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Zusammenfassung I

Zusammenfassung

Die hepatische Enzephalopathie ist ein komplexes neuropsychiatrisches Krankheitsbild, welches aufgrund eines
akuten Leberversagens oder einer vorbestehenden chronischen Lebererkrankung entsteht. Die HE ist die klini-
sche Manifestation eines geringgradigen Hirnddems, das begleitet wird von einer verstarkten Bildung reaktiver
Stick- und Sauerstoffspezies.

Die Astrozytenschwellung nimmt in der Pathogenese der HE eine zentrale Stelung ein. In kultivierten Astro-
zyten induzieren HE-relevante Faktoren wie Ammoniak, Benzodiazepine, pro-inflammatorische Zytokine und
Hypoosmolaritat die rasche Bildung reaktiver Stick- und Sauerstoffspezies (RNOS). Da RNOS eine Zellschwellung
induzieren kénnen, und eine Zellschwellung andererseits die Bildung von RNOS in Astrozyten auslost, wurde
vermutet, dass HE-relevante Faktoren einen sich selbst verstarkenden Kreislauf zwischen RNOS-Bildung und
Zellschwellung in Gang setzen und eine Reihe von fiir die Pathogenese der HE bedeutsamen Konsequenzen
vermitteln.

Ziel der vorliegenden Arbeit war es, mit Hilfe einer Volumenmikroskopiertechnik rasch einsetzende Ver-
anderungen des Astrozytenzellvolumens durch HE-relevante Faktoren zeit- und konzentrationsabhdngig zu
untersuchen und zugrundeliegende molekulare Mechanismen unter besonderer Beriicksichtigung von oxida-
tiv/nitrosativem Stress zu charakterisieren.

Die Ergebnisse der Arbeit zeigen, dass Ammoniak, Diazepam und die pro-inflammatorischen Zytokine TNF-a, IL-
18 und IFN-y innerhalb eines Beobachtungszeitraums wvon 20 Minuten eine Zunahme des
Astrozytenzellvolumens um 25 % induzieren und dies begleitet wird von einer Kernschwellung vergleichbaren
Ausmales. Die durch Ammoniak, TNF-a oder Diazepam induzierte Astrozytenschwellung wurde vollstandig
durch das Antioxidans Epigallocatechingallat verhindert, was auf eine Beteiligung von oxidativ/nitrosativem
Stress bei der rasch einsetzenden astrozytaren Zellvolumenzunahme hindeutet.

Die durch Ammoniak induzierte Astrozytenschwellung lieB sich weiterhin durch Hemmstoffe der
Glutaminsynthetase, NADPH-Oxidase oder der NO-Synthasen verhindern. Ubereinstimmend mit der bereits in
der Literatur beschriebenen durch Ammoniak induzierten NMDA-Rezeptor-, prostanoid- und
kalziumvermittelten =~ RNOS-Bildung, wurde die ammoniakinduzierte Astrozytenschwellung durch
Kalziumchelierung, Inhibitoren des NMDA-Rezeptors und von Zyklooxygenasen gehemmt. Eine rasch
einsetzende Zellvolumenzunahme kultivierter Astrozyten wurde auch durch das Kalziumionophor lonomycin,
NMDA, Glutamat und Prostanoiden induziert. Ammoniak vermittelte eine Glutaminsynthese-abhangige
Schwellung kultivierter Mikroglia, hatte jedoch keine Auswirkungen auf das Zellvolumen kultivierter Neurone.
Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit zeigen, dass die gleichen an der Bildung von oxidativ/nitrosativem Stess
in Astrozyten beteiligten Signalwege auch in die Induktion einer Astrozytenschwellung involviert sind. Da eine
Zellschwellung die Bildung reaktiver Stick- und Sauerstoffspezies induziert, und HE-relevante Faktoren RNOS-
vermittelt eine Zellschwellung vermitteln, lassen die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit eine Relevanz einer
wechselseitigen Verstarkung von oxidativ/nitrosativem Stress und Astrozytenschwellung fir die Pathogenese

der HE vermuten.
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Einleitung

1. Einleitung

Die hepatische Enzephalopathie (HE) ist ein komplexes neuropsychiatrisches Krank-
heitsbild. Sie ist Folge einer Leberfunktionsstérung, die entweder auf einem akuten
Leberversagen oder auf einer Dekompensation einer vorbestehenden chronischen Leber-
erkrankung mit Zirrhose beruht (Haussinger und Blei, 2007; Haussinger und Schliess, 2008).
Die Symptome reichen von leichten Konzentrationsstérungen (iber kognitive und motorische
Beeintrachtigungen bis hin zu schweren Bewusstseinsstorungen. Derzeit geht man davon
aus, dass die HE Folge einer Hydratationsstorung der Astrozyten und der Bildung eines
geringgradigen zerebralen Odems ist. Da die Leber ihre Entgiftungsfunktion nicht mehr
erfillen kann, reichern sich in der Folge neurotoxische Substanzen in der Zirkulation an.
Hierzu zahlt insbesondere der Ammoniak, welcher mal3geblich die Funktion der Astrozyten
aber auch der Neurone beeintrachtigt (Gorg et al., 2013b). Die im Zuge der
Ammoniakentgiftung durch Glutaminakkumulation in den Astrozyten im Gehirn vermittelte
osmotische Imbalance wird durch eine Freisetzung organischer Osmolyte kompensiert.
Hierdurch wird der Osmoyltpool depletiert und das volumenregulatorische Potenzial des
Astrozyten beeintrachtigt (Gorg et al., 2013b; Haussinger et al., 1994). In diesem Zustand ist
der Astrozyt besonders vulnerabel gegeniiber der schwellungsauslésenden Wirkung weiterer
HE-relevanter Faktoren, die das geringgradige gliale Odem exazerbieren lassen kdnnen
(Haussinger, 2000). Derzeitig geht man davon aus, dass die Funktionsstérung des Gehirns bei
hepatischer Enzephalopathie prinzipiell reversibel sein kann (Haussinger und Blei, 2007).
Neuere Befunde zeigen jedoch, dass in einigen Fallen nach Auflésung akuter HE-Episoden die

Beeintrachtigung kognitiver Funktionen persistiert (Bajaj et al., 2010).

1.1 Atiologie und Ausléser der hepatischen Enzephalopathie

Die hepatische Enzephalopathie ist Folge einer Leberfunktionsstdérung. Nach der Atio-
logie teilt man die hepatische Enzephalopathie in drei Typen ein (Ferenci et al., 2002): Typ A
bezeichnet die hepatische Enzephalopathie, die im Gefolge eines akuten Leberversagens
auftritt. Das akute Leberversagen ist mit einem massiven Leberzelluntergang verbunden
(Canbay et al., 2011), in dessen Folge innerhalb von wenigen Stunden oder Tagen die Leber-

funktion zum Erliegen kommen kann. Das akute Leberversagen kann zum Beispiel durch Ent-
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zindungen wie akuter Virushepatitis oder auch durch hepatotoxische Substanzen wie
Paracetamol oder Pilzgifte hervorgerufen werden (Bernuau et al., 1986; Gotthardt et al.,
2007; Santi et al., 2012). Liegt der hepatischen Enzephalopathie ein portosystemischer Shunt
zugrunde, handelt es sich um Typ B. Typ C klassifiziert eine HE, die durch eine chronische
Lebererkrankung mit Leberzirrhose entsteht und stellt die haufigste Ursache dar. Bei chro-
nischen Lebererkrankungen verschlechtern sich die Leberfunktionen tiber einen langeren
Zeitraum bis hin zum vollstandigen Leberversagen. Ursachen hierfir kdnnen Hepatitiden,
chronischer Alkoholmissbrauch und metabolische Storungen sein (Schélmerich und Holstege,
1990), die einen bindegewebigen Umbau der Leber (Leberfibrose) bis hin zur Leberzirrhose
induzieren kénnen. Im Zuge der beeintrachtigen Leberfunktion kénnen dann heterogene
Ausloser wie gastrointestinale Blutungen, Infektionen, eine eiweillreiche Kost, Obstipation,
Diuretika, Sedativa und Elektrolytentgleisungen eine HE induzieren (Ferenci et al., 2002;
Haussinger und Kircheis, 2002; Wettstein und Haussinger, 2003). Alle drei HE-Typen haben
unabhdngig von ihrem Entstehungsmechanismus eine gemeinsame Endstrecke: Es kommt zu
einer Anreicherung von neurotoxischen Substanzen im Blut, die das Gehirn erreichen und
eine HE verursachen kénnen. Dem Neurotoxin Ammoniak wird dabei eine zentrale Rolle in
der Pathogenese der HE zugeschrieben (siehe Kapitel 1.3.2; S. 6). Obwohl 90 % der HE-
Patienten erhohte Serumammoniakspiegel aufweisen, korrelieren diese nicht mit dem

Schweregrad der HE (Butterworth, 2002; Cash et al., 2010).

1.2 Klinik der hepatischen Enzephalopathie

Die hepatische Enzephalopathie ldsst sich nach den West-Haven-Kriterien ent-
sprechend dem Schweregrad der Symptome in unterschiedliche Stadien einteilen (Abb. 1; S.
4). Dabei ist eine Differenzierung zwischen latenter und manifester Auspragung der HE
essentiell, da Patienten mit latenter HE zwar kein Krankheitsgefiihl verspiren, aber dennoch
kognitive und motorische Funktionen, die im Alltag bendtigt werden, beeintrachtigt sein
kdnnen (Ferenci et al., 2002; Kircheis et al., 2002; Roman et al., 2013; Schomerus et al.,
1981).

Da die Schweregrade HE O-ll nach den West-Haven-Kriterien nur subjektiv durch den

behandelnden Arzt eingeschatzt werden kdnnen, wurde eine neue Klassifizierung der HE-
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Schweregrade in ,geringgradig” und , hochgradig” vorgeschlagen (Haussinger, 2006). Dabei
entsprechen einer ,geringgradigen” HE die Stadien O-ll und einer ,hochgradigen” den HE-
Stadien IlI-1V (Haussinger, 2006).

Die Klinik der HE umfasst eine breites Spektrum von motorischen und kognitiven Sto-
rungen. Charakteristische Merkmale im Anfangsstadium der HE sind der Flapping Tremor
(Mini-Asterixis; Asterixis, grobschlagiges Zittern der Hande), eine konstruktive Apraxie und
eine Storung der Tag-Nacht-Rhythmik. In den folgenden Stadien verschlechtern sich kognitive
und motorische Funktionen sowie die Vigilanz bis zum Endstadium des Leberkomas (Abb. 1).

Die Symptomatik kann bei Patienten mit akutem Leberversagen abrupter einsetzen
und starker progredient verlaufen. Dabei kann sich ein klinisch offenkundiges Hirnédem mit
entsprechender Symptomatik wie Kopfschmerzen, Ubelkeit und Erbrechen entwickeln
(Shawcross und Wendon, 2012).

Die Diagnose der HE wird entscheidend durch das klinische Bild bestimmt. Zusatzlich
werden erganzende Untersuchungen wie Blutuntersuchungen, psychometrische und neuro-
psychologische Test, zu denen zum Beispiel der Paper Pencil-Test, EEG, evozierte Potenziale
und die kritische Flimmerfrequenzanalyse zahlen, herangezogen (Haussinger, 2006; Haus-
singer und Kircheis, 2002; Kircheis et al., 2002; Weissenborn et al., 2001; Wettstein und

Haussinger, 1996).
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Abbildung 1: Einteilung der hepatischen Enzephalopathie in Schweregrade nach den West-Haven-Kriterien
(Haussinger, 2006)

13

Pathogenese der hepatischen Enzephalopathie

Man geht derzeit davon aus, dass die HE Folge einer Hydratationsstérung der Astro-

zyten ist. Astrozyten besitzen vielfiltige Funktionen im Gehirn. Im Nachfolgenden werden die

von Astrozyten im Gehirn bewerkstelligten Funktionen erldutert.

1.3.1 Bedeutung der Astrozyten fiir das zentrale Nervensystem

Astrozytenfunktionen sind essentiell fiir die Aufrechterhaltung der Neurotransmission

und eine Vielzahl neurologischer Erkrankungen ist mit einer Funktionsstérung der Astrozyten

vergesellschaftet (Hertz et al.,, 1990; Montgomery, 1994; Pekny und Nilsson, 2005).
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Astrozyten sind die am haufigsten vorkommenden Zellen im Gehirn und machen etwa 1/3
des Volumens der grauen Hirnsubstanz aus (Montgomery, 1994).

Der Astrozyt ist mit seinen Zellauslaufern an der Ausbildung der Blut-Hirn-Schranke
beteiligt (Abbott et al., 2006). Uber gap junctions miteinander verbunden (Dermietzel et al.,
1991; Fischer und Kettenmann, 1985), bilden Astrozyten ein funktionelles Synzytium. Hier-
Uber kdnnen nach neuronaler Erregung aus dem Extrazellularraum aufgenommene Kalium-
ionen auf benachbarte Astrozyten verteilt und die extrazellulare Kaliumionenkonzentration
reguliert werden. Durch Regulation der Elektrolythomdostase haben Astrozyten ebenfalls
Einfluss auf den pH-Haushalt (Deitmer und Rose, 2010; Nagaraja und Brookes, 1998; Rose
und Ransom, 1996).

Astrozyten dienen als Glykogenspeicher: Durch den Abbau von Glykogen zu Glukose
kdnnen Astrozyten Glukose an Nervenzellen abgeben und dadurch Neurone mit energe-
tischem Substrat versorgen (Brown und Ransom, 2007; Miiller, 2014).

Des Weiteren sind Astrozyten bei der Narbenbildung im Nervensystem beteiligt, wie sie bei
ZNS-Traumata, Schlaganfall, neurodegenerativen Erkrankungen und auch physiologischen
Alterungsprozessen nachgewiesen wurde (Pekny und Nilsson, 2005).

Astrozyten kénnen darlberhinaus pro-inflammatorische Effekte durch Synthese und
Freisetzung von Zytokinen vermitteln und Immunfunktionen im Nervensystem beeinflussen
(Dietrich et al., 2003; Hertz et al., 1990) wie z.B. bei Multipler Sklerose, Morbus Parkinson,
Alzheimer und HIV-assoziierter Demenz (Barres, 2008; Sofroniew und Vinters, 2010).

Durch die Bildung und Sekretion von Zytokinen, Chemokinen und Wachstumsfaktoren
beeinflussen Astrozyten synaptische Aktivitdt, neuronale Migration und Wachstum (Menet et
al., 2000; Powell und Geller, 1999) und kommunizieren mit Neuronen (Barres, 2008).

Astrozyten kénnen den Neurotransmitter Glutamat ,,recyclen”: Das von Nervenzellen
an Synapsen freigesetzte Glutamat kann von umliegenden Astrozyten aufgenommen werden
und durch die Glutaminsynthetase, welche exklusiv in Astrozyten exprimiert wird (Norenberg
und Martinez-Hernandez, 1979), zu Glutamin verstoffwechselt werden (Abb. 2; S. 6).
Glutamin wird nun wieder in den Extrazellularraum entlassen und kann von Neuronen erneut
fir die Synthese von Glutamat genutzt werden. Somit kommt den Astrozyten durch das En-

zym Glutaminsynthetase eine wichtige Bedeutung bei der Ammoniakentgiftung zu.
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Ein solches ,,Recycling” geschieht ebenfalls mit dem Transmitter GABA, welcher in den Astro-
zyten zu Ketoglutarat umgewandelt wird (Bak et al., 2006; Hertz et al., 1999; van den Berg
und Garfinkel, 1971).

Prasynaptisches

Neuron
/_\AGlutamin
Glutamin NH;
Glutaminase
Glutamin-
Synthetase
Glutamat
NH,
y
V|
Glutamat f y Rezeptor
! 4

» Postsynaptisches
Astrozyt Neuron

Abbildung 2: Glutamat-Glutamin-Zyklus. Das von Nervenzellen an Synapsen freigesetzte Glutamat kann von
umliegenden Astrozyten aufgenommen werden und durch die Glutaminsynthetase, welche exklusiv in Astro-
zyten exprimiert wird, zu Glutamin verstoffwechselt werden. Glutamin wird nun wieder in den Extrazellular-
raum entlassen und kann von Neuronen erneut zu Glutamat abgebaut werden (Benjamin und Quastel, 1972;
Ottersen et al., 1992; van den Berg und Garfinkel, 1971).

1.3.2 Glutamaterge Neurotransmission bei HE

Die HE ist eng assoziiert mit einer Storung der glutamatergen Neurotransmission
(Gorg et al.,, 2013b, 2010a; Mousseau und Butterworth, 1994; Norenberg et al., 1997;
Schliess et al., 2002; Szerb und Butterworth, 1992).
Eine Dysregulation der Glutamat-Homoostase ist mit zahlreichen Storungen neuronaler
Funktionen assoziiert und beeintrachtigt das Neuritenwachstums und die Synapto- und
Neurogenese (Mattson, 2008). Ammoniak stimuliert kalziumabhangig eine Freisetzung von
Glutamat aus kultivierten Ratten- und Mausastrozyten (Gorg et al., 2010a; Rose et al., 2005).
Eine erhohte intrazelluldre Kalziumkonzentration wird dabei in Mausastrozyten Uber eine

Freisetzung aus intrazelluldren Speichern wie dem endoplasmatischem Retikulum bewirkt
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(Rose et al., 2005) und in Ratten Uber einen NMDA-Rezeptor-vermittelten Kalziumeinstrom
aus dem Extrazellularraum (Gorg et al., 2010a). Die initiale Aktivierung der NMDA-Rezepto-
ren erfolgt dabei vermutlich Uber eine durch Ammoniak herbeigefiihrte Membran-
depolarisation (Haussinger und Gorg, 2010; Schliess et al., 2002), welche die Magnesium-
blockade des NMDA-Rezeptors aufhebt (Mayer et al., 1984).

Einige tierexperimentelle Untersuchungen belegen einen Anstieg der extrazelluldren
Glutamatkonzentration im Gehirn bei Hyperammonidmie (Bosman et al., 1992; de Knegt et
al., 1994). Als mogliche Ursache wurde eine verminderte Glutamataufnahme durch Herabre-
gulation von Glutamattransportern diskutiert (Chan et al., 2000; Knecht et al., 1997;
Norenberg et al., 1997). Michalak et al. zeigten dariber hinaus, dass die extrazellularen
Glutamatkonzentrationen positiv mit den Serumammoniakspiegeln in einem HE-Tiermodell
korrelieren (Michalak et al., 1996). Es gilt als gesichert, dass Ammoniak Uber eine Aktivierung
von NMDA-Rezeptoren auch neurotoxische Wirkungen entfaltet und diese weitgehend durch
den NMDA-Rezeptor-Antagonist MK-801 verhindert werden kénnen (Kosenko et al., 1999;
Marcaida et al., 1992).

Ammoniak wird in den Astrozyten durch das Enzym Glutaminsynthetase entgiftet
(Norenberg und Martinez-Hernandez, 1979) (Abb. 2; S. 6). Die bei Leberzirrhose systemisch
erhéhten Ammoniakspiegel steigern die Synthese und Akkumulation von Glutamin in Astro-
zyten und vermitteln hieriiber ein geringgradiges gliales Odem (Haussinger et al., 1994).
Auch in HE-Tiermodellen beobachtet man eine Astrozytenschwellung, die durch Inhibition
der Glutaminsynthetase weitgehend verhindert wird (Tanigami et al., 2005).

Histologisch finden sich bei Leberzirrhosepatienten mit HE charakteristische
morphologische Veranderungen der Astrozyten (sog. Alzheimer Typ |l Astrozyten)
(Butterworth, 2002), die auch in mit Ammoniak belasteten Astrozyten (Cavanagh und Kyu,
1971) und in HE-Tiermodellen gefunden werden (Zamora et al., 1973). Die durch
Hyperammonidamie induzierbare Astrozytenschwellung kann durch den
Glutaminsynthetasehemmstoff Methioninsulfoximin (MSO) blockiert werden (Tanigami et al.,
2005; Willard-Mack et al., 1996). Der Glutaminbildung wird auch eine entscheidende Rolle
bei der Bildung reaktiver Stick- und Sauerstoffspezies in mit Ammoniak behandelten
Astrozyten (Gorg et al., 2015; Haussinger et al., 2005; Haussinger und Schliess, 2005;
Norenberg et al., 2004) und in HE-Tiermodellen zugeschrieben (Master et al., 1999).
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Nach der der sogenannten ,Trojan Horse Hypothesis” von Albrecht und Norenberg
werden die toxischen Wirkungen von Ammoniak durch eine verstarkte Akkumulation und
Hydrolyse des Glutamins in Mitochondrien vermittelt (Albrecht und Norenberg, 2006). Dem-
nach gelangt ein Teil des durch die Glutaminsynthetase gebildeten Glutamins lber einen
Histidin-sensitiven Glutamintransporter in die Mitochondrien. Das in der inneren Mito-
chondrienmembran befindliche Enzym Glutaminase hydrolysiert Glutamin wieder zu Gluta-
mat und Ammoniak. Albrecht und Norenberg vermuten, dass die mitochondriale Glutamin-
hydrolyse Ursache der Astrozytenschwellung, der Radikalbildung und der mitochondrialen
Funktionsstorung ist (Jayakumar et al., 2006, 2004; Rama Rao et al., 2012). L-Histidin soll
einen protektiven Effekt auf Astrozyten haben, indem es den mitochondrialen Glutamin-
transport hemmt und die durch Ammoniak induzierte Zellschwellung, ROS-Bildung und mito-
chondrialen Permeabilitatsstérungen mit einhergehendem ATP-Verlust blockiert (Pichili et

al., 2007).

1.3.3 Bedeutung von Ammoniak und Glutaminbildung fiir die Pathogenese der HE

Es herrscht allgemein Einvernehmen dariiber, dass Ammoniak ein Schlisseltoxin in
der Pathogenese der HE ist (Butterworth et al., 1987; Haussinger und Schliess, 2008; Noren-
berg, 1987; Record, 1991).

Eiweille werden aus der Nahrung im Darm aufgenommen und durch Darmbakterien
proteolytisch verstoffwechselt. Dabei entsteht Ammoniak, welches dann Ulber das Pfort-
aderblut in die Leber gelangt (Vince et al., 1973). Ammoniak kann auch durch Proteinabbau
im Muskel entstehen (Lowenstein, 1972). Da Ammoniak in hohen Konzentrationen toxisch
wirkt, ist eine standige Elimination durch die Leber essentiell (Abb. 3).

Ammoniak kann als Ammoniumion NHas* oder gasformig als NHs vorliegen. Wahrend
NHs3 passiv durch Membranen diffundieren kann (Castell und Moore, 1971), werden
Ammoniumionen Uber lonenkanale und Transporter wie z.B. den Natrium-Kalium-2-Chlorid-
Kotransporter (NKCC)-1 transportiert (Aickin et al., 1982; Kelly et al., 2009). Dadurch kann es
zu Membranpotentialverdanderungen kommen. Auch Verschiebungen des pH-Werts werden

durch Ammoniak in Astrozyten induziert (Nagaraja und Brookes, 1998).
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Die Entgiftung von Ammoniak erfolgt in der Leber in periportalen und perivenésen
Hepatozyten (Scavenger-Zellen) (Haussinger, 1990; Haussinger and Gerok, 1983) (Abb. 3). Im
periportalen Hepatozyten wird 90 % des Ammoniaks entgiftet. Hier wird Ammoniak zu
Harnstoff, einem gut wasserloslichen und ungiftigen Endprodukt, welches liber die Nieren
ausgeschieden wird, abgebaut. Die Ammoniakentgiftung im perivenésen Hepatozyten findet
hingegen im Zytosol statt und erfolgt durch die Glutaminsynthetase (GS), die im Gehirn
selektiv in Astrozyten exprimiert wird (Norenberg und Martinez-Hernandez, 1979). Die GS
katalysiert in einer ATP-abhangigen Reaktion die Umwandlung von Glutamat und Ammoniak

zu Glutamin.

Harnstoffsynthese Glutaminsynthese

Periportaler Hepatozyt Perivendser Hepatozyt

Glutamin-Synthetase

Ammoniak Harnstoff Ammoniak Glutamin

. Harnstoff
Ammoniak .
Glutamin
Vena portae Vena hepatica
Abbildung 3: Ammoniakentgiftung in der Leber. Die Entgiftung von Ammoniak in der Leber erfolgt im Harn-

stoffzyklus der periportalen Hepatozyten und durch die in den perivends gelegenen Scavengerzellen lokalisierte
Glutaminsynthetase (Haussinger, 1990; Haussinger and Gerok, 1983).



Einleitung 10

Bei Leberschadigungen ist die Ammoniakentgiftung in der Leber stark verringert, so-
dass die Ammoniakkonzentration im Blut ansteigt (Kaiser et al., 1988; Rudman et al., 1973).
Der erhohte Blutammoniakspiegel und die verstarkte Glutaminbildung in Astrozyten im
Gehirn (Haussinger et al., 1994) induzieren Veranderungen im zentralen Nervensystem, die
mit der klinischen Symptomatik der HE assoziiert sind: Die Integritdt der Blut-Hirn-Schranke
ist gestort, die zerebrale Durchblutung (Dam et al., 2013; Lockwood et al., 1991) und die
Morphologie von Astrozyten (sog. ,Alzheimer Typ Il Astrozyten”) (Cavanagh und Kyu, 1971;
Gregorios et al., 1985) und Neuronen verdndern sich (Chen et al., 2014), die Expression
astroglialer Proteine ist verandert (z.B. GFAP und GLAST) (Chan et al., 2000; Desjardins et al.,
2001; Gorg et al., 2008) und die Neurotransmitter-Homdoostase (Cauli et al., 2009; Monfort et
al., 2002; Vaquero und Butterworth, 2006) und der Energie-Metabolismus (Felipo und

Butterworth, 2002; Rama Rao und Norenberg, 2012) sind gestort.

1.3.4 Schwellungshypothese zur Pathogenese der HE

Die von Professor Haussinger formulierte Schwellungshypothese zur Pathogenese der
HE ist ein international anerkanntes Paradigma, welches erstmals und alleinig die
gemeinsame Wirkung der heterogenen Gruppe HE-auslésender Faktoren erklaren konnte
(Gorg et al., 2013b; Haussinger, 2006; Haussinger und Schliess, 2008). Demnach kommt der
durch Ammoniak in den Astrozyten gesteigerten Glutaminsynthese eine wichtige Rolle zu,
indem sie eine Astrozytenschwellung induziert, die durch eine Freisetzung organischer
Osmolyte wie myo-Inositol und Taurin kompensiert wird (Albrecht et al., 1994; Cordoba et
al., 1996; Gupta et al., 1993). In der 1H-Magnetresonanzspektroskopie fand H&ussinger in
Gehirnen von Zirrhose-Patienten eine Glutaminakkumulation, die begleitet wurde von einer
Verringerung des myo-Inositolgehalts im Gehirn (Haussinger et al., 1994; Laubenberger et al.,
1997). Dabei zeigte sich eine enge Korrelation zwischen der erhéhten Glutamin- und der
reduzierten myo-Inositolkonzentration und dem Schweregrad der HE. Eine Reduktion des
astroglialen Osmolytpools macht den Astrozyten vulnerabel gegeniliber weiteren
schwellungsinduzierenden Faktoren, die nachfolgend eine Dekompensation des
volumenregulatorischen Potentials der Astrozyten bewirken kdnnen (Haussinger, 2006;

Haussinger et al.,, 1994; Haussinger und Gorg, 2010; Haussinger und Schliess, 2008;



Einleitung 11

Haussinger und Sies, 2013). Hierdurch wird verstandlich, weshalb die hepatische
Enzephalopathie durch ein heterogenes Set von Faktoren wie Ammoniak, Hyponatridmie,
Benzodiazepine und inflammatorische Zytokine ausgeldst werden kann: Alle diese Faktoren

kdnnen eine Astrozytenschwellung induzieren.

1.3.5 Oxidativ/nitrosativer Stress bei hepatischer Enzephalopathie

Eine weitere gemeinsame Eigenschaft HE-auslésender Faktoren (Ammoniak (Murthy et al.,
2001; Schliess et al., 2002), pro-inflammatorische Zytokine (Gorg et al., 2006), Hyponatriamie
(Schliess et al., 2004) und Benzodiazepine (Gorg et al., 2003)) besteht darin, dass sie oxida-
tiven Stress in Astroyzten induzieren (Haussinger, 2006; Haussinger und Schliess, 2008) (Abb.
4; S. 12). Gleichzeitig steigert die Langzeitbehandlung kultivierter Astrozyten mit diesen
Faktoren auch das Zellvolumen (Bender und Norenberg, 1998; Rama Rao et al., 2010).

Da eine Astrozytenschwellung per se oxidativ/nitrosativen Stress induzieren kann,
wurde postuliert, dass hierliber ein sich selbst verstarkender Kreislauf zwischen Schwellung
und oxidativ/nitrosativem Stress in Gang gesetzt wird (H&ussinger und Gorg, 2010;

Haussinger und Schliess, 2008; Schliess et al., 2006, 2004) (Abb. 4).
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Pro-inflammatorische Zytokine Ammoniak
Hyponatridmie \ / Benzodiazepine
Astrozyt
—

Zinkmobilisation

Genexpression

LSignaIIing v [ Proteintyrosinnitrierung J

RNA Oxidation

v
Dysfunktion der Astrozyten und Neurone

Beeintréichtigung der synaptischen Plastizitdt

Storung oszillatorischer Netzwerke

|

Kognitive und motorische Symptome

Abbildung 4: Pathogenese-Modell zur hepatischen Enzephalopathie. Ammoniak, pro-inflammatorische Zyto-
kine, Benzodiazepine und Hyponatridmie steuern durch Induktion einer Astrozytenschwellung und Bildung von
oxidativ/nitrosativem Stress eine gemeinsame Endstrecke in der Pathogenese der HE an. Als Konsequenz viel-
faltiger funktionell relevanter Verdanderungen wie Genexpressionsanderungen, Proteinmodifikationen und ver-
anderter intrazelluldrer Signalkaskaden werden astrogliale und neuronale Funktionen beeintrdchtigt, was sich
im klinischen Bild der HE widerspiegelt (Haussinger und Sies, 2013).

Grundlage des von Haussinger aufgestellten Paradigmas zur Pathogenese der HE sind
von Professor Haussinger 1994 mittels Kernresonanzspektroskopie gemachte Beobachtungen
zur  Verdnderung der Glutamin- und myo-Inositol-Spiegel im  Gehirn  von
Leberzirrhosepatienten mit HE (Haussinger et al., 1994). Die aus diesen Untersuchungen
gefolgerte zerebrale Odembildung bei hepatischer Enzephalopathie wurde in nachfolgenden
Studien mittels quantitativem water mapping bestatigt (Haussinger et al., 1994; Shah et al.,
2008).

Nachfolgende Untersuchungen zeigten aullerdem, dass die gestdrte astrogliale
Hydratation beim Zirrhosepatienten mit HE mit einer erhéhten zerebralen Expression von
Biomarkern fiir oxidativen Stress assoziiert ist (Gorg et al., 2010b). Viele an Astrozyten in
vitro und im Gehirn in verschiedenen HE-Tiermodellen gemachte Beobachtungen belegen
eine enge Beziehung zwischen osmotischem und oxidativ/nitrosativem Stress, aber deren

Bedeutung fiur die Pathogenese der HE ist immer noch nicht vollstandig verstanden (Gorg et
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al., 2013b; Haussinger und Gorg, 2010; Murthy et al., 2001; Norenberg, 2003; Norenberg et
al., 2004; Schliess et al., 2006). Funktionell bedeutsame Folgen von oxidativ/nitrosativem
Stress bei HE sind die Proteintyrosinnitrierung, die eine Inaktivierung der
Glutaminsynthetase nach sich zieht, die RNA-Oxidation in Neuronen und Astrozyten, die
einen Einfluss auf die Translation haben kann, und die Modulation der zinkabhdngigen
Gentranskription (Gorg et al., 2008, 2007, 2005, 2003; Haussinger und Gorg, 2010; Schliess et
al., 2009, 2004, 2002).

In der Gesamtheit beeintrachtigen diese Mechanismen astrogliale und neuronale
Funktionen, synaptische Plastizitdt und oszillatorische Netzwerke (Haussinger und Schliess,
2008; Haussinger und Sies, 2013).

Untersuchungen an kultivierten Astrozyten zeigten, dass HE-relevante Faktoren die
Bildung reaktiver Stick- und Sauerstoffspezies (RNOS) durch Aktivierung eines gemeinsamen
Signalwegs auslosen (Gorg et al., 2006, 2003; Kruczek et al., 2011; Reinehr et al., 2007;
Schliess et al., 2004). Dieser Signalweg wird durch autokrine Aktivierung astroglialer NMDA-
Rezeptoren (NMDAR) und einer Erhdhung der intrazelluldren Kalziumkonzentration [CaZ*];
vermittelt (Schliess et al., 2006, 2002), die partiell auf einer gesteigerten Prostanoidbildung
beruht (Gorg et al., 2010a). Hierliber wird eine rasche vesikuldre Glutamatfreisetzung indu-
ziert, welche die Aktivierung von NMDA-Rezeptoren weiter verstarkt (Bezzi et al., 1998). Die
Erhéhung der intrazellularen Kalziumkonzentration aktiviert in der Folge die neuronale NO-
Synthase (nNOS) und die NADPH-Oxidase und beide tragen zur Bildung von RNOS bei, welche
durch HE-auslésende Faktoren induziert werden (Kruczek et al., 2011, 2009; Reinehr et al.,
2007; Schliess et al., 2004, 2002). Da RNOS eine Zellschwellung induzieren, ware es plausibel,
dass in kultivierten Astrozyten die rasch einsetzende RNOS-Bildung von einer Schwellung
begleitet wird (Gorg et al., 2003; Kruczek et al., 2011, 2009; Reinehr et al., 2007; Schliess et
al., 2004, 2002).

Bislang wurden die Effekte HE-relevanter Faktoren auf das Astrozytenvolumen jedoch nur in
Astrozytenkulturen untersucht, die Gber einen langeren Zeitraum von mehreren Stunden bis

zu Tagen mit HE-relevanten Faktoren behandelt wurden.
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14 Zielsetzung

Ziel der vorliegenden Arbeit war es zu untersuchen, ob Ammoniak, ein Haupttoxin der HE, in
kultivierten Mikroglia, Neuronen und Astrozyten eine rasch einsetzende Zellschwellung indu-
ziert und deren zeitliche Verldaufe zu bestimmen.

An kultivierten Astrozyten sollte untersucht werden, ob neben Ammoniak auch pro-
inflammatorische Zytokine und das Benzodiazepin Diazepam eine Zell- und Kernschwellung
auslosen und ob die durch HE-relevante Faktoren induzierte Astrozytenschwellung durch
oxidativen Stress vermittelt wird.

Bei der durch Ammoniak vermittelten Astrozytenschwellung sollte weiterfiihrend
untersucht werden, ob eine NMDA-Rezeptor-vermittelte Erhéhung der intrazelluldren
Kalziumkonzentration, eine Prostanoidbildung, sowie eine Aktivierung der NADPH-Oxidase
und NO-Synthase hieran beteiligt sind.

Fiir diese Untersuchungen sollte eine Volumenmikroskopiertechnik etabliert werden,
die gleichzeitig die Visualisierung und die Berechnung von Volumenverdanderungen er-

moglicht.
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2. Material und Methoden

2.1 Materialien

2.1.1 Chemikalien

Tabelle 1: Ubersicht zu den in der vorliegenden Arbeit verwendeten Chemikalien.

Chemikalien Hersteller
Amplex-Red Invitrogen, Darmstadt, Deutschland
Apocynin Sigma, Deisenhofen, Deutschland

Azetazolamid

Sigma, Deisenhofen, Deutschland

1,2-bis (o-aminophenoxy)ethan-N,N,N",N"-
tetraazetat-azetoxymethylester (BAPTA-AM)

Sigma, Deisenhofen, Deutschland

CellMask™ -Orange

Invitrogen, Darmstadt, Deutschland

2-4-carboxyphenyl-4,4,5,5-tetramethylimidazolin-
1-oxyl-3-oxid (cPTIO)

Merck, Darmstadt, Deutschland

4-amino-5-methylamino-2',7'-difluorofluoreszein
(DAF-FM)

Invitrogen, Darmstadt, Deutschland

Diclofenac

Sigma, Deisenhofen, Deutschland

Dulbecco's Modified Eagle's Medium (DMEM)

Gibco Life Technologies, Gaithersburg, MD

Dimethylsulfoxid (DMSQO)

Sigma, Deisenhofen, Deutschland

Epigallocatechingallat (EGCG)

Sigma, Deisenhofen, Deutschland

Fotales Kalberserum

PAA Laboratories GmbH, Linz, Osterreich

2',7'-dichlorodihydrofluoreszein Diazetat

Invitrogen, Darmstadt, Deutschland

(H,DCFDA)

Harnsaure Sigma, Deisenhofen, Deutschland
Hoechst34580 Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland
Hydrogenperoxid Merck, Darmstadt, Deutschland

Indomethacin

Sigma, Deisenhofen, Deutschland

Interferon-y

Sigma, Deisenhofen, Deutschland

Interleukin-1B

Roche, Mannheim, Deutschland

lonomycin

Sigma, Deisenhofen, Deutschland

Katalase

Sigma, Deisenhofen, Deutschland
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L-Glutamat Sigma, Deisenhofen, Deutschland
NS-Monomethyl-L-Argininazetat (L-NMMA) Sigma, Deisenhofen, Deutschland
Methioninsulfoximin (MSO) Sigma, Deisenhofen, Deutschland
(+)-5-Methyl-10,11-dihydro-5H-di- . .
benzo[a,d]cyclohepten-5,10-iminhydrogen ma- | Si8ma, Deisenhofen, Deutschland
leat ((+)-MK-801 Hydrogenmaleat)
Prostaglandin E; Sigma, Deisenhofen, Deutschland
Prostaglandin Fyq Sigma, Deisenhofen, Deutschland
S-Nitrosocystein (SNOC) Siehe Kapitel 2.2.7, S. 24
. Institut fiir Biochemie und Molekular-
Spermin-NONOate biologie | der Heinrich-Heine-Universitét
Disseldorf Prof. Dr. Klaus Kroncke
Syto™-11 Invitrogen, Darmstadt, Deutschland
Tumornekrosefaktor-a Roche, Mannheim, Deutschland

2.1.2 Antikorper

Tabelle 2: Ubersicht zu den in der vorliegenden Arbeit verwendeten Primir- und Sekundirantikérpern.

Antikorper Hersteller

GFAP, mAb (Maus), pAb (Kaninchen) | Sigma, Deisenhofen, Deutschland

GAPDH, mAb (Maus) Biodesign International, Saco,
USA

Iba1, pAb (Kaninchen) Wako Chemicals, Wako, Osaka,
Japan

Anti-Kaninchen HRPOD DakoCytomation,

gekoppelt (Zweitantikorper) ( Ziege) | Glostrup, Danemark

Anti-Maus HRPOD gekoppelt Biorad, Miinchen,
(Zweitantikorper) (Ziege) Deutschland

mAb: monoklonaler Antikorper, pAb: polyklonaler Antiklorper.
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2.1.3 Oligonukleotide (Primer)

Tabelle 3: Ubersicht zu den in der vorliegenden Arbeit verwendeten Realtime-PCR Primern.

c-DNA Vorwarts Primer Riickwarts Primer
(5' =3) (5' > 3')

GS, Ratte ccttctaatggcttcectgga | ctcccacaccgcagtaatagg

Hprtl, Ratte | tgctcgagatgtcatgaagga | cagagggccacaatgtgatg

2.1.4 Verbrauchsmaterialien und Geréte

Tabelle 4: Ubersicht zu den in der vorliegenden Arbeit verwendeten Verbrauchsmaterialien.

Verbrauchsmaterialien Hersteller

100mme-Zellkulturschalen | Falcon, Heidelberg, Deutschland

14ml-Rohrchen Falcon, Heidelberg, Deutschland
50ml-R6hrchen Falcon, Heidelberg, Deutschland
60mme-Zellkulturschalen Falcon, Heidelberg, Deutschland
Einkanal-Pipetten Eppendorf, Hamburg, Deutschland
Pipettenspitzen StarLab, Ahrensburg, Deutschland

Stripetten (5, 10, 25ml) Corning Costar GmbH, Bodenheim

ibidi™-Schalen (30mm) Ibidi, Martinsried, Deutschland
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Tabelle 5: Ubersicht zu den in der vorliegenden Arbeit verwendeten Geriten.

Gerdte

Hersteller

Analysenwaage (Kern 770)
Axio-Observer A1, VivaTome™
Brutschrank (Heracell150)

Cell Observer (Z1)
Elektrophoresekammer (Biometra)
Prazisionswaage Kern (440-47N)
Realtime-PCR (ABI7500)

Roller (SRT1)

Schittler (GFL-3017)

Zentrifuge (5415D)

Zentrifuge (Rotina 420R)

Kern&Sohn, Balingen-Frommern, Deutschland
Zeiss, Jena, Deutschland

Heraeus, Hanau, Deutschland

Zeiss, Jena, Deutschland

Biometra, Gottingen, Deutschland
Kern&Sohn,Balingen-Frommern, Deutschland
Applied Biosystems, Carlsbad, USA

Stuart Scientific, Staffordshire, USA

Hilab, Disseldorf, Deutschland

Eppendorf, Hamburg, Deutschland

Hettich, Tuttlingen, Deutschland

2.2 Methoden

2.2.1 Préaparation und Kultivierung von Rattenhirnzellen

A) Praparation und Kultivierung von Rattenastrozyten

Primdre Astrozyten wurden aus den GroRBhirnhemisphdren neugeborener Wistar Rat-
ten (P1-3) prapariert. Nach Dekapitation wurde der Schadel fiir etwa 10 Sekunden in eine 70
%ige Ethanollosung gelegt und die Kopfhaut entfernt. Das Schadeldach wurde eréffnet, das
Gehirn entnommen und mit einem Mikrospatel ein Sagittalschnitt entlang der Mittellinie
vorgenommen, um die beiden Hemisphdren voneinander zu trennen. Die Hirnhdute wurden
vorsichtig mit zwei Uhrmacherpinzetten entfernt und der zerebrale Kortex prapariert. Die
beiden zerebrokortikalen Hemispharenanteile wurden nachfolgend mit einem Skalpell und
einer gebogenen Pinzette zerkleinert und die Suspension fiir 1 Minute bei 1500 U/min zentri-
fugiert. Der Uberstand wurde verworfen und das Gewebe in 2 ml frisches Medium tberfiihrt.

Das Medium mit den Zellen wurde nachfolgend mit sterilen Pasteurpipetten mehrmals



Material und Methoden 19

vorsichtig trituiert. Die so erhaltene Zellsuspension wurde mit 8 ml DMEM (1000 mg/I D-
Glucose, 10 % FCS) versetzt und durch eine Nylongaze mit einer Maschenweite von 60 pm
gedrickt. Das erhaltene Filtrat wurde dann auf zwei Gewebeflaschen aufgeteilt und mit
Zellkulturmedium auf 20 ml aufgefiillt. Die Zellen wurden bei 37 °C, 10 % CO;-Anteil und
einer relativen Luftfeuchte von 95 % sieben Tage in einem Brutschrank kultiviert. Kontami-
nierende Fremdzellen wie Mikroglia, Oligodendrozyten und Neurone wurden durch Schiitteln
der Kulturflaschen fiir 24 Stunden bei 200 U/min und 10 % CO; entfernt.

Nachdem die Wachstumsflache der Zellkulturflasche vollstdndig mit Astrozyten
bedeckt war, wurden die Astrozyten durch Inkubation mit einer EDTA/Trypsin-Losung von der
Wachstumsflache abgelést und auf 2 neue Zellkulturflaschen ausgesat. Dreimal pro Woche
wurde das Zellkulturmedium gewechselt und das Wachstum der Zellen am Phasenkontrast-
Mikroskop kontrolliert. Die Reinheit der Zellkulturen wurde lichtmikroskopisch und durch
Detektion des astroglialen Markerproteins GFAP mittels Fluoreszenzmikroskopie (iberprift.
Fur die Erfassung des Zellvolumens wurden Astrozyten auf ibidi™-Plastikschalen (Martins-
ried, Deutschland, 30 mm @ Wachstumsflache) ausgesat und fir weitere 3 Tage kultiviert,

bevor die Volumenmessungen durchgefihrt wurden.

B) Praparation und Kultivierung von Rattenmikroglia

Wie vorhergehend fiir Astrozyten beschrieben, werden Zellen aus GroRRhirn-
hemisphdren von neugeborenen, mannlichen Wistar Ratten (P1-3) prapariert. Hierfliir wur-
den die praparierten Kortizes trypsinisiert, die Zellen trituiert und die erhaltene Zellsuspen-
sion in Gewebekulturflaschen kultiviert und in DMEM (Gibco, Invitrogen, Carlsbad, CA), wel-
ches 20 % hitzeinaktiviertes FCS enthalt, ausplattiert. Die Zellen wurden fiir 14 Tage in der
Kulturflasche kultiviert, bevor Mikroglia durch Schitteln auf einem Rittler bei 200 rpm fir 12
Stunden bei 37 °C abgelést wurden. Die nach dem Schiitteln im Uberstand befindlichen
Mikroglia wurden nachfolgend auf ibidi™-Schalen (Martinsried, Deutschland) ausgesat und
fiir 30 Minuten im Brutschrank bei 37 °C und 10 % CO; inkubiert. Ungebundene, nicht an die
Plastikschale adharierte Zellen wurden nach 30 Minuten durch mehrfachen Austausch des

Kulturmediums von den adhédrenten Zellen entfernt.
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C) Praparation und Kultivierung von Rattenneuronen

Kultivierte Neurone wurden aus Rattenembryonen (E15) prapariert. Mit einer
gebogenen Mikropinzette wurde im Mittelpunkt des Schadels eingestochen und zuerst der
obere, dann der untere Schidelbereich eingeschnitten und der Schidel geodffnet. Die
Durchfihrung der Praparation erfolgte unter einer Stereolupe. Das Pradparationsbesteck
wurde vor Verwendung zweimalig in PBS und einmal in DMEM getaucht. Mit Hilfe eines
Mikrospatels wurde nachfolgend das Gehirn entnommen. Die weitere Zellpraparation
erfolgte entsprechend der bereits vorhergehend beschriebenen Arbeitsschritte.

Zur Anlage neuronaler Dissoziationskulturen wurde die Zellsuspension in 50 ml-Fal-
con-Réhrchen bei 2000 rpm fiir 1 Minute zentrifugiert. Der Uberstand wurde abgegossen,
das Pellet in 10 ml Trypsin/EDTA aufgenommen und bei 37 °C fir 8 Minuten im Brutschrank
inkubiert. Am Ende der Inkubation wurde die Trypsinldsung vorsichtig abgegossen, die
Zellsuspension in 10 ml Kulturmedium (mit 10 % FCS) aufgenommen und erneut bei 2000
rpm fiir 1 Minute zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen und das Zellpellet in 1 ml
DMEM aufgenommen. Nachfolgend wurde die Zellsuspension mit Hilfe einer Pasteurpipette
trituiert, mit 9 ml DMEM verdiinnt und durch eine Nylon-Gaze (30 um Porengrof3e) gedriickt.
Die erhaltene Suspension vereinzelter Zellen wurde mit einer 10 ml-Pipette aufgenommen
und in 50 ml-Falcon-Rohrchen Uberfiihrt und mit DMEM auf 50 ml aufgefiillt. Die Zellen
wurden auf ibid™-Schalen, die mit Laminin und Poly-D-Lysin beschichtet wurden,
ausplattiert.

Die Prdparation und Kultivierung von Rattenastrozyten, Rattenmikroglia und
Rattenneuronen wurde von Frau Brigida Ziegler (Institut fiir Molekulare Neurobiologie),
Torsten Janssen und Frau Ursula Kristek (Klinik fiir Gastroenterologie, Hepatologie und

Infektiologie) durchgefihrt.

2.2.2 Realtime-PCR

Die quantitative Bestimmung der Glutaminsynthetase- und Hypoxanthinphosphoribo-
syltransferase 1 (hprt1l)-mRNA-Expression erfolgte durch quantitative-reverse Transkriptase
Polymerasekettenreaktion (Realtime-PCR). Die quantitative Realtime-PCR (qPCR) beruht auf

dem klassischen Prinzip der PCR und ermoglicht eine Quantifizierung spezifisch amplifizierter
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Nukleinsdauren durch Verwendung eines Nukleinsdaure-bindenden Fluoreszenzfarbstoffs. In
dieser Arbeit wurde hierfiir SYBR-Green verwendet. Dabei handelt es sich um einen Cyanin-
Farbstoff, der doppelstrangige DNA bindet und bei einer Wellenlange von 494 nm angeregt
wird. Der Farbstoff emittiert nach Anregung griines Licht bei einer Wellenlange von 521 nm.
Nach jedem Amplifikationszyklus wird die DNA-Menge durch Erfassung der SYBR-Green-
Fluoreszenz bestimmt. Dabei ist die DNA-Menge proportional zur Intensitdt des
Fluoreszenzsignals (Heid et al., 1996). Die Quantifizierung der DNA-Menge erfolgt in der
exponentiellen Phase der Realtime-PCR.

RNA wurde mit Hilfe eines kommerziellen Kits isoliert (Qiagen, Hilden, Deutschland)
und c¢cDNA wurde mit Hilfe des QuantiTect Reverse Transkriptionskits (Qiagen, Hilden,
Deutschland) synthetisiert. Die Realtime-PCR wurde mit dem HT7500 Realtime-PCR-System
(Applied Biosystems, Foster City, CA) durchgefiihrt. Jede Probe wurde im Duplikat gemessen
und der Mittelwert hieraus bestimmt.

Die Realtime-PCR-Analyse wurde von Frau Stefanie Lindner und Frau Professor Verena

Keitel durchgefiihrt (Institut fir Gastroenterologie, Hepatologie und Infektiologie).

2.2.3 Western-Blot

Bei der Western-Blot-Analyse kann die Expressionsstarke individueller Proteine durch
Verwendung von spezifisch an das nachzuweisende Protein bindende Antikérper analysiert
werden. Am Ende des Experiments wurden die Astrozyten mit 4 °C kaltem Lysis-Puffer aufge-
schlossen (10 mmol/I Tris-HCI (pH 7.4), 1 % Triton X-100, 140 mmol/I NaCl, 1 mmol/I EDTA, 1
mmol/l EGTA, 10 mmol/l NaF, 10 mmol/l Natriumpyrophosphat, 1 mmol/I Natriumvanadat,
20 mmol/I B-Glyzerophosphat und Proteaseinhibitor Mixtur (Roche Applied Science)).

Das erhaltene Lysat wurde nachfolgend durch mehrfaches Pipettieren homogenisiert
und fir 10 Minuten bei 4 °C und 20 0000 xg zentrifugiert. Das Pellet wurde verworfen und
der Uberstand weiterverwendet. Mittels Bio-RAD-Proteinbestimmung wurde die Protein-
konzentration in den Proben bestimmt (BIO-RAD, Minchen, Deutschland). Hierfir wurden
die Proben in einem Verhaltnis von 1:200 in Bradfordreagenz verdiinnt und die Extinktion bei
einer Wellenldange von 595 nm spektrofluorimetrisch gemessen (Ultrospec 2100 pro, Amer-

sham Biosciences, Freiburg, Deutschland). Die Proben wurden mit gleichem Volumenanteil
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Auftragspuffer (220 mmol/I Tris/HCl (pH 8,8); 22,5 mmol/l EDTA; 9 % SDS; 40 % Glyzerin;
0,125 % Bromphenolblau; 200 mmol/l DTT) vermischt und die Proteine in einem elek-
trischen Feld mittels Gelelektrophorese entsprechend ihrem Molekulargewicht aufgetrennt.
Der Elektrophorese-Puffer bestand aus 17,3 mmol/l SDS, 125 mmol/l Tris und 1,25 mol/I
Glyzin.

Die Gele wurden nachfolgend auf eine Nitrozellulose-Membran gegeben und die Pro-
teine im semidry-Verfahren im elektrischen Feld auf die Membran unter Verwendung eines
Transferpuffers (5,68 mM Tris, 38,4 mM Glyzin, 10 % Methanol) ibertragen.

Zur Blockierung freier Bindungsstellen auf der Nitrozellulose-Membran wurde diese in
Tris-gepufferter Losung (Tris 20 mmol/I; pH 7,5; NaCl 150 mmol/Il; 0,1 % Tween-20) (TBS+T)
mit 10 % BSA inkubiert.

Nachfolgend wurden die jeweiligen Primarantikdrper in TBS-T mit 10 % BSA verdiinnt
(Iba-1 1:1000, GFAP und GAPDH 1:5000) und fir 2 Stunden mit der Nitrozelloluse-Membran
bei 4 °C unter Ritteln inkubiert. Nachfolgend wurde die Membran fir 10 Minuten dreimal in
TBS-T gewaschen und mit gegen die Primarantikdrper gerichteten Meerrettich-Peroxidase-
konjugierten Sekundarantikdrpern (1:10000) in TBS-T mit 10 % BSA inkubiert.

Die Membran wurde fiir 10 Minuten dreimal in TBS-T gewaschen und abschlieRend
mit Chemilumineszenz-Dektektionsreagenz inkubiert und die Lichtemission mittels Kodak
Digital Image Station 4000MM digital erfasst.

Die Western-Blot-Analysen wurden von Torsten Janssen und Dr. Boris Gorg durchgefiihrt

(Institut fur Gastroenterologie, Hepatologie und Infektiologie).

2.2.4 Immunfluoreszenzanalyse

Die Immunfluoreszenzanalyse dient der Visualisierung individueller Proteine mit Hilfe
von Antkorpern, die entweder selbst mit einem Fluorochrom markiert sind, oder durch einen
zweiten Antikdrper markiert werden, welcher dann mit einem Fluorochrom markiert wird.
Ein primarer Antikorper bindet an spezifische Epitope in Proteinen. Der mit einem
Fluorochrom markierte sekundare Antikorper wiederum bindet an spezifische Epitope des

primdren Antikorpers. Die jeweiligen Fluorochrome werden bei einer fiir sie
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charakteristischen Wellenlange angeregt und das emittierte Licht in einer ebenfalls fir den
Farbstoff charakteristischen Wellenlange detektiert.

Fir Immunfluoreszenzanlayse wurden Astrozyten und Mikroglia je auf MatTek-
Schalen ausgesat, mit eiskaltem Methanol bei Raumtemperatur fiir 5 Minuten fixiert und
anschlieRend dreimal mit PBS (+Mg?*/+Ca?*) gewaschen. Daraufhin wurden die Zellen 10-30
Minuten lang bei Raumtemperatur in PBS (+Mg?*/+Ca?*) mit 10-30 % BSA und nachfolgend 2
Stunden mit dem jeweiligen Primar-Antikorper in PBS (mit 10 % BSA) bei Raumtemperatur
inkubiert. Nach  dreimaligem Waschen mit PBS erfolgte eine Inkubation mit dem
Fluorochrom gekoppelten Sekundar-Antikdrper fur 2 Stunden. Die Zellen wurden
nachfolgend dreimal mit PBS gewaschen.

Zellkerne wurden mit Hoechst34580 (1:5000) sichtbar gemacht. Mikroglia wurden
mit einem Antikorper angefarbt, der das ionisierte kalziumbindende Adapterprotein 1 (Iba-1)
bindet. Astrozyten wurden mit einem Antikdrper angefarbt, der das saure Gliafaserprotein
(GFAP) bindet.

Die Immunfluoreszenzanalysen kultivierter Zellen wurden von Torsten Janssen und Dr. Boris
Gorg (Institut fur Gastroenterologie, Hepatologie und Infektiologie) durchgefiihrt. Die
Immunfluoreszenzanalyse an Rattenhirnschnitten wurden von Frau Lila Igdalowa und Herrn

Dr. Hans-Jirgen Bidmon aus dem C.u.O. Vogt-Institut flir Hirnforschung durchgefiihrt.

2.2.5 Laktatdehydrogenase-Aktivitat

Kultivierte Rattenastrozyten wurden mit H,O, (100 pumol/l, 500 umol/l oder 10
mmol/I) fir 20 Minuten behandelt. Die Laktatdehydrogenase (LDH) -Aktivitdt wurde photo-
metrisch in einem Reaktionsgemisch, welches Zellkulturmediumiiberstand, Pyruvat (0,64
mmol/l) und NADH (0,13 mmol/l) enthélt, gemessen. Die Absorption wurde bei einer Wellen-
lange von 366 nm gemessen.

Die Laktatdehydrogenase-Aktivitdtsbestimmung wurde von Torsten Janssen und Dr. Boris

Gorg durchgefuhrt (Institut fir Gastroenterologie, Hepatologie und Infektiologie).
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2.2.6 Fluorimetermessung

In der vorliegenden Arbeit wurden Effekte von Methioninsulfoximin auf die durch re-
aktive Stick- und Sauerstoffspezies (RNOS) in vitro induzierte Oxidation von RNOS-
Fluoreszenzindikatoren fluorimetrisch bestimmt (Fluoroskan Ascent™ FL, Thermo Fisher
Scientific, Langenselbold, Deutschland). Als Fluoreszenzindikatoren wurden Dichlorodihydro-
fluoreszein (DCF, 100 umol/l), Amplex Red (50 umol/I) und Diaminodifluorofluoreszein (DAF-
FM, 1 umol/l) verwendet. Die Oxidation der Farbstoffe wurde durch Inkubation mit ONOO™ (1
umol/l, 5 Minuten), H202 (100 umol/I, 5 Minuten) oder S-Nitrosocystein (SNOC, 100 umol/I,
60 Minuten) in An- oder Abwesenheit von Methioninsulfoximin (MSO), dem Antioxidans Epi-
gallocatechingallat (EGCG, 100 umol/Il), dem H,02-umsetzenden Enzym Katalase (8000U/ml),
dem NO-Fanger Carboxyphenyltetramethylimidazolinoxyloxid (cPTIO, 10 umol/l) oder redu-
ziertem Glutathion (GSH, 10 mmol/I) durchgefihrt.

Die Flourimetermessung wurde von Torsten Janssen und Dr. Boris Gorg durchgefiihrt

(Institut fiir Gastroenterologie, Hepatologie und Infektiologie).

2.2.7 NO-Donoren

Fir die Herstellung von S-Nitrosocystein (SNOC) wurden 1,76 mg Cystein-HCl und 0,69
mg NaNO; in 48 ul Aquabidest gelost und der pH-Wert der Lésung mit 2 pl 1M HCl und
nachfolgend mit 1,5 pul NaOH eingestellt.

Spermin-NONOate wurden freundlicherweise zur Verfligung gestellt von Herrn Prof.
Dr. Klaus Kroncke (Institut flir Biochemie und Molekularbiologie |, Heinrich-Heine-Universitat

Disseldorf).

2.2.8 Zellvolumenmessung

Zellvolumenmessungen wurden mit dem Axio-Observer A1l Weitfeld-Mikroskop und
einer VivaTome™-Einheit (Carl Zeiss AG, Oberkochen, Deutschland) durchgefiihrt. Bilder
wurden unter Verwendung eines dx63 (numerische Apertur 1,4) Immersionsol-Objektiv und

einer HXP-120 WeiRlichtquelle (Leistungselektronik Jena GmbH) aufgenommen. Vitale
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Astrozyten, Neurone und Mikroglia, ausgesat auf ibidi™-Schalen, wurden mit CellMask™-
Orange (Invitrogen, Darmstadt, Deutschland; 0,6125 pg/ml) fir 3 Minuten inkubiert.
CellMask™-Orange ist ein rot fluoreszierender Farbstoff, der die Zellmembran anfirbt
(Anregungsmaximum: 554 nm, Emissionsmaximum: 567 nm) (Abb. 5). Am Ende der
Inkubationszeit wurden die Zellen dreimal mit jeweils 2 ml DMEM gewaschen und bei einer
Wellenlange von 545 nm angeregt und die Emission bei 606 nm detektiert. Die
Anregungsparameter (Anregungsenergie der Beleuchtungsquelle, Offnung der Lochblende
sowie Dauer der Anregung und Anzahl der aufgenommenen Schichten in z-Richtung) wurden
zur Verringerung von Ausbleicheffekten (,Bleaching”) und Phototoxizitdt optimiert. Fiir die
Volumenberechnungen wurden z-Stapel mit einer Schrittweite von 0,266 um angefertigt.
Bilder wurden vor der Zugabe des Stimulus (t=0) und zu den Zeitpunkten 1, 3, 5, 10, 15 und
20 Minuten ohne oder nach Vorbehandlung mit der angezeigten Substanz aufgenommen.
Alle Experimente wurden bei Raumtemperatur durchgefiihrt. In einigen Untersuchungen
wurden die Zellen vor Zugabe von NH4Cl (5 mmol/l) mit Inhibitoren vorbehandelt (30 Min),
die wahrend der gesamten Dauer des Experiments im Zellkulturmedium verblieben. Die
Vorbehandlung der Zellen mit den hier genutzten Inhibitoren fiihrte zu keiner statistisch

signifikanten Veranderung des Zellvolumens (Tab. 7; S. 60).
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Abbildung 5: Anregungs- und Emissionsspektren des Fluoreszenzfarbstoffs CellMask™-Orange. Die x-Achse
reprasentiert die Wellenlange in nm aufgefiihrt, die y-Achse die relative Intensitdt in %. Die Absorption ist
hellblau und die Emission rot dargestellt. Das Anregungsmaximum liegt bei 554 nm, das Emissionsmaximum bei
567 nm (mit freundlicher Genehmigung der Firma Thermo Fisher Scientific).
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2.2.9 Kernvolumenmessung

Fiir die Kernvolumenmessungen wurden Astrozyten mit dem Fluoreszenzfarbstoff Sy-
to™-11 (1 pumol/l, 10 Min, 10 % CO,, 37 °C, Invitrogen, Darmstadt, Deutschland) inkubiert
und mit Hilfe der unter 2.2.11 (S. 27) beschriebenen Volumenmikroskopiertechnik analysiert.
Syto™-11 ist ein membranpermeabler, nach Anregung griinfluoreszierender Farbstoff, der an
DNA bindet. Das Anregungsmaximum des Farbstoffs liegt bei 508 nm, das

Emissionsmaximum bei 527 nm (Thermo Fisher Scientific) (Abb. 6).
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Abbildung 6: Anregungs- und Emissionsspektrum des Fluoreszenzfarbstoffs Syto™-11. Die x-Achse
reprasentiert die Wellenldnge in nm, die y-Achse die relative Intensitat in %. Die Absorption ist hellblau und die
Emission rot dargestellt. Das Anregungsmaximum von Syto™-11 liegt bei 508 nm, das Emissionsmaximum bei
527 nm (mit freundlicher Genehmigung der Firma Thermo Fisher Scientific).

2.2.10 Volumenberechnung und dreidimensionale Rekonstruktion

Fiir die Volumenberechnung wurden Bilderstapel wie unter 2.2.8 (S. 24) beschrieben
angefertigt und nachfolgend mit Hilfe des Bildverarbeitungsprogramms Image) (Wayne

Rasband, wsr@nih.gov) weiter prozessiert. Unspezifisches Bildrauschen wurde durch



Material und Methoden 27

Verwendung des Hybrid 3D Median Filter-Plugins fiir ImageJ verringert (Christopher Philip
Mauer (Toronto Western Research Institute, Toronto, Canada), Vytas Bindokas (University of
Chicago, USA)). Die Pixel der durch mit CellMask™-Orange im Bild eingegrenzten Flichen
einer jeden einzelnen Schicht wurden nachfolgend gefillt (,Voxel Counter”: Image J-Plugin,
Wayne Rasband (NCBI)). Unter den beschriebenen Aufnahmebedingungen und von dem von
der Hardware vorgegebenen GroRenmalistab betrdgt das Volumen eines einzelnen Voxels
0,1 um x 0,1 pm x 0,266 um = 0,00266 um3. Das Gesamtvolumen einer Zelle ergibt sich durch
Summierung aller Pixel aller Bilder in Stapeln. Das Volumen wird in Pikoliter (pl) angegeben.
Die Genauigkeit der Volumenbestimmung wurde mit groRendefinierten Latex-Beads (Focal
Check Fluorescent Microspheres Standards, Invitrogen, Darmstadt, Deutschland) Gberprift.
Bei den verwendeten Microspheres (F7236) der Lot Nr. 873774, gab der Hersteller einen
durchschnittlichen Durchmesser eines Beads von 15,4 um an. Hieraus ergibt sich ein
theoretisches durchschnittliches Volumen eines Beads von 1,912 pl. Mit Hilfe der
Fluoreszenzmikroskopiertechnik, die hier verwendet wurde, wurde ein durchschnittliches
Volumen der Beads von 1,903+0,009 pl und ein durchschnittlicher Durchmesser von
15,25+0,009 um errechnet. Diese Untersuchungen sprechen fiir eine hohe Genauigkeit und
Reproduzierbarkeit der in dieser Arbeit verwendeten Mikroskopiertechnik.

Fir die dreidimensionale Rekonstruktion der Zellen wurden die erhalten z-Stapel-
Bilderserien mit Hilfe des Imagel Plugins ,TransformJ“ unter Verwendung der Option ,Cubic-
B-Spline Interpolation Scheme” prozessiert und die erhaltenen Bilderstapel mit Hilfe der 3D

Rendering Software Volocity™ visualisiert (Perkin EImer, Massachusetts, USA).

2.2.11 Prinzip der Volumenmikroskopie mittels VivaTome™

Mit Hilfe der VivaTome™-Mikroskopie lassen sich dynamische Prozesse an lebenden
Proben mit hoher zeitlicher Auflésung darstellen. Durch sie kénnen optische Schnitte mit
einer Frequenz von bis zu 30 Bildern pro Sekunde aufgenommen werden (Carl Zeiss

Microscopy GmbH).
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Die hohe Lichteffizienz der VivaTome™-Mikroskopie wird durch eine rotierende
Scheibe, auf der ein Gittermuster angebracht ist, erreicht, durch das sowohl Anregungs-, als
auch Emissionslicht gelangt. Dadurch wird die Probe hocheffizient ausgeleuchtet. Im
Gegensatz zur konfokalen Mikroskopie, bei der hochenergetische Laser als Anregungsquelle
genutzt werden missen, kann dieses System eine Kaltlichtquelle nutzen. Insgesamt
ermoglicht die VivaTome™-Mikroskopie eine probenschonende und rasche Anregung der
Fluorochrome.

Diese Eigenschaften lassen die VivaTome™-Technik ideal fir die dynamische
Erfassung rasch ablaufender zelluldrer Prozesse, wie z.B. Verdnderungen des Zellvolumens,

erscheinen (Carl Zeiss Microscopy GmbH).

A) Aufbau des VivaTome Mikroskopiersystems

Das Imaging-System besteht aus einem Axio Observer Al (Zeiss Mikroskop). Dieser ist
ausgestattet mit einem Plan-APOCHROMAT 63x/1.4 NA Oil DIC-Objektiv, einer Epi-
Fluoreszenzlichtquelle HXP120 C (Leistungselektronik Jena GmbH) und einem Tischaufsatz,
der durch einen z-PIEZO in kurzer Zeit in z-Richtung bewegt werden kann. Am linken
Kameraausgang ist die Spinning-Disk-Einheit VivaTome™ und eine digitale Kamera
angebracht (Zeiss, Axio Cam MRm) (Abb. 7). Das System wird durch die Software Axio Vision

gesteuert (Carl Zeiss Microscopy GmbH).
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Abbildung 7: Aufbau des VivaTome™Mikroskops (Quelle: Carl Zeiss Microscopy GmbH)

B) Funktionsprinzip des VivaTome™Mikroskop-Setups

Bei der VivaTome™-Mikroskopie wird eine Quecksilber-Kurzbogen-Reflektorlampe
(HXP120C der Firma Leistungselektronik Jena GmbH) als Lichtquelle fiir die Anregung der
Fluorochrome verwendet. Das Anregungslicht gelangt durch Lochblenden auf die Probe, die
sich auf einer sich rasch drehenden Scheibe befinden (1000 Lochblenden auf einer Flache
von 10x7 mm in einem Abstand von jeweils 250 um) (Abb. 8; S. 31). Jede Lochblende weist
einen Durchmesser von 50 um auf.

Das Anregungslicht wird durch die Lochblenden auf die Probe projiziert und regt die
Fluorochrome in der Probe an, Licht der jeweiligen charakteristischen Wellenldnge zu
emittieren. Ein Teil des emittierten Lichts gelangt durch die auf der Scheibe angebrachten
Lochblenden zuriick und wird von der CCD-Kamera detektiert. Durch die Verwendung von

Lochblenden kann dhnlich der konfokalen Mikroskopie ein Teil des Lichts, das nicht aus der
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fokussierten Ebene stammt, von der Detektion ausgeschlossen werden. Dabei ist die
Auflosung in z-Ebene bei der hier fur die Detektion von CellMask™Orange genutzten
Anregungswellenldange und des verwendeten optischen Systems auf 0,266 um begrenzt.

Durch Verwendung einer rotierenden Scheibe mit mehreren darauf befindlichen be-
nachbarten Lochblenden gelangt zu jedem Aufnahmezeitpunkt gleichzeitig Licht auf viele
verschiedene Bereiche der Probe. Im Gegensatz zur konfokalen Mikroskopie unter
Verwendung von Linien- und Punktscannern, bei der einzelne Bereiche der Probe lokal
angeregt werden, werden bei diesem Sytem viele benachbarte Bereiche der Probe parallel
angeregt. Dabei Uiberlagert sich das Emissionslicht benachbarter Lochblenden partiell. In der
Folge enthdlt das durch eine Lochblende gelangte Licht auch Licht aus benachbarten
optischen Bereichen (Out-Of-Focus-Licht). Das erhaltene Bild enthélt zu einem Anteil von 50
% Licht, das innerhalb der Fokusebene liegt, aber auch zu 50 % Licht mit
Weitfeldinformationen.

Im Gegensatz zur bei Laserscanning Systemen zum Einsatz kommenden ,Yokogawa
Disk”, die nach dem Nipkow-Prinzip arbeitet, sind die Lochblenden bei der im VivaTome™
enthalten Disk nicht entlang konzentrischer Kreise angebracht, sondern bilden ein regel-
maRiges Gittermuster (Carl Zeiss Microscopy GmbH) (Abb. 9; S. 32).

Hierdurch wird es moglich, dass die Pinhole-Strukturen fiir Anregung und Detektion
sehr nah beieinander angeordnet werden koénnen. Dadurch kann eine Effektivitat der

Lichttransmission von 50 % erreicht werden.
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Abbildung 8: Darstellung der Strahlenwege des Anregungs-, des transmittierten und des reflektierten Lichts
bei der VivaTome™-Mikroskopie. Anregungslicht aus einer weiRen Lichtquelle gelangt durch die Lochblenden
der rotierenden Scheibe und erreicht die zu untersuchende Probe. Von der Probe gelangt emittiertes Licht
durch die Lochblenden der Scheibe auf den Detektor. Zusatzlich zur Information aus der Fokusebene gelangt
Fluoreszenzlicht auRerhalb der Fokusebene durch die Lochblenden. Wegen des 1:1- ,line-to-space“-Verhalt-
nisses (50 % der Scheibe sind durchlassig) gelangt 50 % des ,,Out-Of-Focus“-Lichts durch die Lochblenden der
Scheibe, sodass das erhaltene Bild alle ,,In-Focus”-, aber auch 50 % der ,, Out-Of-Focus“-Informationen enthilt.
Die der Probe zugewandte Seite der Scheibe reflektiert Licht, welches nicht aus der Fokusebene stammt, tber
einen zweiten Strahlenweg auf die Kamera. Dadurch entstehen zwei Bilder simultan: Das erste Bild enthalt die
,In-Focus“-Information und zuséatzlich 50 % der ,Out-Of-Focus“-Information, wdhrend das zweite Bild
ausschlieRlich die ,,0ut-Of-Focus“-Information enthalt (Quelle: Carl Zeiss Microscopy GmbH).
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Abbildung 9: Im VivaTome™ verwendete Lochblendenscheibe. Auf der Lochblendenscheibe ist die Gitter-
struktur anhand der unterschiedlichen Reflektion bzw. Transmission des Lichts erkennbar. Auf der Scheibe be-
finden sich unterschiedliche Gitter, die den verschiedenen Objektiven angepasst sind (Carl Zeiss Microscopy
GmbH).

C) “Optischer Schnitt”

Zur Erzeugung eines optischen Schnittes kann nachfolgend die ,In-Focus“-Information
aus dem die Lochblende passierten Lichts Uber einen mathematischen Algorithmus unter
Nutzung der Information des an der Scheibe reflektierten Lichts (,,Out-Of-Focus”) errechnet
werden (Abb. 10, 11; S. 33, 34).

Der optische Schnitt (Isectioned) Wird dabei durch einfache Subtraktion der beiden Bilder lyans-
mitted UNd dem Produkt aus k- Irefiected berechnet. Der Skalierungsfaktor k beschreibt dabei
eine Konstante, welche Unterschiede in der Transmissionseffizienz der beiden Strahlengdnge

(transmittiertes und reflektiertes Licht) korrigiert (Carl Zeiss Microscopy GmbH).

ISectioned = |Transmitted - k- |Ref|ected

Die Addition von lrransmitted UNd dem Produkt k-lgefiected €rgibt das konventionelle Weitfeldbild
(Iwidefield):

ITransmitted + k- |Ref|ected = IReercted

Die Funktionsweise des Algorithmus ist in Abbildungen 10 und 11 am Beispiel eines mit Cell-

Mask™-Orange gefarbten Astrozyten dargestellt. Abb. 10 zeigt die ,In-Focus“- und ,Out-Of-
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Focus“-Information fiir jeden optischen Schnitt in z-Ebene paarweise angeordnet. Abb. 11

zeigt die jeweiligen Bilderpaare nach Verarbeitung.

Abbildung 10: Gegeniiberstellung von ,,In-Focus“- und , Out-Of-Focus“-Informationen aufeinanderfolgender
Schichten eines mit CellMask™-Orange gefirbten Astrozyten. In den 29 gezeigten Schnittebenen sind jeweils
“Out-Of-Focus”-Bilder (jeweils auf der linken Seite eines jeden Bilderpaares) den ,Out-Of-Focus + In-Focus“-
Bildern (jeweils rechte Seite eines jeden Bilderpaares) gegeniibergestellt. Die Kamera zeichnet gleichzeitig das
,Out-Of-Focus“-Bild neben dem ,In-Focus”- Bild auf und verrechnet die Bildinformationen: Unter Verwendung
der oben beschriebenen mathematischen Gleichungen kann die im Bild enthaltene Weitfeldlichtinformation
entfernt werden (aus Lachmann et al., 2013).
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Abbildung 11: Ergebnis der mathematischen Prozessierung der ,,In-“ und , Out-Of-Focus“-Bildinformationen.
Die Abbildung zeigt die 29 Schnittebenen aus Abb. 10 nach Prozessierung mit dem oben beschriebenen
mathematischen Algorithmus, der die ,,0ut-Of-Focus“-Information aus den Bildern, die sowohl ,Out-Of-Focus”
als auch ,,In-Focus”- Informationen beinhalten, entfernt (aus Lachmann et al., 2013).

D) Auflésung

Die mit dem vorliegenden Setup erzielte Auflésung wird bestimmt durch a.) den Auf-
bau der Nipkow-Scheibe, b.) der numerischen Apertur des verwendeten Obijektivs, c) der
Probenbeschaffenheit und der verwendeten Anregungs- und Emissionswellenlangen.

Die Struktur bzw. der Lochblendenabstand auf der rotierenden Scheibe mit dem da-
rauf befindlichen Gittermuster bestimmt die axiale Auflosung. Die erzielbare optische Auf-
[6sung ist abhdngig von der numerischen Apertur, des Objektivs, der ObjektivvergroBerung
und der Gitterfrequenz. Dieser Zusammenhang kann ndherungsweise in folgenden Formeln

beschrieben werden (Carl Zeiss Microscopy GmbH):

3.83 | Ax10%
16 T T
m n-smz(E}vU-E}

FWHM(z) =
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s fiwy
NA

=<|

FWHM: Full Width at Half Maximum (Halbwertsbreite)

A: Wellenlange [nm]

n: Brechungsindex des Mediums zwischen Deckglas und Frontlinse des Objektivs
a: Offnungswinkel des Objektivs (Akzeptanzwinkel)

v: effektive Gitterfrequenz

M: ObjektivvergrofRerung

v: aktuelle Gitterfrequenz

NA: Numerische Apertur

Die numerische Apertur (NA) ist eine dimensionslose GroRe und beschreibt das Auflésungs-
vermogen eines Objektivs. Dabei ist das Aufldsungsvermégen von dem Offnungswinkel des
Objektivs und dem Brechungsindex des Materials zwischen der zu fokussierenden Ebene und
dem Objektiv abhangig, welche die Lichtmenge begrenzen, die vom Praparat in das Objektiv
gelangt. Je groRer der Offnungswinkel ist, umso mehr Licht gelangt in das Objektiv und desto

hoéher ist das Auflésungsvermogen (Carl Zeiss Microscopy GmbH) (Abb. 12).

Objektiv
mit kleinem Objektiv
Offnungs- mit groBem
winkel Offnungs-
winkel
L
Objektebene

Abbildung 12: Beziehung zwischen Objektiv-Offnungswinkel und Lichteinfall. Die Abbildung zeigt schematisch
Objektive mit einem kleinen und einem groRen Offnungswinkel. Der groRere Offnungswinkel erlaubt einen
groReren Lichteinfall und somit ein besseres Auflosungsvermaogen (Carl Zeiss Microscopy GmbH).
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Die Numerische Apertur lasst sich in folgender Formel ausdriicken:

NA= n- sin(a)

NA: Numerische Apertur des Objektivs
n: Brechungsindex
sin(a): Sinus des halben Offnungswinkels

Bei Olimmersionsobjektiven befindet sich zwischen Deckglas und Frontlinse des Objektivs
Immersionsél mit einem Brechungsindex von 1,516 (23 °C), der dem Brechunsgindex des
Deckglases dhnlich ist (n=1,513) und somit Licht ungebeugt auf die Objektivlinse gelangt. Die
NA ist bei Immersionsobjektiven grofRer als 1 und damit haben solche Objektive ein hdheres
Auflosungsvermogen als Trockenobjektive (Carl Zeiss Microscopy GmbH) (Abb. 13). Bei dem
in der vorliegenden Arbeit verwendeten Ojektiv handelt es sich um ein

Olimmersionsobjektiv, welches eine numerische Apertur von 1,4 besitzt.

A B
1 1
4 A 2 2 A 2
A 3
. | Objektiv- n=1513 ) |3
yislais / Frontiinse ‘ , Objektiv-
L v Frontlinse
X o Ll WP 3 o] A=1516
n =151/ Deckglas n =813 |/~ Deckglas

Abbildung 13: Vergleich der Strahlenwege beim Trockenobjektiv (A) und Olimmersionsobjektiv (B). Bei
Trockenobjektiven werden die Lichtstrahlen beim Ubergang vom Deckglas zur Luft von der senkrechten Achse
ausgehend gebrochen, sodass einige Lichtstrahlen nicht das Objektiv erreichen und nicht die Bildauflésung
erhéhen (A, Lichtstrahl 3). Bei Trockenobjektiven ergibt sich ein Brechungsindex von 1. Bei Olimmersions-
objektiven hingegen ist der Brechungsindex des Deckglases (n=1,513) dem des Immersionséls (n=1,516) sehr
dhnlich (B). Durch das zwischen Deckglas und Objektiv befindliche Immersionsdl verringert sich die Beugung
des Lichtstrahls und es wird somit ein besseres Aufldsungsvermogen als bei Trockenobjektiven erreicht (mit
freundlicher Genehmigung von Christian Linkenheld, linkenheld@mikroskopie.de).
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E) Software AxioVision

Die Aufnahme und die Prozessierung der Bilder erfolgten unter Verwendung der fir
das VivaTome™ Setup optimierten AxioVision-Software. Durch das Modul ,,z-Stapel” kénnen
verschiedene Fokusebenen in axialer Richtung aufgenommen werden (Carl Zeiss Microscopy

GmbH).

2.2.12 Analyse der Ergebnisse

Jedes Experiment wurde mit Astroyzten, die aus mindestens drei unabhdngigen
Praparationen stammten, durchgefiihrt. Die Ergebnisse von n-unabhdngigen Experimenten
wurden als Mittelwert + Standardfehler des Mittelwertes (standard error of the mean; SEM)
ausgedriickt. Statistische Unterschiede wurden mit Hilfe des t-Test nach Student oder bei
Vergleich von mehr als 2 unabhédngigen Gruppen durch einfaktorielle Varianzanalyse
(ANOVA) gefolgt von Tukey's oder Dunnett’s post hoc Tests analysiert. Ein Signifikanzniveau
von p<0,05 wurde als statistisch signifikant betrachtet. Statistische Berechnungen wurden
mit der Software GraphPad Prism 4.0 (GraphPad, La Jolla, USA) und Microsoft Excel fir
Windows (Microsoft, Redmond, USA) durchgefiihrt.
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3. Ergebnisse

3.1 Darstellung der Morphologie kultivierter Astrozyten, Mikroglia und Neurone

mittels VivaTome™-Fluoreszenzmikroskopie

Die in der Arbeit beschriebene Volumenmikroskopiertechnik wurde an mit
CellMask™-Orange angefarbten kultivierten vitalen Astrozyten, Mikroglia und Neuronen aus
dem zerebralen Kortex der Ratte durchgefiihrt. Wie in Abb. 14 dargestellt, bleiben
charakteristische morphologische Eigenschaften von Astrozyten, Mikroglia und Neuronen in
vitro gut erhalten und lassen sich durch VivaTome™-Fluoreszenzmikroskopie gut
reproduzieren. Wahrend Astrozyten in vitro einen flachen Zellkérper zeigen, weisen Mikroglia
Filopodien und Membranerhebungen auf. Neurone sind durch ein volumindses Soma und
verzweigte Ausldufer (Neuriten) charakterisiert, welche im Verlauf der Kultivierung ein

komplexes Netzwerk bilden (Abb. 15).

Astrozyt Mikroglia Neuron

Filopodien—

/

Membran-
ausstilpungen

Abbildung 14: Darstellung der Morphologie kultivierter Rattenastrozyten, Mikroglia und Neurone mittels
VivaTome™.-Fluoreszenzmikroskopie. Astrozyten, Mikroglia und Neurone aus dem zerebralen Kortex wurden
auf ibidi™-Schalen ausgesit und mit CellMask™-Orange angefirbt, durch VivaTome™-Fluoreszenzmikroskopie
visualisiert und nach Anfertigung von z-Stapel-Bilderserien dreidimensional mittels Volocity 3D-Software geren-
dert. Oben: Aufsicht; unten: Seitenansicht (aus Lachmann et al., 2013).
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Neuronenkultur (5 div)

Abbildung 15: Darstellung kultivierter Rattenneurone mittels VivaTome™-Fluoreszenzmikroskopie. Neurone
aus dem zerebralen Kortex wurden auf ibidi"™-Schalen ausgesit und fiir 5 Tage kultiviert. Mit CellMask™.-
Orange angefirbte Neurone wurden mittels VivaTome™-Fluoreszenzmikroskopie aufgenommen und die er-
haltenen Bilderstapel dreidimensional mittels Volocity 3D-Software gerendert (aus Lachmann et al., 2013). div:
Tage in vitro

3.2 Effekte HE-auslosender Faktoren auf das Zellvolumen kultivierter Astrozyten

Zur Uberprifung der Eignung der VivaTome™-Mikroskopiertechnik  fiir
Zellvolumenmessungen wurden Astrozyten entweder mit hypoosmotischem (205 mosmol/Il)
oder mit hyperosmotischem Medium (405 mosm/l) fur 5 Minuten behandelt und
Volumeninderungen mittels VivaTome™-Mikroskopie erfasst. Wahrend Hypoosmolaritit das

Zellvolumen statistisch signifikant um 30 % erhohte, verringerte Hyperosmolaritit das
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Zellvolumen innerhalb von 5 Minuten um etwa 25 % des unter normoosmotischen
Bedingungen gefundenen Ausgangsvolumens (Abb. 16).
Diese Ergebnisse zeigen, dass eine experimentell herbeigefiihrte Zellschwellung oder —

Schrumpfung mit der VivaTome™-Mikroskopie erfasst und quantifiziert werden kann.

320 mosmol/l — 205 mosmol/l (5 Min)

1,50 1 s
1,40 -
1,30 -
1,20 A
1,10 -
1,00 -
0,90 -
*

0,80 -

0,70

0,60 - : :

205 320 405

Zellvolumen
(Relativ zu 320mosm/I)

320 mosmol/l — 405 mosmol/I (5 Min)

Y
mosmol/I
(5 Min)

Abbildung 16: Einfluss von Anisoosmolaritdt auf das Zellvolumen kultivierter Rattenastrozyten. Kultivierte
Rattenastrozyten wurden entweder mit hypoosmotischem (205 mosmol/l) oder hyperosmotischem (405
mosmol/l) Medium fiir 5 Minuten behandelt. (A) Dreidimensionale Volumenrekonstruktion der Zelle und der
angeschnittenen Zelle. (B) Das Zellvolumen wurde 5 Minuten nach Behandlung mit hypo- oder hyper-
osmotischem Medium durch Volumenmikroskopie wie in Material & Methoden beschrieben bestimmt. Das
Astrozytenvolumen in Gegenwart von normoosmotischem Medium wurde gleich eins gesetzt und
Volumendnderungen nach experimenteller Behandlung in Relation dazu ausgedriickt. * statistisch signifikant
unterschiedlich im Vergleich zu normoosmotischen Kontrollen (n>4) (aus Lachmann et al., 2013).

Um Effekte HE-auslosender Faktoren auf das Astrozytenvolumen zu untersuchen,
wurden die Zellen entweder mit verschiedenen Konzentrationen NH4Cl oder Diazepam (10
umol/l), Clonazepam (10 umol/l) oder mit den pro-inflammatorischen Zytokinen TNF-a (10
ng/ml), IFN-y (100 U/ml) oder IL-1B (100 U/ml) behandelt. Im Gegensatz zu den unbehan-
delten Astrozyten, die keine statistisch signifikante Zellvolumenanderungen zeigten, erhéhte

NH4Cl das Astrozytenvolumen zeit- und dosisabhdngig auf bis zu 125 % des Ausgangs-
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volumens innerhalb von 20 Minuten (Abb. 17 A-D; S. 41-42). Das Astrozytenvolumen stieg
nach der Behandlung mit 0,5 mmol/l NH4Cl bereits bei 3 Minuten signifikant an. Die
Ergebnisse zeigen, dass NHiCl eine rasch einsetzende Volumenzunahme kultivierter

Astrozyten induziert.

A

Kontrolle ——» NH,CI (5 mmol/Il, 5 Min)
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Abbildung 17 A, B: Effekte von NHaCl auf das Zellvolumen kultivierter Rattenastrozyten. Kultivierte
Rattenastrozyten blieben unbehandelt oder wurden mit NH4Cl in den angegebenen Konzentrationen inkubiert.
Das Zellvolumen unbehandelter Astrozyten (0 Minuten) wurde gleich eins gesetzt und Volumendnderungen
nach experimenteller Behandlung in Relation dazu ausgedrickt. (A) Dreidimensionale Volumenrekonstruktion
eines Astrozyten 5 Minuten nach Inkubation mit NHs4Cl (5 mmol/l, 5 Minuten). (B) Zeitabhangigkeit der
Zellvolumenverdnderungen unbehandelter oder mit NH4Cl (5 mmol/l) behandelter Astrozyten. * statistisch
signifikant unterschiedlich zu unbehandelten Kontrollen (n24) (aus Lachmann et al., 2013).
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Abbildung 17 C, D: Effekte von NHsCl auf das Zellvolumen kultivierter Rattenastrozyten. Kultivierte
Rattenastrozyten blieben unbehandelt oder wurden mit NH4Cl in den angegebenen Konzentrationen inkubiert.
Das Zellvolumen unbehandelter Astrozyten (0 Minuten) wurde gleich eins gesetzt und Volumendnderungen
nach experimenteller Behandlung in Relation dazu ausgedriickt. (C) Konzentrationsabhangigkeit der durch
NH4Cl induzierten Zellvolumenanderungen. (D) Statistische Auswertung von Zellvolumendanderungen mit
unterschiedlichen Konzentrationen NH4Cl behandelter Astrozyten 20 Minuten nach Inkubation mit NH4CI . *
statistisch signifikant unterschiedlich zu unbehandelten Kontrollen (n24) (aus Lachmann et al., 2013).
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Wurden die Astrozyten mit den pro-inflammatorischen Zytokinen TNF-a (10 ng/ml),
IL-1B (100 U/ml) oder IFN-y (100 U/ml) behandelt, stieg das Zellvolumen um 15-25 % inner-
halb von 20 Minuten an (Abb. 18, 20).
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Abbildung 18: Wirkung pro-inflammatorischer Zytokine auf das Zellvolumen kultivierter Rattenastrozyten.
Rattenastrozyten blieben entweder unbehandelt oder wurden mit TNF-a (10 ng/ml), IL-1B (100 U/ml) oder IFN-
vy (100 U/ml) inkubiert. Das Zellvolumen unbehandelter Astrozyten (0 Minuten, Kontrolle) wurde gleich eins
gesetzt und Volumenanderungen nach experimenteller Behandlung in Relation dazu ausgedriickt. * statistisch
signifikant unterschiedlich zur unbehandelten Kontrolle (n=3) (aus Lachmann et al., 2013).

Diazepam (10 umol/l), ein Agonist des peripheren und zentralen Benzodiazepin-
rezeptors, induzierte einen Zellvolumenanstieg auf 125 % des Ausgangsvolumens. Clona-
zepam (10 umol/l), ein Agonist des zentralen Benzodiazepinrezeptors, beeinflusste das Astro-
zytenvolumen nicht (Abb. 19, 20; S. 44, 45). Dimethylsulfoxid (DMSQ), das als Loésungsmittel
fir Diazepam und Clonazepam diente, hatte keinen Effekt auf das Zellvolumen (Tab. 7; S. 60).
Die Ergebnisse zeigen, dass eine Aktivierung des peripheren, aber nicht des zentralen

Benzodiazepinrezeptors eine Schwellung kultivierter Astrozyten vermittelt.
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Abbildung 19: Wirkung der Benzodiazepine Diazepam und Clonazepam auf das Zellvolumen kultivierter
Rattenastrozyten. Kultivierte Rattenastrozyten wurden entweder mit Diazepam oder mit Clonazepam (jeweils
10 umol/l) inkubiert. Das Zellvolumen unbehandelter Astrozyten (0 Minuten, Kontrolle) wurde gleich eins
gesetzt und Volumenanderungen nach experimenteller Behandlung in Relation dazu ausgedrickt. * statistisch
signifikant unterschiedlich zur unbehandelten Kontrolle (n=3) (aus Lachmann et al., 2013).

Nach 20 min(tiger Behandlung steigerte sowohl NH4Cl (5 mmol/l) als auch Diazepam (10
umol/l) sowie die pro-inflammatorischen Zytokine TNF-a (10 ng/ml), IL-18 (100 U/ml) oder
IFN-y (100 U/ml) das Astrozytenzellvolumen in &dhnlicher Weise um ca. 15-25 % des

Ausgangsvolumens (Abb. 20).
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Abbildung 20: Wirkung HE-relevanter Faktoren auf das Zellvolumen kultivierter Rattenastrozyten. Kultivierte
Rattenastrozyten blieben entweder unbehandelt (,,Kontrolle”) oder wurden mit NH4Cl (5 mmol/I), Diazepam (10
umol/l), Clonazepam (10 umol/I), TNF-a (10 ng/ml), IL-18 (100 U/ml) oder IFN-y (100 U/ml) fir 20 Minuten
behandelt. Das Zellvolumen unbehandelter Astrozyten (0 Minuten, Kontrolle) wurde gleich eins gesetzt und
Volumenénderungen 20 Minuten nach experimenteller Behandlung in Relation dazu ausgedriickt. * statistisch
signifikant unterschiedlich zu unbehandelten Kontrollen (n=3). n.s. nicht signifikant unterschiedlich zu
unbehandelten Kontrollen (aus Lachmann et al., 2013).

33 Wirkung des Antioxidans Epigallocatechingallat auf die durch Ammoniak, TNF-a

oder Diazepam induzierte Astrozytenschwellung

Hypoosmolaritdt, Ammoniak, Tumornekrosefaktor a (TNF-a) oder Diazepam induzie-
ren die Bildung reaktiver Stick- und Sauerstoffspezies (RNOS) in kultivierten Astrozyten
(Schliess et al., 2004, 2006; Reinehr et al., 2007; Kruzcek et al., 2011; Gorg et al., 2003, 2006).
Um die Bedeutung von RNOS fiir die durch NH4Cl (5 mmol/l), TNF-a (10 ng/ml) oder
Diazepam (10 umol/l) induzierte Astrozytenschwellung zu untersuchen, wurden
Volumenmessungen in Anwesenheit des Antioxidans Epigallocatechingallat (EGCG), das
sowohl Stickstoffmonoxid, Superoxidanionradikal als auch Peroxynitrit effektiv inaktiviert
(Nakagawa et al., 2002), durchgefiihrt. Wie in Abb. 21 gezeigt, hemmt EGCG dosisabhdngig
die durch NH4Cl (5 mmol/l) induzierte Astrozytenschwellung. Wahrend EGCG in einer

Konzentration von 1 umol/l die durch NH4Cl (5 mmol/l) herbeigefiihrte Volumenzunahme



Ergebnisse 46

vollstandig blockierte, wurde bei einer Konzentration von 100 nmol/I die NH4Cl-vermittelte
Volumenzunahme um ca. 50 % gehemmt (Abb. 21 A). EGCG hemmte in einer Konzentration
von 1 umol/l auch die durch TNF-a oder Diazepam induzierte Volumenzunahme kultivierter
Astrozyten vollstandig (Abb. 21 B, C). Die Ergebnisse dieser Untersuchungen zeigen, dass
NHa4Cl, Diazepam und TNF-a eine rasche Schwellung kultivierter Astrozyten herbeifiihren, die

durch das Antioxidans EGCG blockierbar ist.
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Abbildung 21: Wirkung von Epigallocatechingallat auf die durch NH4Cl, TNF-a oder Diazepam induzierte
Zellvolumenerhohung kultivierter Rattenastrozyten. Astrozyten wurden fir 30 Minuten mit Epigallocatechin-
gallat (entweder 1 umol/l oder 100 nmol/l) vorbehandelt, bevor die Zellen mit (A) NH4Cl (5 mmol/l), (B) TNF-a
(10 ng/ml) oder (C) Diazepam (10 umol/l) inkubiert wurden. Das Zellvolumen unbehandelter Astrozyten (O
Minuten, Kontrolle) wurde gleich eins gesetzt und Volumenanderungen nach experimenteller Behandlung in
Relation dazu ausgedrickt. * statistisch signifikant unterschiedlich zu unbehandelten Kontrollen (aus Lachmann
et al., 2013).
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3.4 Pharmakologische Charakterisierung der durch Ammoniak induzierten

Astrozytenschwellung

Die durch Ammoniak induzierte Bildung reaktiver Stick- und Sauerstoffspezies (RNOS)
beruht auf einer NMDA-Rezeptor-Aktivierung und einer Erhéhung der Konzentration intra-
zelluldrer Kalziumionen [Ca?*]; (Schliess et al., 2002; Gérg et al., 2010a). Um die Bedeutung
von NMDA-Rezeptoren und der [Ca**]-Erhéhung fir die durch NH4Cl ausgeldste
Zellschwellung zu untersuchen, wurden Volumenmessungen in Anwesenheit eines
Kalziumchelators (BAPTA-AM, 10 pumol/l) oder eines NMDA-Rezeptor-Antagonisten (MK801,
100 pmol/l) durchgefiihrt. Sowohl BAPTA-AM als auch MK801 unterdriickten die durch NH4Cl
(5 mmol/l) induzierte Volumenzunahme innerhalb der ersten 5 Minuten nach Inkubation mit
NH4Cl vollstandig (Abb. 22 A, B). 20 Minuten nach Behandlung mit NH4Cl (5 mmol/l) stieg das

Astrozytenvolumen gegeniiber dem Ausgangsvolumen signifikant um etwa 15 % an (Abb. 24;

S. 49).
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Abbildung 22: Bedeutung der intrazelluldren Kalziumionenkonzentration und des NMDA-Rezeptors fiir die
durch NH4Cl induzierte Astrozytenschwellung. Kultivierte Rattenastrozyten wurden mit BAPTA-AM (10 pmol/l)
(A) oder MK801 (100 umol/l) (B) fur 30 Minuten vorbehandelt, bevor die Zellen in Gegenwart der jeweiligen
Substanz mit NH4Cl (5 mmol/I) stimuliert wurden (A, B). Das Zellvolumen unbehandelter Astrozyten (0 Minuten,
Kontrolle) wurde gleich eins gesetzt und Volumenanderungen nach experimenteller Behandlung in Relation
dazu ausgedrickt. * statistisch signifikant unterschiedlich zu unbehandelten Kontrollen (n>4) (aus Lachmann et
al., 2013).
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Die Effekte einer intrazellularen Erhohung der Kalziumionenkonzentration, einer
Glutamatfreisetzung und einer NMDA-Rezeptoraktivierung auf das Astrozytenvolumen
wurden mit dem Ca?*-lonophor lonomycin und den NMDA-Rezeptor-Agonisten N-Methyl-D-
Aspartat (NMDA) und L-Glutamat untersucht (Abb. 23, 24). Eine Erhohung des intrazelluldren
Ca?*-Spiegels durch Inkubation der Astrozyten mit dem Ca?*-lonophor lonomycin (500
nmol/l) induzierte eine Zellvolumenzunahme gegeniber des Ausgangszellvolumens um ca.
40 % innerhalb von 5 Minuten (Abb. 24). Eine Aktivierung von NMDA-Rezeptoren durch
NMDA oder die Inkubation mit L-Glutamat (jeweils 100 umol/l und 1 mmol/l) steigerte zeit-
und konzentrationsabhangig das Astrozytenvolumen um 17 % bzw. 22 % (NMDA 100 umol/I
oder 1 mmol/I) und 13 % bzw. 24 % (L-Glutamat 100 umol/l oder 1 mmol/l) (Abb. 23, 24).
Diese Ergebnisse deuten darauf hin, dass NH4Cl eine rasche Astrozytenschwellung (iber
Aktivierung von NMDA-Rezeptoren und durch Erhdéhung der intrazelluldaren Kalzium-

konzentration [Ca%*]; herbeifiihrt.
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Abbildung 23: Wirkung von NMDA und Glutamat auf das Astrozytenzellvolumen. Kultivierte Rattenastrozyten
wurden mit NMDA (100 umol/l, 1mmol/) (A) oder Glutamat (100 pmol/l, Immol/) (B) inkubiert. Das Zell-
volumen unbehandelter Astrozyten (0 Min, Kontrolle) wurde gleich eins gesetzt und Volumenanderungen 20
Minuten nach experimenteller Behandlung in Relation dazu ausgedriickt. * statistisch signifikant unterschiedlich
zu unbehandelten Kontrollen (n=3) (aus Lachmann et al., 2013).
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Abbildung 24: Bedeutung der intrazellularen Kalziumionenkonzentration und einer NMDA-

Rezeptoraktivierung und -Antagonisierung fiir die durch NHaCl induzierte Astrozytenschwellung. Relatives
Zellvolumen kultivierter Astrozyten 20 Minuten nach Inkubation mit NH4Cl (5 mmol/I) in An- oder Abwesenheit
von BAPTA-AM (10 umol/l) oder MK-801 (100 umol/l) oder Behandlung mit NMDA, L-Glutamat (jeweils 100
umol/l und 1 mmol/l) oder lonomycin (500 nmol/l). In jedem Experiment wurde das Zellvolumen
unbehandelter Astrozyten (0 Minuten, Kontrolle) gleich eins gesetzt und Volumenédnderungen 20 Minuten nach
experimenteller Behandlung in Relation dazu ausgedrickt. * statistisch signifikant unterschiedlich zu
unbehandelten Kontrollen (n>4). # statistisch signifikant verschieden im Vergleich zur Behandlung mit NH4Cl
(5mmol/l) (aus Lachmann et al., 2013).

Neuere Untersuchungen zeigen, dass die durch NH4Cl vermittelte Erhohung von
[Ca?*]; Uber eine prostanoidabhingige Glutamatfreisetzung aus den Astrozyten erfolgt (Gérg
et al., 2010a). In Experimenten der vorliegenden Dissertation wurden die Zellen mit den
Zyklooxygenase-Inhibitoren Indomethacin und Diclofenac behandelt, um einen moglichen
Einfluss von Prostanoiden auf die ammoniakinduzierte Astrozytenschwellung zu
untersuchen. Wie in Abb. 25 und 26 (S. 50-51) erkennbar, hemmen sowohl Indomethacin als
auch Diclofenac (beide 10 umol/l) die Astrozytenschwellung innerhalb der ersten 3 Minuten
nach Inkubation mit NH4Cl (5 mmol/l) vollstindig. 20 Minuten nach Behandlung mit
Ammoniak (5 mmol/l) stieg das Astrozytenvolumen signifikant um 10-15 % des
Ausgangsvolumens an. Diese Ergebnisse deuten auf eine Beteiligung von Prostanoiden bei
der durch Ammoniak induzierten Astrozytenschwellung. In Ubereinstimmung hiermit stieg

das Zellvolumen nach Behandlung mit den Prostaglandinen E; (25 ng/ml, 50 ng/ml, 100
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ng/ml) und F2q (100 ng/ml, 1 pug/ml) in kultivierten Astrozyten nach 20 Minuten um bis zu 35

% (Abb. 25 C, D; Abb. 26).
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Abbildung 25: Wirkung von Zyklooxygenaseinhibitoren auf die durch NH4Cl induzierte Astrozytenschwellung
und Wirkung von Prostanoiden auf das Astrozytenzellvolumen in vitro. Kultivierte Rattenastrozyten blieben
entweder unbehandelt oder wurden 30 Minuten lang vorbehandelt mit Diclofenac (A) oder Indomethacin (B)
(jeweils 10 umol/l), bevor die Zellen in Gegenwart der entsprechenden Substanzen mit NH4Cl (5 mmol/l)
inkubiert wurden. (C/D) Zellvolumenanderungen in PGE2 (25 ng/ml, 50 ng/ml, 100 ng/ml)- oder PGF2« (100
ng/ml, 1 pg/ml)-behandelten Astrozyten. Das Zellvolumen unbehandelter Astrozyten (0 Minuten, Kontrolle)
wurde gleich eins gesetzt und Volumendnderungen nach experimenteller Behandlung in Relation dazu
ausgedriickt. * statistisch signifikant unterschiedlich zur unbehandelten Kontrolle (n>4) (aus Lachmann et al.,

2013).
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Abbildung 26: Wirkung von Zyklooxygenaseinhibitoren auf die durch NH4Cl induzierte Astrozytenschwellung
und Wirkung von Prostanoiden auf das Astrozytenvolumen in vitro. Relatives Zellvolumen kultivierter Astro-
zyten 20 Minuten nach Inkubation mit NH4Cl (5 mmol/I) in An- oder Abwesenheit von Diclofenac oder Indo-
methacin (jeweils 10 pumol/l), oder Behandlung mit Prostaglandin PGE. (25, 50, 100 ng/ml) oder PGFaq
(100ng/ml, 1ug/ml). In jedem Experiment wurde das Zellvolumen unbehandelter Astrozyten (0 Minuten, Kon-
trolle) gleich eins gesetzt und Volumenanderungen 20 Minuten nach experimenteller Behandlung in Relation
dazu ausgedriickt. * statistisch signifikant unterschiedlich zu unbehandelten Kontrollen (n>4). # statistisch signi-
fikant verschieden im Vergleich zur Behandlung mit NH4Cl (Smmol/l) (aus Lachmann et al., 2013).

Eine durch Hypoosmolaritat herbeigefiihrte Zellschwellung wie auch NH4Cl induziert
in kultivierten Astrozyten die Bildung von RNOS durch Aktivierung von NADPH-Oxidase und
der neuronalen NO-Synthaseisoform (Reinehr et al., 2007). Um die Bedeutung der von der
NADPH-Oxidase gebildeten reaktiven Sauerstoffspezies fiur die durch NHsCl (5 mmol/l)
induzierte Astrozytenschwellung zu lGberprifen, wurden die Zellen mit dem NADPH-Oxidase-
Inhibitor Apocynin (300 umol/l) behandelt. Wie in Abbildung 27 gezeigt, wurde die NH4Cl-
induzierte Astrozytenschwellung innerhalb der ersten 3 Minuten durch Apocynin vollstandig
blockiert. 20 Minuten nach Behandlung mit NH4Cl (5 mmol/l) stieg das Astrozytenvolumen
signifikant um 15 % gegenliber dem Ausgangsvolumen an (Abb. 32; S. 57). Diese Ergbnisse
deuten auf eine Beteiligung der NADPH-Oxidase bei der durch NH4Cl induzierten

Astrozytenschwellung.
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Abbildung 27: Bedeutung der NADPH-Oxidase fiir die NHasCl-induzierte Astrozytenschwellung in vitro.
Kultivierte Rattenastrozyten blieben entweder unbehandelt oder wurden 30 Minuten lang mit Apocynin (300
umol/l) vorbehandelt, bevor die Zellen in Gegenwart von Apocynin mit NH4Cl (5 mmol/l) inkubiert wurden. Das
Zellvolumen unbehandelter Astrozyten (0 Minuten, Kontrolle) wurde gleich eins gesetzt und Volumen-
anderungen nach experimenteller Behandlung in Relation dazu ausgedriickt. * statistisch signifikant im
Vergleich zu unbehandelten Kontrollen (n>4) (aus Lachmann et al., 2013).

Eine Beteiligung des von NO-Synthasen gebildeten Stickstoffmonoxids bei der durch
NH4Cl vermittelten Astrozytenschwellung wurde unter Verwendung des Breitband NO-Syn-
thaseinhibitors L-NMMA untersucht. Abbildung 28 zeigt, dass die durch NH4Cl (5 mmol/l)
induzierte Astrozytenschwellung innerhalb der ersten 5 Minuten durch L-NMMA (1 mmol/I)
gehemmt wurde. 20 Minuten nach Behandlung mit NH4Cl (5 mmol/l) war das Astrozyten-

volumen signifikant auf 112 % des Ausgangsvolumens angestiegen (Abb. 32; S. 57).
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Abbildung 28: Bedeutung von Stickstoffmonoxid fiir die NH4Cl-induzierte Astrozytenschwellung in vitro. Kul-
tivierte Rattenastrozyten blieben entweder unbehandelt oder wurden 30 Minuten lang mit L-NMMA (1 mmol/l)
vorbehandelt, bevor die Zellen in Gegenwart von L-NMMA mit NHsCl (5 mmol/l) inkubiert wurden. Das
Zellvolumen unbehandelter Astrozyten (0 Minuten, Kontrolle) wurde gleich eins gesetzt und Volumen-
anderungen nach experimenteller Behandlung in Relation dazu ausgedriickt. * statistisch signifikant im Ver-
gleich zu unbehandelten Kontrollen (n>4) (aus Lachmann et al., 2013).

Diese Ergebnisse deuten sowohl auf eine Beteiligung von NADPH-Oxidase als auch
von NO-Synthasen bei der durch Ammoniak induzierten Astrozytenschwellung. Um die
Effekte der  NADPH-Oxidase und NO-Synthasen fiir die  NHsCl-induzierte
Astrozytenschwellung zu untersuchen, wurden Astrozyten gleichzeitig mit Apocynin (300
umol/l) und L-NMMA (1 mmol/I) inkubiert. Wie in Abbildung 29 gezeigt, wurde die NH4Cl-
induzierte Astrozytenschwellung in dem Beobachtungszeitraum von 20 Minten vollstandig in

Anwesenheit von Apocynin und L-NMMA gehemmt.
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Abbildung 29: Bedeutung der NADPH-Oxidase und NO-Synthasen fiir die durch NH4Cl induzierte Astrozyten-
schwellung in vitro. Kultivierte Rattenastrozyten blieben entweder unbehandelt oder wurden 30 Minuten lang
mit Apocynin (300 umol/l) und L-NMMA (1 mmol/l) vorbehandelt, bevor die Zellen in Gegenwart von Apocynin
und L-NMMA mit NH4Cl (5 mmol/l) inkubiert wurden (A/B). Das Zellvolumen der unbehandelten Astrozyten (0O
Minuten, Kontrolle) wurde gleich eins gesetzt und Volumenanderungen nach experimenteller Behandlung in
Relation dazu ausgedriickt. * statistisch signifikant im Vergleich zu unbehandelten Kontrollen (n>4) (aus
Lachmann et al., 2013).

Von der NADPH-Oxidase gebildete Superoxidanionradikale koénnen durch die
Superoxiddismutase in H,O; Uberfuhrt werden, in dessen Folge die intrazellulare Konzen-
tration von H;0; ansteigt (Bedard et al., 2007). Daher wurde der Einfluss von H,O; auf das
Astrozytenvolumen untersucht. Wie in Abb. 30 gezeigt, steigerte H,0, (0,5 mmol/l) in einem
Beobachtungszeitraum von 20 Minuten das Astrozytenvolumen auf 120 % des Ausgangs-

volumens.
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Abbildung 30: Wirkung von H20: und Spe-NO auf das Zellvolumen kultivierter Rattenastrozyten. Kultivierte
Rattenastrozyten blieben entweder unbehandelt oder wurden mit H202 (500 pumol/l) oder Spe-NO (400 umol/I)
inkubiert. Das Zellvolumen unbehandelter Astrozyten (0 Minuten, Kontrolle) wurde gleich eins gesetzt und
Volumenanderungen nach experimenteller Behandlung in Relation dazu ausgedriickt. * statistisch signifikant
unterschiedlich zu unbehandelten Kontrollen (n=3) (aus Lachmann et al., 2013).

Die Behandlung kultivierter Rattenastrozyten mit dem NO-Donor Spermin-NONOate
(Spe-NO, 400 umol/l) steigerte das Astrozytenvolumen auf 120 % des Ausgangsvolumens
innerhalb von 20 Minuten (Abb. 30).

Die Behandlung mit H,0; steigerte die Laktatdehydrogenase-Aktivitit (LDH) im Uber-
stand nicht, was darauf hindeutet, dass die H,Oz-induzierte Astrozytenschwellung nicht auf

einem Verlust der Zellintegritat beruht (Tab. 6).

Tabelle 6: Laktatdehydrogenase-Aktivitat im Zellkulturiiberstand H202-behandelter Astrozyten.

Astrozyten blieben entweder unbehandelt oder wurden mit H202 (100 umol/I, 500 umol/I, 10 mmol/I) fiir
20 Minuten inkubiert. Die Laktatdehydrogenase (LDH)-Aktivitit wurde nachfolgend im Uberstand des
Zellkulturmediums gemessen. Die LDH-Aktivitat im Uberstand unbehandelter Zellen wurde gleich eins
gesetzt und die LDH-Aktivitdt nach Behandlung mit H202 in Relation dazu ausgedriickt. n.s.: nicht
signifikant. * : statistisch signifikant im Vergleich zu unbehandelten Kontrollen (n=3) (aus Lachmann et al.,
2013).

Unbehandelt H20; (100 pmol/l) | H202 (500 umol/l) | H202 (10 mmol/l)

1 0,92+0,16 "* 0,87+0,05"* 2,16+0,07*
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Superoxid und Stickstoffmonoxid kdnnen unter Bildung von Peroxynitrit, welches
effektiv durch Harnsdure eingefangen wird, rekombinieren (Crow und Ischiropoulos, 1996).
Harnsaure (200 umol/l) hemmte die durch NH4Cl (5 mmol/I) induzierte Astrozytenschwellung
innerhalb der ersten 5 Minuten vollstandig (Abb. 31) und reduzierte die durch NH4Cl 20

Minuten nach Behandlung induzierte Zellvolumenzunahme um 55 % (Abb. 32).
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Abbildung 31: Wirkung von Harnsaure auf die durch NHsiCl induzierte Astrozytenschwellung in vitro.
Kultivierte Rattenastrozyten blieben entweder unbehandelt oder wurden 30 Minuten lang mit Harnsdure (200
umol/l) vorbehandelt, bevor die Zellen in Gegenwart von Harnsdure mit NH4Cl (5 mmol/I) inkubiert wurden.
Das Zellvolumen unbehandelter Astrozyten (0 Minuten, Kontrolle) wurde gleich eins gesetzt und Volumen-
anderungen nach experimenteller Behandlung in Relation dazu ausgedriickt. * statistisch signifikant im
Vergleich zu unbehandelten Kontrollen (n>4) (aus Lachmann et al., 2013).
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Abbildung 32: Wirkung von Apocynin, L-NMMA und Harnsdure auf die durch NHsCl induzierte Astrozyten-
schwellung in vitro. Relatives Zellvolumen kultivierter Astrozyten 20 Minuten nach Inkubation mit NH4Cl (5
mmol/l) in An- oder Abwesenheit von Apocynin (300 umol/l), L-NMMA (1 mmol/l) oder Harnsdure (200
umol/l). In jedem Experiment wurde das Zellvolumen unbehandelter Astrozyten (0 Minuten, Kontrolle) gleich
eins gesetzt und Volumenanderungen 20 Minuten nach experimenteller Behandlung in Relation dazu ausge-
drickt. * statistisch signifikant unterschiedlich zu unbehandelten Kontrollen (n>4). # statistisch signifikant ver-
schieden im Vergleich zur Behandlung mit NH4Cl (5Smmol/I) (aus Lachmann et al., 2013).

Die Behandlung kultivierter Astrozyten mit NH4Cl steigert die Glutaminbildung (Jayakumar et
al., 2006) und die durch NH4Cl induzierte ROS-Bildung kann durch den Glutaminsynthetase-
Hemmstoff MSO blockiert werden (Albrecht et al., 2010; Jayakumar et al., 2004; Murthy et
al., 2001). Daher wurde die Wirkung von MSO auf die durch NHaiCl induzierte

Astrozytenschwellung untersucht.
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Wie in Abb. 33 gezeigt, wurde die durch Ammoniak induzierte Astrozytenschwellung
ebenfalls signifikant durch den Glutaminsynthetasehemmstoff Methioninsulfoximin (MSO, 3

mmol/I) verhindert.
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Abbildung 33: Wirkung des Glutaminsynthetase-Hemmstoffs MSO auf die durch NH4Cl induzierte Astrozyten-
schwellung. Relatives Zellvolumen kultivierter Astrozyten 20 Minuten nach Inkubation mit NH4Cl (5 mmol/l) in
An- oder Abwesenheit von MSO (3 mmol/I). In jedem Experiment wurde das Zellvolumen unbehandelter Astro-
zyten (0 Minuten, Kontrolle) gleich eins gesetzt und Volumenanderungen 20 Minuten nach experimenteller
Behandlung in Relation dazu ausgedruickt. * statistisch signifikant unterschiedlich zu unbehandelten Kontrollen
(n>4). # statistisch signifikant verschieden im Vergleich zur Behandlung mit NH4Cl (5 mmol/I) (aus Lachmann et
al., 2013).
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Um auszuschlieBen, dass der inhibitorische Effekt von MSO auf die durch Ammoniak
induzierte Astrozytenschwellung durch antioxidative Eigenschaften von MSO vermittelt wird,
wurde die Reaktivitdt von Indikatorfarbstoffen, die mit H,0, (Amplex Red), ONOO" (DCF) oder
NO™ (DAF-FM) unter Bildung eines Fluoreszenzpodukts reagieren, in Gegenwart von MSO ge-
testet. Die Farbstoffe wurden in vitro mit dem jeweiligen Oxidans (H.0,, ONOO™ oder NO-
Donor S-Nitrosocystein (SNOC)) in An- oder Abwesenheit von MSO behandelt und die
Fluoreszenzemission fluorimetrisch bestimmt. Wie in Abb. 34 gezeigt, wurde die in vitro
Oxidation keiner der vewendeten Fluoreszenzindikatoren durch MSO gehemmt, jedoch ef-
fektiv verhindert durch Radikalfanger fir ONOO™ (EGCG), H,0; (Katalase) oder NO™ (cPTIO,
reduziertes Glutathion).

Die Ergebnisse lassen vermuten, dass die Hemmung der durch NH4Cl induzierten

Astrozytenschwellung durch MSO nicht auf antioxidativen Eigenschaften von MSO beruht.
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Abbildung 34: Wirkung von Methioninsulfoximin auf die in vitro-Oxidation von Fluoreszenzindikatoren reakti-
ver Stick- und Sauerstoffspezies. Dichlorodihydrofluoreszein (DCF, 100 pmol/l), Amplex Red (50 umol/l),
Diaminodifluorofluoreszein (DAF-FM, 1 umol/l) wurden mit ONOO™ (1 umol/l, 5 Minuten), H202 (100 umol/l, 5
Minuten) oder S-Nitrosocystein (SNOC, 100 umol/l, 60 Minuten) in An- oder Abwesenheit von
Methioninsulfoximin (MSO) oder den RNOS-Fangern Epigallocatechingallat (EGCG, 100 upmol/l), Katalase
(8000U/ml), Carboxyphenyltetramethylimidazolinoxyloxid (cPTIO, 10 umol/l) oder reduziertem Glutathion
(GSH, 10 mmol/l) inkubiert. Der Fluoreszenzansteig nach Behandlung mit ONOO", H.02 oder SNOC ist relativ zur
unbehandelten Kontrolle angegeben (aus Lachmann et al., 2013).

Zur Uberpriifung von Eigeneffekten der in der vorliegenden Arbeit vewendeten
Substanzen auf das Zellvolumen kultivierter Rattenastrozyten wurde das Zellvolumen 30
Minuten nach Behandlung mit der jeweiligen Substanz gemessen. Wie in Tab. 7 gezeigt, hatte
die Behandlung kultivierter Astrozyten mit den oben beschriebenen Hemmstoffen keinen

Effekt auf das Astrozytenzellvolumen per se.

Tabelle 7: Wirkung der in den Experimenten der vorliegenden Arbeit verwendeten Substanzen auf das
Astrozytenzellvolumen in vitro. Kultivierte Rattenastrozyten blieben entweder unbehandelt oder wurden mit
der angegebenen Substanz fiir 30 Minuten inkubiert, bevor das Zellvolumen mittels Volumenmikroskopie
gemessen wurde. n.s.: nicht statistisch signifikant im Vergleich zu unbehandelten Kontrollen (n>6 Zellen von
n>3 verschiedenen Astrozytenprdparationen (aus Lachmann et al.,, 2013). *: statistisch signifikant
unterschiedlich zu unbehandelten Kontrollen. pl: Pikoliter

Behandlung Volumen (pl)
Unbehandelt 5,39+0,12
BAPTA-AM (10 umol/l) 5,40+ 0,47 ">
Indomethacin (10 umol/I) 4,90+0,34 "
Diclofenac (10 umol/I) 4,74+ 0,52 "=
L-NMMA (1 mmol/l) 5,38+ 0,25 "
EGCG (1 umol/l) 5,15+ 0,43 "
EGCG (100 nmol/l) 4,97 +0,38 "=
Apocynin (300 pumol/1) 5,03 +£0,20 "
MK801 (100 umol/I) 4,92 +0,23 "
MSO (3 mmol/l) 5,11+ 0,21 "=
Harns&ure (200 umol/l) 5,65 + 0,44 "
DMSO (0,1 %) 5,35+0,47 "
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405 mosmol/I (1 Min) 4,32+0,46 "

205 mosmol/I (1 Min) 7,86+1,37"

3.5 Wirkung HE-auslosender Faktoren auf das Kernvolumen kultivierter Astrozyten

Zellkerne kultivierter Rattenastrozyten wurden mit Syto™-11 visualisiert und deren
Volumen mittels 3D-Volumenmikroskopie quantifiziert (Abb. 35 A). Wie in Abb. 35 B gezeigt
erhohte eine Behandlung der Astrozyten mit hypoosmotischem Zellkulturmedium (205
mosmol/l, 1 Minute) das Kernvolumen signifikant auf etwa 110 % des unter normo-
osmotischen Bedingungen gegebenen Ausgangsvolumens, wahrend Hyperosmolaritat (405

mosmol/l, 1 Minute) das Kernvolumen auf 75-80 % verminderte (Abb. 35 B).
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Abbildung 35: Kernvolumen kultivierter Rattenastrozyten. Bestimmung des Zellkernvolumens in mit Syto™-11
angefarbten kultivierten Rattenastrozyten durch Volumenmikroskopie. (A) Visualisierung der Zellmembran (Cell-
Mask™-Orange) und des Zellkerns (Syto™-11). Die gestrichelte Linie in der linken Bildhilfte deutet auf die
Schnittebene, in der die Zelle quergeschnitten wurde (rechte Bildhélfte). (B) Wirkung einer Behandlung mit
hypo- (205 mosmol/l) oder hyperosmotischem (405 mosmol/l) Zellkulturmedium auf das Kernvolumen (1 Mi-
nute) (aus Lachmann et al., 2013).
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Die Behandlung mit NH4Cl (5 mmol/l), TNF-a (10 ng/ml) oder Diazepam (10 pumol/l)

steigerte das Kernvolumen zeitabhdngig auf bis zu 120 % des jeweiligen Kontrollvolumens
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Abbildung 36: Zeitabhangige Wirkung von NHsCl, TNF-a oder Diazepam auf das Zellkernvolumen kultivierter
Rattenastrozyten. In mit Syto™-11 angefirbten kultivierten Rattenastrozyten wurde das Kernvolumen mit der
beschriebenen Volumenmikroskopie analysiert. Wirkung von NHsCl (5 mmol/l), TNF-a (10 ng/ml) oder
Diazepam (10 umol/I) auf das Kernvolumen. Das Kernvolumen unbehandelter Astrozyten (Kontrolle, 0 Minuten)
wurde gleich eins gesetzt und Volumendnderungen nach experimenteller Behandlung in Relation dazu
ausgedriickt. * statistisch signifikant unterschiedlich zu unbehandelten Kontrollen (n>4) (aus Lachmann et al.,

2013).
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3.6 Wirkung HE-auslosender Faktoren auf das Zellvolumen kultivierter Mikroglia

Die Wirkung der HE-auslosenden Faktoren NH4Cl (5 mmol/l), Diazepam (10 pmol/l)
oder dem pro-inflammatorischen Zytokin TNF-a (10 ng/ml) wurde in kultivierten Mikroglia
untersucht. Innerhalb eines Beobachtungszeitraums von 20 Minuten hatten TNF-a (10
ng/ml) und Diazepam (10 pmol/l) keinen Einfluss auf das Mikrogliavolumen (Abb. 37).

Demgegenlber induzierte NH4Cl (5 mmol/l, 20 Minuten) einen signifikanten Anstieg

des Zellvolumens kultivierter Mikroglia um 10 % des Ausgangsvolumens (Abb. 37, Tab. 8).
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Abbildung 37: Wirkung HE-relevanter Faktoren auf das Zellvolumen kultivierter Mikroglia. Kultivierte
Rattenmikroglia blieben entweder fir 20 Minuten unbehandelt (Kontrolle) oder wurden mit TNF-a (10 ng/ml),
Diazepam (10 umol/I) oder NH4Cl (5 mmol/l) fir 20 Minuten inkubiert. Wo angegeben, wurden Mikroglia 30
Minuten vor Zugabe von NH4Cl (5 mmol/l, 20 Minuten) mit Methioninsulfoximin (MSO, 3 mmol/I) vorinkubiert.
Das Zellvolumen unbehandelter Zellen (0 Minuten, Kontrolle) wurde gleich eins gesetzt und
Volumenanderungen nach experimenteller Behandlung in Relation dazu ausgedriickt. * statistisch signifikant
unterschiedlich zu Kontrollen (n=3-4). n.s. nicht signifikant (aus Lachmann et al., 2013).
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Tabelle 8: Wirkung von NH4Cl auf das Zellvolumen kultivierter Mikroglia.

Mikroglia aus dem zerebralen Kortex der Ratte wurden auf ibidi™-Schalen ausgesat, mit CellMask™-Orange
angefirbt und durch VivaTome™-Fluoreszenzmikroskopie das Zellvolumen zu den angegebenen Zeitpunkten
gemessen. Das Zellvolumen unbehandelter Mikroglia (0 Minuten, Kontrolle) wurde gleich eins gesetzt und Volu-
menanderungen nach experimenteller Behandlung in Relation dazu ausgedriickt. * statistisch signifikant im
Vergleich zur Kontrolle (n>4) (aus Lachmann et al., 2013).

OMin 1Min 3Min 5Min 10Min 15Min 20Min

Mikroglia 1 0,96+0,03 | 0,96+0,05 | 1,00£0,03 | 1,07+0,03 | 1,06+0,01 | 1,10+0,04*

Die durch NH4Cl (5 mmol/l) induzierte Mikrogliaschwellung liel sich durch den Gluta-
minsynthetasehemmstoff Methioninsulfoximin (MSO) unterdriicken (Abb. 37). Daher wurde
untersucht, ob Rattenmikroglia Glutaminsynthetase in vitro und im Rattenhirn in vivo
exprimieren. Mittels Realtime-PCR, Western-Blot und Immunfluoreszenzanalyse wurde die

GS auf mRNA- und Proteinebene in Mikroglia in vitro nachgewiesen (Abb. 38).
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Abbildung 38: Nachweis der Glutaminsynthetase in kultivierten Mikroglia und Astrozyten. Mikroglia und
Astrozyten wurden aus dem zerebralen Kortex der Ratte isoliert und die Glutaminsynthetase-Expression mittels
(A) Western-Blot, (B) Realtime-PCR und (C) Immunfluoreszenz-Analyse untersucht. Saures Gliafaserprotein
(GFAP) und ionisiertes kalziumbindendes Protein-1 (Iba-1) wurden als Markerprotein von Astrozyten bzw.
Mikroglia kodetektiert. GAPDH diente als Beladungskontrolle im Western-Blot. Zellkerne wurden mit
Hoechst34580 angefarbt (C) (aus Lachmann et al., 2013).
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Im zerebralen Rattenkortex konnte hingegen keine GS-Immunoreaktivitdt in Ibal-po-

sitiven Mikroglia nachgewiesen werden. Eine ausgepragte Anti-GS-Immunoreaktivitdt wurde

in GFAP-positiven Astrozyten im Rattenhirn in situ gefunden (Abb. 39).

Abbildung 39: Immunfluoreszenzanalyse von GFAP, Iba-1 und GS im Rattenhirn. Immunfluoreszenz-Analyse
der Glutaminsynthetase (GS, griin)-Expression im zerebralen Kortex der Ratte. Mikroglia und Astrozyten wurden
mit Iba-1 (rot) bzw. saurem Gliafaserprotein (GFAP, rot) angefarbt (aus Lachmann et al., 2013).
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3.7

Wirkung HE-auslosender Faktoren auf das Zellvolumen kultivierter Neurone

Keine signifikanten Zellvolumendnderungen wurden in mit NHsCl (5 mmol/l) be-

handelten kultivierten Neuronen aus dem zerebralen Rattenkortex

Beobachtungszeitraums von 20 Minuten beobachtet (Tab. 9).

Tabelle 9: Wirkung von NH4Cl auf das Zellvolumen kultivierter Neurone.

innerhalb eines

Neurone aus dem zerebralen Kortex der Ratte wurden auf ibidi™-Schalen ausgesat, mit CellMask™-Orange
angefirbt und durch VivaTome™-Fluoreszenzmikroskopie das Zellvolumen zu den angegebenen Zeitpunkten
gemessen. Das Zellvolumen unbehandelter Neurone (0 Minuten, Kontrolle) wurde gleich eins gesetzt und Volu-
menanderungen nach experimenteller Behandlung in Relation dazu ausgedrickt. * statistisch signifikant im
Vergleich zur Kontrolle (n>4) (aus Lachmann et al., 2013).

OMin

1Min

3Min

5Min

10Min

15Min

20Min

Neurone

0,86+0,05

0,95+0,05

0,93+0,06

0,93+0,06

0,90+0,04

0,87+0,09
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4, Diskussion

4.1 Wirkung HE-relevanter Faktoren auf das Astrozytenzellvolumen

Ziel der vorliegenden Arbeit war es, mit Hilfe eines 3D-Volumenmikroskopieransatzes
durch HE-relevante Faktoren ausgeldste Zellvolumenanderungen zeit- und konzentrations-
abhédngig zu untersuchen und der Zellschwellung zugrundeliegende Mechanismen in vitalen
Astrozyten unter besonderer Bericksichtigung von oxidativ/nitrosativem Stress zu
charakterisieren.

Ausgangspunkt der Untersuchungen waren Befunde aus der Arbeitsgruppe von Pro-
fessor Haussinger, die darauf hindeuten, dass osmotischer und oxidativer Stress einen Kon-
vergenzpunkt fiir die Wirkung HE-relevanter Faktoren wie NHaCl, pro-inflammatorischer
Zytokine, Benzodiazepine und Hypoosmolaritat darstellen (Gorg et al., 2003, 2006; Kruczek et
al., 2009; Kruczek et al., 2011; Reinehr et al., 2007; Schliess et al., 2002; Schliess et al., 2004).

Da eine hypoosmotisch-vermittelte Astrozytenschwellung per ser die Bildung reakti-
ver Stick- und Sauerstoffspezies (RNOS) auslost (Schliess et al., 2004) und diese wiederum
eine Zellschwellung induzieren kénnen, postulierte Professor Haussinger, dass osmotischer
Stress und die Bildung reaktiver Stick- und Sauerstoffspezies sich wechselseitig verstarken
und hierliber astrogliale und neuronale Funktionen gestért und oszillatorische Netzwerke
beeintrachtigt werden (Haussinger und Schliess, 2008; Haussinger und Sies, 2013; Schliess et
al., 2006).

In Ubereinstimmung mit der von Professor Hiussinger aufgestellten Schwellungs-
hypothese zur Pathogenese der hepatischen Enzephalopathie zeigt die vorliegende Arbeit,
dass die HE-relevanten Faktoren Ammoniak, die pro-inflammatorischen Zytokine TNF-a, IL-13
und IFN-y und das Benzodiazepin Diazepam Uber die Bildung von RNOS eine rasch einset-
zende Astrozytenschwellung induzieren. Die Arbeit belegt damit die Annahme, dass oxida-
tivem Stress fur die Induktion der Astrozytenschwellung bei HE eine wichtige Rolle zukommt
(Haussinger und Schliess, 2008; Haussinger und Sies, 2013; Schliess et al., 2006).

Da HE-induzierende Faktoren synergistisch wirken bei der Induktion von oxidativem
Stress (Gorg et al., 2003; Haussinger und Schliess, 2008), ist es denkbar, dass sie auch

synergistisch eine Zellvolumenzunahme der Astroyzten bedingen. In der vorliegenden Arbeit
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wurden synergistische Wirkungen HE-relevanter Faktoren auf Zellvolumenanderungen nicht
untersucht.

Die Autoren Rama Rao et al. zeigten jedoch, dass die Langzeitbehandlung kultivierter
Astrozyten mit Ammoniak (5 mmol/l) und den pro-inflammatorischen Zytokinen TNF-a, IL-1
und IFN-y (jeweils 10 ng/ml) synergistisch das Astrozytenzellvolumen erh6hen kann (Rama
Rao et al., 2010): Wahrend sowohl Ammoniak und pro-inflammatorische Zytokine in
Ubereinstimmung mit den Ergebnissen der vorliegenden Arbeit alleinig das
Astrozytenzellvolumen erhéhen, wurde bei gleichzeitiger Behandlung mit Ammoniak und
pro-inflammatorischen Zytokinen kein additiver Effekt auf die Zellvolumenzunahme
beobachtet. Wurden die Astrozyten hingegen 24 Stunden lang mit Ammoniak vorbehandelt
und nachfolgend pro-inflammatorische Zytokine (TNF-a+IL-1B+IL6+IFN-y) zugegeben und fir
weitere 24 Stunden inkubiert, kam es zu einer Verdreifachung des Astrozytenvolumens (129
%) im Vergleich zur alleinigen Behandlung mit Ammoniak oder Zytokinen. Die Autoren
erklaren diesen Befund dadurch, dass Ammoniak und pro-inflammatorische Zytokine
synergistsich NF-kB aktivieren und hieriiber eine Astrozytenschwellung induziert wird. Uber
welchen Mechanismus Ammoniak Gber Aktivierung von NF-kB eine Astrozytenschwellung
bewirkt, ist derzeit unklar. Bekannt ist aber, dass NF-kB die Gentranskription der
induzierbaren NO-Synthase steigert (Griscavage et al., 1996; Xie et al., 1994) und die
Zyklooxygenase-2 aktiviert (Chun et al., 2004; Crofford et al., 1997).

Da sowohl Prostanoide wie auch NO eine Zellschwellung induzieren konnen (diese
Arbeit, Lachmann et al., 2013), kdnnte eine synergistische Expressionssteigerung von iNOS
und COXz durch Ammoniak und pro-inflammatorische Zytokine ebenfalls die Schwellung
synergistisch verstarken. In Einklang mit dieser Vermutung steigert die Behandlung
kultivierter Astrozyten mit NH4Cl und IL-1B das Expressionsniveau der iNOS-mRNA
synergistisch gegeniuber der alleinigen Behandlung mit NH4Cl oder IL-1B (Chastre et al.,
2010).

In Ubereinstimmung damit zeigt die Arbeit von Rama Rao et al., dass eine Vorinku-
bation der Astrozyten mit Ammoniak die durch pro-inflammatorische Zytokine induzierbare
NF-kB-Aktiverung potenziert (Rama Rao et al., 2010).

Unklar bleibt jedoch, ob eine Astrozytenzellvolumenzunahme von bis zu 130 % auch

in vivo auftreten kann. Auch die Eignung der von den Autoren verwendeten Volumen-
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messtechnik, bei der der Zucker 3-O-Methyl-D-Glukose (3-OMG) als radioaktiv markierter
Tracer verwendet wird, ist in diesem Zusammenhang unklar, da sowohl Ammoniak
(Desjardins et al., 2001) als auch Zytokine (Bédard et al., 1997; Shikhman et al., 2001) den
Glukosetransport modulieren kénnen.

Die vorliegende Arbeit zeigt weiterhin, dass eine Aktivierung des peripheren
Benzodiazepinrezeptors durch Diazepam eine Astrozytenschwellung induziert (Abb. 19, 20; S.
44, 45). Demgegeniiber bewirkte der Agonist des zentralen Benzodiazepinrezeptors
Clonazepam keine Zellvolumenzunahme (Abb. 19; S. 44). Diese Beobachtung steht in
Ubereinstimmung mit der Beobachtung, dass der zentrale Benzodiazepinrezeptor in
Astrozyten nicht exprimiert wird (Bender and Norenberg, 1998) und dessen Ligand
Clonazepam im Gegensatz zu Diazepam keine RNOS-Synthese in Astrozyten triggert (Gorg et
al., 2003; Jayakumar et al., 2002).

Kongruent zu den Ergebnissen der vorliegenden Arbeit beobachteten Bender et al.,
dass Diazepam, welches sowohl den peripheren als auch den zentralen Benzodiazepinrezep-
tor stimuliert, eine Zunahme des Astrozytenzellvolumens um 11-17 % nach 2 und 3 Tagen
bewirkt (Bender und Norenberg, 1998). Die Arbeit von Bender at al. zeigt aulRerdem, dass
spezifische Agonisten des PBR (Ro5-4864, DBIsi-70, Octadecaneuropeptid) die ammoniak-
induzierte Astrozytenschwellung nach 2 und 3 Tagen verstarken. Diese Ergebnisse weisen auf
einen synergistischen Mechanismus bei der Induktion der Astrozytenschwellung durch
Ammoniak und einer Aktivierung des peripheren Benzodiazepinrezeptors hin. Wurden die
Astrozyten mit Flumazenil, einem Antagonisten des zentralen Benzodiazepinrezeptors behan-
delt, beobachteten die Autoren keine Anderung des Astrozytenvolumens (Bender und
Norenberg, 1998).

Die molekularen Mechanismen, durch die Benzodiazepine oder pro-inflammatorische
Zytokine eine Astrozytenschwellung auslosen, sind nicht verstanden. Die vorliegende Arbeit
zeigt nun, dass die durch das Benzodiazepin Diazepam und pro-inflammatorische Zytokine
auslosbare Astrozytenschwellung vollstandig durch das Antioxidans EGCG unterdriickt wird
(Abb. 21; S. 46). Diese Ergebnisse weisen auf eine wichtige Rolle von oxidativem Stress fir
die durch Diazepam und pro-inflammatorische Zytokine induzierte, rasch einsetzende

Astrozytenschwellung.
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4.2 Zeit- und Konzentrationsabhangigkeit der durch Ammoniak induzierten

Astrozytenschwellung

Es ist allgemein anerkannt, dass Ammoniak ein Schliisseltoxin fiir die Pathogenese der
HE ist (Butterworth et al., 1987; Albrecht und Norenberg, 2006) und in die Ausbildung eines
geringgradigen glialen Odems bei HE involviert ist (Hiussinger, 1994; Hiussinger et al., 2000;
Haussinger, 2006).

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit zeigen eine nahezu sofortig einsetzende, zeit-
und konzentrationsabhdngige Volumenzunahme kultivierter Rattenastrozyten nach
Behandlung mit Ammoniak (Abb. 17; S. 41-42). Demgegeniiber konnte in Untersuchungen
unter Verwendung der Kletziens-Technik eine durch  Ammoniak induzierte
Astrozytenschwellung erst zu einem deutlich spateren Zeitpunkt (12-48 Stunden) festgestellt
werden (Jayakumar, 2006; Jayakumar et al., 2006; Pichili et al., 2007; Rama Rao et al., 2003).

Die Kletziens-Zellvolumenmessung bietet verglichen mit der VivaTome-Mikroskopie
eine deutlich geringere zeitliche Auflésung. Rasche Zellvolumendanderungen, die innerhalb
von wenigen Minuten erfolgen, konnen mit Hilfe dieser Technik nicht erfasst werden (Kapitel
2.2.11; S. 27) (Walz, 1999).

Wahrend in der vorliegenden Arbeit bereits nach 1 Minute nach Behandlung mit 5
mmol/l NHiCl eine geringfiigige, aber signifikante Volumenzunahme um etwa 4 %
beobachtet wurde (Abb. 17; S. 41-42), fanden Rama Rao et al., und Jayakumar et al., unter
Verwendung der Kletziens-Technik 30 Minuten nach Stimulation mit Ammoniak keine
Zunahme des Astrozytenzellvolumens (Jayakumar et al., 2006; Rama Rao et al., 2003).
Demgegenulber wurde in verschiedenen Untersuchungen unter Verwendung der Kletziens-
Technik eine Zellvolumenzunahme mit NH4Cl (5 mmol/l) behandelter Astrozyten zwischen 41
% bis zu 127 % innerhalb eines Beobachtungszeitraums von 12 Stunden bis zu 3 Tagen
beschrieben (Jayakumar, 2006; Jayakumar et al., 2006; Pichili et al., 2007; Rama Rao et al.,
2003). Die Angaben zu der durch NH4Cl (5 mmol/l) induzierten Zellvolumenzunahme
kultivierter Astrozyten, die nach 24 Stunden beobachtet wurde, schwankten zwischen 100 %
(Rama Rao et al., 2003) und 59 % (Jayakumar et al., 2006) oder 44 % (Pichili et al., 2007).
Nach 12 Stunden wurde in mit NH4Cl (5 mmol/I) behandelten Astrozyten keine (Jayakumar,
2006) oder eine 50 %ige Zunahme des Astrozytenzellvolumens unter Verwendung der

Kletziens-Technik beobachtet (Rama Rao et al., 2003).
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Diese heterogenen Befunde zur Kinetik der durch Ammoniak induzierten Astrozyen-
schwellung kénnten technische Ursachen haben oder konnen auf unterschiedliche Eigen-
schaften der individuellen primdren Rattenastrozytenkulturen zuriickzufihren sein.

Veranderungen des intrazellularen pH-Werts konnen die Aktivitdit von
Glukosetransportern und die Aufnahme von Glukose beeintrachtigen (Kristiansen et al.,
1994). Daher ist es denkbar, dass die durch Ammoniak sofortig einsetzenden pH-Wert-
Anderungen in Astrozyten die Aufnahme von radioaktiv markiertem 3-OMG beeintrichtigen.

Daliberhinaus ist die N-Glykosylierung des Glukosetransporters GLUT-1 bedeutsam
fir seine Aktivitat (Asano et al.,, 1991). Da Ammoniak die N-Glykosylierung von Proteinen
beeeintrachtigt (Gorg et al., 2015; Jérdens et al., 2015; Sobczyk et al., 2015), kann spekuliert
werden, dass dies auch einen Effekt auf den Glukosetransport austibt.

Auch die Expression von Glukosetransportern kdnnte durch Ammoniak beeinflusst
werden. So konnten Desjardins et al. zeigen, dass eine durch hepatische Devaskularisation
erzeugte systemische Hyperammoniamie die Expression von GLUT-1 in Astrozyten im Gehirn
steigert (Desjardins et al., 2001).

Die Eignung der Kletziens-Technik fir die Messung von Zellvolumenveranderungen
wurde bereits von anderen Autoren kritisch hinterfragt: So beobachteten Faff-Michalak et al.
sowohl in mit Ammoniumchlorid als auch mit hypoosmotischem Medium behandelten Astro-
zyten eine rasche Freisetzung des Osmolyts Taurin (Faff-Michalak et al., 1994). Im Gegensatz
zu mit hypoosmotischem Medium behandelten Astrozyten der Retina, gelang es den Autoren
nicht, Volumenanderungen in mit Ammoniumchlorid behandelten Zellen mit der Kletziens-
Technik zu messen. Die Autoren fiihrten dies auf eine unspezifisch in der Probe verbliebene
Radioaktivitat zurtick (Faff-Michalak et al., 1994).

Isaacks et al. fanden, dass Ammoniak nach 6 Stunden den Mpyo-Inositolgehalt
kultivierter Astrozyten signifikant verminderte (Isaacks et al., 1999). Zu diesem Zeitpunkt
konnte mit der Kletziens-Technik jedoch keine Zellvolumenanderung festgestellt werden.
Dabei muss bedacht werden, dass die Freisetzung von Osmolyten in mit Ammoniak
behandelten Astroyzten die osmotische Imbalance kompensiert haben konnte.

Es wurde vermutet, dass hohe Zellvolumenzunahmen von bis 50-130 % erforderlich
sind, um den Pathomechanismus der HE auszulosen (Jayakumar, 2006; Norenberg et al.,

2005; Rama Rao et al., 2003). Diese Vermutung erscheint unplausibel, da derartig hohe
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Volumenzunahmen der Astrozyten den Hirndruck stark ansteigen lieRen und eine
Kompression des Hirnstamms herbeifiihrten. Dariberhinaus sind bereits geringfligige
Volumenanderungen von wenigen Prozent ausreichend fir die Initilerung osmotischer
Signalkaskaden in verschiedenen Zelltypen (Schliess und Haussinger, 2003).

Im Vergleich zu der Kletziens-Technik kann die VivaTome™-Volumenmikroskopie
Volumenanderungen nicht nur sehr rasch und dynamisch erfassen, sondern auch das
Volumen einzelner Zellen messen. Die Kletziens-Technik kann hingegen Volumenanderungen
nur in einer gesamten Population und nur indirekt durch Kalkulation des 3-O-Methyl-D-
Glukose-Gehalts der Zellen erfassen. Da bei der VivaTome™-Volumenmikroskopie
Volumenanderungen einzelner Zellen erfasst werden kénnen, wird es moglich zu erkennen,
ob innerhalb der Astrozytenkultur Subpopulationen vorhanden sind, die gegeniber anderen
in der Kultur vorhandenen Astrozyten verschiedenartig reagieren. In den Experimenten der
vorliegenden Arbeit reagierten die Astrozyten jedoch einheitlich mit einer
Zellvolumenzunahme auf die Stimulation mit Ammoniumchlorid.

In Ubereinstimmung mit den in der vorliegenden Arbeit prisentierten Daten zeigen
Untersuchungen anderer Autoren unter Verwendung von fluoreszenzfarbstoffbasierten Zell-
volumenesstechniken, dass Ammoniak innerhalb von Minuten eine Schwellung kultivierter
Astrozyten oder Astrozytomzellen hervorruft (Alvarez-Leefmans et al., 2006; Andersson et
al., 2009; Reinehr et al., 2007).

Alvarez-Leefmans et al. und Reinehr et al. haben hierfir den Fluoreszenzfarbstoff
BCECF verwendet und die durch Wassereinstrom vermittelten Konzentrationserniedrigungen
des intrazellular eingeschlossenen Fluoreszenzfarbstoffs an seinem isosbestischem Punkt
beobachtet (Alvarez-Leefmans et al., 2006; Reinehr et al., 2007). Bei Beobachtung eines
definierten Bereiches in einer Zelle (Region Of Interest) stellten die Autoren nach
Ammoniakbehandlung durch die Zellschwellung und damit einhergehender Verdiinnung des
Farbstoffs eine Abschwachung des Fluoreszenzsignals fest. Wurde jedoch die Fluoreszenz der
gesamten Zelle erfasst, fanden die Autoren nach Ammoniakbehandlung kein verdndertes
Fluoreszenzsignal gegeniiber unbehandelten Kontrollen. Dies bedeutet, dass der Abfall der
Farbstoffkonzentration im ,,Region Of Interest” nach Ammoniakbehandlung nicht Folge einer
Freisetzung des Farbstoffs aus der Zelle ist. Bei einer Ammoniakkonzentration von 20 mmol/I

beobachteten Alvarez-Leefmans et al. innerhalb von weniger als 10 Minuten eine
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Volumenzunahme von 6 %. In Ubereinstimmung mit Leefmanns et al. beobachteten Reinehr
et al. unter Verwendung der gleichen Messtechnik eine durch 5 mmol/l NH4Cl induzierte,
innerhalb von 10 Minuten rasch einsetzende Astroyzenschwellung (Reinehr et al., 2007).

Auch die Ergebnisse von Andersson et al.,, welche an Stelle von BCECF den
Fluoreszenzfarbstoff und Kalziumchelator Fura-2 verwendeten, konnten eine durch Ammo-
niak induzierte Volumenzunahme innerhalb von 30 Minuten bestatigen (Andersson et al.,
2009). Fura-2 bindet freie Kalziumionen und bei Anregung am isosbestischen Punkt ist die
Fura-Fluoreszenz unabhangig von der intrazelluldren Kalziumkonzentration und kann daher
herangezogen werden zur Erfassung von Farbstoffverdiinnungseffekten in der Zelle
(Grynkiewicz et al., 1985). In den Experimenten von Andersson et al. erfolgten die
Volumenmessungen jedoch nicht an Einzelzellen, sondern an einem nahezu konfluenten, auf
Deckgldasern ausgesaten Astrozytenlayer. Dabei war der Abstand zwischen den einzelnen
Zellen grolR genug, um die Zellgrenzen zu identifizieren. In Ubereinstimmung mit den
Ergebnissen der vorliegenden Arbeit fanden Andersson et al. ebenfalls eine rasche
einsetzende durch Ammoniumchlorid induzierbare Volumenzunahme: 30 Minuten nach
Behandlung mit NH4Cl (5 mmol/l) beobachteten sie auf 35 % der untersuchten Deckglaser
eine signifikante Zunahme geschwollener Astrozyten. Bei kiirzeren Inkubationszeiten mit
Ammoniak fanden die Autoren hingegen keine signifikant erhéhte Anzahl geschwollener
Astrozyten. Die Erfassung von Zellvolumendnderungen von konfluenten Astrozytenkulturen
ist als ungenau anzusehen, da Zellgrenzen nicht immer eindeutig voneinander abgegrenzt
werden kénnen. Dennoch kommen die Autoren beziiglich Zeitabhangigkeit der durch NH4Cl
induzierten Zellschwellung zu dhnlichen Ergebnissen wie in der vorliegenden Arbeit.

Auch die konfokale Laserscanning-Mikroskopie wurde zur Erfassung durch Ammoniak
induzierter Zellvolumenanderungen genutzt. Konopacka et al. beobachten 24 Stunden nach
Behandlung mit Ammoniumchlorid (1 oder 5 mmol/l) eine Astrozytenvolumenzunahme um
50 bzw. 80 % (Konopacka et al., 2009). Diese Untersuchungen wurden an fixierten Zellen
durchgefiihrt. Da das Fixieren der Zelle den Wassergehalt beeinflusst und dadurch das
Volumen der Zelle verandert wird, ist diese Technik anfallig fir Messfehler und
dariiberhinaus auch ungeeignet, um dynamische Volumenanderungen einzelner Zellen zu

messen.
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In einer kirzlich erschienenen Arbeit wurden Zellvolumenanderungen im Gehirn von
mit Ammoniumazetat infundierten vitalen Mausen mit Hilfe der Zweiphotonenmikroskopie
in vivo untersucht (Rangroo Thrane et al., 2013). In dieser Arbeit wurde in einem Zeitraum
von 30 Minuten nach Perfusion von Ammoniumazetat keine Astrozytenschwellung
beobachtet. Demgegeniiber wurde eine Volumenzunahme von Neuronen und damit
einhergehend eine Hyperexzitation beobachtet, die mit Krampfanfallen einherging. Derzeitig
ist unklar, warum nach Perfusion mit Ammoniumazetat in dieser Arbeit keine
Astrozytenschwellung im Gehirn in vivo beobachtet werden konnte. Denkbar ist, dass in dem
Beobachtungszeitraum von 30 Minuten eine durch Glutaminbildung induzierte osmotische
Imbalance im Astrozyten durch Osmolytdepletion kompensiert werden konnte.

Kongruent zu den Ergebnissen der vorliegenden Arbeit fanden Zielinska et al. durch
spektrometrische Volumenmessung an Rattenhirnschnitten nach Behandlung mit NH4Cl (5
mmol/l) eine mittlere Volumenzunahme von 37,5 % nach 60 Minuten (Zielinska et al., 2003).

Im Gegensatz zu in vivo-Messungen, sind in vitro-Messungen an kultivierten Zellen
technisch einfacher durchfihrbar, jedoch kdnnen die Messergebnisse durch Kulturartefakte
verfdlscht werden. So kann nicht ausgeschlossen werden, dass in der Astrozytenmonokultur
fehlende interzellulare Wechselwirkungen das Schwellungsverhalten der Astrozyten
beeinflusst.

Die vorliegende Arbeit zeigt, dass die VivaTome™-Volumenmikroskopie eine
geeignete Methode fiir die Erfassung rasch einsetzender Volumenanderungen in vitro ist.
Messungen kénnen mit hoher zeitlicher Auflosung und hoher Sensitivitat durchgefihrt
werden. Im Vergleich zur Kletziens-Technik, der konfokalen Laserscanning- und
Zweiphotonen-Mikroskopie handelt es sich um eine kostengtinstige und einfach anwendbare
Methode, die nicht den Einsatz von Radioaktivitdt und kostenaufwandigen Lasern erfordert.

Ungeklart bleibt derzeitig, GUber welchen Zeitraum Volumenanderungen mit dieser
Technik gemessen werden kénnen. Da die Zellmembran einem Turnover unterliegt, wird auch
der Farbstoff inkorporiert und dadurch moglicherweise einerseits die Physiologie der Zelle
beeinflusst, sowie andererseits das Fluoreszenzsignal an der Membran abgeschwadcht.
Ebenfalls unklar bleibt, ob die Anfarbung der Membran selbst einen Einfluss auf die durch

HE-relevante Faktoren ausgeldste Zellschwellung hat.
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4.3 Molekulare Mechanismen der durch Ammoniak induzierten Astrozytenschwellung

Zu den molekularen Mechanismen, durch die Ammoniak die Bildung reaktiver Stick-
und Sauerstoffspezies vermittelt, gehdren eine Aktivierung von NMDA-Rezeptoren und eine
Steigerung der intrazelluldren Kalziumionenkonzentration ([Ca?*];). Der Anstieg der intra-
zelluldren Kalziumkonzentration wird durch Ammoniak induzierte Prostanoidbildung
amplifiziert. Hierliber bewirkt Ammoniak eine Freisetzung von Glutamat, eine Aktivierung
von NO-Synthasen und der NADPH-Oxidase, welche reaktive Stick- und Sauerstoffspezies
bilden (Gorg et al., 2013b; Kruczek et al., 2011; Reinehr et al., 2007; Schliess et al., 2002).

In der vorliegenden Arbeit wurde untersucht, ob die gleichen Signalwege, welche die
Bildung reaktiver Stick- und Sauerstoffspezies induzieren, auch eine Astrozytenschwellung

vermitteln. Hierflir wurden Elemente dieses Signalweges durch Hemmstoffe blockiert.

4.3.1 Rolle von NMDA-Rezeptoren, [Ca%*]iund Prostanoiden fiir die durch Ammoniak

induzierte Astrozytenschwellung in vitro

Die Aktivierung von NMDA-Rezeptoren spielt eine wichtige Rolle bei vielen neuro-
logischen Erkrankungen wie z.B. bei Schlaganfall, Hyperexzitation (Chan und Butterworth,
1999; Rose, 2006) und insbesondere bei der zerebralen Odembildung (Lipton und Rosenberg,
1994; Taghibiglou et al., 2009).

Vorangegangene Untersuchungen der Arbeitsgruppe von Professor Haussinger zeig-
ten, dass Ammoniak Gber eine NMDA-Rezeptor-vermittelte Erhéhung von [Ca?*]; die Bildung
von RNOS stimuliert (Gorg et al., 2013b; Haussinger und Schliess, 2008; Kruczek et al., 2011,
2009; Schliess et al., 2006, 2002). In Ubereinstimmung mit einer durch RNOS getriggerten
Astrozytenschwellung hemmte die Antagonisierung von NMDA-Rezeptoren durch MK-801 in
der vorliegenden Arbeit die Ammoniak-vermittelte Volumenzunahme signifikant (Abb. 22 B,
24; S. 47, 49). Kongruent dazu erhohte eine Aktivierung von NMDA-Rezeptoren durch NMDA
sowie eine Behandlung mit Glutamat konzentrationsabhangig das Astrozytenzellvolumen
(Abb. 23, 24; S. 48, 49).

Die vorliegenden Befunde zeigen, dass eine Aktivierung von NMDA-Rezeptoren fiir

die Induktion der Astrozytenschwellung bedeutsam ist. Dies ldsst einen extrazelluldren
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Kalziumeinstrom Uber NMDA-Rezeptoren vermuten. Demgegeniiber zeigt eine Arbeit an
hippokampalen Mauseastrozytenkulturen, dass Ammoniak eine Erhohung der zytosolischen
Kalziumkonzentration Uber eine Freisetzung von Kalziumionen aus dem endoplasmatischen
Retikulum induziert (Rose et al., 2005). Dieser Unterschied konnte darauf beruhen, dass
Astrozyten im Hippocampus (Krebs et al., 2003; Lalo et al., 2011; Matthias et al., 2003;
Steinhduser und Gallo, 1996) im Gegensatz zu denen in der vorliegenden Arbeit
untersuchten kortikalen Astrozyten (Conti et al., 1999, 1997) keine NMDA-Rezeptoren
exprimieren. Auch die intrazellulare Pufferung freier Kalziumionen durch den
Kalziumchelator BAPTA-AM hemmte die ammoniakvermittelte Zellschwellung (Abb. 22 A, 24;
S. 47, 49) und eine Erhdhung von [Ca?*]i durch das Kalziumionophor lonomycin induzierte
eine rasch einsetzende Volumenzunahme kultivierter Astrozyten (Abb. 24; S. 49).

Prostaglandine induzieren eine intrazellulare Kalziumerhéhung in Astrozyten durch
vesikuldre Freisetzung von Glutamat (Bezzi et al., 1998) und dieser Mechanismus ist bedeut-
sam fir die Bildung von oxidativ/nitrosativem Stress in mit Ammoniak behandelten
Astrozyten (Gorg et al., 2010a; Haussinger und Gorg, 2010). Die vorliegende Arbeit zeigt, dass
eine  Hemmung der Prostanoidsynthese auch die durch Ammoniak vermittelte
Astrozytenschwellung vermindert (Abb. 25 A, B, 26; S. 50, 51) und dass Prostanoide per se
eine Astrozytenschwellung auslésen (Abb. 25 C, D, 26; S. 50, 51).

4.3.2 Rolle von oxidativ/nitrosativem Stress bei der durch Ammoniak und weiteren HE-

relevanten Faktoren induzierten Schwellung kultivierter Rattenastrozyten

In der vorliegenden Arbeit wurde erstmalig gezeigt, dass Ammoniak, pro-inflammato-
rische Zytokine und das Benzodiazepin Diazepam eine rasch einsetzende
Astrozytenschwellung induzieren, die durch Bildung von RNOS vermittelt wird (Abb. 17-20; S.
41-45),

Ammoniak induziert Gber Aktivierung der NADPH-Oxidase und von NO-Synthasen die
Bildung von RNOS und in Ubereinstimmung hiermit wurde die durch Ammoniak induzierte
Astrozytenschwellung durch Hemmstoffe der NADPH-Oxidase (Apocynin) und von
Stickstoffsynthasen (L-NMMA) sowie den Peroxynitritfanger Harnsdure verhindert (Abb. 27,

28, 29, 31, 32; S. 52-57). Interessanterweise hemmten Apocynin, L-NMMA sowie der
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Peroxynitritfanger Harnsdure die Astrozytenschwellung quantitativ vergleichbar um ca. 50 %
20 Minuten nach Behandlung mit Ammoniak (Abb. 32; S. 57). Dies lasst vermuten, dass
sowohl NO und Superoxidanionen per se, aber auch das durch deren Rekombination
gebildetete Peroxynitrit eine Astrozytenschwellung auslésen konnen. In Ubereinstimmung
damit wurde die durch Ammoniak induzierte rasch einsetzende Astrozytenschwellung
vollstandig durch gleichzeitige Hemmung von NADPH-Oxidase und NO-Synthasen
unterdriickt (Abb. 29; S. 54).

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit zeigen aullerdem, dass die zeitliche Kinetik
der durch HE-relevante Faktoren induzierten Astrozytenschwellung geringfiigig variiert (Abb.
20; S. 44), obwohl diese prinzipiell die gleichen Signalmechanismen, die zur Bildung von
RNOS fiihren, in Astrozyten aktivieren (H&aussinger und Schliess, 2008). In diesem
Zusammenhang wurde eine signifikante Schwellung in mit TNF-a behandelten Astrozyten
erst nach 10 Minuten, aber in mit Ammoniak behandelten Astrozyten bereits nach 1 Minute
nachgewiesen. Diese  Unterschiede sind  hdochstwahrscheinlich  auf  zeitliche
Aktivierungsvorgange beteiligter Signalwege zurickzufihren. In diesem Zusammenhang
steigert TNF-a die intrazelluldre Kalziumkonzentation deutlich langsamer (Goérg et al., 2006)
als dies bei Ammoniak beobachtet wurde (Gorg et al., 2010a; Schliess et al., 2002).

Es muss auBerdem davon ausgegangen werden, dass die unterschiedlichen HE-rele-
vanten Faktoren zusatzlich zu den gemeinsamen auch eine Vielzahl unterschiedlicher

Signalwege aktivieren, die ebenfalls das Zellvolumen beeinflussen kdnnen.

4.3.3 Bedeutung der Ammoniak-vermittelten Glutaminbildung fiir die rasch einsetzende

Astrozytenschwellung in vitro

Die in dieser Arbeit vorgestellten Beobachtungen legen nahe, dass Ammoniak eine
rasch einsetzende Astrozytenschwellung tUber die Bildung von oxidativ/nitrosativem Stress,
aber auch Uber Glutaminakkumulation im Astrozyten vermittelt. Dies zeigten Experimente, in
denen der Glutaminsynthetase-Hemmstoff L-Methionin-S-Sulfoximin (MSO) die durch
Ammoniak induzierte Astrozytenschwellung signifikant verminderte (Abb. 33; S. 58).

Gleichzeitig wirkte MSO in der in der vorliegenden Arbeit verwendeten Konzentration in in
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vitro Experimenten nicht antioxidativ (Abb. 34; S. 59). Daher scheint es unplausibel, dass die
durch Ammoniak induzierte Astrozytenschwellung durch antioxidative Eigenschaften von
MSO vermittelt wird.

Eine neuere Untersuchung von Jayakumar et al. stellt die ursdchliche Bedeutung der
Glutaminsynthese fiir die durch Ammoniak induzierte Astrozytenschwellung in Frage, da un-
ter Verwendung der Kletziens-Technik eine Zellschwellung erst zu einem Zeitpunkt gemessen
werden konnte, als die intrazelluldren Glutaminspiegel sich bereits normalisiert hatten: Wah-
rend der Glutaminspiegel in dieser Untersuchung nach Behandlung der Astrozyten mit NH4Cl
(5 mmol/l) ein Maximum 2 Stunden nach Behandlung mit Ammoniak erreichte und nach 12
Stunden wieder auf das Ausgangsniveau abfiel, wurde eine Astrozytenschwellung erst 24
Stunden nach Ammoniakbehandlung beobachtet (Jayakumar et al., 2006).

Jayakumar et al. interpretierten die Astrozytenschwellung als ,spate” Folge einer
durch Glutamin induzierten mitochondrialen Dysfunktion (Jayakumar et al., 2006). Nach der
sog. ,Trojan Horse” Hypothese gelangt Glutamin in die Mitochondrien, wo es nach Spaltung
durch die Glutaminase wieder Ammoniak freisetzt, welcher die Mitochondrienfunktion
beeintrachtigt und die Bildung reaktiver Stick- und Sauerstoffspezies in Mitochondrien trig-
gert (Albrecht und Norenberg, 2006).

Frithere Arbeiten der gleichen Arbeitsgruppe zeigen in Ubereinstimmung mit wei-
teren Befunden aus der Literatur (Jayakumar et al., 2004; Kruczek et al., 2011), dass Ammo-
niak Gber die Bildung von Glutamin, aber auch Glutamin selbst nahezu unmittelbar nach Be-
handlung die Bildung reaktiver Stick- und Sauerstoffspezies (RNOS) in Astrozyten in vitro
steigert.

Da Norenberg et al. (Norenberg et al., 2007) die spéat einsetzende Astrozytenschwel-
lung liber die Bildung von RNOS erklaren, aber die Bildung von RNOS bereits innerhalb we-
niger Minuten nach Behandlung mit Ammoniak auftritt (Jayakumar et al., 2004; Kruczek et
al., 2011) und diese zudem durch Glutaminsynthesehemmung blockiert werden kann
(Kruczek et al., 2011; Murthy et al., 2001), bleibt unklar, warum Jayakumar erst nach 24
Stunden eine signifikante Zunahme des Astrozytenzellvolumens beobachtete, nachdem die

Glutaminspiegel wieder auf Kontrollniveau abgesunken waren (Jayakumar, 2006).
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4.4 Kernschwellung durch HE-auslosende Faktoren

Die Untersuchungen der vorliegenden Dissertation zeigen, dass die durch Ammoniak,
TNF-a, Diazepam und hypoosmotisches Medium induzierte Astrozytenschwellung von einer
Kernschwellung begleitet wird (Abb. 35, 36; S. 62, 63). Eine Kernschwellung kann mit einer
Chromatin-Dekondensation einhergehen, in dessen Folge die Gentranskription regulierende
Proteine Promotorbereiche in Genabschnitten leichter erreichen kénnen und dadurch die
mRNA-Synthese aktivieren (Oberleithner et al., 2000). In Ubereinstimmung damit aktiviert
eine durch hypoosmotisches Medium induzierte Astrozytenschwellung die Transkription
vieler Gene und man beobachtet eine Translokation der Transkriptionsfaktoren SP-1 und
NTF-1 in den Zellkern (Haussinger und Gorg, 2010; Kruczek et al., 2009; Warskulat et al.,
2001).

Eine Kernschwellung in Astrozyten wurde auch im Gehirn von Ratten nach

portokavaler Anastomose (PCA) mittels Elektronenmikroskopie nachgewiesen. Diese
Kernschwellung wurde zwei Wochen nach PCA-Operation beobachtet, vier Wochen nach der
Operation normalisierte sich das Kernvolumen wieder (Pilbeam et al, 1983).
Interessanterweise korrellierte das Auftreten geschwollender Kerne in dieser Arbeit mit dem
Blutammoniakspiegel.
Ob diese Zellkernschwellung Genexpressionsdnderungen im Gehirn von PCA-Tieren indu-
ziert, ist jedoch unbekannt. Auch in postmortem Hirnproben von Zirrhose-Patienten mit HE
wurden Expressionsanderungen zahlreicher Gene beobachtet, die interessanterweise im Zu-
sammenhang mit oxidativem Stress stehen (Gorg et al., 2013a).

Inwieweit Genexpressionsanderungen bei hepatischer Enzephalopathie durch eine
Kernschwellung vermittelt werden, ist derzeit unbekannt. Weitere Untersuchungen sind
erforderlich, um die Bedeutung der Kernschwellung fiir durch HE-auslésende Faktoren

vermittelte Genexpressionsanderungen bei HE zu verstehen.

4.5 Wirkung von Ammoniak auf das Zellvolumen kultivierter Mikroglia

Die vorliegende Arbeit zeigt erstmalig, dass Ammoniak das Zellvolumen kultivierter

Mikroglia steigert (Abb. 37, Tab. 8; S. 64, 65). Die durch Ammoniak induzierte
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Mikrogliazellvolumenzunahme war hemmbar durch den Glutaminsynthetase-Hemmstoff
MSO. In Ubereinstimmung mit einer durch Glutamin vermittelten Zellvolumenzunahme
konnte in den Untersuchungen der vorliegenden Dissertation gezeigt werden, dass kultivierte
Mikroglia in vitro die Glutaminsynthetase sowohl auf mRNA- als auch auf Proteinebene
exprimieren (Abb. 38; S. 66). Demgegentiiber konnte keine GS-Expression im Rattenhirnkortex
in Mikroglia gefunden werden (Abb. 38, 39; S. 66, 67). Dieser Befund steht in Einklang mit
Untersuchungen von Martinez-Hernandez et al. und Norenberg et al., die eine GS-Expression
exklusiv in Astrozyten im Gehirn zeigen (Martinez-Hernandez et al., 1977; Norenberg und
Martinez-Hernandez, 1979). Diese Ergebnisse lassen vermuten, dass Mikroglia sich in Kultur
anders verhalten als in vivo, und die Glutaminsynthetaseexpression in vitro ein Kulturartefakt
darstellt.

Wahrend die Beeintrachtigungen von astroglialen und neuronalen Funktionen bei HE
gut dokumentiert sind, ist die Rolle der Mikroglia in der Pathogenese der HE bislang nicht
verstanden. Eine experimentell herbeigefihrte Hyperammoniamie durch akute
Verabreichung von Ammoniumazetat oder durch toxininduziertes Leberversagen
(Azoxymethan), hepatische Devaskularisierung der Arteria hepatica oder Gallengangsligatur
induziert eine Mikrogliaaktivierung (Chastre et al., 2012; Jiang et al., 2009; Rodrigo et al.,
2010). Die durch Lebertoxine im Tiermodell induzierte Hyperammonidmie induziert
dariberhinaus einen reaktiven Mikrogliaphdanotyp, der pro-inflammatorische Zytokine
sezerniert und der in diesem experimentellen Setting dadurch an der Entstehung eines
klinisch offenkundigen Hirnddems beteiligt sein soll (Bémeur et al., 2010; Jiang et al., 2009).
Eine Mikrogliaschwellung selbst ist in diesen Tiermodellen jedoch bislang nicht
nachgewiesen worden. Der reaktive Mikrogliaphdnotyp wie er bei Jiang et al. gezeigt wurde
(Jiang et al., 2009), geht bekanntermallen mit morphologischen Veranderungen einher.
Derzeit ist unklar, ob diese Verdanderungen auch mit einer Mikrogliaschwellung verbunden

sind.

4.6 Wirkung von Ammoniak auf das Zellvolumen kultivierter Neurone

Ob Neurone bei chronischem Leberversagen mit hepatischer Enzephalopathie

schwellen, ist derzeitig unbekannt. In der vorliegenden Arbeit wurde keine Schwellung der
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Neurone bei einer NH4Cl-Konzentration von 5 mmol/I Giber einen Beobachtungszeitraum von
20 Minuten beobachtet (Tab. 9; S. 68).

Generell finden sich nur wenige Hinweise auf morphologische Veranderungen von
Neuronen im Gehirn bei Hyperammonidamie in der Literatur. Eine kiirzlich erschienene Arbeit
von Chen et al. zeigt, dass eine durch Gallengangsligatur induzierte Hyperammoniamie das
Zellkorpervolumen kortikaler Pyramidenneurone und hippokampaler CA1l-
Pyramidenneurone nicht beeinflusst, jedoch die Dichte dendritischer Fortsdatzen vermindert
(Chen et al., 2014). Es ist denkbar, dass die beeintrachtigte Neurotransmission bei HE und
auch verminderte motorische und intellektuelle Fihigkeiten bei HE-Patienten Folge einer

verminderten Dendritendichte sind.

4.7 Limitationen der Arbeit

In der vorliegenden Arbeit wurde die durch HE-relevante Faktoren induzierte
Astrozytenschwellung in vitro untersucht. In diesem System kénnen komplexe Interaktionen
unterschiedlicher Zelltypen, wie sie im Gehirn stattfinden, nicht erfolgen. Es ist daher
moglich, dass HE-relevante Faktoren die Astrozytenschwellung in vivo mit einer anderen
zeitlichen Kinetik oder Intensitdt induzieren, da Mikroglia, Neurone und andere Zelltypen
ebenfalls in ihrer Aktivitat durch HE-relevante Faktoren beeinflusst werden kénnten.

In den Untersuchungen der vorliegenden Arbeit wurden Zellvolumendnderungen ver-
einzelter Zellen gemessen, die in keinem unmittelbaren Kontakt zu benachbarten Astrozyten
standen. Daher kann nicht ausgeschlossen werden, dass direkte Zellinteraktionen wie sie z.B.
durch gap junctions zwischen Astrozyten vermittelt werden (Dermietzel et al., 1991; Fischer
und Kettenmann, 1985), einen Einfluss auf die durch Ammoniak induzierte Zellschwellung
haben kénnen.

In den Untersuchungen der vorliegenden Arbeit war der Beobachtungszeitraum auf
die ersten 20 Minuten nach Zugabe von Ammoniak und weiteren HE-relevanten Faktoren in
das Zellkulturmedium beschrdankt und es wurden keine dariber hinaus gehenden Veran-
derungen des Zellvolumens erfasst. Da die Membran einem standigen Turnover unterliegt

und dadurch die angefarbte Membran internalisiert wird, ist davon auszugehen, dass der
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Beobachtungszeitraum bei der Volumenmikroskopiertechnik wie sie hier angewendet wurde,
begrenzt ist. Alternativ kdnnten in zukiinftigen Untersuchungen Zellvolumenmessungen mit
Astrozyten durchgefiihrt werden, die mit einem cDNA Konstrukt transfiziert werden, welches
fir ein fluoreszierendes Protein kodiert, das mit einem Farnesylmembrananker gekoppelt ist.
Diese Methode hat jedoch den Nachteil, dass die Transfektion per se einen enormen Stress-
faktor fiir die Zelle darstellt und die Schwellungskinetik dadurch beeinflusst werden konnte.
Auch eine Ubertransfektion von Zellen mit Proteinen kénnte die Zellphysiologie erheblich
beeintrachtigen. Somit bleibt derzeitig unklar, ob das Astrozytenvolumen zu einem Zeitpunkt
nach 20 Minuten gegeniiber dem bei 20 Minuten beobachteten Volumen von mit HE-
relevanten Faktoren behandelten Astrozyten verandert ist.

Fir die Darstellung der Zellgrenzen bzw. des Zellkerns wurden der fluoreszierende
Membranfarbstoff CellMask™-Orange und der Kernfarbstoff Syto™-11 verwendet. Es kann
derzeitig nicht ausgeschlossen werden, dass diese Farbstoffe per se die durch HE-relevante
Faktoren vermittelte Schwellungskinetik beeinflussen. Zuvor wurde in Kontrollexperimenten
keine signifikante Volumenadnderung der in mit den Farbstoffen gefarbten Zelle bzw. des
Zellkerns beobachtet, aber die Wirkung der Farbstoffe selbst auf Volumendnderungen der
Zelle und des Zellkerns konnte nicht Uberprift werden. Hierflir muissten vergleichbare
Untersuchungen mit einer andersartigen Technik an Farbstoff-beladenen Zellen durchgefiihrt
werden.

Obwohl die VivaTome™-Fluoreszenzmikroskopie eine detaillierte Darstellung der
Morphologie von Astrozyten, Mikroglia und Neurone in 3D und eine dynamische Darstellung
von Zellvolumenanderungen erméglicht, sind Auflosung und Sensibilitat der Technik durch
die Grenzen der Lichtmikroskopie limitiert. AuBerdem kann eine unterschiedlich intensive

Anfarbung der Zellmembran und des Zellkerns die Sensitivitat limitieren.

4.8 Ausblick

Die vorliegende Arbeit weist auf eine wichtige Bedeutung von oxidativ/nitrosativem
Stress fir die Astrozytenschwellung bei hepatischer Enzepahlopathie und lasst vermuten,
dass eine pharmakologische Blockierung eine Astrozytenschwellung auslésender Signalwege

die HE-Symptomatik abmildern kdnnte. Insbesondere eine pharmakologische Hemmung der
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Bildung von oxidativ/nitrosativem Stress kdonnte eine mogliche Therapieoption in der
Zukunft darstellen. Bis jetzt wurde die Wirkung von Antioxidantien bei Patienten mit HE in
keiner kontrollierten klinischen Studie untersucht. Die therapeutische Bedeutsamkeit fiir die
Behandlung der HE wurde jedoch fir Antioxidantien bereits in vielen Arbeiten diskutiert: Als
moglicher Therapieansatz wird zum Beispiel das aus der Gelbwurzel (Curcuma longa)
stammende antioxidativ und antiinflammatorisch wirksame Curcumin vorgeschlagen (Menon
und Sudheer, 2007). Curcumin ist bekannt als Lebensmittelzusatzstoff und findet auch
Verwendung in Kosmetika und Medizinprodukten (Menon und Sudheer, 2007). Fir Curcumin
konnte belegt werden, dass es die Zyklooxygenase-2, die Lipoxygenase und die induzierbare
NO-Synthase hemmt und hierliberhinaus die NO- und Prostanoidbildung hemmt (Menon
und Sudheer, 2007). Eine Arbeit von Rosello et al. belegt am Tiermodell, dass Curcumin
oxidativ/nitrosativen Stress abmildert (Rosell6 et al., 2008): Nach Curcumin-Gabe
beobachteten die Autoren eine erhohte Aktivitdit der Enzyme Glutathion-Peroxidase,
Katalase und Superoxid-Dismutase im Ratten-Hippokampus. Gleichzeitig fanden sie eine
verringerte Bildung von Malondialdehyd, welches beim Abbau ungesattigter Fettsduren
entsteht und als Biomarker fiir oxidativen Stress herangezogen wird (Rosellé et al., 2008). Da
oxidativ/nitrosativer Stress eine entscheidende Rolle in der Pathogenese der HE spielt (Gorg
et al., 2013b; Haussinger und Schliess, 2008; Haussinger und Sies, 2013), wurde Curcumin
von Roselld et al. als mogliche Therapieoption fiir die HE diskutiert (Rosellé et al., 2008).

Ein weiteres Antioxidans, dessen Wirksamkeit bisher nur in Tierversuchen (berprift wurde,
ist das Bioflavonoid Morin (Subash und Subramanian, 2008). Neben antioxidativen Wir-
kungen im Gehirn werden auch ammoniaksenkende und hepatoprotektive Effekte vermutet.
Die genauen Wirkmechanismen von Morin sind nicht vollstéandig verstanden. Es wird disku-
tiert, dass Morin eine Uberaktivierung von NMDA-Rezeptoren und eine durch Glutamat
vermittelte Neurotoxizitdt verhindern kann (Subash und Subramanian, 2008).

Auch Melatonin (Cruz et al., 2007) und der Mikrogliaaktivierungshemmstoff Mino-
cyclin (Jiang et al., 2009) wurden als mogliche therapeutische Optionen fiir die Behandlung
der HE aufgrund ihrer antioxidativen Eigenschaften diskutiert.

Da RNOS bei Gesunden Signalmolekiile darstellen, konnte eine umfassende anti-

oxidative Intervention unerwiinschte Nebenwirkungen nach sich ziehen. Daher ist die
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Eignung einer ,unspezifisch” antioxidativen Therapie fir die Behandlung der HE derzeitig
fragwiirdig.

Zusammenfassend stellen die in der vorliegenden Dissertation und vorangegangenen
Untersuchungen in der Literatur ein konsistentes Bild dar, welches zeigt, dass Glutamin und
die molekularen Mechanismen, die an der Ammoniak-induzierten RNOS-Bildung beteiligt
sind, auch in Zusammenhang stehen mit der Astrozytenschwellung. Damit starken die
Befunde der vorliegenden Arbeit die Relevanz eines Wechselspiels zwischen osmotischem

und oxidativem Stress fiir die Pathogenese der hepatischen Enzephalopathie.
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