spezies, der Einfluss auf die Ablésung der
gebildeten Doppelstrange bzw. auf die dabei erforderlichen Schmelztemperaturen (Tm-Wert) nimmt.
Zur Erhohung der Spezifitat und zur Verbesserung der PCR-Effizienz wurde flr das Primerdesign die
miRBase-Datenbank zur Analyse des GC-Gehalts und nah-verwandter miRNA-Familien verwendet. Der
Tm-Wert des jeweiligen Kandidaten-Primers wurde mit Tm-Calculator [Applied Biosystem, Darmstadt,
Deutschland] ermittelt. Ein zu hoher Tm-Wert (> 65°C) vermindert die Spezifitdt, wahrend ein zu
niedrigerer Tm-Wert (< 55°C) die Sensitivitdt des Primers erniedrigt (Benes & Castoldi, 2010). In dem
Fall, dass aufgrund der miRNA-Sequenz kein Primer konstruiert werden konnte, der beide Kriterien voll
erflllt, wurde die Prioritat beim Primerdesign auf die Spezifitdt gelegt. Die in der vorliegenden Arbeit
verwendeten Primer (Tab. 17) wiesen eine Schmelztemperatur zwischen 52°C - 57°C auf und wurden

Uber die Firma Eurofins MWG Operon bezogen.

Tabelle 17: Oligonukleotid-Primer fir die Quantifizierung individueller miRNA-Spezies mittels Realtime-
PCR (miQPCR).

miRNA Spezies Sequenz 5'>3’ Tm (°C)
rno-miR-221-5P GGCATACAATGTAGATTTCG 51,80
rno-miR-222-3P CTACATCTGGCTACTGGGTG 54,24
rno-miR-135a-5p TGGCTTTTTATTCCTATGTGAG 54,81
rno-miR-26a-5p AAGTAATCCAGGATAGGCTG 52,11
rno-miR-425-5p CGATCACTCCCGTTGAG 54,12
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rno-miR-30e-5p AACATCCTTGACTGGAAGG 53,40
rno-miR-652-3p CGCCACTAGGGTTGTGG 56,90
rno-miR-135b-5p GGCTTTTCATTCCTATGTGAG 55,00
rno-miR-31a-5p GATGCTGGCATAGCTGG 54,47
rno-miR-125a-5p TGAGACCCTTTAACCTGTGAG 55,41
rno-miR-193-3p GCCTACAAAGTCCCAGTG 52,31
rno-miR-221-3p TTGTCTGCTGGGTTTCG 54,91
rno-miR-30b-5p TAAACATCCTACACTCAGCTG 51,63
rno-miR-326-3P GGCCCTTCCTCCAGTG 55,70
rno-miR-145-5P TTCCCAGGAATCCCTG 53,19
rno-miR-365-3p GCCCCTAAAAATCCTTATG 52,52
hsa-miR-16-2-3p TTACTGTGCTGCTTTAGGGG 56,58
hsa-miR-23c¢ ATTGCCAGTGATTACCCG 55,29
hsa-miR-138-2-3p TCACGACACCAGGGTTG 55,45
hsa-miR-152-3p ACAGAACTTGGGGGGG 54,84
hsa-miR-339-5P CAGGAGCTCACGGGG 55,10
hsa-miR-346 GCATGCCTGCCTCTG 53,44
hsa-miR-455-3P GTCCATGGGCATATACACG 55,61
hsa-miR-455-5p* TGCCTTTGGACTACATCGG 58,08
hsa-miR-486-5p GAGCTGCCCCGAGG 55,18
hsa-miR-1225-3p GTGCCGCCCCCAGG 61,74
hsa-miR-1306-5p CCCTGCAAACGTCCAG 55,22
hsa-miR-4324 GAGACCCTAACCTTAAGGGG 55,34
hsa-miR-4454 CGAGTCACGGCACCAG 56,40
Universalprimer1 CCCAGTTATGGCCGTTTA 55,47

(*Benes et al., 2015)

2.8.4. miQPCR

Das Prinzip der miRNA-spezifischen quantitativen Realtime-PCR (miQPCR) basiert auf der Detektion
eines fluoreszierenden Reportermolekils, dessen Signalintensitdt mit der Menge der in jedem PCR-
Amplifikationszyklus vorhandenen DNA korreliert (Nolan et al., 2006). Die Quantifizierung erfolgte in
diesen Untersuchungen mit dem mit doppelstrangiger DNA-interkalierenden Fluoreszenzfarbstoff
BRYT-Green von Promega [Mannheim, Deutschland], der nach Bindung an doppelstrangige DNA
Fluoreszenz nach Anregung mit Licht der Wellenlange 494 nm emittiert.

Jede miQPCR-Reaktion erfolgte in einem Gesamtvolumen von 20 pl, welche sich aus 10 pl
BRYT-Green-Mastermix, 0,5 pmol/l des jeweiligen miRNA-spezifischen Primers, 0,5 umol/l des
Universalprimers, 7,94 ul RNAse-freies Wasser und 2 ul cDNA (100 pg) zusammensetzt. Die
Amplifikation erfolgte in eine FrameStar® 96-well Platte unter Verwendung des ViiA™ 7 Thermocyclers
[Applied Biosystems, Foster City, CA, USA]. Der Ablauf der Amplifikation der miQPCR ist in der
nachfolgenden Tabelle (Tab. 18) aufgefihrt.
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Tabelle 18: Ubersicht zum Amplifikationszyklus der miQPCR.

Schritt Temperatur | Inkubationszeit Wiederholung
(Min.)
Aktivierung der 95°C 10 -

,Hot-Start” Taq
DNA-Polymerase

Denaturierung 95°C 0:15

Hybridisierung 60°C 0:35

und Verlangerung 50

Dissoziation 95°C 0:15 -
60°C 1 -
95°C 0:15 -
60°C 0:15 -

Zur Quantifizierung wurden die durch miQPCR-ermittelten C-Werte fiir die individuellen
miRNA-Spezies mittels der qgBase Software (Version 1.3.5.) (Hellemans et al.,, 2007) Median-

normalisiert und die relativen Expressionsanderungen quantifiziert.

2.9. miRNA-Datenbanken

Die fur das Primerdesign erforderlichen Informationen und bioinformatischen Tools wurden
aus Datenbanken bezogen, die Uber das World-Wide-Web zuganglich und international-anerkannt
sind. Die jeweiligen miRNA-Sequenzen stammen aus www.mirbase.org (v21) (Griffiths-Jones et al.,
2006). Die Schmelztemperaturen miRNA-spezifischer Primer wurde mittels des bioinformatischen
Tools Tm-Calculator [Applied Biosystems, http://wwwé6.appliedbiosystems.com/support/techtools/
calc/index.cfm] ermittelt. Primer fur die mRNA-Amplifikation wurden mit Hilfe eines online-Analyzers
http://eu.idtdna.com/calc/analyzer auf potentielle Bildung von  Sekundarstrukturen und
Oligonukleotiddimeren und -duplexen kontrolliert. Das Tool miRWalk (http://www.umm.uni-
heidelberg.de/apps/zmf/mirwalk/) wurde fur die Vorhersage potentieller miRNA-Zielgene verwendet.
Uberschneidungen zwischen verschiedener Genlisten wurden mit dem bioinformatischem Tool Venny
(http://bicinfogp.cnb.csic.es/tools/venny/)  kalkuliert. Im  Genarray identifizierte Expressions-
anderungen wurden mit Hilfe der Software AltAnalyze im Hinblick auf hierdurch beeinflusste
biologische Funktionen und Signalwege untersucht und zur Vorhersage potentieller, den

Genexpressionsanderungen zugrundeliegenden, miRNA-Expressionsdanderungen verwendet.
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2.10. Microarray-Analyse

2.10.1. Transkriptomanalyse

2.10.1.1. Agilent™ Whole Human Genome Oligo Microarray

Die Bestimmung von Genexpressionsanderungen in humanen post mortem Hirnproben
erfolgte durch Array-basierte Transkriptomanalyse mit dem Agilent™ Whole Human Genome Oligo
Microarray. Hierflir wurde RNA aus post mortem Hirnproben isoliert und die Qualitdt der Proben mit
dem Bioanalyzer verifiziert, bevor die Proben an die Firma Miltenyi-Biotech [Bergisch-Gladbach,
Deutschland] zur erneuten Qualitatstberprifung und Durchfihrung der Array-Analyse Ubergeben
wurden. Zur Amplifizierung und Markierung der RNA mit Cy3 wurden 100 ng Gesamt-RNA mit Hilfe
des kommerziellen Kits Low Input Quick Amp Labeling [Agilent Technologies, Boblingen, Deutschland]
nach dem Protokoll des Herstellers prozessiert. Vor der Hybridisierung wurde eine
Konzentrationsbestimmung Cy3-markierter cRNA mittels ND-1000 Spectrophotometer [Nanodrop
Technologies, Wilmington, USA] durchgeflhrt und eine gleichméllige Markierungseffizienz in den
unterschiedlichen Proben sichergestellt. Die Hybridisierung erfolgte mittels des Agilent Gene
Expression Hybridization Kits entsprechend dem Herstellerprotokoll [Agilent Technologies, Boblingen,
Deutschland]. Die Cy3-markierte cRNA wurde auf Agilent Whole Human Genome Oligo Microarrays
8x60K fur 17 Stunden hybridisiert und die Cy3-Fluoreszenzintensitat mit einem Agilent Microarray
Scanner System [Agilent Technologies, Boblingen, Deutschland] erfasst und nachfolgend mit der
Agilent Feature Extraction Software [Agilent Technologies, Boblingen, Deutschland] analysiert. Die
quantifizierte Fluoreszenzintensitat der Proben wurde durch Rosetta Resolver Software (Rosetta,
Inpharmatics, LLC) aus dem Feature Extraktion Output Files der Array (Agilent Technologies, Inc)
extrahiert. Nach Hintergrundkorrektur erfolgte eine Quantil-Normalisierung (Bolstad et al., 2003) (sog.
RMA, Robust Microarray-Analyse) der Gesamt-Fluoreszenzintensitat zwischen den mit den einzelnen
Proben durchgefihrten Arrays, um ausschlieBen zu konnen, dass die ermittelten
Expressionsunterschiede auf unterschiedliche Hybridisierungseffizienzen beruhen. Alle Gene mit einer
> 1,5-fachen Expressionsveranderung gegenlber Kontrollen und einem Signifikanzniveau von p < 0,01

wurden als signifikant unterschiedlich exprimiert erfasst.

2.10.1.2. Affymetrix GeneChip Rat Genome Array

Rattenastrozyten aus drei unterschiedliche Prédparationen blieben jeweils unbehandelt (48

Std.) oder wurden mit NH.Cl (5 mmol/l, 48 Std.) behandelt und die erhaltenen Proben auf
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Genexpressions-anderungen mittels dem Affymetrix GeneChip 1.0 Rat Gene ST Array [Affymetrix,
Santa Clara, CA, USA] Uberpruft. Hierfir wurde RNA aus kultivierten Rattenastrozyten isoliert und die
Qualitat der Proben mit dem Bioanalyzer verifiziert, bevor die Proben an die Firma EMBL [Heidelberg,
Deutschland] zur erneuten Qualitatsiberprifung und Durchfihrung der Array-Analyse Ubergeben
wurden. Die cDNA-Synthese und Markierung der Proben erfolgte nach Herstellerprotokoll [Affymetrix,
Santa Clara, CA, USA]. Die Hybridisierung der Proben auf dem Array erfolgte mittels SciGene 777
Microarray-Ofen (50 rpm, 45°C, 16 Std.). Gewaschen wurden die Proben mit dem Affymetrix GeneChip
450 Waschgerat. Die Fluoreszenzsignalintensitaten wurden mit Hilfe des Affymetrix GeneChip Scanner
GCS3000 Systems erfasst. Mittels AltAnalyze-Software (v.2.0.8.1., Emig et al., 2010) wurden die aus
den Affymetrix Array erhaltenen Daten analysiert. Dabei wurden alle Gene erfasst, die mehr als
zweifach gegenilber der Kontrolle bei einem Signifikanzniveau von P < 0,05 verdndert exprimiert

waren.

2.10.2. Array-basierte miRNA-Expressionsanalyse

Drei unterschiedliche Praparationen von unbehandelten (48 Std.) oder mit NH4Cl (5 mmol/I,
48 Std.)-behandelten kultivierten Rattenastrozyten und jeweils vier post mortem Hirnproben von
Kontrollpatienten und Leberzirrhosepatienten mit oder ohne HE wurde auf einem Agilent Rat bzw.
Human miRNA Microarray hybridisiert. Vor der Hybridisierung wurde eine Konzentrationsbestimmung
der Gesamt-RNA und eine Qualitatskontrolle der RNA mittels Agilent Bioanalyzer und Qubit RNA
[Invitrogen, Darmstadt, Deutschland] durchgefiihrt. Die Fluoreszenzmarkierung (Cy3) der cDNA wurde
mit dem Agilent miRNA Labeling Kit entsprechend den Angaben des Herstellers durchgefiihrt [Agilent
Technologies, Boblingen, Deutschland]. Anders als im Protokoll wurde DMSO in diesen
Untersuchungen nicht Uber eine Saule gereinigt und die Proben wurden nach der Markierung unter
Verwendung einer Speedvac aufkonzentriert. Die Hybridisierungsprozedur erfolgte unter Verwendung
des Agilent miRNA Hyb Kits. Dabei wurden 200 ng RNA-Proben auf einen Rat bzw. Human Agilent
miRNA v19 8 x 60k Microarray gegeben. Nach einer 20-stlindigen Hybridisierung wurden die Proben
mit Hilfe des Agilent DNA High-Resolution Scanners gescannt. Die daraus gewonnenen Microarray-
Daten wurden mit Hilfe der Feature Extraction 10.7.3.1. nach Median-normalisierung extrahiert. Mit
Hilfe des bioinformatischen Tools TMeV (Saeed et al., 2003) wurden initiale Cluster ungepaarter
Proben gebildet. Da die miRNA Expressionsdnderungen zwischen unbehandelten und mit NH,CI-
behandelten Astrozyten der jeweiligen Praparation grofer als die Unterschiede zwischen den
entsprechenden biologischen Replikaten waren, wurden miRNA-Expressionsanderungen basierend auf

den gepaarten Proben (unbehandelt vs. NH,Cl-behandelt) der einzelnen Praparationen ermittelt.
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2.11. Statistik

Jeder Versuch wurde mit mindestens drei unabhangigen Astrozytenzellprdparationen oder
Aussaaten der SH-SY5Y bzw. MOG-G-CCM-Zelllinien wiederholt. Die erhaltenen Daten sind als
Mittelwert aus n-Praparationen + Standardfehler des Mittelwerts (SEM) angegeben. Signifikanzen
wurden mit Hilfe eines zweiseitigen t-Tests nach Student oder einer einfaktoriellen Varianzanalyse
(ANOVA) gefolgt von Tukey's-post-hoc-Test ermittelt [Microsoft Excel fur Windows, Microsoft,
Redmond, WA, USA; GraphPad Prism, GraphPad, La Jolla, CA, USA]. Eine Irrtumswahrscheinlichkeit a
von p < 0,05 wurde als statistisch signifikantes Ergebnis angenommen. Dargestellt sind die erhaltenen

Ergebnisse unter Verwendung von Microsoft-Office Excel [Microsoft, Redmond, WA, USA].
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lll. Ergebnisse

1. Analyse durch Ammoniak induzierter miRNA Expressionsanderungen in kultivierten
Rattenastrozyten

1.1. Identifizierung von miRNA- und Genexpressionsanderungen in  kultivierten
Rattenastrozyten

Mit Hilfe der Microarray-Technologie wurden in der vorliegenden Arbeit durch Ammoniak-
induzierte miRNA- (Agilent) und Genexpressionsanderungen (Affymetrix) in Rattenastrozyten in vitro

untersucht.

Wie in Abbildung 11A und 12A gezeigt, waren 43 von 336 der auf dem Array-vertretenen
miRNA-Spezies 48 Stunden nach Behandlung der Astrozyten mit NH,Cl (5 mmol/l) gegentber den
unbehandelten Kontrollen verringert exprimiert. Keine der im Array detektierbaren miRNA-Spezies
war in den mit NH4Cl (5 mmol/l)-behandelten Astrozyten gegeniber den unbehandelten Kontrollen

erhoéht exprimiert.

Die Genexpressionsanalyse identifizierte unter 22311 auf dem Chip-reprasentierten
Transkripten 216 Gene, die in mit NH.,Cl (5 mmol/l)-behandelten Astrozyten bei einem
Signifikanzniveau von P < 0,05 mehr als zweifach verandert exprimiert waren (Abb. 11B, 12B). Von
diesen nach Behandlung mit NH,Cl (5 mmol/l, 48 Std.) verandert exprimierten Genen, waren 142

erhoht und 74 verringert exprimiert (Abb. 11B, 12B).

1.2. Validierung im Array identifizierter Genexpressionsanderungen in mit Ammoniak-
behandelten kultivierten Rattenastrozyten

Die im Array gefundenen Genexpressionsanderungen in NH,Cl (5 mmol/l, 48 Std.)-
behandelten Astrozyten wurden mittels quantitativer Realtime-PCR validiert. Hierfiir wurden 26 Gene
selektiert. Wie in Abbildung 13 gezeigt ist, war die im Array gefundene Expressionssteigerung der
selektierten  Gene auch durch  Realtime-PCR  Analyse nachweisbar. Die relativen
Expressionsunterschiede zwischen den Kontrollen und NHiCl (5 mmol/l, 48 Std.)-behandelten
Astrozyten differierten jedoch teilweise zwischen den beiden Techniken (Abb. 13). Mit Hilfe des
bioinformatischen Tools , AltAnalyze” wurden potentielle biologische Funktionen und Signalwege der
verdndert exprimierten Gene ermittelt und potentielle ,den Genexpressionsanderungen

zugrundeliegenden, miRNA-Expressionsanderungen vorhergesagt. Abbildung 14A zeigt, dass die
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Behandlung kultivierter Astrozyten mit NHsCl (5 mmol/l, 48 Std.) die Expression einer Vielzahl von
Genen moduliert, die im Zusammenhang mit der Proteinprozessierung und Funktion des
endoplasmatischen Retikulums (z.B. Herpud1, DNAjc3, DNAjb1) stehen. Abbildung 14B zeigt, dass die
Behandlung mit NH4Cl (5 mmol/l, 48 Std.) die Expression von Genen steigert, die bei der Steuerung
des Zellzyklus (z.B. GADD45a) und dem p53-Signalweg eine wichtige Rolle spielen. Wie in Abb. 14C
gezeigt ist, weisen die Genexpressionsanderungen in mit NH4Cl (5 mmol/l, 48 Std.)-behandelten

Astrozyten auf eine verdnderte Expression unterschiedlicher miRNA-Spezies hin (z.B. miR-328).
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Abbildung 11: Ubersichtdarstellung von miRNA- und Genexpressionsanderungen in mit Ammoniak-
behandelten kultivierten Rattenastrozyten. Kultivierte Rattenastrozyten wurden mit NH4Cl (5 mmol/l,
48 Std.) behandelt oder blieben unbehandelt. RNA wurde prapariert und (A) miRNA- oder (B)
Genexpressionsanderungen mittels Agilent miRNA-Array oder Affymetrix Genarray analysiert. (A)
Volcano-Plot-Analyse  von miRNA Expressionsanderungen in mit NH,Cl (5 mmol/l, 48 Std.) -
behandelten Rattenastrozyten im Vergleich zu unbehandelten Kotrollen. Relative miRNA
Expressionsdnderungen mit einem P-Wert < 0,05 wurden als statistisch signifikant verandert
betrachtet (rot gefarbter Kasten). (B) Darstellung von Genexpressionsanderungen in einer Heatmap.
Eine gegeniber dem Median aller Kontrollen erhéhte Expression eines jeweiligen Gens ist rot, eine
verringerte Expression ist grin dargestellt. Genexpressionsanderungen in NH,Cl-behandelten
Astrozyten, die mindestens zweifach gegentber den Kontrollen erhéht sind und ein Signifikanzniveau
von P < 0,05 aufweisen, wurden als statistisch signifikant verandert betrachtet. Quelle: Oenarto et al.,

Akzeptiert bei Scientific Reports.
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A Agilent miRNA Array B Affymetrix Genarray
NH.CI {5 mmol/l, 48 Std.) vs Kantrolle (48 Std.) NH.CI {5 mmol/l, 48 Std.) vs Kontrolle (48 Std.)
293 22095

~87,2% =99,03%

7 %

142 74
~12,8% ~0,64%  ~0,33%

B Hochreguliert [l Herunterreguliert [l Nicht reguliert

Abbildung 12: miRNA- und Genexpressionsanderungen in mit Ammoniak-behandelten kultivierten
Rattenastrozyten. Kultivierte Rattenastrozyten wurden mit NH4Cl (5 mmol/l, 48 Std.) behandelt oder
blieben unbehandelt. RNA wurde prapariert und (A) miRNA- oder (B) Genexpressionsanderungen
mittels Agilent miRNA Array oder Affymetrix Genarray analysiert. Das Kuchendiagramm zeigt miRNA-
und Genexpressionsanderungen in mit NH4Cl (5 mmol/l, 48 Std.)-behandelten Rattenastrozyten im
Vergleich zu unbehandelten Kotrollen. Quelle: Oenarto et al., Akzeptiert bei Scientific Reports.

1.3. Identifizierung potentieller Zielgene von durch Ammoniak herunterregulierter miRNA-
Spezies in kultivierten Rattenastrozyten

Im Array gefundene mRNA-Expressionsanderungen wurden mit potentiellen Zielgenen von
verandert exprimierten miRNAs korreliert. Potentielle Zielgene durch NH4Cl (5 mmol/l, 48 Std.)
runterregulierter miRNAs wurden dabei durch bioinformatische Analyse mittels miRWalk
(http://www.umm.uni-heidelberg.de/apps/zmf/mirwalk/) identifiziert. miRWalk postuliert potentielle
miRNA-Zielgene unter Einbeziehung verschiedener Suchalgorithmen und Online-Datenbanken

(miRWalk und RNA22).

Wie in Abbildung 15 gezeigt ist, konnten durch bioinformatische Analyse 8060 potentielle
Zielgene der 43 nach NH.Cl (5 mmol/l, 48 Std.)-Behandlung herunterregulierten miRNAs identifiziert
werden. 43 der 8060 potentiellen Zielgene Uberlappten mit Genen, die nach NH,Cl (5 mmol/l, 48 Std.)-
Behandlung verstarkt in kultivierten Rattenastrozyten exprimiert waren. Die Expression vieler der

prognostizierten Zielgene kdnnten potentiell von mehreren der 43 nach NH,Cl (5 mmol/l, 48 Std.)-
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Behandlung herunterregulierten miRNA-Spezies reguliert werden. Flr weitere Analysen wurde die
Hamoxygenase-1 (HO-1) selektiert, die ein potentielles Zielgen von 6 der durch Ammoniak

herunterregulierten miRNA-Spezies in kultivierten Rattenastrozyten identifiziert wurde (Abb. 15).
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Abbildung  13: Validierung im  Array identifizierter, durch  Ammoniak induzierter
Genexpressionsanderungen mittels Realtime-PCR. Kultivierte Rattenastrozyten wurden mit NH,CI (5
mmol/l, 48 Std.) behandelt oder blieben unbehandelt. RNA wurde isoliert und
Genexpressionsanderungen wurden mittels Affymetrix Genarray oder quantitativer Realtime-PCR
analysiert. * = statistisch signifikant gegenliber unbehandelten Astrozyten (P < 0,05). (n = 3 - 31).

Quelle: Oenarto et al., Akzeptiert bei Scientific Reports.
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Abbildung 14: Bioinformatische Analyse von durch Ammoniak-induzierten Genexpressionsanderungen
potentiell beeinflussten biologischen Funktionen und Signalwege, sowie Vorhersage potentiell
regulierter miRNA-Spezies. Kultivierte Rattenastrozyten wurden mit NH.Cl (5 mmol/l, 48 Std.)
behandelt oder blieben unbehandelt. RNA wurde préapariert und Genexpressionsanderungen mittels
Agilent miRNA Array und Realtime-PCR analysiert. Potentiell durch die experimentelle Behandlung
beeinflusste biologische Funktionen und Signalwege (A/B) und in ihrer Expression modulierten miRNA-
Spezies (C) in mit NH4Cl (5 mmol/l, 48 Std.)-behandelten Astrozyten wurden mittels AltAnalyze
identifiziert. Rote Punkte: hochreguliert gegeniber unbehandelten Kontrollen; Blaue Punkte:

herunterreguliert gegeniiber unbehandelten Kontrollen.
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Hochregulierte mRNAs Potentielle Zielgene herunterregulierter miRNAs
(Affvmetrix Array) (Agilent Array)

Potentielle
miRNA Zielgene

rno-miR-221-3p
rno-miR-221-5p

J i rno-miR-31a-5p

HO-1 mRNA - _
(selektiertes potentielles miRNA-Zielgen) rno-miR-222-3p

rno-miR-326-3p
rno-miR-365-5p

Herunterregulierte miRNAs

Abbildung 15: Bioinformatische Korrelation der durch Array-Analyse ermittelten mRNA-
Expressionsanderungen mit potentiellen Zielgenen verdndert exprimierter miRNAs in Ammoniak-
behandelten kultivierten Rattenastrozyten. Die Korrelation zwischen den im Array hochregulierten
MRNA-Spezies und den mittels miRWalk und RNA22 identifizierten potentiellen Ziel-mRNAs von im
Array herunterregulierten miRNAs in NH,Cl (5 mmol/l, 48 Std.)-behandelten Astrozyten sind in einem
Venn-Diagramm dargestellt. Die Hdamoxygenase-1 (HO-1) wurde als potentielles Zielgen von sechs in
Ammoniak-behandelten Astrozyten herunterregulierter miRNA-Spezies identifiziert. (n = 3). Quelle:
Oenarto et al., Akzeptiert bei Scientific Reports.

1.4. Validierung der im Array gefundenen miRNA Expressionsdnderungen in mit Ammoniak-
behandelten kultivierten Rattenastrozyten mittels quantitativer Realtime-PCR

Die im Array nachgewiesenen miRNA Expressionsanderungen in NH4Cl (5 mmol/l, 48 Std.) -
behandelten Astrozyten wurden mittels miRNA-spezifischer quantitativer Realtime-PCR (miQPCR)
validiert (Castoldi et al., 2011). Wie in Abb. 16A dargestellt ist, konnte mittels miQPCR die im Array
gefundene Herunterregulation von vier der sechs potentiellen Hdmoxygenase-1 (HO-1) regulierenden
miRNA-Spezies bestdtigt werden. Auch die Herunterregulation von rno-miR-221-5p und -365-3p in
den NH.CI (5 mmol/l, 48 Std.) -behandelten Astrozyten konnte tendenziell nachgewiesen werden,
allerdings waren das Expressionsniveau in den NH4Cl (5 mmol/l, 48 Std.) -behandelten Astrozyten

gegenlber den Kontrollen hier nicht statistisch signifikant unterschiedlich (Abb. 16A). Dariber hinaus
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konnte mit dieser Methode die im Array gefundene Herunterregulation von neun weiteren miRNA-

Spezies in mit NH4Cl (5 mmol/l, 48 Std.) -behandelten Astrozyten validiert werden (Abb. 16B).
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Abbildung 16: Validierung Ammoniak-induzierter miRNA-Expressionsdanderungen in kultivierten
Rattenastrozyten. Kultivierte Rattenastrozyten wurden mit NH,Cl (5 mmol/l, 48 Std.) behandelt oder
blieben unbehandelt. RNA wurde isoliert und miRNA-Expressionsanderungen wurden mittels Agilent
miRNA Array oder miRNA-spezifischer quantitativer Realtime-PCR (miQPCR) analysiert. (A) Validierung
ammoniakinduzierter Expressionsanderungen von sechs die Hamoxygenase-1 (HO-1) potentiell
regulierenden miRNAs. (B) Validierung ammoniakinduzierter Expressionsdnderungen von neun
miRNAs, die nicht vorhergesagt sind, die HO-1 zu regulieren. * = statistisch signifikant gegentber
unbehandelten Astrozyten. n.s. = nicht signifikant gegenlber unbehandelten Astrozyten. (n = 3 - 4).
Quelle: Oenarto et al., Akzeptiert bei Scientific Reports.

1.5. Bedeutung der Glutaminsynthese und der Bildung von oxidativ/nitrosativem Stress fir
durch  Ammoniak induziete miRNA  Expressionsanderungen in kultivierten
Rattenastrozyten

Um die Rolle der Glutaminsynthese fir die durch Ammoniak induzierten miRNA-
Expressionsanderungen zu untersuchen, wurden Astrozyten mit dem Glutaminsynthetaseinhibitor L-
Methionin-Sulfoximin (MSO, 3 mmol/l) behandelt. Wie in Abbildung 18 gezeigt ist, hemmte MSO die

NH4Cl (5 mmol/l, 72 Std.)-induzierte signifikante Herunterregulation der potentiell die Hdmoxygenase-
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1 (HO-1) regulierenden miRNAs rno-miR-31a-5p, -221-3p, -222-3p und -326-3p (Abb. 18A) und von 9

weiteren miRNA-Spezies, die keine Sequenzhomologie zur HO-1 mRNA aufweisen (Abb. 18B).

Die Rolle reaktiver Sauerstoffspezies (ROS) fur die durch NH.Cl (5 mmol/l, 48 Std.) vermittelte
Herunterregulation spezifischer miRNAs wurde durch die Verwendung des NADPH-Oxidase (NOX)-
Inhibitors Apocynin (300 umol/l) analysiert. Wie in Abbildung 18A gezeigt, inhibierte Apocynin (300
umol/l) die durch NH4Cl (5 mmol/l, 48 Std.) vermittelte Herunterregulation potentiell die HO-1
regulierenden miRNAs rno-miR-31a-5p, -221-3p, -222-3p und -326-3p und von 9 weiteren MiRNA-
Spezies, die keine Sequenzhomologie zur HO-1 mRNA aufweisen (Abb. 18B).

In Ubereinstimmung mit einer durch oxidativen Stress- und miRNAs vermittelten Regulation
der HO-1 wurde die Ammoniak-induzierte Hochregulation der HO-1 mRNA Expression in Astrozyten
durch den NADPH-Oxidase-Hemmstoff Apocynin und den Glutaminsynthetasehemmstoff MSO
inhibiert (Abb. 17).

Gegenlber nur mit MSO- oder Apocynin-behandelten Kontrollen (30 Min. Vorinkubation)
induzierte die Behandlung mit NH4Cl (5 mmol/l, 48 Std.) eine Expressionssteigerung einiger der
untersuchten miRNA-Spezies. Diese waren jedoch mit Ausnahme von miR-221-3p gegeniber den

jeweiligen Kontrollen (Inhibitor in Abwesenheit von NH4Cl) nicht statistisch signifikant.

Die Befunde zeigen, dass die durch NH,Cl (5 mmol/l, 48 Std.) vermittelte Herunterregulation
von 13 selektierten miRNA-Spezies NADPH-Oxidase-vermittelt und Glutaminsynthese-abhangig

erfolgt.

Relative HO-1 m RNA Expression
(Vielfaches der Kontrolle)

Kontrolle ‘ NH,C +Apocynin  +MSO
(5 mmol/l,72Std.) (300 pmol/1) (3 mmol/1)

Abbildung 17: Einfluss von Hemmstoffen der NADPH-Oxidase und der Glutaminsynthetase auf die durch
Ammoniak induzierte Expressionssteigerung der HO-1 mRNA in kultivierten Rattenastrozyten. Kultivierte
Rattenastrozyten blieben entweder unbehandelt oder wurden mit dem
Glutaminsynthetasehemmstoff L-Methionin-Sulfoximin (MSO, 3 mmol/l) oder dem NADPH-Oxidase-
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Inhibitor Apocynin (300 umol/l) fir 30 Min. behandelt. Nachfolgend wurden die Zellen entweder mit
NH4Cl (5 mmol/l, 72 Std.) inkubiert oder blieben unbehandelt. RNA wurde isoliert und fir die
Quantifizierung der HO-1 mRNA-Expression mittels Realtime-PCR verwendet. Die Expression der HO-1
MRNA in mit Ammoniak-behandelten Astrozyten ist in Relation zur Expression der jeweiligen Kontrolle
(unbehandelt oder mit dem jeweiligen Inhibitor behandelt) angegeben. * = statistisch signifikant
gegeniber der jeweiligen Kontrolle. # = statistisch signifikant gegentber NH4Cl (5 mmol/l, 72 Std.)-
behandelten Astrozyten. (n = 3 - 10). Quelle: Oenarto et al., Akzeptiert bei Scientific Reports.
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Abbildung 18: Einfluss von Hemmstoffen der NADPH-Oxidase und der Glutaminsynthetase auf durch
Ammoniak herunterregulierter miRNA-Spezies. Kultivierte Rattenastrozyten blieben unbehandelt oder
wurden mit dem Glutaminsynthetasehemmestoff L-Methionin-Sulfoximin (MSO, 3 mmol/l) oder dem
NADPH-Oxidase-Inhibitor Apocynin (300 umol/l) fir 30 Min. vorbehandelt. Nachfolgend wurden die
Zellen entweder mit NH4Cl (5 mmol/l, 48 Std.) inkubiert oder blieben unbehandelt. RNA wurde isoliert
und fir die miRNA Expression mittels miRNA-spezifischer Realtime-PCR quantifiziert. * = statistisch
signifikant gegeniber der jeweiligen Kontrollen (unbehandelt oder mit den jeweiligen Inhibitoren
behandelt). n.s. = nicht signifikant gegentber der jeweiligen Kontrollen (unbehandelt oder mit den
jeweiligen Inhibitoren behandelt). (n = 3 - 4). Quelle: Oenarto et al., Akzeptiert bei Scientific Reports.

62



Ergebnisse

1.6. Validierung der Ha@moxygenase-1 als potentielles Zielgen von durch Ammoniak
herunterregulierter miRNA-Spezies

Zur Uberprifung, dass die durch NH4Cl (5 mmol/l, 48 Std.) herunterregulierten miRNA-Spezies
rno-miR-31a-5p, -221-3p, -221-5p, -222-3p, -326-3p und -365-3p, die Hdmoxygenase-1 (HO-1) mRNA-
Expression regulieren, so wie es durch die bioinformatische Analyse vorausgesagt wurde, wurden
Astrozyten mit miRIDIAN small hairpin miRNA-Inhibitoren transfiziert, die entweder rno-miR-31a-5p, -
221-3p, -221-5p, -222-3p, -326-3p oder -365-3p hemmen. Wie in Abbildung 19 gezeigt, verringerte die
Transfektion der Astrozyten mit den miRNA-Inhibitoren die Nachweisbarkeit der jeweiligen miRNA
signifikant und steigerte gleichzeitig die HO-1 Expressionslevel auf mRNA (Abb. 19A) wie auch auf
Proteinebene (Abb. 19B). Die verringerte Nachweisbarkeit der miRNA-Spezies nach Behandlung mit
dem jeweiligen miRNA-Inhibitor kann dabei Folge einer Herunterregulation sein, aber auch einer

durch Duplex-Bildung verringerten Amplifizierbarkeit der jeweiligen miRNA.

Neben der HO-1 wurden weitere der mit Hilfe web-basierter Datenbanken ermittelten
potentiellen Zielgene NH4Cl (5 mmol/l, 48 Std.)-herunterregulierter miRNAs rno-miR-31a-5p, -221-3p,
-221-5p, -222-3p, -326-3p und -365-3p durch Transfektion der Astrozyten mit dem jeweiligen
miRIDIAN miRNA-Inhibitor Gberprift. Wie in Abbildung 20 zu erkennen ist, konnten mittels
guantitativer Realtime-PCR Slcla5, Shmt2 und Nr4al als potentielle Zielgene von rno-miR-221-3p, -
221-5p und -222-3p experimentell bestatigt werden. Des Weiteren wurden mit Slc1a5, Shmt2, Yars,
Slc6a9 und Adm?2 potentielle Zielgene von rno-miR-326-3p experimentell validiert. Es konnte
auBerdem belegt werden, dass KCNJ3 ein Zielgen von rno-miR-365-3p und Serpinel ein Zielgen von
rno-miR-31a-5p ist. Demgegeniber konnte mittels quantitativer Realtime-PCR-Analyse nicht bestatigt

werden, dass Sfrp4 und Yars in ihrer Expression durch rno-miR-31a-5p moduliert werden.

Die Untersuchungen zeigen, dass die individuelle Inhibition der miRNA-Spezies rno-miR-31a-
5p, -221-3p, -221-5p, -222-3p, -326-3p und -365-3p die Expression der HO-1 auf mRNA und
Proteinebene in kultivierten Rattenastrozyten reguliert (Abb. 19A/B). Gleichzeitig wurde ein
synergetischer Effekt in Bezug auf die Regulation der HO-1 mRNA-Expression beobachtet, wenn
Astrozyten mit den miRNA-Spezies rno-miR-31a-5p, -221-3p, -221-5p, -222-3p, -326-3p und -365-3p
gleichzeitig transfiziert wurden (Abb. 21A/B).
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Abbildung 19: Einfluss von miRNA-Inhibitoren auf die Nachweisbarkeit von potentiell die HO-1
regulierenden miRNA-Spezies und Expression von HO-1 mRNA und Protein. Kultivierte Rattenastrozyten
wurden fur 48 Std. mit Inhibitoren der jeweilig benannten miRNA-Spezies oder in Abwesenheit von
Inhibitoren (Kontrolle) transfiziert. RNA (A) oder Protein (B) wurde isoliert und fir Realtime-PCR bzw.
Western-Blot Analysen verwendet. Nachweis der Transfektionseffizienz mittels miQPCR (A). Die
Wirkung der miRNA-Hemmung auf die HO-1 mRNA- (A) und Proteinexpression (B) wurde mittels
quantitativer Realtime-PCR bzw. Western-Blot untersucht. * = statistisch signifikant gegenlber
kontrolltransfizierten Astrozyten. (n = 3 - 5). Quelle: Oenarto et al., Akzeptiert bei Scientific Reports.
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Abbildung 20: Einfluss der Hemmung der miRNA-Spezies rno-miR-31a-5p, -221-3p, -221-5p, -222-3p, -
326-3p oder -365-3p auf das mRNA-Expressionsniveau potentieller miRNA-Zielgene. Kultivierte
Rattenastrozyten wurden fir 48 Std. mit Inhibitoren der genannten miRNA-Spezies oder in
Abwesenheit von Inhibitoren (Kontrolle) transfiziert. RNA wurde isoliert und fir die Quantifizierung
des mRNA Expressionsniveaus potentieller Ziel-mRNAs von rno-miR-31a-5p, -221-3p, -221-5p, -222-
3p, -326-3p oder -365-3p mittels quantitativer Realtime-PCR verwendet. * = statistisch signifikant
gegeniber kontrolltransfizierten Astrozyten. n.s. = nicht signifikant gegenUber kontrolltransfizierten
Astrozyten. (n =3 - 7). Quelle: Oenarto et al., Akzeptiert bei Scientific Reports.
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Abbildung 21: Einfluss einer kombinierten Behandlung mit den miRNA-Inhibitoren rno-miR-31a-5p, -
221-3p, -221-5p, -222-3p, -326-3p und -365-3p auf das HO-1 mRNA- und Proteinexpressionsniveau.
Kultivierte Rattenastrozyten wurden flir 48 Std. mit einer Kombination der genannten miRNA-
Inhibitoren oder in Abwesenheit von Inhibitoren (Kontrolle) transfiziert. RNA (A) oder Protein (B)
wurde isoliert und die HO-1 mRNA mittels Realtime-PCR bzw. das HO-1 Protein mittels Western-Blot-
Analyse nachgewiesen. * = statistisch signifikant unterschiedlich gegeniber kontrolltransfizierten
Astrozyten (n =3 —5). Quelle: Oenarto et al., Akzeptiert bei Scientific Reports.
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Tabelle 19: Bioinformatisch ermittelte putative Bindungsstellen der miRNAs rno-miR-31a-5p, -221-3p, -

222-3p,

-326-3p und -365-3p an potentielle Ziel-mRNAs.

heidelberg.de/apps/zmf/mirwalk/miRNApredictedtarget.html).

miRNA Transkript RefSeqID miRNA- ”
Bindestelle

rno-miR-31a-5p
rno-miR-31a-5p
rno-miR-31a-5p
rno-miR-31a-5p
rno-miR-31a-5p
mo-miR-221-3p
mo-miR-221-3p
rmo-miR-221-3p
rmo-miR-221-3p
rmo-miR-221-3p
rmo-miR-222-3p
rmo-miR-222-3p
rmo-miR-222-3p
rmo-miR-222-3p
mo-miR-222-3p
mo-miR-326-3p
mo-miR-326-3p
mo-miR-326-3p
mo-miR-326-3p
mo-miR-326-3p
mo-miR-326-3p
mo-miR-326-3p
mo-miR-326-3p
mo-miR-365-3p

mo-miR-365-3p

Hmox1

Serpinel

Sfrp4
Yars
Yars

Hmox1

Nrdal

Nrdal

Shmt2
Slclas
Hmox1
Nrdal
Nrdal
Shmt2
Slelas
Hmox1
Hmox1
Adm?2
Shmt2

Slelas

Sle6a9

Slc6a9
Yars

Hmox1

KCNJ3

NM_012580
NM_012620
NM_053544
NM_001025696
NM_001025696
NM_012580
NM-024388
NM-024388
NM_175758
NM_175758
NM_012580
NM-024388
NM-024388
NM_175758
NM_175758
NM_012580
NM_012580
NM_201426
NM_001008322
NM_175758
NM_053818
NM_053818
NM_001025696
NM_012580

NM_031610

AGGCAAGAU

GGCAAGAU

AGGCAAG

AGGCAAGAU

GGCAAGAU

GCUACAU

AGCUACAU

GCUACAU

AGCUACA

AGCUACA

GCUACAU

AGCUACAU

GCUACAU

AGCUACA

AGCUACA

CCUCUGGG

CUCUGGG

CUCUGGGC

CCUCUGG

CUCUGGG

CCUCUGGG

CUCUGGGC

CCUCUGG

UAAUGCC

UAAUGCC

Seed"-

Lange

(miRWalk,
»Seed”- »Seed”-
Anfang Ende

1059 1051

2310 2303

1224 1218

1929 1921

1928 1921

1031 1025

2480 2473

2479 2473

24472 2436

1731 1725

1031 1025

2480 2473

2479 2473

2442 2436

1731 1725
1008 1001
1007 1001
661 654
1989 1983

2267 2261

2382 2375

2863 2856

2240 2234

1539 1533
1586 1580

http://www.umm.uni-

Iliﬁiilllliiiﬁiil

3UTR

3UTR

3UTR

3UTR

3UTR

3UTR

3UTR

3UTR

3UTR

3UTR

3UTR

3UTR

3UTR

3UTR

3UTR

3UTR

3UTR

3UTR

3UTR

3UTR

3UTR

3UTR

3UTR

3UTR

3UTR

0,0023
0,0260
0,0459
0,0028
0,0111
0,0368
0,0089
0,0350
0,0335
0,0302
0,0368
0,0089
0,0350
0,0335
0,0302
0,0093
0,0368
0,0065
0,0302
0,0335
0,0169
0,0169
0,0436
0,0368

0,0159
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Tabelle 20: Bioinformatisch ermittelte putative Bindungsstellen der miRNAs rno-miR-221-5p an
potentielle Ziel-mRNAs. (RNA22 v2, https://cm.jefferson.edu/data-tools-downloads/).

miRNA  Transkript “Seed”- Faltungsenergie Heteroduplex P-Wert
(hsa-) Anfang (-Kcal/mol)
) CAGCTCGACAGCATGTCCCAGGA 3.13E-1
miR- Hmox1 129 -10.80 .
. INIIERN
CTTTAGATGTAACATACGGTCCA
) 533 -10.90 TGACCTCTCAGGG--GGTCAGGT 3.13E-1
miR- Hmox1 .
S INEN
P CTTTAGATGTAACATACGGTCCA
) 1124 -7.10 TTTGTCT-CTCTGGAATGGAAGGA 1.6E-1
miR- Hmox1 .
N JARIRIINL
P CTTTAGATGTAAC-ATACGGTCCA
) 1460 -8.50 GCTGTCT--TTTGAGGGGTGGGT 2.15E-1
miR- Hmox1 . .
N JIRIIREIL
P CTTTAGATGTAACATACGGTCCA
miR- CGCACCTGC-CACCCTGCCCAGT
221-5p Nrdal 252 -7.00 [0 1 1.76E-1

CTTTAGATGTAACATACGGTCCA
AGGTGGAACA--GTTTGCCAGGG

2?1|R5 Shmt2 1520 -16.90 LEE T 3.5E-1
P CTTTAGATGTAACATACGGTCCA

iR GGAATCTGTCATGTGAATGTTTGGA

2215p  Slclas 1996 -15.00 BRIl 2.49E-1

CTTTAGAT-GTA-ACATACGGTCCA

1.7. Wirkung der Inhibition HO-1-regulierender miRNA-Spezies auf die Proliferation kultivierter
Rattenastrozyten

Literaturbefunde weisen auf eine Beteiligung der HO-1 bei der Proliferationshemmung und
der Induktion von Seneszenz bei neurodegenerativen Erkrankungen (Schipper et al., 2009). Daher
wurde untersucht, ob die Hochregulation von HO-1 durch individuelle Inhibition der miRNA-Spezies
rno-miR-221-3p, -221-5p, -222-3p oder -326-3p die Astrozytenproliferation beeintrachtigt. Die
Astrozytenproliferation wurde dabei durch fluorimetrische Quantifizierung des DNA-Gehalts in mit
Hoechst34580 gefarbten Astrozyten bestimmt. Wie in Abbildung 22A dargestellt, bewirkte die
individuelle Hemmung von die HO-1 Expression-regulierender miRNA-Spezies rno-miR-221-3p, -221-
5p, -222-3p und -326-3p in unterschiedlichem Ausmall eine Proliferationshemmung in kultivierten
Rattenastrozyten. Die durch die jeweiligen miRNA-Inhibitoren induzierte Proliferationshemmung

wurde vollstandig durch den HO-1 Hemmstoff Zinn-Protoporphyrin IX (SnPP) aufgehoben (Abb. 22B).
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Abbildung 22: Einfluss einer Inhibition die HO-1-Expression regulierender miRNA-Spezies auf die
Proliferation kultivierter Rattenastrozyten. Kultivierte Rattenastrozyten wurden fir 48 Std. mit
Inhibitoren der miRNA-Spezies rno-miR-221-3p, -221-5p, -222-3p oder -326-3p oder in Abwesenheit
von Inhibitoren (Kontrolle) transfiziert. Der DNA-Gehalt der Proben wurde fluorimetrisch durch
Messung der Fluoreszenzintensitdt von Hoechst34580 bestimmt. Die Fluroreszenzintensitat der mit
miRNA-Inhibitoren behandelten Astrozyten ist in Relation zur Fluoreszenzintensitat der
kontrolltransfizierten Astrozyten angegeben. (A) Einfluss der miRNA-Inhibition auf die Astrozyten-
proliferation. (B) Einfluss des HO-1 Hemmstoffs Zinn-Protoporphyrin IX (SnPP, 10 umol/l, 30 Min.
Vorinkubation vor Zugabe von 5 mmol/l NH,CI) auf die Proliferation mit miRNA-Inhibitoren
behandelter Astrozyten. * = statistisch signifikant gegeniber kontrolltransfizierten Astrozyten. n.s. =
nicht signifikant gegentber kontrolltransfizierten mit SnPP-behandelten Astrozyten. (n =3 —5). Quelle:
Oenarto et al., Akzeptiert bei Scientific Reports.

1.8. Rolle der HO-1 fiir die durch Ammoniak induzierte Seneszenz und Wachstumshemmung in
kultivierten Rattenastrozyten

Ammoniak induziert eine Wachstumshemmung und Seneszenz kultivierter Rattenastrozyten
(Gorg et al., 2015). Zur Uberpriifung einer Beteiligung der HO-1 an der durch Ammoniak induzierten
Astrozytenseneszenz wurden Astrozyten mit Taurin behandelt. Taurin hemmt die durch Ammoniak
induzierte Transkriptionssteigerung der HO-1 (Warskulat et al., 2002). Hierfir wurden die Astrozyten

16 Std. vor Zugabe von NH4Cl (5 mmol/l) mit Taurin (5 mmol/l) vorinkubiert. Taurin blieb wahrend des
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gesamten Experiments im Zellkulturmedium anwesend. Wie in Abbildung 23 gezeigt ist, hemmte
Taurin die durch NH4Cl (5 mmol/l, 48 Std.) induzierte mRNA-Expressionssteigerung der HO-1 (Abb.
23A) und des Seneszenzbiomarkers GADD45a (Abb. 23B) vollstandig. Eine erhohte HO-1 (Abb. 23C)
und GADD45a (Abb. 23D) mRNA Expression wurde auch im zerebralen Kortex Taurintransporter
(TauT)-defizienter Mduse gefunden, in dem der Tauringehalt stark verringert ist (Sergeeva et al.,

2007).

Um die Rolle von HO-1 fiur die durch NH4.Cl (5 mmol/l, 48 Std.) induzierte
Wachstumshemmung kultivierter Astrozyten zu untersuchen, wurde Taurin (5 mmol/l) und der HO-1
Hemmstoff Zinn-Protoporphyrin IX (SnPP, 10 umol/l) verwendet. Wie in Abbildung 24 gezeigt ist,
wurde die NH4Cl (5 mmol/l, 48 Std.)-vermittelte Wachstumshemmung kultivierter Rattenastrozyten

sowohl durch Taurin, als auch durch SnPP vollstandig blockiert.

c
c g
(=] w
A g 30 x B g 40 x

£o 2 35
2 2 2,5 < £ 30
<5 Z5
== 2,0 DE: 2 25
e 5 —
ES 15 25 20
- o < O

e n.s. o< 1’5 n.s.
g & 1,0 nS. 2 % Lo n.s.

v o2 »
£= o5 = 05
5 £ ' NH,CI
2 NH,Cl 5 0 4
-4 0 4 )

- + _ + (s mmol/l,725td) & - + - + (5 mmolfl, 725td.)
- -
Taurin Taurin
(5 mmol/1) (5 mmol/1)
5 . 8
@ 7]
C 82 14 D §_ 30 p=0,09

g5 13 gg 2

s < c
s g 12 22 20
e =
Ep 11 E= 15
=0 v 35
o o <
5 Lo 2 8 1,0
23 09 <3 05
®= 935
< 0,8 y s 0

WT TauT % WT TauT+
o

Abbildung 23: HO-1 und GADD45a mRNA Expression in mit Ammoniak-behandelten kultivierten
Rattenastrozyten in vitro und im zerebralen Kortex von Taurintransporter-defizienten Mausen in vivo.
Kultivierte Rattenastrozyten wurden mit oder ohne Taurin (5 mmol/l, 16 Std. Vorbehandlung) mit
NH4Cl (5 mmol/l, 72 Std.) inkubiert oder blieben unbehandelt. RNA wurde isoliert und fur die
Quantifizierung der HO-1 (A) oder GADD45a (B) mRNA Expressionslevel mittels Realtime-PCR
verwendet. Quantifizierung der HO-1 (C) oder GADD45a (D) mRNA Expression in Wildtyp (WT) und
Taurintransporter-defizienten Mausen (TauT”") mittels Realtime-PCR. * = statistisch signifikant
gegenlber unbehandelten Astrozyten oder Wildtypkontrollen. (n = 3 — 7). Quelle: Oenarto et al.,
Akzeptiert bei Scientific Reports.
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Abbildung 24: Einfluss von Taurin und des HO-1-Hemmstoffs SnPP auf die durch Ammoniak induzierte
Proliferationshemmung kultivierter Rattenastrozyten. Kultivierte Rattenastrozyten wurden in
Anwesenheit oder Abwesenheit von Taurin (5 mmol/l, 16 Std. Vorbehandlung) oder Zinn-
Protoporphyrin IX (SnPP, 10 umol/l, 30 Min. Vorbehandlung) mit NH4Cl (5 mmol/l, 72 Std.) inkubiert
oder blieben unbehandelt. Der DNA-Gehalt der Proben wurde fluorimetrisch durch Messung der
Fluoreszenzintesitat von Hoechst34580 bestimmt. Die Fluroreszenzintensitdt der jeweilig behandelten
Astrozyten ist in Relation zur Fluoreszenzintensitdt der unbehandelten Astrozyten angegeben. * =
statistisch signifikant gegenlber unbehandelten Astrozyten. # = statistisch signifikant gegeniber mit
Ammoniak behandelten Astrozyten. (n = 3 — 4). Quelle: Oenarto et al.,, Akzeptiert bei Scientific
Reports.

1.9. Einfluss einer durch hypoosmotisches Medium induzierten Astrozytenschwellung auf die
Expression von durch Ammoniak regulierter miRNA-Spezies

Der Einfluss einer Astrozytenschwellung auf die Expression durch NH4Cl regulierter miRNA-
Spezies wurde experimentell durch Behandlung der Zellen mit hypoosmotischem Zellkulturmedium
(205 mosmol/l, 48 Std.) Uberpruft. Die Kontrollen wurden mit normoosmotischem Zellkulturmedium

(320 mosmol/l) behandelt.

Wie in Abbildung 25 gezeigt, verringerte die Behandlung kultivierter Astrozyten mit
hypoosmotischem Medium die Expression der die HO-1 regulierenden miRNA-Spezies rno-miR-221-5p
und -326-3p (Abb. 25A) und der auch in NH4Cl (5 mmol/l, 48 Std.)-behandelten Astrozyten verringert
exprimierten miRNA-Spezies rno-miR-26a-5p, -145-5p und -652-3p (Abb. 25B) gegenlber
normoosmotisch-behandelten Kontrollen. Andere untersuchte, durch NH;Cl (5 mmol/l, 48 Std.)
herunterregulierte miRNA-Spezies waren nach Behandlung der Astrozyten mit hypoosmotischem

Medium gegenlber normoosmotischen Kontrollen nicht signifikant in ihrer Expression verandert.
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1.10. Einfluss einer durch hypoosmotisches Medium induzierten Astrozytenschwellung auf
die HO-1 mRNA-Expression und Astrozytenproliferation

Die Behandlung kultivierter Rattenastrozyten mit hypoosmotischem Zellkulturmedium steigert
die mRNA Expression der HO-1 (Warskulat et al., 2002). Dieser mittels Northern-Blot erhaltene Befund
wurde in der vorliegenden Arbeit durch Realtime-PCR Analyse Uberprift. Wie in Abbildung 26
dargestellt ist, steigerte die Behandlung kultivierter Astrozyten mit hypoosmotischem gegenlber
normoosmotischem Zellkulturmedium die HO-1 mRNA Expression signifikant um ca. das 1,7-fache

(Abb. 26A).

Gleichzeitig verringerte die Behandlung kultivierter Astrozyten mit hypoosmotischem
Zellkulturmedium die Proliferation um ca. 25% verglichen mit normoosmotisch behandelten

Astrozyten (Abb. 26B).
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Abbildung  25: Einfluss einer durch  hypoosmotisches Zellkulturmedium induzierten
Astrozytenschwellung auf die Expression durch Ammoniak regulierter miRNA-Spezies. Kultivierte
Rattenastrozyten wurden fir 72 Std. in hypoosmotischem (205 mosmol/l) oder normoosmotischem

(320 mosmol/l) Medium kultiviert. Quantifizierung HO-1 regulierender (A) und weiterer miRNA-
Spezies (B) mittels miRNA-spezifischer quantitativer Realtime-PCR (miQPCR). Das miRNA
Expressionsniveau in mit hypoosmotischem Zellkulturmedium behandelten Astrozyten ist in Relation
zu mit normoosmotischem Medium behandelten Astrozyten ausgedrickt. * = statistisch signifikant
gegenlber mit normoosmotischem Medium behandelten Astrozyten. n.s. = nicht signifikant
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gegenlber mit normoosmotischem Medium behandelten Astrozyten. (n = 3-5). Quelle: Oenarto et al.,
Akzeptiert bei Scientific Reports.
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Abbildung 26: Einfluss einer durch hypoosmotisches Zellkulturmedium induzierten Astrozyten-
schwellung auf die HO-1 mRNA Expression und die Astrozytenproliferation. Kultivierte Rattenastrozyten
wurden fur 72 Std. in hypoosmotischem (205 mosmol/l) oder normoosmotischem (320 mosmol/l)
Zellkulturmedium kultiviert. (A) Quantifizierung der HO-1 mRNA Expressionslevel mittels Realtime-
PCR. (B) Bestimmung der Astrozytenproliferation. Der DNA-Gehalt der Proben wurde fluorimetrisch
durch Messung der Fluoreszenzintensitat von Hoechst34580 bestimmt. Die Fluroreszenzintensitat der
mit hypoosmotischem Medium behandelten Astrozyten ist in Relation zur Fluoreszenzintensitat
normoosmotisch-behandelter Kontrollen ausgedrickt. * = statistisch signifikant gegeniber
hypoosmotisch-behandelten Astrozyten. n.s. = nicht signifikant gegenliber normoosmotisch-
behandelten Astrozyten. (n= 3-5). Quelle: Oenarto et al., Akzeptiert bei Scientific Reports.

2. Analyse der miRNA Expression in humanen post mortem Hirngewebe

2.1. Identifizierung von miRNA- und Genexpressionsanderungen in post mortem Hirngewebe
von Patienten mit Leberzirrhose mit hepatischer Enzephalopathie

Mit Hilfe der Microarray-Technologie wurden in der vorliegenden Arbeit das miRnom (Agilent
miRNA-Array) und das Transkriptom (Agilent Genarray) in post mortem Hirngewebe von
Kontrollpatienten und Zirrhosepatienten mit oder ohne hepatische Enzephalopathie analysiert. miRNA
und Genexpressionsanderungen wurden in Proben analysiert, die aus einer australischen Kohorte
stammen (Kohorte 1). Zusatzlich wurde das miRnom in Proben analysiert, die aus einer europaischen

Kohorte stammen (Kohorte 2).
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A. Transkriptomanalyse-Kohorte 1

Wie in Abbildung 27 dargestellt, wurden mit Hilfe der Transkriptomanalyse unter den 42404
auf dem Chip-reprasentierten Transkripten 1574 Gene identifiziert, die bei Zirrhosepatienten mit HE
gegeniber den Kontrollpatienten verdndert exprimiert waren. Von diesen Genen waren 945 erhoht
und 602 verringert exprimiert. Im Vergleich zu den Kontrollpatienten wurde eine veranderte
Expression von 685 der 42404 auf dem Chip reprasentierten Transkripten bei Zirrhosepatienten ohne
HE gefunden. 547 Gene waren erhoht und 138 Gene waren erniedrigt exprimiert in Zirrhosepatienten

ohne HE.

B. miRnom-Analyse-Kohorte 1

Wie in Abbildung 28A gezeigt, waren 25 von 2006 auf dem Array vertretenen miRNA-Spezies
in post mortem Hirngeweben von Zirrhosepatienten mit HE gegenlber den Kontrollpatienten
signifikant verstarkt exprimiert. In post mortem Hirnproben der Zirrhosepatienten ohne HE waren
gegenilber den Kontrollpatienten 54 verstarkt und 108 verringert exprimiert. Von den im Array
hochregulierten miRNA-Spezies waren 23 spezifisch in Zirrhosepatienten mit HE und 52 in Patienten

mit Leberzirrhose ohne HE verandert (Abb. 28B).

Agilent Genarray

Kontrolle vs Leberzirrhose ohne HE Kontrolle vs Leberzirrhose mit HE
547 138 945 602
~13% =0,3% =22%:  =13%

|/

41719
~98,4%

B Hochreguliert [l Herunterreguliert [l Nichtreguliert

Abbildung 27: Genexpressionsanderungen in humanen post mortem Hirngewebe von
Leberzirrhosepatienten mit und ohne HE. RNA wurde aus post mortem humanen Hirngeweben von 4
Kontrollen und jeweils 4 Leberzirrhosepatienten mit und ohne hepatische Enzephalopathie (HE)
isoliert und das Transkriptom mittels Agilent™ Whole Human Genome Array analysiert. Gene, die
gegenilber den Kontrollen als verandert exprimiert bewertet wurden, zeigen eine mindestens 2-fach
erhdhte Expression und einen P-Wert von < 0,05.
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Abbildung 28: miRNA Expressionsidnderungen in humanen post mortem Hirngewebe von
Leberzirrhosepatienten mit und ohne HE. RNA wurde aus humanem post mortem Hirngewebe aus 4
Kontrollen, sowie jeweils 4 Leberzirrhosepatienten mit oder ohne hepatische Enzephalopathie (HE)
isoliert und mittels Agilent™ miRNA Microarray analysiert. (A) miRNA-Expressionsdnderungen in
Zirrhosepatienten mit und ohne HE. (B) Quantifizierung spezifischer, im Gehirn von Zirrhosepatienten
mit und ohne HE (rot) sowie in beiden (Uberlappung, schwarz) gegeniiber den Kontrollen verdndert
exprimierter miRNA-Spezies.

2.2. Uberpriifung im Array identifizierter miRNA-Expressionsianderungen in post mortem
Hirngewebe von Zirrhosepatienten mit HE mittels quantitativer Realtime-PCR

Die im Array nachgewiesenen miRNA Expressionsanderungen in post mortem Hirngeweben
von Zirrhosepatienten der australischen Kohorte mit hepatischer Enzephalopathie (HE) wurden mittels
miRNA-spezifischer quantitativer Realtime-PCR (miQPCR) (Castoldi et al., 2011) Uberprift. Wie in Abb.

29 dargestellt, konnte mittels miQPCR bei 13 von 25 im Array signifikant hochregulierter miRNA-
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Spezies eine Tendenz zu einer Hochregulation nachgewiesen werden, jedoch ohne einen statistisch

signifikanten Unterschied zu zeigen.

Die Expression dieser 13 tendenziell in Leberzirrhosepatienten mit HE der Kohorte 1 verstarkt
exprimierten miRNA-Spezies wurde in post mortem Hirnprobenmaterial der Kohorte 2 Uberprift. Fir
diese Analyse wurden die aus Kohorte 1 und Kohorte 2 (Gyrus fusiforme) gewonnenen Daten
zusammengefthrt. Hierfir wurden die durch miQPCR ermittelten Ci-Werte mit gBase Median-
normalisiert und auf den Mittelwert aller Kontrollpatienten der jeweiligen Kohorte normalisiert.
Nachfolgend wurden die normierten Werte beider Kohorten fir die Mittelwertbildung der Kontrollen
und der Zirrhosepatienten mit HE verwendet und relative Expressionsanderungen bei
Zirrhosepatienten mit HE in Relation zur Kontrolle angegeben. Wie in Abb. 30 dargestellt ist, konnte
fir 9 der 13 im Array hochregulierten miRNA-Spezies im Gyrus fusiforme der Zirrhosepatienten mit HE
aus beiden Kohorten eine tendenzielle und fur 1 (hsa-miR-1225-3p) eine signifikante Hochregulation

gezeigt werden.
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Abbildung 29: Uberpriifung von miRNA Expressionsinderungen in post mortem Hirngewebe von
Leberzirrhosepatienten mit HE der Kohorte 1. Die im Array gefundenen miRNA-Expressionsanderungen
im Gehirn von Zirrhosepatienten mit HE der Kohorte 1 wurden mit Hilfe miRNA-spezifischer
qguantitativer Realtime-PCR (miQPCR) dberprift. * = statistisch signifikant gegenilber den
Kontrollpatienten bei P < 0,05. n. s. = nicht signifikant gegeniber den Kontrollpatienten. (n = 4).
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Abbildung 30: Uberpriifung von im Array identifizierten miRNA-Expressionsinderungen in post mortem
Hirngewebe von Zirrhosepatienten mit HE, entnommen aus dem Gyrus fusiforme (Kohorten 1 und 2)
mittels miQPCR. Die im Array gefundenen miRNA Expressionsanderungen im Gehirn von
Zirrhosepatienten mit HE der Kohorte 1 und 2 aus der Region Gyrus fusiforme wurden mit Hilfe
miRNA-spezifischer quantitativer Realtime-PCR (miQPCR) Uberprift. * = statistisch signifikant
gegeniber den Kontrollpatienten bei P <0,05. (n =9 -11).

2.3. Identifizierung potentieller Zielgene der in post mortem Hirngewebe von Zirrhosepatienten
mit HE hochregulierter miRNA-Spezies

Mit bioinformatischen Anaysetools und unter Verwendung verschiedener Suchalgorithmen
und web-basierten Datenbanken (Diana-mT, MicroCosm, miRDB, miRWalk, TargetScan und RNA22
(Tab. 22)) wurden die im Genarray identifizierten mRNA-Expressionsanderungen mit potentiellen
Zielgenen der im Array identifizierten verandert exprimierten miRNAs in post mortem Hirnproben von

Zirrhosepatienten mit HE der Kohorte 1 verglichen.

Wie in Abbildung 31 gezeigt ist, wies die bioinformatische Analyse auf 13130 potentielle
Zielgene der 13 in post mortem Hirngewebe von Zirrhosepatienten mit HE hochregulierten miRNA-
Spezies. 224 von 13130 potentiellen Zielgene Uberlappten mit Genen, die in post mortem Hirngewebe
von Zirrhosepatienten mit HE verringert exprimiert waren. Mehrere der 13 selektierten, in post
mortem Hirngewebe von Zirrhosepatienten mit HE hochregulierten miRNA-Spezies konnten potentiell

die Expression mehrerer bei HE runterregulierter Zielgene beeinflussen.
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Abbildung 31: Bioinformatische Vorhersage potentieller Zielgene von im Gehirn von
Leberzirrhosepatienten mit HE hochregulierter miRNA-Spezies. Korrelation der mittels web-basierter
bioinformatischer Analyse identifizierter Zielgene hochregulierter miRNAs und herunterregulierter
MRNAs in post mortem Hirnproben von Leberzirrhosepatienten mit HE. 224 potentielle Zielgene der

bei HE hochregulierten miRNA Spezies (13) Gberlappen mit 580 bei HE runterregulierten Genen.

2.4. Validierung potentieller Zielgene der in post mortem Hirngewebe von Zirrhosepatienten
mit HE hochregulierter miRNA-Spezies

Zur Uberprifung, ob die in post mortem Hirngewebe von Zirrhosepatienten mit HE
hochregulierten miRNA-Spezies hsa-miR-138-2-3p, -152-3p, -339-5p, -455-3p und -486-5p, die durch
bioinformatische Analyse vorhergesagten, bei Zirrhosepatienten mit HE verringert exprimierten Gene
regulieren kénnen, wurden humane MOG-G-CCM (Astrozytoma)- und SH-SY5Y (Neuroblastoma)-
Zelllinien mit dem entsprechenden miRIDIAN miRNA Mimetikum transfiziert. Wie in Abbildung 32
gezeigt ist, steigerte die Transfektion der MOG-G-CCM-Zelllinie mit den miRNA-Mimetika die
Expression der jeweiligen miRNA signifikant und verringerte gleichzeitig die Expressionslevel der
jeweiligen potentiellen Zielgene EphB3, Homer1, PPM1E und PTPRR auf mMRNA (Abb. 33A, Tab. 21) und
im Fall von EphB3 zusatzlich auch auf Proteinebene (Abb. 33B) gezeigt. Dabei wurde die mRNA
Expression von PTPRR durch miR-152-3p und -455-3p und die Proteinexpression von EphB3 durch
miR-339-5p und -486-5p reguliert. Demgegeniber wurde die Expression von EphB3, Homerl, PPM1E
und PTPRR durch die jeweiligen miRNA-Mimetika (hsa-miR-138-2-3p, -152-3p, -339-5p, -455-3p und -
486-5p) in SH-SY5Y-Zellen nicht verandert (Tab. 21). Die Transfektion von SH-SY5Y-Zellen mit dem
jeweiligen miRNA-Mimetikum steigerte die Nachweisbarkeit der jeweiligen miRNAs (Abb. 32) und
verringerte die mRNA Expressionslevel von FABP3, MMP3 und KCNQ2 (Abb. 34, Tab. 21) signifikant.
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Demgegentber wurde die Expression von FABP3, MMP3 und KCNQ2 durch die jeweiligen miRNA-
Mimetika (hsa-miR-152-3p, -455-3p oder -486-5p) in MOG-G-CCM-Zellen nicht verandert (Tab. 21).

Die Untersuchungen zeigen, dass die Uberexpression der miRNA-Spezies hsa-miR-138-2-3p, -
339-5p, -152-3p, -455-3p und -486-3p die Expression der durch bioinformatische Analyse

vorhergesagten potentiellen Zielgene auf mRNA- und/oder Proteinebene zelltypspezifisch regulieren.
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Abbildung 32: Validierung der Uberexpression von miRNA Mimetika in MOG-G-CCM- und SH-SY5Y-
Zellen. Humane MOG-G-CCM (Astrozytoma)- und SH-SY5Y (Neuroblastoma)-Zellen wurden fir 48 Std.
mit fir die jeweils benannte miRNA-Spezies spezifischen miRIDIAN miRNA Mimetika oder mit der
miRIDIAN miRNA Mimetika-Negativkontrolle transfiziert. RNA wurde isoliert und die Expression der
jeweiligen miRNA-Spezies mittels Realtime-PCR quantifiziert. * = statistisch signifikant gegentber den
jeweiligen kontrolltransfizierten Zellen. (n =3 - 8).
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Abbildung 33: Einfluss der Uberexpression in post mortem Hirngewebe von Zirrhosepatienten mit HE
hochregulierter miRNA-Spezies in MOG-G-CCM-Zellen auf die Expression potentieller Zielgene. Humane
MOG-G-CCM (Astrozytoma)-Zellen wurden fir 48 Std. mit einem fur die jeweils benannte miRNA-
Spezies spezifischen MIRIDIAN miRNA Mimetikum oder mit der miRIDIAN miRNA Mimetika-
Negativkontrolle transfiziert. RNA (A) oder Protein (B) wurde isoliert und die Expression des jeweiligen
Ziels mittels Realtime-PCR und/oder Western-Blot Uberprift. (B) Densitometrische Quantifizierung der
Ephrinrezeptor B3 Proteinexpression in mit miRNA 339-5p- und 486-5p Mimetika transfizierten MOG-
G-CCM-Zellen. * = statistisch signifikant gegenlber kontrolltransfizierten MOG-G-CCM-Zellen. (n =3 -

5).
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Abbildung 34: Einfluss der Uberexpression in post mortem Hirngewebe von Zirrhosepatienten mit HE
hochregulierter miRNA-Spezies in SH-SY5Y-Zellen auf die mRNA Expression potentieller Zielgene.
Humane SH-SY5Y (Neuroblastoma)-Zellen wurden fir 48 Std. mit dem fir die jeweils benannte miRNA-
Spezies spezifischen MIRIDIAN miRNA Mimetikum oder mit der miRIDIAN miRNA Mimetika-
Negativkontrolle transfiziert. RNA wurde isoliert und die mRNA Expression des jeweiligen Zielgens
mittels Realtime-PCR quantifiziert. * = statistisch signifikant gegentber kontrolltransfizierten SH-SY5Y-

Zellen (n =3 -4).

Tabelle 21 : Einfluss der Uberexpression der miRNA-Spezies hsa-miR-138-2-3p, -152-3p, -339-5p, -455-
3p und -486-5p auf das mRNA-Expressionsniveau jeweiliger potentieller miRNA-Zielgene in humanen
MOG-G-CCM- und SH-SYS5Y-Zellen. * = statistisch signifikant gegeniber jeweiligen kontroll-
transfizierten Zelllinien (p < 0,05). n.s. = statistisch nicht signifikant gegenlber jeweiligen
kontrolltransfizierten Zelllinien (n =3 —9).

mMiRNA (hsa-miR) Potentielles Zielgen Relatives mRNA- Signifikanzniveau
Expressionsniveau (P-Wert)
(Vielfaches der
Kontrolle)

138-2-3p PPM1E 0,55+0,12 * 0,03
152-3p CCKBR 1,46 £ 0,61™* 0,50
CXCL12 1,75+0,14 " 0,09

FABP3 1,12 +0,18 ™ 0,57

Homerl 0,75+0,07 * 0,04
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PTPRR 0,68 +0,05 * 0,01
339-5p EphB3 0,78 +0,08 * 0,02
455-3p CORT 2,00+0,62 "™ 0,25
MCHR1 2,32+0,71 "™ 0,20
MMP3 1,19 £0,20 * 0,89
PARG 1,04 +0,12 ™ 0,79
PTPRR 0,71 +£0,09 * 0,05
486-5p EphA3 1,09+0,11 "™ 0,46
EphB3 0,70 £0,11* 0,03
MMP3 1,23 £0,09 ™* 0,17
. sHSYSYZelie
miRNA (hsa-miR) Potentielles Zielgen Relatives mRNA- Signifikanzniveau
Expressionsniveau (P-Wert)
(Vielfaches der
Kontrolle)
138-2-3p ERBB4 0,82 +0,10 ™ 0,17
PPM1E 1,06 £ 0,06 ™* 0,40
152-3p CCKBR 1,87 £0,80 "* 0,35
CXCL12 2,32+0,88 ™ 0,43
FABP3 0,74 +0,04 * 0,02
Homerl 1,04 £+ 0,05 ™* 0,57
Lin28b 0,99 +0,12 ™ 0,96
PTPRR 0,89 + 0,07 ™* 0,22
Ras-GRF1 1,57 0,47 "™ 0,41
339-5p EphB3 1,01 £0,09 ™* 0,93
ERBB4 0,83 £0,10 "* 0,19
455-3p CORT 1,13+0,42 "™ 0,78
KCNQ2 0,79 £0,09 * 0,04
MMP3 0,70 £0,22 "* 0,51
PARG 1,05+0,13 ™ 0,71
PTPRR 1,07 £ 0,08 ™* 0,48
486-5p EphA3 0,83 £0,28 "* 0,59
EphB3 0,91+0,12 " 0,53
KCNQ2 0,51 +0,15 * 0,04
MMP3 0,29+0,13 * 0,03
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Tabelle 22: Bioinformatisch ermittelte putative Bindungsstellen der miRNAs hsa-miR-138-2-3p, -152-3p,
-339-5p, -455-3p und -486-5p an potentielle Ziel-mRNAs. (RNA22 v2, https://cm.jefferson.edu/ data-
tools-downloads/).

miRNA  Transkript “Seed”- Faltungsenergie Heteroduplex P-Wert
(hsa-) Anfang (-Kcal/mol)

miR- TGTACTGCTG--AAGGAATGGT

138-2- ERBB4 1584 -8.00 TR 2.14E-1
3p TTGGGACCACAGCACTTTATCG

miR- TGCTCT-CATTTTAAAGATGGC

138-2- ERBB4 1836 -8.13 IRl HIRE 5.35E-2
3p TTGGGACCACAGCACTTTATCG

miR- GGCTCAGGTGCTTTTGGAACGGT

138-2- ERBB4 2271 -15.20 SHERIREIEIRE 6.99E-2
3p TTGGGACCAC-AGCACTTTATCG

miR- GTATTTGG-GTACCTGAAGGAGA

138-2- ERBB4 2302 -7.50 SULEIE LT 6.99E-2
3p TTGGGACCACA-GCACTTTATCG

miR- GACTC--GAATAG-GAACCAGT

138-2- ERBB4 3222 -5.40 d1L T 1.32E-1
3p TTGGGACCACAGCACTTTATCG

miR- CGAGGATGAGTATGTGAATGAGC

138-2- ERBB4 3644 -7.70 [T T 4.09E-2
3p TTGGGACCACA-GCACTTTATCG

miR- TGTCCTAG-CAAGTAAGAATGGC

138-2- ERBB4 4526 -7.80 SR 1.49E-1
3p TTGGGACCACAGCA-CTTTATCG

miR- GACC-AAATTAGAATCAATAGT

138-2- ERBB4 5783 -6.10 11 ] 2.61E-1
3p TTGGGACCACAGCACTTTATCG

miR- CTTCCT--ATTC-TGAACAAGT

138-2- ERBB4 5884 -5.00 BRI 4.63E-4
3p TTGGGACCACAGCACTTTATCG

miR- GATTCAGGGGCCACAATCTAATAGC

138-2- ERBB4 6467 -7.57 Al [T 2.25E-1
3p TTGGG-ACC--ACAGCACTTTATCG

miR- GACCCAAATGCTTTATAATAGC

138-2- ERBB4 6851 -11.00 U0 T 1.16E-1
3p TTGGGACCACAGCACTTTATCG

miR- AAC--AGGTGAGGAAAGATGGC

138-2- ERBB4 7274 -11.20 IEIEERIR 2.01E-1
3p TTGGGACCACAGCACTTTATCG

miR- GACCTT--TAGAGGAAAATAGA

138-2- ERBB4 9422 -8.40 I 8.34E-3
3p TTGGGACCACAGCACTTTATCG

miR- TCCCTATATCATGAGAAGTGGT

138-2- ERBB4 10161 -6.80 SRITHEE 4.98E-3
3p TTGGGACCACAGCACTTTATCG

miR- PPMIE 47 1050 AGCCCTAGG-CTC-AAAAGCAGC 9 57E-1

138-2- HIlRIN I
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miR-
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miR-
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3p
miR-
138-2-
3p
miR-
138-2-
3p
miR-
138-2-
3p
miR-
138-2-
3p
miR-
138-2-
3p
miR-
138-2-
3p
miR-
138-2-
3p
miR-
138-2-
3p
miR-
152-3p

miR-
152-3p

miR-
152-3p

PPM1E

PPM1E

PPM1E

PPM1E

PPM1E

PPM1E

PPM1E

PPM1E

PPM1E

PPM1E

PPM1E

PPM1E

PPM1E

PPM1E

CCKBR

CCKBR

CCKBR

565

1906

2065

2143

2283

2297

2372

3467

3699

4417

4457

4822

5171

6423

426

900

1147

-9.20

-9.60

-8.10

-10.55

-10.50

-7.80

-10.04

-9.10

-9.30

-6.00

-8.40

-22.00

-7.50

-6.70

-8.10

-12.10

-13.20

TTGGGA-CCACAGCACTTTATCG
GACCT--GTG-CCTGCAGCAGC
S BRI
TTGGGACCACAGCACTTTATCG
GGTCCTGGTGCACCAAAGAAAGC
ARRRREEN Y
TTGGGACCAC-AGCACTTTATCG
TCTCCTGTCTGTTCAGGGTTGGA
ST T Fe ]
TTGGGAC-CACAGCACTTTATCG
CACCACTACTCAAAGAAGTGGC
1 EHY
TTGGGACCACAGCACTTTATCG
TTCTCTGCCATGGAGGCAAAATAGT
LT T
TTGGGAC--CACAGC-ACTTTATCG
GGCAAAATAGTTG-GAAAGGGT
S HEE
TTGGGACCACAGCACTTTATCG
TTCCTTGGAGCTATAAAATAGA
LT THH
TTGGGACCACAGCACTTTATCG
AGCCCAGAGG-CCACTGAGAATGC
ST T
TTGGG--ACCACAGCACTTTATCG
GATTCATTCATTCAGTGAAGCAGC
el TEH
TTGGG-ACCACAG-CACTTTATCG
AAAGAGGGTAAAGGGAAAAAGT

L THEET:
TTGGGACCACAGCACTTTATCG
TTCTCAGTGG-GGAAAAAAATGGC
HEIIREe
TTGGG--ACCACAGCACTTTATCG
CGCCACTGGTGATAGGAAGTAGT
SIRNRRRE AT HARE
TTGG-GACCACAGCACTTTATCG
AACAAGTTAGAATAGGAAATAGT
11 RRRRIRE
TTG-GGACCACAGCACTTTATCG
CACTTTTGAGTTCAGTTGTAGT
IEINNIENIIE
TTGGGACCACAGCACTTTATCG
AATCACTCT-TTACGCAGTGA

NINEEEEE
GGTTCAAGACAGTACGTGACT
CCAGACCTGGTC-CGTACTGC

N A
GGTTCAAGACAGTACGTGACT
CCACGTTCCCGGCCTGCCCTGG

IR RNk
GGTTCAAG-ACAGTACGTGACT

Ergebnisse

9.61E-2

1.69E-1

2.01E-1

6.67E-2

2.73E-1

2.73E-1

7.19E-2

7.99E-2

8.63E-2

8.49E-2

2.14E-1

1.52E-1

4.7E-2

2.53E-1

3.18E-1

1.15E-1

1.71E-1
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152-3p
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152-3p

miR-
152-3p

miR-
152-3p

miR-
152-3p

miR-
152-3p

miR-
152-3p

miR-
152-3p

miR-
152-3p

miR-
152-3p

miR-

CCKBR

CCKBR

CCKBR

CXCL12

CXCL12

CXCL12

CXCL12

CXCL12

CXCL12

CXCL12

CXCL12

CXCL12

CXCL12

CXCL12

CXCL12

FABP3

FABP3

FABP3

1626

1885

2061

816

1238

1256

1374

1651

1762

2472

2572

2855

2997

3130

3220

448

459

982

-19.30

-11.80

-21.80

-6.10

-14.30

-11.40

-9.90

-11.70

-8.52

-5.52

-5.70

-19.60

-10.00

-11.10

-9.00

-8.12

-11.60

-8.90

GCAGGGCAAATGACATGCACTGA
=t T EEEH T
GGTTC--AAGACAGTACGTGACT
GGGAACTCTGACAAGGGCTGA
ARRNAN Y
GGTTCAAGACAGTACGTGACT
CCAACAGGCTGTTCTGCACTGA
LT T T
GGTT-CAAGACAGTACGTGACT
GAAGGCTTCTCTCTGTGGGATGG
ERNIREEHIEIE
GGTTC-AAGACAG-TACGTGACT
TGTCTTGATG-CATGCACTGT
ARINRRAANR
GGTTCAAGACAGTACGTGACT
GTTCCCCCTGTGCAGCCGCTGA
LELETE T
GGTTCAAGACA-GTACGTGACT
CATGGT-GGGTCCATGGGCAGA
IR
GGTTCAAGACAG-TACGTGACT
CTGGGCCCTCTC-TGCTCTGC
BRI
GGTTCAAGACAGTACGTGACT
GAGTGTTC-CCCTTCCACTGA
LT THHH
GGTTCAAGACAGTACGTGACT
AAGAGT-AGAAACTGCAGGGA
A T T
GGTTCAAGACAGTACGTGACT
TACAGT-CTTCCATTTGCAAGGG
IR
GGTTCAAGACAGT--ACGTGACT
CC-CCCTCTGTCCAGGCACTGA
L TEEEEE T
GGTTCAAGACAG-TACGTGACT
AGATGTTCTAAGTCTTTCCATTGG
ARRRN NNk
GGTTCAAGA--CAG-TACGTGACT
ATGAGAATTTG-AGTGCTCTGA
ST
GGTTC-AAGACAGTACGTGACT
CCAAATCCCCTAAGCAGACCACTGA
LT T TEEEH
GGTT--CAAGA-CAGT-ACGTGACT
ATGAGAAAGAGGCATGACCTGA
A T T
GGTTC-AAGACAGTACGTGACT
GCATGACCTGAC-TGCACTGT
RIRENN
GGTTCAAGACAGTACGTGACT
TCAGG-CCCATCCTACACTGA

Ergebnisse

1.77E-2

4.23E-2

1.6E-1

2.34E-1

9.89E-2

9.89E-2

3.45E-2

6.95E-2

3.47E-1

1.53E-1

1.74E-1

6.08E-2

1.1E-1

1.8E-1

9.15E-2

2.42E-1

2.42E-1

5.08E-2
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miR-
152-3p
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152-3p

miR-
152-3p

miR-
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miR-
152-3p

miR-
152-3p

miR-
152-3p

miR-
152-3p

miR-
152-3p

miR-
152-3p

miR-
152-3p

miR-
152-3p

Homerl

Homerl

Homerl

Homerl

Homerl

Homerl

Homerl

Homerl

Lin28b

Lin28b

Lin28b

Lin28b

Lin28b

PTPRR

PTPRR

PTPRR

PTPRR

401

455

1145

1277

1307

1558

2708

3556

3530

4386

4945

4951

5059

117

271

937

2277

-6.70

-8.80

-8.10

-11.90

-7.00

-11.40

-8.10

-16.10

-6.80

-8.40

-11.20

-8.80

-9.70

-7.40

-7.60

-10.70

-9.70

AT TEE
GGTTCAAGACAGTACGTGACT

CCA-CCTCTTCTC-TGCTCCGA
LT TR
GGTTCAAGA-CAGTACGTGACT
CCAA--TGTGGAGTGCCGTGC
LT =TT
GGTTCAAGACAGTACGTGACT
GCAAG-CATG-CAGTTACTGT
LD T =T
GGTTCAAGACAGTACGTGACT
AGAAGTTTGGCCAGTGGGCTGA
RRRRER RN
GGTTCAAG-ACAGTACGTGACT
CAAACACCGTTTATGGATTGG

BAINHIE
GGTTCAAGACAGTACGTGACT
CCAA-CTC-AGAATGCATTGC
L TT T
GGTTCAAGACAGTACGTGACT
TTCTTCCCTTTTTTGTGCTGG

ARERRINE
GGTTCAAGACAGTACGTGACT
TGGAGT-CTATAAATGCACTGA
SR
GGTTCAAGA-CAGTACGTGACT
TGTGCATATGTGAATATCACTGA
LT THT
GGTTCAAGACAGT--ACGTGACT
GGAAGTTTAG-AGTGCAATGT
RRRER RN
GGTTCAAGACAGTACGTGACT
GCAAGTTATGGTAAAGTACTGT
LT TE F
GGTTCAA-GACAGTACGTGACT
TATGGTAAAGTACTGTACTGT
ST T
GGTTCAAGACAGTACGTGACT
ATCACATCTATCAACCACTGG
LEETEE TH:
GGTTCAAGACAGTACGTGACT
CCACCCTGCCGTCTCCGCCTTGG
NI Nk
GGT-TCAAGACAG-TACGTGACT
CCACAGACTGAC-TGCTCTGC
LT EEE T
GGTTCAAGACAGTACGTGACT
GGAATTTCTG--ATGCTCTGC
LT T
GGTTCAAGACAGTACGTGACT
CCAGCTTC--GTATGGATAGA

Ergebnisse

5.73E-2

5.73E-2

5.73E-2

1.77E-1

3.11E-1

7.74E-2

2.57E-1

2.14E-1

1.38E-1

1.16E-1

2.38E-1

2.38E-1

2.5E-1

1.95E-1

1.04E-1

7.97E-2

2.64E-2
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miR-
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miR-
339-5p

miR-
339-5p

miR-
339-5p

miR-
339-5p

miR-
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PTPRR

PTPRR

Ras-GRF1

Ras-GRF1

Ras-GRF1

Ras-GRF1

Ras-GRF1

Ras-GRF1

Ras-GRF1

Ras-GRF1

Ras-GRF1

Ras-GRF1

EphB3

EphB3

EphB3

EphB3

ERBB4

2457

2500

316

1871

2891

3197

4765

5205

5813

5820

5963

6024

1569

2174

3857

3907

4083

-7.80

-12.00

-10.80

-10.70

-9.30

-11.10

-7.60

-7.60

-10.70

-14.10

-5.70

-10.40

-16.60

-13.70

-19.40

-15.30

-7.20

Ergebnisse

GGTTCAAGACAGTACGTGACT
AGAAGGAGCT-TCCTGCAATGG
L TEEETTTE T 3.27€-2
GGTTC-AAGACAGTACGTGACT
CCATGT-ATGGCATGGATTGT
NIRIERANINEE 3.27€-2
GGTTCAAGACAGTACGTGACT
CGGGGGGCTG-C-TGCGCGGA
RN HEY 1.52E-2
GGTTCAAGACAGTACGTGACT
TGATTATCTGTACCAGAGGCTCTGG
NNk 2.5E-1
GGTTCAAGACA--GT--ACGTGACT
GAGAG--GAGTCAGATATTGA
IR 4.2€-2
GGTTCAAGACAGTACGTGACT
ACAAGGAGTTTGTGATCCGCAGA
L PR LT 8.32E-3
GGTTC--AAGACAGTACGTGACT
GGGAGTCCTCTC-TGCTCAGA
JIIRININNR Y 1.5E-2
GGTTCAAGACAGTACGTGACT
TTTTACACTGTACA-GTATAGA
AN 4.5E-2
GGTTCAAGACA-GTACGTGACT
CTGGATGTTGATGTCTGCTGGGCTGC
T T 2.14E-1
GGTT--CAA-GACAG--TACGTGACT
TTGATGTCTGCTGGGCTGCACTGG
SHE T T 2.14E-1
GGTT-CA-AGACAGTACGTGACT
CCAGATGCCATCCTGCCCAGA
NI 8.11E-2
GGTTCAAGACAGTACGTGACT
CCACCCTCAGTCACAGGCATGGG
T T ] 5.66E-2
GGTTCAAGACAGT--ACGTGACT
AAGAAGTGCCATGGGGCTGGAGGGG
T TEED = T 5.25E-2
GCACTCGAGG-ACCTC-CTGTCCCT
CGTCTGCCTCAGGA-AGCAGCGA
LT TEEE =T 2.85E-1
GCACTCGAGGACCTCCTGTCCCT
GAGGGGACTCCAGGA--ATGGGGA
HRI R Y 8.1E-2
GCACTC-GAGGACCTCCTGTCCCT
TTGCACCTCCAGTTTGCACAGGGA
LT P EEH T 8.1E-2
GCACTCGAGG-ACCTCCTGTCCCT
CACTTCCCAGTGGAAGATACAGA
LT 3.03E-1

GCACTCGAGGACCTCCTGTCCCT
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miR-
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miR-
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miR-

ERBB4

ERBB4

CORT

CORT

KCNQ2

KCNQ2

KCNQ2

MCHR1

MCHR1

MCHR1

MMP3

MMP3

MMP3

PARG

PARG

PARG

PTPRR

PTPRR

5218

5635

1152

1163

1623

2480

2987

390

1401

1455

217

265

1024

3512

3690

3844

2162

2326

-12.60

-9.90

-6.60

-5.50

-11.20

-20.50

-12.40

-15.10

-13.20

-16.50

-5.50

-11.00

-6.80

-17.50

-9.80

-8.90

-11.10

-17.40

ACCTTGCAAC-GGTATCCAGGGA
LTI T
GCACTCGAGGACCTCCTGTCCCT
GATGAGAAC--AAATGACAGAGA
LT HHE T
GCACTCGAGGACCTCCTGTCCCT
TTATTTCAGTTTATGAATTGA
EIRRRHY
CACATATACGGGTACCTGACG
TATGAATTG-ATATGAATTGT
NIk
CACATATACGGGTACCTGACG
GAGCTGGAGCTTCGGGGACCGC
[z T
CACATATACGGG-TACCTGACG
AGGAGGACACCC-CGGGCTGC
NNEHER
CACATATACGGGTACCTGACG
CAACAGGGGCTGGAGGGCTGG
NERRIRIN
CACATATACGGGTACCTGACG
GTG-GCAGGCGCTGGAGGCTGC
RN
CACATATACG-GGTACCTGACG
TTGTGTA-CATCGTGCTCTGT
RHIEH IRk
CACATATACGGGTACCTGACG
AGCCTGCAGCCCAGGGGCAGC
LT
CACATATACGGGTACCTGACG
TTGT-TAGGAGAAAGGACAGT
L1 T
CACATATACGGGTACCTGACG
TGCAGAAGTTCCTTGGATTGG
IR
CACATATACGGGTACCTGACG
GGAAGCTTGAACCTGAATTGC
IR
CACATATACGGGTACCTGACG
TTGTGAAATCCCATGGAAGGT
REEER RN NN
CACATATACGGGTACCTGACG
CTTAATATGCT--TGCATTGT
RERRRE Nk
CACATATACGGGTACCTGACG
TTTTATCTGT-AATGGTTTGT
L TE L
CACATATACGGGTACCTGACG
CTGTGGTTGTCCACTGCAGTGC
LT T
CACATATACGGGT-ACCTGACG
GAATTTGTGCACCATGCTCTGT

Ergebnisse

1.06E-1

3.07E-1

8.87E-2

8.87E-2

1.82E-3

1.31E-1

3.15E-1

1.01E-2

2.1E-2

1.79E-1

3.78E-1

5.5E-3

7.46E-2

1.72E-1

1.35E-1

2.46E-1

1.49E-1

4.25E-2

88



455-3p

miR-
455-3p

miR-
455-3p

miR-
455-3p

miR-
455-3p

miR-
455-3p

miR-
486-5p

miR-
486-5p

miR-
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miR-
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miR-
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miR-
486-5p

miR-
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miR-
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miR-
486-5p

miR-
486-5p

miR-
486-5p

miR-
486-5p

PTPRR

PTPRR

PTPRR

PTPRR

PTPRR

EphA3

EphA3

EphA3

EphA3

EphA3

EphB3

EphB3

EphB3

EphB3

EphB3

EphB3

EphB3

2490

2500

2825

3027

3101

2524

2781

4586

4987

5459

2979

3035

3048

3431

3683

3724

3748

-14.20

-17.70

-6.30

-6.80

-6.70

-6.90

-14.40

-9.20

-7.20

-18.60

-10.50

-15.70

-21.10

-14.30

-12.10

-17.00

-16.30

HETEEEE T
CACATATACG-GGTACCTGACG

GCTCTGAAGCCCATGTATGGC
RRRRRA Y
CACATATACGGGTACCTGACG
CCATGTATGGC-ATGGATTGT
DT
CACATATACGGGTACCTGACG
CTGTTCCTGTTT-TGAAGTGC
NIRRT NN
CACATATACGGGTACCTGACG
ATTACAGAGCACAATGATTGT
IRIEHIE
CACATATACGGGTACCTGACG
CTCCAGAACTCTATCCACTGT
SHIRIRE
CACATATACGGGTACCTGACG
CTT-TCGC-GTGTCCTGGAGGA
E IR
GAGCCCCGTCGAGTCATGTCCT
CTTGTATCAGCTGA-TGCTGGA
NHERIN NN
GAGCCCCGTCGAGTCATGTCCT
CTC-AAAATGT-GTAAGCAGGA
NI
GAGCCCCGTCGAGTCATGTCCT
AGGCTACTAGAATTCTGTATTGGA
TP
GAGCCCCGTC--GAGTCATGTCCT
CTTACGGCCATCTCTTTGTACAGGA
T THETEET
GAGCCCCG-TCGAG--TCATGTCCT
ATCAATGCCGT--GGAGCAGGA
IREEEI
GAGCCCCGTCGAGTCATGTCCT
ACTGCACCAGCTCA-TGCTGGA
NERRA N
GAGCCCCGTCGAGTCATGTCCT
ATGCTGGACTGCTGGGTGCGGGA
AR A HHE
GAGCCCC-GTCGAGTCATGTCCT
CTGACACCGGCTC-CCACGGGG
BINIENEHEE
GAGCCCCGTCGAGTCATGTCCT
GACCTTCCTGCTCTCCAGCAGGG
NRERHENE
GAGCCCCGTCGAG-TCATGTCCT
CTTGTCTGTTCTTCAGTGCTGGA
TR EHIE
GAGC-CCCGTCGAGTCATGTCCT
GTCCTGGCAGGGTCAGGCTGGGG

Ergebnisse

3.27E-2

3.27E-2

2.97E-1

1.89E-1

2.24E-1

3.38E-1

1.64E-1

3.89E-1

2.14E-1

3.33E-1

1.09E-1

1.14E-3

1.14E-3

2.14E-1

1.21E-3

1.21E-3

1.21E-3
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miR-
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miR-
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miR-
486-5p

miR-
486-5p

miR-
486-5p

miR-
486-5p

EphB3

KCNQ2

KCNQ2

KCNQ2

KCNQ2

KCNQ2

MMP3

MMP3

3786

854

2461

2898

3150

3166

670

1261

-15.30

-8.90

-14.40

-15.00

-12.80

-19.10

-7.30

-9.40

GAGCCCCGT-CGAGTCATGTCCT
CAGGGCCCAGCCC-TGGCAGGG
ARRREEE
GAGCCCCGTCGAGTCATGTCCT
ATGCCCACAGCAAGGAGCTGGT
NRRRHEEE
GAGCCCCGTCGAGTCATGTCCT
AGCATGG-AGTTCCTGCGGCAGGA
ARIEIEEY
GAGCCCCGTCGAG--TCATGTCCT
AGTGTGGCGG-GAAGGGTGGGC
SR E Y
GAGCCCCGTCGAGTCATGTCCT
GTTGTCTCAGCCGAGCCCAGGG
LD TE T
GAGCCCCGTCGAGTCATGTCCT
CCAGGGGAGGCACAAAGGGCAGGC
RN
GAGCCCCGTCG--AGTCATGTCCT
AATGGACAAAGG-ATACAACAGGG
S I
GAGCC--CCGTCGAGTCATGTCCT
AAACATATTTCTTTGTAGAGGA

AR
GAGCCCCGTCGAGTCATGTCCT

Ergebnisse

1.1E-1

1.16E-1

1.31E-1

2.04E-1

1.27E-1

1.27E-1

1.97E-1

4.16E-2
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IV. Diskussion

miRNAs sind kleine RNAs (ca. 22 Nukleotide), die durch Interaktion mit Ziel-mRNAs deren
Degradation induzieren bzw. die Translation der jeweiligen mRNA inhibieren. Diesen durch miRNAs
vermittelten Wirkungen wird eine wichtige Rolle bei vielen biologischen Prozessen und verschiedenen
Erkrankungen zugeschrieben. Bislang sind miRNA-Expressionsanderungen und deren funktionellen
Konsequenzen fir die Pathogenese der hepatischen Enzephalopathie (HE) jedoch nur unzureichend

untersucht worden.

In der vorliegenden Arbeit wurden Wirkungen von Ammoniak, einem Schllisseltoxin in der
Pathogenese der HE (Butterworth et al., 1987), auf das miRnom und Transkriptom kultivierter

Rattenastrozyten untersucht.

In einem weiteren Ansatz wurden Anderungen der miRNA- und Genexpression in post mortem
Hirngewebe von Zirrhosepatienten mit und ohne hepatische Enzephalopathie untersucht und
potentielle Zielgene der bei Zirrhosepatienten mit HE regulierten miRNA-Spezies bioinformatisch
identifiziert  und experimentell durch  Transfektion humaner  Astrozytoma-  und

Neuroblastomazelllinien mit miRNA-Mimetika Uberprift.

1. Ammoniak-induzierte miRNA- und Genexpressionsanderungen in Astrozyten in vitro

In der vorliegenden Arbeit wurden erstmalig miRNA Expressionsanderungen in mit Ammoniak
behandelten kultivierten Astrozyten untersucht und potentielle miRNA Zielgene mit Hilfe von
Genarrays sowie bioinformatischer Analyse identifiziert (Abb. 11A/B, 12A/B, 15). Die im Array
identifizierten, durch Ammoniak vermittelten miRNA und Genexpressionsanderungen wurden
nachfolgend durch quantitative Realtime-PCR-Analyse validiert. Dieser Untersuchungsansatz wurde
gewahlt, da sowohl die Array-basierte Identifizierung verandert exprimierter miRNAs und mRNAs, als
auch die bioinformatische miRNA-Zielgenvorhersage eine hohe Fehlerquote aufweisen kdnnen
(Muniategui et al., 2013). Mit Hilfe des bioinformatischen Tools AltAnalyze wurden aus den durch
Ammoniak vermittelten Genexpressionsanderungen resultierende Beeinflussungen biologischer
Funktionen und Signalwege vorhergesagt. Dabei weisen die durch NH.Cl (5 mmol/l, 48 Std.)
herbeigefiihrten  Genexpressionsdanderungen auf eine verdnderte Proteinprozessierung im
endoplasmatischen Retikulum (ER), einer Aktivierung des p53- und MAPK-Signalwegs sowie auf eine
Beeinflussung des Zellzyklus (Abb. 14A/B). Diese Ergebnisse stehen sowohl in Einklang mit Befunden

von Gorg et al. (2015), die Ammoniak-induzierte Astrozytenseneszenz zeigen und den Ergebnissen von
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Jordens et al. (2015), die auf durch Ammoniak-induzierten ER-Stress weisen. Es kann darlber hinaus
spekuliert werden, dass die durch Ammoniak vermittelte Stérung der Proteinprozessierung im ER in

Zusammenhang steht mit der Hemmung des Zellzyklus und der Induktion von Seneszenz.

In der vorliegenden Arbeit gelang es den Uberwiegenden Teil exemplarisch ausgewahlter im
Array identifizierter miRNA- (13 von 16) und mRNA- (26 von 27) Expressionsdanderungen durch
Realtime-PCR zu validieren (Abb. 13, 16), was die Verlasslichkeit der verwendeten Array-Systeme

unter diesen experimentellen Bedingungen belegt.

Interessanterweise wurden im miRNA-Array ausschlief3lich herunterregulierte miRNA-Spezies
in mit Ammoniak behandelten Rattenastrozyten gefunden (Abb. 11A, 12A). Da der Array nur einen
Bruchteil der mittlerweile bekannten miRNA-Spezies abdeckt und dariber hinaus kontinuierlich neue
miRNA-Spezies identifiziert werden, kann aus den vorliegenden Untersuchungen nicht gefolgert
werden, dass Ammoniak generell die Synthese von miRNAs in kultivierten Astrozyten blockiert. Zur
Beantwortung dieser Frage, konnte in die Expression und Aktivitdt von Proteinen der miRNA-

Prozessierungsmaschinerie untersucht werden.

Im Gegensatz zum miRNA-Array, zeigte die Genarrayanalyse sowohl verringert, als auch
verstarkt exprimierte Gene in mit Ammoniak behandelten kultivierten Rattenastrozyten. Mittels
bioinformatischer Analyse konnte unter den 142 in der Genarrayanalyse identifizierten Gene, die
durch Ammoniakbehandlung verstarkt in kultivierten Rattenastrozyten exprimiert wurden, 43
identifiziert werden, die potentielle Zielgene herunterregulierter miRNAs darstellen (Abb. 15). Die
meisten der hier ermittelten Gene reprasentieren potentielle Zielgene mehrerer nach
Ammoniakbehandlung herunterregulierter miRNA-Spezies. Dies ldsst vermuten, dass Ammoniak nicht
die Expression individueller miRNA-Spezies moduliert, sondern regulatorische miRNA-Netzwerke in
Astrozyten beeinflusst. Zusatzlich wurden mit Hilfe von AltAnalyze auf Basis der durch Ammoniak-
induzierten Genexpressionsanderungen miRNA-Expressionsanderungen vorhergesagt. Hierbei wies die
verdnderte Expression einer Vielzahl von Genen auf eine damit in Verbindung stehende
Expressionsanderung von miR-348 hin. Tatsachlich gelang es mittels miRNA-Array und miQPCR zu
validieren, dass die Expression der miR-348 durch Ammoniakbehandlung erniedrigt wird. Dieses
Ergebnis belegt die komplexe Wirkung einer einzelnen miRNA auf die Expression verschiedener Gene

und Gen-Netzwerke (Abb. 14C).

Die Bildung reaktiver Stick- und Sauerstoffspezies (RNOS) spielt eine zentrale Rolle fir die
Pathogenese der hepatischen Enzephalopathie (Gorg et al, 2013b). Jingere Arbeiten zeigen
auBerdem, dass RNOS die Expression spezifischer miRNA-Spezies regulieren (Cheng et al., 2013). Die
funktionelle Bedeutung dieser sogenannten ,RedoximiRs” ist nur wenig verstanden, aber es wird

vermutet, dass RedoximiRs durch Regulation des Nrf2-Signalweges die Redoxhomdostase beeinflussen
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(Cheng et al., 2013). In Ubereinstimmung damit induziert Ammoniak die nukledre Akkumulation von
Nrf2 und eine verstarkte Expression Nrf2-regulierter Gene wie z.B. der Himoxygenase-1 (Warskulat et

al., 2002; Kruczek et al., 2011).

Die durch Ammoniak in kultivierten Rattenastrozyten induzierte Bildung reaktiver Stick- und
Sauerstoffspezies kultivierter Rattenastrozyten ist sensitiv gegenlber dem Glutaminsynthetase-
hemmstoff MSO (Murthy et al., 2001; Schliess et al., 2002; Gorg et al., 2015) und beruht u.a. auf einer
Aktivierung der NADPH-Oxidase (Reinehr et al., 2007). Zur ldentifizierung potentieller RedoximiRs
unter den durch Ammoniak herunterregulierten miRNA-Spezies wurde daher der Einfluss einer
Hemmung der NADPH-Oxidase durch Apocynin und der Glutaminsynthetase durch MSO auf die
Expression durch Ammoniak-regulierter miRNAs untersucht (Abb. 18A/B). Tatsdchlich blockierten
sowohl Apocynin, als auch MSO die durch Ammoniak vermittelte Herunterregulation der miRNAs rno-
miR-31a-5p, -221-3p, -222-3p und -326-3p, so dass in der vorliegenden Arbeit diese miRNA-Spezies
erstmalig als neue Vertreter der RedoximiR-Familie identifiziert werden konnten. In Ubereinstimmung
mit der Bedeutung von RedoximiRs fir die Redoxhomd&ostase regulieren alle genannten miRNAs die
Expression der Hamoxygenase-1 (HO-1), die eine bedeutsame Rolle fir die Redoxhomoostase bei

verschiedenen neurologischen Erkrankungen spielt (Schipper et al., 2009).

In Ubereinstimmung mit friheren Befunden (Warskulat et al., 2002) wurde auch in der
vorliegenden Arbeit eine Steigerung der HO-1 mRNA durch Ammoniak in Astrozyten gefunden. Die
Ergebnisse der vorliegenden Arbeit zeigen darlber hinaus erstmalig, dass die Ammoniak-induzierte
Hochregulation der HO-1 mRNA signifikant durch Hemmung der NADPH-Oxidase oder der
Glutaminsynthetase verhindert werden kann (Abb. 17). Letzterer Befund steht in Widerspruch zu
Befunden von Warskulat et al. (2002), die keine MSO-Sensitivitdt der Ammoniak-induzierten HO-1
Hochregulation zeigen konnten. Diese Diskrepanz ist hdochstwahrscheinlich darauf zurlckzufihren,
dass die bei Warskulat et al. (2002) verwendete Northern-Blot-Technik nur eine semiquantitative
Analyse durch Messung der optischen Dichte eines geschwarzten Films erlaubt und dadurch deutlich
insensitiver und weniger akkurat ist. Im Gegensatz zum Northern-Blot ist die Realtime-PCR-Methode
eine  dulerst sensitive und zuverldssige Technik, durch die selbst geringfiigige
Genexpressionsanderungen reproduzierbar belegt werden koénnen. Darliber hinaus untersuchte
Warskulat et al. (2002) die Wirkung von MSO auf die HO-1 Expression 48 Std. und nicht wie in der

vorliegende Arbeit 72 Std. nach NH,Cl-Exposition.

Da sowohl die durch Ammoniak induzierte Expressionserniedrigung der in der vorliegende
Arbeit identifizierten RedoximiRs, als auch die Expressionssteigerung des potentiellen Zielgens HO-1
durch MSO und Apocynin gehemmt werden konnte, kann vermutet werden, dass oxidativer Stress die

HO-1 mRNA Expression Uber eine Expressionserniedrigung von RedoximiRs steigert. In Einklang damit
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erhdhten spezifisch gegen die miRNA-Spezies rno-miR-31a-5p, -221-3p, -221-5p, -222-3p, -326-3p
oder -365-3p gerichtete miRNA-Inhibitoren sowohl die HO-1 mRNA-, wie auch die Proteinexpression
(Abb. 19A/B). Eine gleichzeitige Herunterregulation aller HO-1 regulierenden miRNA-Spezies durch
Transfektion mit miRNA-Inhibitoren (Kombination von rno-miR-31a-5p, -221-3p, -221-5p, -222-3p, -
326-3p, und -365-3p) in kultivierten Rattenastrozyten erhodhte synergistisch die HO-1 mRNA
Expression (Abb.21A/B). In Ubereinstimmung damit, binden die fiir die Transfektion verwendeten
miRNA-Spezies mit Ausnahme von 2 miRNAs (rno-miR-221-3p und -222-3p) an unterschiedliche
Bereiche in der HO-1 mRNA Nukleotidsequenz (Tab. 19, 20).

Interessanterweise spielen die HO-1 wie auch weitere durch bioinformatische Analyse
identifizierte potentielle Zielgene durch Ammoniak in Astrozyten herunterregulierter miRNAs wie z.B.
GADDA45q, Serpinel, Creb3l1, Myc eine wichtige Rolle fir zelluldre Seneszenz. Diese Genexpressions-
anderungen stehen in Einklang mit einer kirzlich erschienenen Arbeit, die erstmalig zeigt, dass
Ammoniak Seneszenz in kultivierten Rattenastrozyten induziert und dass Seneszenzbiomarker im
Gehirn von Zirrhosepatienten mit HE verstarkt exprimiert werden (Gorg et al., 2015). Wahrend diese
Untersuchung erstmalig einen Erklarungsansatz fir die Persistenz kognitiver Beeintrachtigungen nach
Auflésung akuter HE-Episoden beim Leberzirrhosepatienten mit HE bietet, konnten die Seneszenz-
induzierenden molekularen Mechanismen nicht vollstandig aufgeklart werden (Gorg et al., 2015).
Interessanterweise wird die durch Ammoniak induzierte Astrozytenseneszenz (Gorg et al., 2015) wie
auch die Herunterregulation von RedoximiRs (Abb. 16A) und die Herunterregulation der HO-1 (Abb.
17) gleichsam durch den NADPH-Oxidasehemmstoff Apocynin, wie auch den Glutaminsynthetase-
hemmstoff MSO verhindert. Zudem existieren in der Literatur bereits Hinweise darauf, dass eine
experimentelle Uberexpression der HO-1 in Astrozyten Seneszenz induziert (Schipper et al., 2009). In
der vorliegenden Arbeit wurde daher Uberprift, ob eine Hemmung der HO-1 regulierenden und durch
Ammoniak-herunterregulierten RedoximiRs in Astrozyten die Astrozytenproliferation beeinflusst.
Tatsachlich zeigen die Ergebnisse, dass eine Hochregulation der HO-1 durch individuelle Inhibition der
RedoximiR-Spezies rno-miR-221-3p, -221-5p, -222-3p und -326-3p (Abb. 19A/B) die Astrozyten-
proliferation hemmt (Abb. 22A). Dabei wurde die miRNA-Inhibitor-vermittelte Hemmung der
Astrozytenproliferation vollstandig durch den HO-1-Hemmstoff Zinn-Protoporphyrin IX (SnPP)
aufgehoben (Abb. 22B). Auch die durch Ammoniak induzierte Proliferationshemmung kultivierter

Astrozyten konnte vollstandig durch den HO-1-Hemmstoff SnPP blockiert werden (Abb. 24).

Interessanterweise induziert eine Astrozytenschwellung per se die Bildung von
oxidativen/nitrosativen Stress (Schliess et al., 2004) und steigert die Expression der HO-1 (Warskulat et
al., 2002). In diesem Zusammenhang zeigt die vorliegende Arbeit in Ubereinstimmung mit Warskulat
et al. (2002), dass eine experimentell durch hypoosmotisches Zellkulturmedium herbeigefthrte

Astrozytenschwellung nicht nur die Expression der HO-1 mRNA steigert (Abb. 26A), sondern dariber
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hinaus auch erstmalig, dass gleichzeitig die Expression HO-1 reprimierender miRNAs (rno-miR-221-5p
und -326-3p, Abb. 25A) vermindert und die Astrozytenproliferation in HO-1-abhdngiger Weise
gehemmt wird (Abb. 26B). Auch die Hemmung der durch Ammoniak induzierten
Expressionssteigerung der HO-1 (Warskulat et al., 2002 und Abb. 17, diese Arbeit) durch Taurin
verhindert Astrozytenseneszenz gemessen an der Proliferation (Abb. 24), sowie die Hochregulation
des Seneszenzbiomarkers GADD45a (Abb. 23B). Derzeitig ist nicht bekannt, Uber welchen
Mechanismus Taurin die Hochregulation der HO-1 in Astrozyten hemmt. Taurin ist zum einen ein
wichtiges organisches Osmolyt und zum anderen ein starkes Antioxidanz (Huxtable, 1992). Eine durch
Ammoniak oder hypoosmotischem Zellkulturmedium herbeigefiihrte Taurindepletion koénnte die
Hochregulation der HO-1 in kultivierten Astrozyten beglnstigen. Zukinftige Untersuchungen missen
klaren, ob Taurin die Ammoniak-induzierte Herunterregulation HO-1-reprimierender RedoximiRs in

Astrozyten aufhebt.

Interessanterweise ist die Lebenserwartung Taurintransporter (TauT)-defizienter Mause (TauT
7, die deutlich erniedrigte Taurinspiegel im Gehirn gegeniiber Wildtyp-Mausen (Heller-Stilb et al.,
2002) aufweisen, verringert (Ito et al., 2014). Die vorliegende Arbeit zeigt nun, dass dies mit einer
erhohten HO-1 und GADD45a mRNA Expression im zerebralen Kortex der TauT” Maus einhergeht, so
dass vermutet werden kann, dass Taurin eine protektive Funktion im Zusammenhang mit Alterung und
Seneszenz zukommt. Interessanterweise zeigen TauT’ Ma&use mitochondriale Funktionsstérungen
(Warskulat et al., 2006) und diesen wird eine zentrale Bedeutung fir die Entstehung von Seneszenz

zugeschrieben (Schipper et al., 2009).

In Ubereinstimmung damit existieren Hinweise in der Literatur, die fiir eine Beeintrachtigung
mitochondrialer Funktionen bei hepatischer Enzephalopathie sprechen. So zeigen Untersuchungen an
kultivierten Astrozyten, dass Ammoniak die ,Mitochondria Permeability Transition induziert (Bai et
al., 2001), den mitochondrialen Energiestoffwechsel beeintrachtigt (Chadipiralla et al., 2012; Rama
Rao & Norenberg, 2012) und die Bildung von ROS in Mitochondrien induziert (Gorg et al., 2015). Die
den Ammoniak-vermittelten Mitochondrienfunktionsstérungen zugrunde liegenden Mechanismen
sind bislang nicht verstanden, aber es wurde vermutet, dass hierbei der Import von Glutamin und eine
Glutaminase-vermittelte Ammoniakfreisetzung in Mitochondrien eine bedeutsame Rolle spielen

(Rama Rao & Norenberg, 2014).

Neuere Studien zeigen, dass eine Uberexpression der HO-1 in kultivierten Astrozyten miRNA
Expressionsanderungen induziert (Lin et al., 2015). Daher wurde die Hypothese aufgestellt, dass die
HO-1 nicht nur ein Zielgen spezifischer miRNA-Spezies ist, sondern Teil eines komplexen
regulatorischen Netzwerkes, in dem miRNA-vermittelte HO-1 Genexpressionsanderungen nachfolgend

weitere miRNA-Expressionsdanderungen nach sich ziehen. Interessanterweise waren die durch
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Uberexpression der HO-1 vermittelten miRNA-Expressionsanderungen (Lin et al., 2015) mit
Ausnahmen der miRNA-Spezies rno-miR-187 und -181a verschieden zu denen, die in mit Ammoniak-
behandelten Astrozyten identifiziert wurden. Es ist denkbar, dass unterschiedliche Kinetiken und

weitere bislang unbekannte Mechanismen zu diesen Unterschieden beitragen.

Bislang existieren nur sehr wenige Informationen zu miRNA Expressionsanderungen bei
hepatischer Enzephalopathie. Die einzige in diesem Zusammenhang gegenwartig in PUbMED gelistete
Publikation zeigt mit Hilfe von Microarray-Analyse identifizierte miRNA Expressionsanderungen im
zerebralen Kortex in einem Mausmodell, in dem durch Verabreichung von Azoxymethan ein akutes
Leberversagen induziert wurde. Allerdings wurden die Array-Ergebnisse nicht durch weitere
Untersuchungen validiert und auch die Uber bioinformatische Analyse identifizierten potentiellen

Zielgene wurden nicht weitergehend Gberprift (Vemuganti et al., 2014).

Zusammenfassend zeigen die Befunde der vorliegenden Arbeit, dass Ammoniak Uber die
Bildung von oxidativen Stress HO-1-reprimierende miRNAs herunterreguliert und auf diese Weise die
Expression der HO-1 steigert und HO-1 abhadngig Astrozytenseneszenz vermittelt (Abb.35). In der
vorliegenden Arbeit konnte hingegen nicht geklart werden, ob die identifizierten, potentiell die HO-1
regulierenden miRNAs eine Herunterregulation der HO-1 durch direkte Interaktion mit der HO-1

vermitteln. Zur Klarung dieser Frage sind weitere Untersuchungen notwendig.

Ammoniak

4

ROS — Apocynin

miRNA Inhibitoren == | RedoxymiRs §

4

HO-1mRNA 4| — Taurin

4

HO-1 Protein 4

4

Astrozytenseneszenz

Abbildung 35: Hypothese zur Beteiligung von miRNAs an der durch Ammoniak induzierten
Astrozytenseneszenz. Ammoniak erhoht NADPH-Oxidase-vermittelt die Bildung reaktiver
Sauerstoffspezies (ROS) in Astrozyten, welche die Expression HO-1-reprimierender RedoximiRs hemmt
und hierlber eine Expressionssteigerung der HO-1 mRNA und des Proteins induziert. Die
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Hochregulation der HO-1 ist mit der Induktion von Seneszenz in Astrozyten Uber einen bislang
unbekannten Mechanismus assoziiert.

2. Zerebrale miRNA Expressionsdanderungen bei hepatischer Enzephalopathie

In einem zweiten Untersuchungsansatz wurden miRNA- und Genexpressionsanderungen in
post mortem Hirngewebe von Zirrhosepatienten mit oder ohne HE im Vergleich zu Kontrollpatienten
ohne Erkrankungen des Gehirns untersucht. Im Gehirn von Zirrhosepatienten mit HE verandert
exprimierte Gene wurde verglichen mit durch bioinformatische Analyse ermittelten potentiellen

Zielgenen von verdndert exprimierten miRNA-Spezies.

Mit  Hilfe einer Transkriptomanalyse konnten in der vorliegenden  Arbeit
Genexpressionsanderungen in post mortem Hirngewebe von Zirrhosepatienten mit HE identifiziert
werden (Abb. 27). Diese Untersuchungen wurden mit Probenmaterial einer australischen Kohorte
durchgefiihrt, welches aus dem Gyrus fusiforme entnommen wurde (Kohorte 1). Insgesamt waren 945
Gene im Gehirn der HE-Patienten gegentber Kontrollpatienten hoch- und 602 Gene herunterreguliert

(Abb. 27).

Mit Hilfe der Microarray-basierten miRnom-Analyse konnten gegenliber den Kontrollpatienten
25 signifikant hochregulierte miRNA-Spezies im Gehirn von Zirrhosepatienten mit HE identifiziert
werden. Demgegenlber war keine der 2005 auf dem Array reprasentierten miRNA-Spezies gegeniber
den Kontrollen verringert exprimiert. 23 der 25 hochregulierten miRNA-Spezies konnten als HE-
spezifische miRNA-Expressionsanderungen identifiziert werden und lediglich 2 von 25 waren ebenfalls
bei Leberzirrhosepatienten ohne HE hochreguliert (Abb. 28B). Verglichen mit Zirrhosepatienten mit HE
waren bei Leberzirrhosepatienten ohne HE mehr als doppelt so viele miRNA-Spezies im Gehirn
gegeniber Kontrollpatienten hochreguliert (54) und dartber hinaus 108 gegenliber Kontrollpatienten

vermindert exprimiert.

Die Quantifizierung von miRNA Expressionsanderungen mittels Microarray ist aufgrund der
geringen Basenanzahl der zu untersuchenden Nukleotide fehleranfallig, da fir die Hybridisierung mit
komplementaren aber spezifischen Sonden nur kurze Bereiche zur Verfligung stehen. Daher wurden
die im Array gefundenen miRNA Expressionsunterschiede mit der miQPCR Uberprift, die auf dem

Prinzip der quantitativen Realtime-PCR beruht (Benes & Castoldi, 2010).

Mit Hilfe der miQPCR-Technik gelang es unter Verwendung miRNA-spezifischer Primer eine
tendenzielle Hochregulation von 13 der 25 im Array identifizierten, hochregulierten miRNA-Spezies im

Hirngewebe von Zirrhosepatienten mit HE der australischen Kohorte (Kohorte 1) zu zeigen (Abb. 29).
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Aufgrund der grolRen Variabilitdt zwischen den einzelnen Proben konnten jedoch keine statistisch
signifikanten Verdnderungen gezeigt werden. Die hohe Streuung der miRNA-Expressionswerte in der
miQPCR ist hochstwahrscheinlich Folge der deutlich héheren Sensitivitat der Realtime-PCR gegenlber
der Array-basierten Analyse. Zur weiteren Uberpriifung und Erhéhung der Anzahl untersuchter Proben
wurde die Expression dieser 13 miRNA-Spezies in post mortem Hirngewebe der europaischen Kohorte
(Kohorte 2), welches aus dem Gyrus fusiforme entnommen wurde, untersucht. Unter Einbeziehung
der Proben der Kohorte 2 konnte fir 1 miRNA (hsa-miR-1225-3p) eine signifikante Hochregulation
gezeigt werden und der Trend zu einer Hochregulation fir weitere 9 miRNA-Spezies bestatigt werden

(Abb. 30).

Fir eine Vielzahl der im Array gefundenen miRNA-Expressionsanderungen im Hirngewebe von
Zirrhosepatienten mit HE konnte keine signifikante Expressionsdnderung sondern nur eine
tendenzielle Erhohung mit der miQPCR-Technik gezeigt werden. Es ist denkbar, dass die hohe
Variabilitat in der Expression Folge unterschiedlich starker Degradation im Hirngewebe nach Eintritt
des Todes ist oder auf eine beeintrachtigte miRNA-Isolation durch bislang unbekannte Faktoren in den
individuellen Proben ist. Problematisch ist hierbei insbesondere, dass keine miRNA-Spezies bekannt
ist, die im Gehirn als verlassliche Housekeeping-miRNA fungieren kénnte. Daher ist es nicht moglich
das miRNA Expressionsniveau auf einen internen Standard fir die Quantifizierung zu normalisieren.
Andererseits muss auch berlcksichtigt werden, dass unterschiedliche Zelltypen im Gehirn miRNAs
individuell regulieren und basal unterschiedlich stark exprimieren kénnten. In diesem Zusammenhang
wirde eine starke Expressionssteigerung einer spezifischen miRNA, die in einigen Zelltypen basal nur
niedrig exprimiert wird, durch biologische Schwankungen in anderen sehr stark diese miRNA
exprimierenden Zellen maskiert werden. Zur Losung dieser Frage ware es erforderlich eine in situ-

Hybridisierung mit entsprechenden fluoreszenzmarkierten miRNAs durchzufthren.

Durch bioinformatische Analyse wurden unter den 580 bei HE-Patienten herunterregulierten
Genen 195 potentielle Zielgene der bei HE-Patienten hochregulierten miRNA-Spezies vorhergesagt
(Abb. 31). Interessanterweise, waren diese Gene potentielle Ziele gleich mehrerer bei
Zirrhosepatienten mit HE hochregulierten miRNA-Spezies, so dass spekuliert werden kann, dass die HE
mit einer Verdnderung regulatorischer miRNA-Netzwerke im zerebralen Kortex assoziiert ist. Dieser
Befund steht in Einklang mit den in vitro an mit Ammoniak behandelten Astrozyten erhaltenen

Ergebnissen, die ebenfalls eine Modulation von miRNA-Netzwerken vermuten lassen.

Interessanterweise haben die potentiell durch die bei HE hochregulierten miRNAs
reprimierten Gene bei Zirrhosepatienten mit HE eine wichtige Bedeutung fir biologische Prozessen,
die bei HE beeintrachtigt sind (Tab. 23). Viele der potentiellen Zielgene von bei Zirrhosepatienten mit

HE hochregulierten miRNA-Spezies sind auerdem mit neurologischen Erkrankungen assoziiert, wie
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z.B. bipolaren Stérungen (ERBB4 - Roy et al., 2007), Schizophrenie (ERBB4 - Cooper & Koleske, 2014;
Homerl - Szumlinski et al., 2005), Epilepsie (KCNQ2 - Watanabe et al., 2000; Ras-GRF1 - Zhu et al.,
2013; GABRA1 - Arain et al., 2012) und Alzheimer (FABP3 - Cheon et al., 2003; CORT - Gahete et al.,
2010).

Tabelle 23: Biologische Funktionen bei HE runterregulierter Gene, die potentiell von bei HE

hochregulierten miRNA-Spezies in ihrer Expression gechemmt werden.

Biologische Prozesse Gene Literatur
Synaptische Transmission | CCKBR?, EphB3?, 'Brambilla et al., 1997; *Watanabe et al.,
ERBB4"°, FABP3/, 2000; °K&ks et al, 2001; “Li et al., 2007,
GABRA1’, KCNQ2*”°, Martire et al., 2004; *Martire et al., 2007;
Ras-GRF1! ’Shioda et al., 2010; ®Zhuang et al., 2011;

Cooper & Koleske, 2014; *°Swanson et al.,

2015

Motorische Koordination | Homer1?, PTPRR* 3 "Chirivi et al., 2007; **Jaubert et al., 2007;

und Gleichgewichtssinn BSchmitt et al., 2009

Lern & Gedéchtnis CCKBR™, Ras-GRF1"™ “Sebret et al., 1999; “Giese et al., 2001

Schlaf/Wach-Rhythmus Cort*®, Homer1", ®*Bourgin et al., 2007; *"Maret et al., 2007;
MCHR1" “*Monti et al., 2013

In weiteren in vitro Untersuchungen wurde (berpriift, ob die Uberexpression exemplarisch
ausgewahlter und bei HE-Patienten hochregulierter miRNA-Spezies mit den bei HE-Patienten
beobachteten Expressionserniedrigungen potentieller Zielgene einhergeht. Hierfir wurden die miRNA-
Spezies hsa-miR-138-2-3p, -152-3p, -339-5p, -455-3p und -486-5p ausgewahlt. Die Expression dieser
miRNA-Spezies war signifikant im miRNA-Array und tendenziell in der Realtime-PCR in post mortem

Hirnproben von Zirrhosepatienten mit HE der Kohorte 1 erniedrigt.

Interessanterweise induzierte die Uberexpression der miRNAs hsa-miR-138-2-3p, -152-3p, -
339-5p, -455-3p oder -486-5p in Neuroblastoma (SH-SY5Y)- und Astrozytoma (MOG-G-CCM)-Zellen
zelltypspezifisch eine Herunterregulation potentieller Zielgene. So verringerte die miRNA hsa-miR-152-
3p die Expression des Fettsdure-bindenden Proteins 3 (FABP3) ausschliefilich in Neuroblastoma-Zellen,
aber nicht in Astrozytoma-Zellen (Tab. 21). Die Uberexpression von hsa-miR-138-2-3p, -152-3p, -339-
5p, -455-3p oder -486-5p verminderte hingegen viele der durch bioinformatische Analyse

vorhergesagten potentiellen Zielgene in den Astrozytomazellen (Tab. 21). Im Gegensatz dazu, blieben
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die meisten potentiellen Zielgene nach Uberexpression der miRNA-Spezies hsa-miR-138-2-3p, -152-3p,
-339-5p, 455-3p oder -486-5p in den Neuroblastomazellen unverandert (Tab. 21).

Bei der Validierung der funktionellen Bedeutung von miRNAs in Bezug auf die Regulation der
Expression potentieller Zielgene missen die Expressionsniveaus der jeweiligen endogen vorhandenen
miRNA-Spezies wie auch die der jeweiligen potentiellen Zielgene berlcksichtigt werden (Kuhn et al.,
2008). So konnte theoretisch ein fir die effektive Herunterregulation potentieller Zielgene
erforderlicher miRNA-Expressionslevel durch eine basal bereits hohe Expression der jeweiligen miRNA
in unterschiedlichen Zelltypen beglnstigt werden. Wie in Abb. 32 gezeigt ist, wurde das
Expressionsniveau der jeweiligen miRNA-Spezies sowohl in Astrozytoma-, als auch in
Neuroblastomazellen durch Transfektion sehr stark angehoben, wenngleich tendenziell etwas starker
in Astrozytomazellen. Daher erscheint es unplausibel, dass die beobachteten zelltypspezifischen
Wirkungen der jeweiligen miRNA-Spezies auf unzureichend hohen Expressionsspiegeln der jeweiligen
miRNA-Spezies resultieren. Hierflr spricht auch, dass die deutlich starker in Astrozytomazellen
Uberexprimierte hsa-miR-152-3p im Gegensatz zu Neuroblastomazellen keine herunterregulation von
FABP3 (Tab. 21) induzierte aber beide Zelltypen ein vergleichbares FABP3 mRNA Expressionsniveaus
zeigten (SH-SY5Y: C; =28, 51 £ 0,68 ; MOG-G-CCM: C; = 29,44 + 0,24).

Interessanterweise weisen die Untersuchungen der vorliegenden Arbeit auf eine
Herunterregulation durch hsa-miR-138-2-3p-reprimierter Gene. Neuere Studien zeigen, dass miR-138
im Gehirn Einfluss auf Gedachtnisbildung nimmt und den Schlaf/Wach-Rhythmus reguliert (Davis et
al., 2012; Tatro et al., 2013; Schroder et al., 2014). In der vorliegenden Arbeit verringerte die
Uberexpression von miR-138-2-3p (Abb. 32) in humanen Astrozytomazellen die mRNA Expression der
Mg®*/Mn?*-abhingigen Proteinphosphatase 1E (PPM1E) (Abb. 33A, Tab. 21), deren Translation
potentiell auch durch die ebenfalls in Hirnproben von HE-Patienten erhdhte miR-16-2-3p reguliert
werden kann. PPM1E reguliert eine Vielzahl von Signaltransduktionsprozessen im Gehirn und ist im
prafrontalen Kortex von Patienten mit Schizophrenie und bipolarer Stérung (Narayan et al., 2008; Tang
et al., 2011) sowie in post mortem Hirngewebe von Zirrhosepatienten mit HE (diese Arbeit) verringert

exprimiert.

Die funktionelle Bedeutung der miRNA-Spezies hsa-miR-152-3p und -455-3p, die in dieser
Arbeit experimentell im Hinblick auf die Regulation potentieller Zielgene untersucht wurden, ist
bislang unbekannt. Eine einzige Literaturstelle zeigt, dass miR-152 im Hippocampus in einem
Epilepsiemodell der Ratte erhoht exprimiert wird (Hu et al., 2012). Die vorliegende Arbeit zeigt eine
gesteigerte Expression von hsa-miR-152-3p und -455-3p in Hirnproben von Zirrhosepatienten mit HE.
Die Uberexpression von hsa-miR-152-3p (Abb. 32) vermindert die mRNA Expression der

bioinformatisch vorhergesagten Zielgene Homerl und PTPRR in Astrozytomazellen und FABP3 in
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Neuroblastomazellen (Abb. 33, 34, Tab. 21). Die Uberexpression von hsa-miR-455-3p (Abb. 32)
verringert die mRNA Expression der potentielle Zielgene PTPRR in Astrozytomazellen und KCNQ2 in

Neuroblastomazellen (Abb. 33, 34, Tab. 21).

Uberraschenderweise wurde das in Neuronen bekanntermaRen stark exprimierte Homerl
ausschlielRlich in der Astrozytomazelllinie durch hsa-miR-152-3p herunterreguliert. Homer 1 gehort zu
den sogenannten ,immediate early genes” und ist im Bereich der Postsynapse exprimiert, wo es die
Lokalisation metabotroper Glutamatrezeptoren vom Subtyp 5 (mGlur5) beeinflusst (Ango et al., 2000)
und hiertber synaptische Plastizitdt vermittelt (Tu et al., 1998; Sala et al., 2003; Meyer et al., 2014).
Homerl-defiziente Mause zeigen ausgepragte motorische und kognitive Beeintrachtigungen (Jaubert
et al., 2007; Wagner et al., 2014), wie sich auch bei HE angetroffen werden. Interessanterweise ist
Homerl an die Regulation des Schlaf/Wach-Rhythmus beteiligt (Maret et al., 2007; Porter et al., 2012)
und eine Beeintrachtigung des Schlaf/Wach-Rhythmus ist ebenfalls charakteristisch fur
Zirrhosepatienten mit HE. Die Bedeutung von Homer1 fir die Pathogenese der HE wurde bislang nicht
untersucht. Bislang ist unklar, in welchem Zelltyp Homerl im Gehirn von Zirrhosepatienten mit HE
verdndert exprimiert wird. Die funktionelle Relevanz der in der vorliegenden Arbeit gezeigten miR-
152-3p vermittelten Herunterregulation von Homer1l in einer humanen Astrozytomazelllinie bleibt

ebenfalls unklar und muss in zuklnftigen Untersuchungen Uberprift werden.

Interessanterweise konnte in der vorliegenden Arbeit auch eine verminderte Expression der
Proteinphosphatase des Rezeptor-Typs R (PTPRR) und gleichzeitig eine Hochregulation der potentiell
die PTPRR-Expression regulierenden miRNA Spezies hsa-miR-152-3p und -455-3p gezeigt werden. Im
Maushirn wird PTPRR unter anderem im Kortex, Hippocampus und Zerrebellum exprimiert (Van Den
Maagdenberg et al., 1999; Augustine et al., 2000; Chirivi et al., 2004; Chirivi et al., 2007; Lein et al.,
2007). Der Hippocampus (Broadbent et al., 2004; Barker & Warburton, 2011) und der Kortex (Albasser
et al., 2010) verarbeiten Informationen die fiir die geddchtnisabhdngige Wiedererkennung von neuen
Objekten eine wichtige Rolle spielen (Daenen et al., 2001). In Ubereinstimmung damit zeigen PTPRR-
defiziente Maéause Verhaltensauffélligkeiten in Bezug auf die Erkennung von Objekten und das
Erkundungsverhalten (Erkens et al., 2014). Das Zerrebellum spielt eine zentrale Rolle bei der
Steuerung motorischer Prozesse und konsistent damit ist die feinmotorische Koordination bei PTPRR-
defizienten Mausen gestort (Chirivi et al., 2007; Schmitt et al., 2009). Die Funktionen des PTPRR-Gens
in Astrozyten und die Bedeutung der miRNA vermittelten Herunterregulation von PTPRR fir die

Pathogenese der HE ist noch nicht untersucht worden.

Ein weiteres im Hirngewebe von HE-Patienten herunterreguliertes Gen ist das Fettsdure-
bindende Protein 3 (FABP3), welches in seiner Expression durch die in HE-Patienten erhoht

exprimierte miRNA-Spezies hsa-miR-152-3p potentiell reguliert werden kann. Die Untersuchungen der
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vorliegenden Arbeit bestdtigen experimentell an Neuroblastomazellen, dass die FABP3 mRNA
Expression durch die Uberexpression von hsa-miR-152-3p (Abb. 32) signifikant herunterreguliert wird
(Abb. 34, Tab. 21). Fettsaure-bindende Proteine (FABPs) sind an der Aufnahme und dem Transport von
Fettsduren beteiligt (Veerkamp & Zimmerman, 2001). Durch Steuerung der intrazellularen
Fettsdurekonzentration, kénnen sie die Eigenschaften von Proteinen, Membranen, lonenkanalen und
Rezeptoren (Veerkamp et al. ,1993) und die Genexpression (Schoonjans et al., 1996; Desvergne et al.,
1998; Grimaldi et al, 1999), sowie Wachstum und zellulare Differenzierung (Nunez, 1997)
beeinflussen. FABP3 wird hauptsdchlich in Neuronen im Bulbus olfactorius, Hippocampus, Thalamus,
Hypothalamus, Zerrebellum und im caudale putamen im vollentwickelten Gehirn exprimiert (Sellner et
al., 1995; Owada et al., 1996). Dort reguliert es die Arachidonsaureaufnahme (Murphy et al., 2005),
die Bildung von Neuriten und ist an der synaptischen Reifung beteiligt (Sellner et al., 1995; Pu et al.,
1999; Liu et al., 2000; Owada & Kondo, 2003; Owada et al., 2006) beteiligt. FABP3-defiziente Mause
zeigten eine gestorte dopaminerge Neurotransmission (Shioda et al., 2010). Eine Herunterregulation
von FABP3 wird bei eine Vielzahl neurologischer Erkrankungen beobachtet, wie z.B. bei Down-
Syndrom und Alzheimer (Cheon et al.,, 2003). In der vorliegenden Arbeit wurde ebenfalls eine
verringerte FABP3 mRNA im zerebralen Kortex von Zirrhosepatienten mit HE gefunden. Die
funktionelle Bedeutung der verminderten FABP3-Expression bei hepatischer Enzephalopathie bleibt

derzeitig unklar.

Ein weiteres, experimentell in vitro validiertes Zielgen der in post mortem Hirngewebe von
Zirrhosepatienten mit HE hochregulierten miRNA-Spezies hsa-miR-339-5p und -486-5p ist der
Ephrinrezeptor B3 (EphB3). So konnte gezeigt werden, dass die Uberexpression von hsa-miR-339-5p
und -486-5p in Astrozytomazellen (Abb. 32) die mRNA- und Proteinexpression des Ephrinrezeptors B3
verringert (Abb. 33A/B, Tab. 21). Auch die Expression von hsa-miR-346 wurde in humanen post
mortem Hirngewebe von Zirrhosepatienten mit HE erhdht gefunden und diese miRNA-Spezies
reguliert ebenfalls potentiell die Expression von EphB3. Es kann daher vermutet werden, dass hsa-miR-
339-5p, -486-5p und -346 synergistisch die EphB3 Expression vermindern kénnten. Ephrinrezeptoren
und deren Liganden beeinflussen die Neurotransmission (Klein, 2009; Nikolov et al., 2013) unter
anderem durch Regulation der astroglialen Glutamat-Clearance aus dem synaptischen Spalt (Zhuang
et al., 2010) und der Freisetzung von Gliotransmittern (Filosa et al., 2009). Es ist denkbar, dass die in
post mortem Hirnproben von Zirrhosepatienten mit HE beobachtete verringerte EphB3 Expression
durch Hochregulation der miRNA-Spezies hsa-miR-339-5p und/oder -486-5p vermittelt wird und
dadurch die Neurotransmission bei HE beeintrachtigt wird. Weitere Untersuchungen sind notwendig

um die funktionelle Relevanz der verdnderten EphB3-Expression bei HE zu belegen

In der vorliegenden Arbeit wurde die mRNA der Matrix-Metalloproteinase 3 (MMP3) durch

Uberexpression von hsa-miR-486-5p in Neuroblastomazellen herunterreguliert (Abb. 34, Tab. 21).
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MMP3 ist mit neurodegenerativen Erkrankungen wie Alzheimer (Peng et al., 2015), Parkinson (Chung
et al., 2013) und multipler Sklerose (Kouwenhoven et al., 2001; D'Souza & Moscarello, 2006) assoziiert
und spielt eine wichtige Rolle bei synaptischer Plastizitat und Lernprozessen (van Hove et al., 2012a).
MMP3-defiziente Mause weisen eine Storung der Motorkoordination und des Gleichgewichtsinns auf
(van Hove et al., 2012b). Es ist denkbar, dass eine durch miRNAs vermittelte Herunterregulation der

MMP3 mRNA zu bei HE beobachteten Stérungen der Motorik und Kognition beitragt.

In der vorliegenden Arbeit wurde die mRNA-Spiegel des spannungsabhadngigen Kaliumkanals
KCNQ2 wurde durch Uberexpression von hsa-miR-455-3p und -486-5p in Neuroblastomazellen
verringert exprimiert (Abb. 34, Tab. 21). KCNQ2 wird spezifisch in Neuronen im Hippocampus und im
zerebralen Kortex exprimiert (Tinel et al., 1998). KCNQ2 wurde als eines der Gene identifiziert, dass
malgeblich an der Entstehung von Epilepsie beteiligt ist (Biervert et al., 1998; Singh et al., 1998).
Niedrige KCNQ2 Genexpressionslevel sind mit neuronaler Hyperexzitabilitat (Watanabe et al., 2000),
mit gestorter Neurotransmitter-freisetzung und beeintrachtigter synaptischen Plastizitat (Martire et
al., 2004) assoziiert. Es ist daher moglich zu spekulieren, dass die durch miRNA-Spezies vermittelte
Expressionserniedrigung von KCNQ2 mit kognitiven Funktionsstérungen bei der HE in Zusammenhang

stehen konnte.

Zusammenfassend, zeigen die Befunde der vorliegenden Arbeit spezifische Anderungen im
Transkripom und im miRnom in humanen Hirngewebe von Zirrhosepatienten mit HE und lassen
vermuten, dass miRNA Expressionsanderungen die zerebrale Genexpression bei HE beeinflussen.
Dabei ist zu beachten, dass es sich hierbei um Hirnregionen-spezifische Effekte handeln kénnte, da
unterschiedliche Hirnregionen deutliche Unterschiede in Bezug auf das miRnom, das Transkriptom
und die zellulare Zusammensetzung aufweisen (Hawrylycz et al.,, 2012). Zur Aufklarung der
funktionellen Bedeutung der miRNA-vermittelten Genexpressionsdanderungen im Gehirn von
Zirrhosepatienten mit  HE sind weitere Untersuchungen notwendig. So erlaubt die
Genexpressionsanalyse keinen direkten Rulckschluss auf die von den Genexpressionsdnderungen
betroffenen Zelltypen im Gehirn von Zirrhosepatienten mit HE. Auch bleibt zu Uberprifen, ob die im
Array identifizierten Genexpressionsanderungen in post mortem Hirngewebe von Zirrhosepatienten
mit HE auf Proteinebene sichtbar werden. Hierfir mussten Immunfluoreszenzanalysen durchgefthrt

werden.

3. Ausblick

Die vorliegende Arbeit weist miRNAs eine wichtige Funktion flir Genexpressionsanderungen

bei der hepatischen Enzephalopathie zu. Die Arbeit zeigt erstmalig, dass Ammoniak tber Induktion von
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oxidativem Stress miRNA-Spezies herunterreguliert, welche die Expression der Hamoxygenase-1
erhohen und dass eine dadurch vermittelte Hochregulation der HO-1 Astrozytenseneszenz vermittelt.
Ungeklart bleiben derzeit die Mechanismen, die der HO-1 vermittelten Astrozytenseneszenz zugrunde
liegen. Es erscheint gegenwadrtig vielversprechend zu untersuchen, ob die Uberexpression der HO-1
die Eisenhomobostase in Astrozyten beeintrachtigt und ob hiertiber die Funktionen von Mitochondrien
in Astrozyten beeintrdchtigt werden. Da eine vermehrte Eisenakkumulation mit mitochondrialen ROS
einhergehen kann, konnte dies mit den von anderen Gruppen beobachteten mitochondrialen

Funktionsstorungen im Zusammenhang stehen.

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit begriinden weitere geplante Untersuchungen zur
Aufklarung des Mechanismus Uber den Taurin Astrozytenseneszenz in mit Ammoniak-behandelten
kultivierten Rattenastrozyten in vitro blockiert. In diesem Zusammenhang soll geklart werden, ob

Taurin die Expression potentiell die HO-1-reprimierender miRNAs beeinflusst.

Weitere Untersuchungen werden sich auBerdem damit beschéftigen, die funktionelle
Bedeutung der identifizierten und validierten miRNA-Zielgene fir die Pathogenese der hepatischen
Enzephalopathie zu untersuchen. Die Befunde der vorliegenden Arbeit lassen vermuten, dass
Ammoniak miRNA-Netzwerke beeinflusst und hierdurch vermittelte Genexpressionsdnderungen
wiederum auf die Expression von miRNAs rlckwirken. Daher erscheint es gegenwartig wenig
vielversprechend einzelne miRNAs gezielt in ihrer Expression zu beeinflussen, um z.B. die durch
Ammoniak-induzierte Astrozytenseneszenz zu verhindern. Demgegenlber wird es wichtig sein in
zuklnftigen Untersuchungen durch Ammoniak beeinflusste miRNA-Netzwerke genauer zu
charakterisieren, um hieriber Ansatzpunkte flr eine gezielte Manipulation des miRNA-Netzwerks fur
einen therapeutischen Ansatz aufzuzeigen. Von grolRer Bedeutung wird in diesem Zusammenhang

sein, zelltypspezifische Effekte HE-relevanter Faktoren auf die Expression von miRNAs zu identifizieren.
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V. Zusammenfassung

Die hepatische Enzephalopathie (HE) ist ein neuropsychiatrisches Syndrom, welches mit der
zerebralen Bildung von osmotischem und oxidativ/nitrosativem Stress assoziiert ist. Ammoniak, ein
Schlisseltoxin in der Pathogenese der HE, induziert Uber Bildung von oxidativen Stress
Astrozytenseneszenz. Die hierbei zugrundeliegenden molekularen Mechanismen sind nur wenig
verstanden. Da miRNAs die Expression zellzyklussteuernder Gene regulieren koénnen und ihre
Expression durch oxidativen Stress moduliert werden kann, wurde untersucht, ob
Astrozytenseneszenz durch Ammoniak-induzierte miRNA Expressionsdanderungen vermittelt wird. An
kultivierten Astrozyten wurden mittels Microarray-basierter miRnom- und Transkriptomanalyse 43
herunterregulierte miRNA-Spezies und 142 hochregulierte Gene in NH.Cl (5 mmol/l, 48 Std.)-
behandelten Astrozyten identifiziert. Die durch Microarray-Analyse identifizierten miRNA- und
Genexpressionsanderungen wurden nachfolgend exemplarisch durch quantitative Realtime-PCR
validiert. Mit Hilfe bioinformatischer Analysetools wurden 43 potentielle Zielgene durch Ammoniak-
vermindert exprimierter miRNA-Spezies unter den durch Ammoniak hochregulierten Genen
identifiziert. Weitere Untersuchungen fokussierten auf die Hamoxygenase-1 (HO-1). Eine Inhibition
von HO-1 regulierenden und durch Ammoniak herunterregulierten miRNA-Spezies steigerte die HO-1
MRNA- und Proteinexpression und hemmte die Astrozytenproliferation in HO-1-abhangiger Weise.
Sowohl die Hemmung der ammoniakinduzierten Hochregulation der HO-1 durch Taurin (5 mmol/l) als
auch Blockierung der HO-1-Aktivitat durch Zinn-Protoporphyrin IX verhindert die ammoniakinduzierte
Proliferationshemmung und Seneszenz. Diese Befunde deuten darauf hin, dass ammoniakvermittelte
mMiRNA Expressionsanderungen durch Hochregulation der HO-1 Seneszenz in Astrozyten induzieren.
mMiRNA- und Genexpressionsanderungen wurden auch in post mortem Hirnproben von
Zirrhosepatienten mit und ohne HE mittels Transkriptom und miRnom Microarray-Analyse untersucht.
Dabei konnten 25 herunterregulierte miRNA-Spezies und 602 herunterregulierte Gene in
Zirrhosepatienten mit HE identifiziert werden. 23 der 25 hochregulierten miRNA-Spezies waren bei
Zirrhosepatienten ohne HE nicht gleichsam verdndert. Durch bioinformatische Analyse wurden
potentielle bei HE vermindert exprimierte miRNA-Zielgene vorhergesagt, die in Zusammenhang mit
bei HE beeintrachtigten zerebralen Funktionen stehen. An Astrozytoma und Neuroblastomazellen
konnte gezeigt werden, dass die Uberexpression von in Hirnproben von HE-Patienten hochregulierter
miRNAs zelltypspezifisch die Expression potentieller Zielgene herunterreguliert, die auch im
Hirnproben der HE-Patienten vermindert exprimiert gefunden wurden. Diese Ergebnisse zeigen
spezifische Genexpressionsanderungen im Gehirn von HE-Patienten als mogliche Folge verandert

exprimierter miRNA-Spezies.
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Abstract

VI. Abstract

Hepatic encephalopathy (HE) is a neuropsychiatric syndrome evolving from cerebral osmotic
disturbances and oxidative/nitrosative stress. Ammonia, the main toxin of HE, triggers astrocyte
senescence in an oxidative stress-dependent way. However, molecular mechanisms underlying
ammonia-induced astrocyte senescence are incompletely understood. miRNAs are endogenous non-
coding single stranded RNA molecules which regulate gene expression through inactivation or
degradation of mRNA species. As miRNAs are critically involved in cell cycle regulation and their
expression may be regulated by oxidative stress, the impact of ammonia-induced miRNA expression
changes was analyzed. In the second part of this project miRNA expression profiling was performed in

post mortem brain tissue of controls and patients with cirrhosis and hepatic encephalopathy.

The analysis in cultured astrocytes in vitro showed that by using combined miRNA and gene
microarray approach, 43 miRNA species were downregulated and 142 genes were upregulated by
NH4Cl (5 mmol/l, 48h). Ammonia-induced miRNA and gene expression changes were validated by
gPCR and 43 potential miRNA target genes, including heme oxygenase 1 (HO-1), were identified by
matching upregulated mRNA species with predicted targets of miRNA species downregulated by
ammonia. Inhibition of HO-1 targeting miRNAs rno-miR-31a-5p, -221-3p, -221-5p, -222-3p, -326-3p
and -365-3p which were downregulated by NHCl (5 mmol/l, 48h) strongly upregulated HO-1 mRNA
and protein levels and inhibited astrocyte proliferation in a HO-1 dependent way. Preventing
ammonia-induced upregulation of HO-1 by taurine (5 mmol/l) as well as blocking HO-1 activity by tin
protoporphyrine IX fully prevented ammonia-induced proliferation inhibition and astrocyte
senescence. The data suggest that ammonia induces astrocyte senescence through oxidative stress-
dependent downregulation of HO-1 targeting miRNAs and concomitant upregulation of HO-1 at both

mMRNA and protein level.

By using a combined miRNA and gene microarray approach, 25 upregulated miRNA species
and 602 genes were found to be downregulated in human post mortem brain tissue of cirrhotic
patients with HE compared to controls. 23 out of 25 miRNAs were specifically upregulated in HE
patients. A tendency towards upregulation could be confirmed for 13 miRNA Species using qPCR. 195
potential miRNA target genes were identified through bioinformatics analysis. These genes were
related to learning and memory processing, sleep/wake rhythm, motor functions and synaptic
plasticity. The present findings point to a potential role of miRNA expression changes for gene

expression changes in brain of cirrhotic patients with HE.
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VIII. Abkiirzungsverzeichnis

80H(d)G 8-OH-deoxyguanosine

Abca5 ATP-binding-cassette Subfamilie 5

ADM Adenosinmonophosphat

Adm?2 Adrenomedullin 2

Ago Argonaute

Arg2 Arginase 2

Arhgef2 Rho/rac guanine nucleotide exchange factor 2
Artn Artemin

ATP Adenosintriphosphat

BDNF Brain-derived neurotrophic factor

BSA Rinderserumalbumin

CCKBR Cholecystokinin B Rezeptor

cDNA komplementare DNA

cGMP Zyklisches Guanosinmonophosphat

CcoO Kohlenmonoxid

CORT Cortistatin

Creb2I1 cAMP response element-binding protein 211
G Schwellenwert-Zyklus

Cth Cystathionase

CXCL12 CXC-Motiv-Chemokin 12

Cy3 Carbozyanin 3

dATP Desoxyadenosintriphosphat

dCTP Desoxycytidintriphosphat

DGCR8 DiGeorge-Syndrom chromosomale (oder kritische) Region Gen 8
dGTP Desoxyguanosintriphosphat

DMEM Dulbecco’s modified eagle Medium-Liquor
DMSO Dimethylsulfoxid

DNA Desoxyribonukleinsdure

dNTP Desoxynukleotidtriphoshat

dTTP Desoxythymidintriphosphat

EEG Elektroenzephalographie

EphA3 Ephrin Typ-A Rezeptor 3

EphB3 Ephrin Typ-B Rezeptor 3

ER Endoplasmatisches Retikulum

ERBB4 Erb-b2 receptor tyrosine kinase 4

Erk-1 Extrazellulér regulierte Kinase 1

FABP3 Fettsdure-bindendes Protein

FCS Fotales Kalberserum

GABA y-Aminobuttersaure

GADD45a Wachstumsstillstand- und DNA-Schaden-induzierbares Protein 45 alpha
Galnt3 Polypeptide N-acetylgalactosaminyltransferase 3
GAPDH Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase
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gDNA Genomische DNA

Gfra3 Glial cell line-derived neurotrophic factor family receptor alpha 3

GS Glutaminsynthetase

GTP Guanosintriphosphat

HE Hepatische Enzephalopathie

Herpudl Homocysteine-inducible, endoplasmic reticulum stress-inducible, ubiquitin-like
domain member 1

Hmox1 Hamoxygenase 1

HO Hamoxygenase

Homerl Homer protein homolog 1

HPRT Hypoxanthin-Guanin-Phosphoribosyltransferase 1

HRP Horseradish peroxidase

hsa Homo sapiens

HSP Hitzeschockprotein

IE Internationale Einheiten

Ifit2 Interferon-induced protein with tetratricopeptide repeats 2

16 Interleukin 6

ISHEN International Society for Hepatic Encephalopathy and Nitrogen Metabolism

KCNJ3 Potassium inwardly-rectifying channel, subfamily J, member 3

KCNQ2 Potassium voltage-gated channel, KQT-like subfamily, member 2

LIMK-1 Lim-Domane der Proteinkinase 1

Lin28b Lin-28 homolog B

M’G-Kappe Methylierte (7) Guanosin-Kappe

mAb Monoklonale Antikorper

MAP Mitogen-aktiviertes Protein

MCHR1 Melanin-concentrating hormone receptor 1

M Molecular Imaging

miQPCR miRNA-spezifische quantitative Realtime-PCR

miRNA microRNA

MMP3 Matrix-Metalloproteinase-3

mMRNA Messenger RNA

MSO L-Methionin-Sulfoximin

MTF Metallresponsiver Transkriptionsfaktor

Myc V-myc avian myelocytomatosis viral oncogene homolog

NADPH Nicotinamidadenindinukelotidphosphat

NHs Ammoniak

NH4* Ammonium

NH,CI Ammoniumchlorid

NKCC1 Na*-K*-2Cl" - Kotransporter 1

NMDA N-methyl-D-aspartat

nNOS Neuronale NO-Synthese

NOS Stickstoffmonoxidsynthase

NOX NADPH-Oxidase

Nrdal Nuclear receptor subfamily 4, group A, member 1
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P-bodies Processing bodies

pAb Polyklonale Antikérper

PABP Poly(A)-bindendes Protein

PACT Proteinaktivator der Interferon-induzierten Proteinkinase
PARG Poly(ADP-Ribose)-glykohydrolase

PBR Peripherer Benzodiazepinrezeptor

PBS Phosphat-gepufferte Salzlosung

PCR Polymerasekettenreaktion

pH Potentia Hydrogenii oder pondus Hydrogenii
PPM1E Mg**/Mn*"-abhangige Proteinphosphatase 1E
PTN Proteintyrosinnitrierung

PTPRR Protein-Tyrosin-Phosphatase

PVL Portalvendse Ligatur

Ran Ras-dhnliches, nukledres Protein

Ras-GRF1 Ras proteinspezifischer Guaninnukleotid-freisetzender Faktor 1
RIN RNA Integritatswert

RISC RNA-induziertes-Silencing-Kompex

RNA Ribonukleinsdure

RNAse Ribonuklease

rno Rattus norvegicus

RNOS Reaktive Stick- und Sauerstoffspezies

RNS Stickstoffradikale

ROS Sauerstoffradikale

rRNA Ribosomale RNA

RRU Relative RNA Units

RT Reverse Transkriptase

SA-B-Gal Seneszenzassoziierte B-Galactosidase

SEM Standardfehler des Mittelwerts

Serpinel Serpin peptidase inhibitor, clade E, member 1
Sfrp4 Secreted frizzled-related protein 4

Shmt2 Serine hydroxymethyltransferase 2

Slcla4d Solute carrier family 1, member 4

Slc6ab Solute carrier family 6, member 6

Slc6a9 Solute carrier family 6, member 9

SnPP Zinn-Protoporphyrin IX

Spl Spezifitdtsprotein 1

TauT Taurintransporter

TauT 7 Taurintransporter-defizientes Mausmodell
Tled1 TLC domain containing 1

TNF-a Tumornekrosefaktor-alpha

TRBP Trans-aktivation response RNA-binding protein
Tris Tris-hydroxymethyl-aminomethan

TRIzol Phenol-Guanidin-lsothiocyanat-Losung

Wars Tryptophanyl-tRNA synthetase

134



Abkirzungsverzeichnis

Yars

Tyrosyl-tRNA synthetase

ZNS

Zentralnervensystem
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IX. Abbildungsverzeichnis

Abbildung Titel Seite
Wirkungen von Ammoniak auf das Gehirn.
Einteilung der hepatischen Enzephalopathie (HE) nach der CHILD-Score. 6
MR-spektroskopische Untersuchungen im Gehirn bei (A) gesunden 9
Probanden, (B) Patienten mit Zirrhose und latenter (subklinischer) HE
und (C) Patienten mit manifester HE in Stadium | und II.

4 Schematische Darstellung der Schwellungshypothese zur Pathogenese 9
der hepatischen Enzephalopathie.

Schema zur Pathogenese der hepatischen Enzephalopathie (HE). 12
Mechanismen und funktionelle Konsequenzen der 13
ammoniakvermittelten Bildung reaktiver Stick-und Sauerstoffspezies in
Astrozyten.

Schematische Darstellung des enzymatischen Abbaus von Ham. 14

8 Biogenese von miRNA. 20

9 Mechanismen der postranskriptionellen Genregulation durch miRNAs. 22

10 Schematischer Aufbau eines semi-dry Proteinblots. 39

11 Ubersichtsdarstellung von miRNA- und Genexpressionsdnderungen in 54
mit Ammoniak-behandelten kultivierten Rattenastrozyten.

12 MiRNA- und Genexpressionsanderungen in mit Ammoniak-behandelten 55
kultivierten Rattenastrozyten.

13 Validierung im Array identifizierter, durch Ammoniak induzierter 56
Genexpressionsanderungen mittels Realtime-PCR.

14 Bioinformatische  Analyse  von  durch  Ammoniak-induzierten 57-58
Genexpressionsanderungen  potentiell beeinflussten  biologischen
Funktionen und Signalwege, sowie Vorhersage potentiell regulierter
MiRNA-Spezies.

15 Bioinformatische Korrelation der durch Array-Analyse ermittelten 59
MRNA-Expressionsdnderungen mit potentiellen Zielgenen verandert
exprimierter miRNAs in mit Ammoniak-behandelten kultivierten
Rattenastrozyten.

16 Validierung  Ammoniak-induzierter miRNA-Expressionsanderungen in 60
kultivierten Rattenastrozyten.

17 Einfluss von  Hemmstoffen der NADPH-Oxidase und der 61
Glutaminsynthetase auf die durch Ammoniak induzierte Expressions-
steigerung der HO-1 mRNA in kultivierten Rattenastrozyten.

18 Einfluss von  Hemmstoffen der NADPH-Oxidase und der 62
Glutaminsynthetase auf durch Ammoniak herunterregulierter miRNA-
Spezies.

19 Einfluss von miRNA-Inhibitoren auf die Nachweisbarkeit von potentiell 64

die HO-1 regulierenden miRNA-Spezies und Expression von HO-1 mRNA

136



Abbildungsverzeichnis

und Protein.

20 Einfluss der Hemmung der miRNA-Spezies rno-miR-31a-5p, -221-3p, - 65
221-5p, -222-3p, -326-3p oder -365-5p auf das mMRNA-
Expressionsniveau potentieller miRNA-Zielgene.

21 Einfluss einer kombinierten Behandlung mit den miRNA-Inhibitoren rno- 66
miR-31a-5p, -221-3p, -221-5p, -222-3p, -326-3p und -365-3p auf das
HO-1 mRNA und Proteinexpressionsniveaus.

22 Einfluss einer Inhibition die HO-1-Expression regulierender miRNA- 69
Spezies auf die Proliferation kultivierter Rattenastrozyten.

23 HO-1 und GADD45a mRNA Expression in mit Ammoniak-behandelten 70
kultivierten Rattenastrozyten in vitro und im zerebralen Kortex von
Taurintransporter-defizienten Mausen in vivo.

24 Einfluss von Taurin und des HO-1-Hemmstoffs SnPP auf die durch 71
Ammoniak induzierte Proliferationshemmung kultivierter Ratten-
astrozyten.

25 Einfluss einer durch hypoosmotisches Zellkulturmedium induzierten 72
Astrozytenschwellung auf die Expression durch Ammoniak regulierter
mMiRNA-Spezies.

26 Einfluss einer durch hypoosmotisches Zellkulturmedium induzierten 73
Astrozytenschwellung auf die HO-1 mRNA Expression und die
Astrozytenproliferation.

27 Genexpressionsanderungen in humanen post mortem Hirngewebe von 74
Leberzirrhosepatienten mit und ohne HE.

28 mMiRNA Expressionsdanderungen in humanen post mortem Hirngewebe 75
von Leberzirrhosepatienten mit und ohne HE.

29 Uberpriifung von miRNA Expressionsdnderungen in post mortem 76
Hirngewebe von Leberzirrhosepatienten mit HE der Kohorte 1.

30 Uberpriifung von im Array identifizierten miRNA- 77
Expressionsanderungen in  post mortem  Hirngewebe von
Zirrhosepatienten mit HE, entnommen aus dem Gyrus fusiforme
(Kohorten 1 und 2) mittels miQPCR.

31 Bioinformatische Vorhersage potentieller Zielgene von im Gehirn von 78
Leberzirrhosepatienten mit HE hochregulierter miRNA-Spezies.

32 Validierung der Uberexpression von miRNA Mimetika in MOG-G-CCM- 79
und SH-SY5Y-Zellen.

33 Einfluss einer Uber in post mortem Hirngewebe von Zirrhosepatienten 80
mit HE hochregulierter miRNA-Spezies in MOG-G-CCM-Zellen auf die
Expression potentieller Zielgene.

34 Einfluss der Uberexpression in post mortem Hirngewebe von 81
Zirrhosepatienten mit HE hochregulierter miRNA-Spezies in SH-SY5Y-

Zellen auf die mRNA Expression potentieller Zielgene.
35 Hypothese zur Beteiligung von miRNAs an der durch Ammoniak 96

induzierten Astrozytenseneszenz.
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Tabelle Titel Seite

1 Einteilung der hepatischen Enzephalopathie (HE) in verschiedene 5
Schweregrade nach West-Haven Kriterien.

2 Verwendete Gerate. 25

3 Verbrauchsmaterialien. 26

4 Kommerzielle Reagenzsysteme (Kits). 26

5 Chemikalien oder Substanzen. 27

6 Puffer und Lésungen. 28

7 Zellkulturmedium. 30

8 Patientdemographie, Todesursache und Atiologie der Zirrhose bei 31
Patienten mit Leberzirrhose mit oder ohne hepatische
Enzephalopathie.

9 Leber- und Gehirnpathologie und Begleiterkrankungen bei 31
Kontrollpatienten und Patienten mit Leberzirrhose mit oder ohne
hepatische Enzephalopathie.

10 Patientdemographie, Todesursache und Atiologie der Zirrhose bei 32
Patienten mit Leberzirrhose mit oder ohne hepatische
Enzephalopathie bezogen.

11 Begleiterkrankungen bei Patienten mit Leberzirrhose mit 33
hepatischer Enzephalopathie.

12 Blutuntersuchungen bei Patienten mit Leberzirrhose mit 34
hepatischer Enzephalopathie.

13 Primar- und Sekundéarantikorper fir den Nachweis individueller 37
Proteine im Western-Blot.

14 Zusammensetzung von Trenn- und Sammelgel. 38

15 In der Realtime-PCR verwendete Oligonukleotide. 41

16 Schema zum Ablauf einer Realtime-PCR. 44

17 Oligonukleotid-Primer  fir die Quantifizierung individueller 47
MiRNA-Spezies mittels Realtime-PCR (miQPCR).

18 Ubersicht zum Amplifikationszyklus der miQPCR. 49

19 Putative Bindungsstellen der miRNAs rno-miR-31a-5p, -221-3p, - 67
222-3p, -326-3p und -365-3p an der potentiellen Ziel-mRNA.

20 Putative Bindungsstellen der miRNAs rno-miR-221-5p an der 68
potentiellen Ziel-mRNA.

21 Einfluss der Uberexpression der miRNA-Spezies hsa-miR-138-2- 81
3p, -152-3p, -339-5p, -455-3p und -486-5p auf das MRNA-
Expressionsniveau jeweiliger potentieller miRNA-Zielgene in
humanen MOG-G-CCM- und SH-SY5Y-Zellen.

22 Putative Bindungsstellen der miRNAs hsa-miR-138-2-3p, -152-3p, 83

-339-5p, -455-3p und -486-5p an der potentiellen Ziel-mRNA.
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23

Biologische Funktionen bei HE runterregulierter Gene, die
potentiell von bei HE hochregulierten miRNA-Spezies in ihrer
Expression gehemmt wurden.
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