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Zusammenfassung

Die hepatische Enzephalopathie (HE) ist ein prinzipiell reversibles Syndrom
neuropsychiatrischer Storungen, welches bei Patienten mit akutem oder chronischem
Leberversagen auftreten kann. Nach heutigem Kenntnisstand ist die hepatische
Enzephalopathie Folge eines geringradigen Gliaddems, dass begleitet wird von
zerebralem oxidativem Stress. Die in neuronalen und glialen Zellen lokalisierten
Ephrin-Rezeptoren (Eph-R) und ihre Liganden (Ephrine) regulieren unter anderem die
Expression von astroglialen Glutamattransportern und beeinflussen hieriiber die
Neurotransmission. Thre Rolle in der Pathogenese der HE ist bislang unklar. In der
vorliegenden Arbeit wurden Effekte von Ammoniak, einem Haupttoxin der HE, auf die
Genexpression von Eph-R/Ephrin-Isoformen (EphA1-5-R, -A7-R, EphB1-3-R, -B6-R, Ephrin-
A1-5 und Ephrin-B1-3) in kultivierten Rattenastrozyten untersucht. Die Inkubation mit NH4Cl
(5mmol/l) fiir 24, 48 und 72 Stunden beeinflusste das mRNA-Expressionsniveau verschiedener
Eph-R/Ephrin-Isoformen. Hierunter befand sich auch EphA4-R, der nach 72 Stunden auf
mRNA- und Proteine-Ebene um ca. das 1,8-fache der Kontrolle hochreguliert war. Einige der
durch NH4Cl herbeigefiihrten mRNA-Expressionsdnderungen wurden durch Hemmstoffe der
Glutaminsynthetase (Methioninsulfoximin, 3mmol/l), der NADPH-Oxidase (Apocynin,
300pumol/l) und von Stickstoffmonoxid-Synthasen (L-NAME, 1mmol/l) gehemmt. Die durch
NH4CI induzierte verringerte Genexpression der Glutamat-Transporter (GLAST) -mRNA war
sensitiv gegeniiber Hemmstoffen der NADPH-Oxidase und der Glutaminsynthetase, wurde
jedoch nicht durch einen siRNA herbeigefiihrten Knockdown von EphA4-R blockiert.

Mit Hilfe von Western-Blot-Analysen konnte gezeigt werden, dass eine Behandlung der
Astrozyten mit NH4Cl (Smmol/l, 72h) sowie dem N-Glykosylierungshemmstoff Tunicamycin
(1pg/ml, 18h) gleichsam die molekulare Masse von EphA4-R verringert. NH4Cl sowie der N-
Glykosylierungshemmstoff Tunicamycin oder der Knockdown von EphA4-R hemmten
gleichsam die durch Fibroblastenwachstumsfaktor-vermittelte und EphA4-R-abhingige
Proliferation kultivierter Rattenastrozyten.

Expressionsdnderungen von Eph-R/Ephrin-mRNA wurden in Genarray-Datensdtzen in post
mortem Hirnbiopsien von Leberzirrhose-Patienten mit sowie ohne HE im Vergleich zu
Kontroll-Patienten untersucht. Das mRNA-Expressionsniveau der Rezeptoren EphA3 und
EphB3 sowie der Liganden Ephrin-A3 und -B3 wurde in Leberzirrhose-Patienten mit HE, aber
nicht in denen ohne HE signifikant herunterreguliert gefunden. Die Ergebnisse der Arbeit
zeigen, dass Eph-R/Ephrine in mit Ammoniak behandelten Astrozyten in vitro und in post
mortem Hirngewebe von Patienten mit Leberzirrhose und HE veréndert exprimiert sind. Die
Resultate lassen vermuten, dass bei HE gestorte zerebrale Funktionen in Zusammenhang mit

Eph-R/Ephrin-Genexpressionsédnderungen stehen kénnen (1).



Abstract

Hepatic encephalopathy (HE) represents a neuropsychiatric syndrome, which is seen in patients
with acute and chronic liver failure. According to latest knowledge HE is considered a
consequence of a low grade cerebral edema that is accompanied by cerebral oxidative stress.
Ephrin-receptors (Eph-R) and their ligands (ephrins) are expressed in neurons and glial cells and
are known to modulate the expression levels of astroglial glutamate transporters. Thereby Eph-
R and ephrins modulate neurotransmission in brain. However, a role of Eph-R and ephrins for
the pathogenesis of HE is currently unclear. We therefore tested effects of ammonia, a main
toxin of HE, on gene expression levels of Eph-R/ephrin isoforms (EphA1-5-R, -A7-R, EphB1-
3-R, -B6-R, Ephrin-A1-5 und Ephrin-B1-3) in cultured rat astrocytes. Exposure to NH4Cl
(5mmol/l) for 24, 48 und 72 hours changed the mRNA-expression levels of several Eph-R/
ephrin isoforms. Compared to control EphA4-R mRNA was upregulated to about 1.8-fold in
astrocytes exposed to NH4Cl (Smmol/l, 72h). Some of the NH4Cl-induced mRNA expression
changes were blocked by inhibitors of glutamine synthetase, NADPH oxidase or NO synthase.
Downregulation of the glial glutamate/aspartate transporter (GLAST) mRNA by NH4Cl
(5mmol/l, 72h) was prevented by inhibitors of NADPH oxidase and glutamine synthetase, but
not by siRNA-mediated knockdown of EphA4-R.

Both, exposing the astrocytes to NH4Cl (Smmol/l, 72h) or to the N-glycosylation inhibitor
tunicamycin (1pg/ml, 18h) decreased the molecular mass of EphA4-R as shown by Western
blot analysis.

NH4CI, the N-glycosylation inhibitor tunicamycin as well as EphA4-R knockdown concordantly
blocked fibroblast growth factor-induced and EphA4-R-dependent proliferation of cultured rat
astrocytes.

Eph-R/ephrin mRNA expression changes were also examined in post mortem brain samples of
cirrhotic patients without or with HE compared to healthy patients by gene array analysis. The
mRNA expression levels of EphA3-R and EphB3-R as well as Ephrin-A3 and -B3 were found
to be downregulated in patients with liver cirrhosis with HE, but not in those without HE.

The results of the present work show gene expression changes of several Eph-R/ephrins in
astrocytes in vitro and in post mortem brain tissue of patients with liver cirrhosis and HE. The
data suggests that Eph-R/ephrin gene expression changes may be involved in cerebral

dysfunction in HE (1).
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Einleitung

1 Einleitung

1.1 Definition und Diagnostik der hepatischen
Enzephalopathie

Die hepatische Enzephalopathie (HE) ist ein prinzipiell reversibles Syndrom
neuropsychiatrischer Storungen, welches bei Patienten mit akutem oder chronischem
Leberversagen auftreten kann. Nach heutigem Kenntnisstand ist die hepatische
Enzephalopathie Folge eines geringradigen Gliaddems, das begleitet wird von
zerebralem oxidativem Stress (2).

In etwa 97% der Fille tritt die HE im Rahmen einer chronischen
Lebererkrankung auf, z.B. als Folge einer Leberzirrhose (2). Dabei umfasst das
Symptomspektrum  emotional/affektive, intellektuelle und  psychomotorische
Beeintrachtigungen sowie kognitive EinbuB3en unterschiedlicher Schwere. In nur ca. 3%
der Fille tritt die HE als Folge einer fulminanten Lebererkrankung auf. Hierbei ist die
fiihrende Komplikation ein erhohter intrakranieller Druck (3).

Die Schwere der Erkrankung wird nach den so genannten West-Haven-Kriterien
in die Stadien 0-IV unterteilt (4—6). Das Stadium 0 kennzeichnet den gesunden
Patienten (7). Das Stadium I nach den West-Haven-Kriterien ist charakterisiert durch
leichtgradige mentale Verlangsamung: hier treten neuropsychiatrische Symptome wie
reduzierte Aufmerksamkeit und Dysphorie sowie eine gestorte Feinmotorik auf. Im
Stadium II verschlechtert sich die Bewusstseinslage, es kommt zu Personlichkeits-
veranderungen und Desorientiertheit, Ataxie und Flapping Tremor. Stadium III ist
gekennzeichnet durch Somnolenz, ausgepragte Desorientiertheit, Rigor und Krampfe.
Endstadium ist Stadium IV, welches durch Koma und Anzeichen von Hirndruck

gekennzeichnet ist (s. Abb. 1) (4-7).

Die minimale hepatische Enzephalopathie (MHE), ist ein latentes Stadium,
welches durch klinisch-neurologische Untersuchungen nicht erkannt werden kann,
jedoch mit Defiziten in kognitiven Teilbereichen verbunden ist, die durch
psychomotorische Tests erfasst werden konnen. Unter anderem zdhlen hierzu
Zahlenverbindungstests, der Liniennachfahrtest und der Zahlensymboltest. Zur Verbes-

serung der Objektivierbarkeit und Reproduzierbarkeit wurde ein Untersucher-unabhén-



Einleitung

giges Testverfahren entwickelt, der so genannte kritische Flimmerfrequenz-Test (4,5).
Dem Patienten werden dabei Lichtimpulse mit einer initialen Frequenz von 60Hz pri-
sentiert, welche er als Dauerlicht wahrnimmt. Schrittweise wird die Frequenz um 0,1 Hz
reduziert, bis er erstmalig ein Flimmerlicht erkennt. Diese Frequenz wird als kritische
Flimmerfrequenz bezeichnet. Als cut off Frequenz werden dabei 39Hz zu Grunde
gelegt. Ein erniedrigter Wert kennzeichnet eine Beeintrichtigung des Patienten (5).
Weitere neurophysiologische Tests zur Bestimmung der MHE sind die Elektro-
enzephalografie (EEG) und Messung evozierter Potentiale. Einschriankungen dieser
Tests sind eine niedrige Sensitivitdt von 35% im EEG bei im Stadium I erkrankter
Patienten und die Abhdngigkeit der evozierten Potentiale durch die Eigenschaft des
Stimulus und nicht durch die Aufmerksamkeit des Patienten. Vorteile sind, dass die
Tests durch Wiederholungen nicht trainierbar sind oder durch Fatigue beeinflusst

werden (7).

Durch West-Haven-Kriterien kdnnen die Stadien II und III abgegrenzt werden.
Das Stadium I ist klinisch jedoch kaum abgrenzbar von Stadium 0 oder der MHE. Eine
genaue Einteilung ist aber Voraussetzung fiir die Therapie sowie damit verbundene
Prognose und Bewertung des Therapie-Erfolgs (7). Aufgrund dessen wurde 2005 beim
12. ISHE Kongress in Schloss Burg (Deutschland) eine neue Graduierung der HE-
Schwere vorgenommen. Dabei wird die HE in eine Low Grade und eine High Grade
unterteilt. Low Grade umfasst die Stadien 0, MHE sowie Stadium I und II. Hierbei wird
ein kontinuierliches Symptomspektrum angenommen. Zur Diagnostik werden objektive,
physikalische Parameter herangezogen: Evozierte Potentiale, Flimmerfrequenzanalysen
und Computer-psychometrische Tests. Die High Grade HE wird unterteilt in eine HE
ohne Koma (Stadium III nach den West-Haven-Kriterien) und mit Koma (Stadium IV
nach den West-Haven-Kriterien). Hierbei erfolgt die Einteilung nach dem Glasgow

Coma Scale (7).
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Bewusstseinslage | Neuropsychatrische | Neurologische
Symptome Symptome
Stadium 0 normal keine keine
=keine HE
MHE normal Stdrungen nur durch keine
psvchometrische Tests
zu erfassen
Stadium 1 leichtgradige mentale | Eu-/Dwsphorie, gestdrte Feinmotorik
Verlangsamung Reizbarkeit und Angst, | (beeintrichtigtes
reduzierte Schreibvermégen,
Aufmerksamkeit Fingertremor)
Stadium 2 verstirkte Miidigkeit, | leichte Flapping-Tremor,
Apathie oder Personlichkeitsstérung, | Ataxie, verwaschene
Lethargie minimale Sprache
Desorientiertheit bzgl.
Ort und Zeit
Stadium 3 Somnolenz Apgpgressivitit, Rigor, Kraimpfe,
ausgeprigte Asterixis
Desorientiertheit bzgl.
Ort und Zeit
Stadium 4 Koma - Himdrmckzeichen

Abb. 1: Stadieneinteilung der hepatischen Enzephalopathie nach den West-Haven-
Kriterien [modifiziert nach (2) und (6)].
MHE= minimale hepatische Enzephalopathie.

1.2 HE-auslosende Faktoren und therapeutische Ansitze

Leberfunktionsstorungen konnen zum einem fulminant innerhalb weniger Tage
zum akuten Leberversagen fiihren, zum anderen kann sich aber auch der
Funktionsverlust chronisch iiber Monate bis Jahre erstrecken.

Sowohl das akute Leberversagen, als auch eine Leberzirrhose vermindern die
Entgiftungsfunktion der Leber. Die Entstehung der HE ist somit u.a. Folge eines
beeintrichtigten Abbaus von neurotoxischen Substanzen, wie insbesondere dem
Ammoniak. Weitere Verbindungen, die in diesem Zusammenhang diskutiert wurden
sind Merkaptane, Phenole und Fettsduren (8). Beim chronischen Leberversagen
bewirken erhohte Blutammoniakspiegel und die damit einhergehende zerebrale
Glutaminbildung in Astrozyten eine Hydratationsstorung der Astrozyten, die iiber die
Freisetzung von Osmolyten, wie dem myo-Inositol, nur partiell kompensiert werden
kann. In Folge dessen bildet sich ein geringgradiges gliales Odem aus, welches unter
dem Einfluss von weiteren HE-auslosenden Faktoren exazerbieren kann (9). Daher
konnen pathologische Prozesse, welche die Ammoniak-Konzentration im Blut

zusdtzlich erhohen (z.B. Blutungen im Magen-Darm-Trakt, Eiweillexzesse, operative
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Eingriffe) eine HE exazerbieren. Auch eine konsekutive Minderdurchblutung der Leber
bei Hypovoldmie oder die Hemmung der Harnstoffsynthese durch einige Diuretika
konnen die Ammoniakentgiftung in der Leber weiter vermindern (8). Daneben kann
eine mit einer Storung des Fliissigkeits- und Elektrolythaushalts einhergehende
Hyponatridmie, wie sie z.B. durch Diuretika ausgeldst werden kann, eine HE induzieren
(3,10). Auch Benzodiazepine und bei Entziindungsprozessen freigesetzte Zytokine

konnen eine HE exazerbieren (11,12).

Therapeutische Ansitze zielen insbesondere auf eine Reduktion der Blut-
ammoniakspiegel durch didtische und medikamentdse MaBnahmen. Akute HE-
Episoden werden mit L-Ornithin-L-Aspartat und Laktuloseeinldufen behandelt. L-
Ornithin-L-Aspartat stimuliert die Harnstoff- und Glutaminbildung und wandelt auf
diese Weise das toxische Ammoniak in nicht toxische Stoffwechselprodukte um (3).
Nicht-resorbierbare Disaccharide, wie Laktulose, werden durch die Bakterienflora im
Dickdarm zu organischen Sduren abgebaut. Die Senkung des pH-Wertes fiihrt einerseits
zur Laxation, andererseits verdndert es den bakteriellen Stoffwechsel, indem vermehrt
Stickstoff in bakteriellen Proteinen fixiert wird (8). Als Sekundirprophylaxe werden
Rifaximin und Laktulose oral verabreicht. Bei proteinintoleranten Patienten kann eine

Didt mit verzweigtkettigen Aminosiuren und eine pflanzliche Didt angezeigt sein (3)

(13).
1.3 Ammoniak in der Pathogenese der HE

Fiir die Pathogenese der HE wird dem Ammoniak eine wichtige Rolle
zugewiesen (3,14). Ammoniak ist ein Abbauprodukt von Aminosduren im Darm und
wird iiberwiegend in der Leber im Harnstoffzyklus und dem Glutaminstoffwechsel
entgiftet. Diese halten den Ammoniakspiegel im peripheren Blut des Menschen
konstant niedrig bei 30uM (8). Ist diese Funktion, z.B. aufgrund einer Leberzirrhose,
gestort, kommt es zur toxischen Anreicherung von Ammoniak im Blut und in der Folge
zu einem vermehrtem Ubertritt in das Gehirn (15,16). Dort erfolgt die
Ammoniakentgiftung durch die Astrozyten (17,18). Diese konnen mit Hilfe der nahezu
exklusiv von ihnen exprimierten Glutaminsynthetase (GS) Glutamat und Ammoniak in

Glutamin tiberfiihren (19,20).
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Bei hohen Ammoniakkonzentrationen im Blut kommt es zu einer verstirkten Bildung
und intrazelluliren Akkumulation von osmotisch wirksamen Glutamin und damit zu
einer Astrozytenschwellung sowie der Ausbildung eines geringradigen Hirnédems (s.
Abb. 2) (20-23).

Wihrend beim Leberzirrhosepatienten ein geringradiges zerebrales Odem beobachtet
wird, kann es beim akuten Leberversagen zur Ausbildung eines klinisch offenkundigen
Hirnddems kommen, welches unbehandelt einen Anstieg des intrakraniellen Drucks

bewirkt (23). Die Kompression des Hirnstamms kann in der Folge zum Tod fiihren (24).

Weitere Wirkungen des Ammoniaks die zur Ausbildung einer HE beitragen sind
Storungen des zerebralen Energiestoffwechsels, neuronale Funktionsstorungen,
Anderungen der Neurotransmitterrezeptorexpression und Permeabiltitsstdrungen der

Blut-Hirn-Schranke (s. Abb. 3) (8,25,26).

Leberzirrthose
(Hvperammeonimie)

Astrozvtire
Glutaminakkumulation

Uberlastung der
volumenregulatorischen Kapazitit
der Astrozvten
(geringradiges zerebrales Odem)

Weitere
HE-ausldsende Faktoren

Exazerbation des geringradigen
zerebralen Odems

Abb. 2: Geringgradiges zerebrales Odem bei HE [modifiziert nach (23)].

Eine Folge der Leberzirrhose ist eine Hyperammonamie. Dadurch kommt es zu einer
verstarkten Bildung und intrazelluldaren Akkumulation von osmotisch wirksamen Glutamin in
Astrozyten. Hierdurch wird das volumenregulatorische Potential der Astrozyten erschopft.
Weitere HE-auslésende Faktoren, die ebenfalls eine Astrozytenschwellung induzieren, kénnen
dann die HE exazerbieren.
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Storungen der glutamatergen Astrozytenschwellung
Neurotransmission

Neuronale Storungen des zerebralen
Funktionsstdrngen Energiestoffwechsels

Anderungen der Permeabilititsinderungen der
Neurotransmitterrezeptoren Blut-Him-5chranke

Abb.3: Wirkungen von Ammoniak auf das Gehirn [modifiziert nach (8)].
Zerebrale Wirkungen des Ammoniaks bei der HE.

1.4 Oxidativer Stress bei hepatischer Enzephalopathie

HE auslosenden Faktoren, wie Ammoniak, Zytokine, Sedativa und
Hyponatridmie, ist gemeinsam, dass sie eine Schwellung und oxidativen Stress in
Astrozyten induzieren (3,27-29). Da auch oxidativer Stress wiederum eine
Astrozytenschwellung induzieren kann, wurde postuliert, das osmotischer und oxidati-
ver Stress sich wechselseitig verstirken konnen (3,11,27-29). Die Bildung reaktiver
Stick- und Sauerstoffspezies (RNOS) wird dabei iiber eine NMDA-Rezeptor-abhéngige
Erhohung der intrazelluliren Kalziumionenkonzentration in Astrozyten vermittelt.
Diese wird durch eine Depolarisations-induzierte Aufhebung der Mg?*-vermittelten
NMDA-Rezeptor-Blockade ausgelost und vermittelt nachfolgend die Bildung von
Prostanoiden und die exozytotische Freisetzung von Glutamat, wodurch NMDA-
Rezeptoren verstirkt aktiviert werden (30-32). Ca** stimuliert nachfolgend die Bildung
von Superoxidanionradikalen (O -) durch Aktivierung der NADPH-Oxidase (NOX), in
dessen Folge RNA oxidiert wird. Die Bildung von Stickoxid iiber neuronale NO-
Synthase (nNOS) mobilisiert Zink-Ionen aus Proteinen, woriliber die Transkription
verschiedener Gene reguliert wird (z.B. der Benzodiazepin-Rezeptor (PBR) oder
Metallothionein 1 und 2 (MT 1/2)). Die Rekombination von Superoxidanionradikal mit
NO induziert die Bildung von Peroxynitrit, welches Proteine tyrosinnitriert (30). HE-
relevante Faktoren induzieren auch eine Zellkernschwellung mit bislang unbekannten

funktionellen Konsequenzen (s. Abb. 4 und 5) (3).
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Abb.4: Mechanismen und funktionelle Konsequenzen von, durch HE-relevante Faktoren
induzierten, oxidativem und nitrosativem Stress in Astrozyten [aus (30)].

HE-relevante Faktoren induzieren NOX- und nNOS-vermittelt oxidativen und nitrosativen Stress
durch den RNA, Proteine und die Gentranskription modifiziert werden.
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Die Ammoniak-vermittelte Synthese von Glutamin ist an der Induktion von
oxidativem und nitrosativem Stress in Astrozyten beteiligt. Einerseits wurde gezeigt,
dass Glutamin iiber die Induktion von osmotischem Stress die Bildung von RNOS
induzieren kann (23). Zum anderen wurde postuliert, dass Glutamin iiber Induktion der
mitochondrial permeability transition (MTP) die Synthese reaktiver Sauerstoffspezies
(ROS) in Mitochondrien induziert (33). Die ROS-Bildung soll dabei iiber den Transport
von Glutamin in die Mitochondrien und durch Glutaminase-vermittelte Freisetzung von
Ammoniak induziert werden (33).

Funktionelle Konsequenzen der Bildung von RNOS sind Oxidation von RNA,
posttranslationale Proteinmodifikationen und eine Anderung der Zink-abhiingigen Gen-
transkription (31). Gegenwirtig wird angenommen, dass diese Verdnderung der RNOS-
Bildung eine Stérung der Kommunikation zwischen Astrozyten und Neuronen, eine
Beeintrichtigung der synaptischen Ubertragung und eine Stérung von oszillatorischen

Netzwerken verursachen (s. Abb. 5) (3,23,34,35).

Inflammatory Cytokines | Ammonia

Hyponatremia

~

Astrocyte

Banzodiarepines

Gene Expression Zinc Mobilization

Signaling b Protein Tyrosine Mitration
| — RMNA Oxidation ) |

L

Astrocytic/Neuronal Dysfunction

Synaptic Plasticity

4

Disturbed Oscillatory Networks

|

Cognitive and Metoric Symptoms

Abb. 5; Pathomechanismus der hepatischen Enzephalopathie [aus (3)].

HE-relevante Faktoren vermitteln die Bildung reaktiver Stick- (RNS) und Sauerstoff-Spezies
(ROS) und fihren zu einer Zellschwellung. Die Zellschwellung und die ROS/RNS-Bildung
verstarken sich gegenseitig. Hierdurch werden die neuropsychiatrischen Symptome der HE
vermittelt. Folge dieser wechselseitigen Beeinflussung ist Oxidation von RNA, Protein-Tyrosin-
Nitrierung und eine veranderte Genexpression.
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1.5 Entgiftung von Ammoniak durch Astrozyten

Astrozyten sind wesentlich an der Aufrechterhaltung der Wasser- und
Ionenhomoostase, an der Ammoniakentgiftung sowie an der Aufnahme und
Prozessierung von Neurotransmittern, wie dem Glutamat, im Gehirn beteiligt (36).

Die Ammoniakentgiftung erfolgt durch die Glutaminsynthetase (GS), welche
aus Glutamat und Ammoniak Glutamin herstellt. Glutamin kann anschlieend wieder in
den Extrazellularraum abgegeben werden (37).

Eine intrazelluldre Glutaminanreicherung verstarkt den osmotischen Druck und bewirkt
eine Diffusion von Wasser in das Zellinnere. Um einer Schwellung entgegen zu wirken,
kontrollieren Astrozyten ihr Zellvolumen durch Abgabe osmotisch-wirksamer
Substanzen, wie dem myo-Inositol (9). Umgekehrt kann die Zelle diese Substanzen iiber
Transporter zur Erhaltung des Zellvolumens bei Zellschrumpfung aufnehmen (38).

In Experimenten von Tanigami et al. wurden Ratten, dhnlich wie bei einer HE,
hyperammondmischen Bedingungen ausgesetzt. Mit dem GS-Inhibitor L-Methionin-
sulfoximin (MSO) wurde gezeigt, dass durch Blockade der Glutaminsynthetase ein
Anstieg des intrazelluliren Glutaminspiegels und die folgende Zunahme des
Wassergehalts in kortikalen Astrozyten verhindert werden konnte (39). Auch in mit
Ammoniumazetat behandelten Ratten konnte durch MSO eine Hirnschwellung

verringert und der intrakranielle Druck gesenkt werden (40).

1.6 Aufnahme von Glutamat durch Astrozyten

Astrozyten nehmen extrazelluldres Glutamat aus dem synaptischen Spalt {iber
die Glutamat-Transporter EAAT (excitatory amino acid transporter) 1 (Synonym:
GLAST, (glial-specific glutamate/aspartate transporter) und 2 (Synonym: GLT-1,
(glial glutamate transporter 1) auf (27, 41). Das aufgenommene Glutamat kann durch
die in Astrozyten lokalisierte Glutaminsynthetase in Glutamin umgewandelt werden,
welches den Neuronen zur Herstellung von Glutamat dient. Eine Stérung der Aufnahme
kann {iber eine Erhohung der extrazelluldren, synaptischen Glutamatkonzentration
neuronale Glutamatrezeptoren aktivieren und hiertiber Neurone iibererregen (42,43).

An kultivierten Astrozyten konnte gezeigt werden, dass eine erhohte

Ammoniak-Konzentration, wie sie auch bei einer HE beobachtet wird, die Aufnahme
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von Glutamat reduziert. Der verminderte Glutamat-Uptake ist dabei Folge einer
Herunterregulation der GLAST-mRNA und des -Proteins (41,44).

Daneben wurde gezeigt, dass Ammoniak iiber eine Membrandepolarisation, die
Transportaktivitit des GLAST vermindert (44-46).

Die Glutamataufnahme in Astrozyten kann auflerdem auch durch reaktive
Sauerstoffverbindungen (ROS) inhibiert werden (47). Die Glutamat-Aufnahme wird
dadurch verhindert, dass Thiol-Gruppen und Na'/K*-Pumpen in Astrozyten durch ROS
nachhaltig oxidiert werden koénnen (44,47-50).

1.7. Bedeutung von Ephrin-Rezeptoren und -Liganden

fiir die neuronale/astrogliale Kommunikation

Astrozyten sind essentiell fiir die Bildung und Funktionalitit von neuronalen
Synapsen. Die hierfiir zugrundeliegenden Mechanismen sind noch nicht vollstindig
gekldrt. Neuere Untersuchungen zeigen jedoch, dass Ephrin-Rezeptoren und ihre

Ephrin-Liganden eine Rolle spielen (51).

1.7.1 Vorkommen, Isoformen und Interaktionen von

Ephrin-Rezeptoren

Die Ephrin-Rezeptoren (Eph-R) bilden zusammen mit ihren Liganden
(Ephrinen) die grofite Unterfamilie der Rezeptor-Tyrosin-Kinasen (RTK). Sie wurden
erstmals 1987 in der Erythropoetin-produzierenden-humanen-hepatozelluldren-
Karzinom-Zelllinie (ETL-1) entdeckt (52) und sind an einer Vielzahl (patho-)
physiologischer Prozesse beteiligt (53-56).

Die Eph-R-/Ephrin-Proteine werden wahrend der Embryonalentwicklung in
allen Keimblittern exprimiert und sind verantwortlich fiir Wachstum, intrazellulére
Kommunikation und Differenzierung in nahezu allen Geweben. Sie steuern das
Richtungswachstum neuronaler Axone und sind wesentlicher Bestandteil der Synapsen-

Plastizitdt. Ephrin-Rezeptoren und Ephrin-Liganden spielen eine wichtige Rolle bei der
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Entwicklung von Karzinomen in verschiedenen Zelltypen und Organsystemen

(53,54,57,58).

Die Ephrin-Rezeptoren werden in zwei Klassen unterteilt. Die neun EphA-
Rezeptoren (EphAl-EphA8-R und EphA10-R) binden fiinf membrangebundene
glycosylphosphatidyl-inositol (GPI)-Anker gekoppelte Ephrin-A Liganden (Ephrin-A1l-
Ephrin-AS), wihrend die sechs EphB-Rezeptoren (EphB1-EphB6-R) mit drei trans-
membranen Ephrin-B- Proteinen (Ephrin-B1-Ephrin-B3) interagieren (55,56,59).
Grundsatzlich kann jeder EphA-Rezeptor alle Ephrin-A Liganden binden und jeder
EphB-Rezeptor alle Ephrin-B-Liganden (55,60). Eine Ausnahme bildet EphAl-R,
welcher nur mit Ephrin-Al signifikant interagiert (61,62). EphA4-R nimmt eine
Sonderstellung ein, da er eine hohe Affinitdt sowohl zu den Ephrinen-A, als auch zu den
Ephrinen-B2 und -B3 aufweist (55,56,63-71). Der EphB2-R bindet neben Ephrin-B-
Liganden mit geringerer Affinitdt auch Ephrin-A5-Liganden (70-72) (s. Abb.6).
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Abb.6: Die Interaktionen von Ephrin-Rezeptoren mit den dazugehoérigen Ephrin-Liganden
[modifiziert nach (61,62,71-73)].

EphA1-R bindet Ephrin-A1. Alle Ubrigen EphA-R binden alle Ephrine-A, alle EphB-R die Eph-
rine-B. Ausnahmen: EphA4-R hat zusatzlich eine Affinitat zu Ephrin-B1 und -B2 und EphB2-R
zu Ephrin-A5. Eph-R = Ephrin-Rezeptor; Ephrin = Ephrin-Ligand.

1.7.2 Struktureller Aufbau der Ephrin-Rezeptoren

Die Struktur der Ephrin-Rezeptor-Klassen A und B ist dhnlich (55).

Es sind transmembranire Proteine, die eine extrazelluldre N-terminale globulédre
Doméne mit starker Affinitdt zu den entsprechenden Liganden besitzen (57,74,75).
Darauf folgen zwei weitere Doménen mit schwacher Affinitdt zu den Liganden, die aber
fiir die spezifische Erkennung der Liganden von Bedeutung sind. Hierzu gehoren eine
cysteinreiche Region, die multiple Eph-R/Ephrin-Komplexe clustern kann und
repetitive Fibronektin-Sequenzen (53,56,76). Im zytoplasmatischen Anteil findet sich
eine zur Autophosphorylierung beféhigte Kinase-Domidne und am zytoplasmatischen
C-terminalen Ende des Rezeptors eine sterile alpha motif (SAM)-Domine und ein PDZ-
Bindemotiv. Beide vermitteln eine Interaktion mit Signalproteinen, die zur
Homodimerisierung- und Cluster-Bildung der Rezeptoren fiihren (55,56,77-80)
(s. Abb.7 und 8).
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1.7.3 Struktureller Aufbau der Ephrin-Liganden

Extrazelluldr besitzen die Ephrine der Gruppen A/B eine hochkonservierte
Ephrin-Rezeptor-Erkennungsregion. Die Ephrine der Gruppe A sind iiber einen
Glycosylphosphatidylinositol-Anker mit der Zellmembran verbunden. Die Ephrine-B
besitzen hingegen eine transmembrane- und eine zytoplasmatische Domane. Hier
befindet sich ein PDZ-Bindemotiv, welches bedeutsam ist flir die Aktivierung

verschiedener intrazelluldrer Signalkaskaden (81-83) (s. Abb. 7).

ephrin-A ephrin-B

- .~ PDZ binding
intra- :

cellular ?El_.a-“':hm v cyll?ﬁpgl?usnmu:

extra-
cellular

infra-
cellular

Abb.7: Schematischer Aufbau von Ephrin-Rezeptoren und Ephrin-Liganden [aus
Pitulescu et al. 2010, mit freundlicher Genehmigung von Prof. Dr. R. Adams (60)].

Cys rich = Cysteinreiche Region; FN typ Ill = Fibronektin-Sequenzen vom Typ lll; TM region =
Transmembran-Region; SAM = Steriles-a-Motiv; Y = tyrosine phosphorylation site.
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1.7.4 Ephrin-Rezeptor- und Ephrin-Liganden- vermit-

telte Signaltransduktion

Die durch Ephrin-Rezeptoren und Ephrin-Liganden vermittelte Signal-
transduktion ist komplex. Voraussetzung hierfiir ist eine direkte Interaktion
benachbarter Zellen und ein Clustering vieler Rezeptoren bzw. vieler Liganden auf der
jeweiligen Zellmembran. Zunichst bildet sich eine interzellulare Briicke aus durch
Bindung eines Ephrin-Rezeptordimers auf der einen Zelle an ein Ephrin-Ligandendimer
auf einer benachbarten Zelle. Anschliefend oligomerisieren viele dieser Rezeptoren und
Liganden und es bildet sich ein zirkuldres Multimer aus. Die Bildung dieser Cluster
erfolgt iiber die PDZ-Doméne der Eph-R, welche mit Sequenzmotiven am C-termina-

len, intrazelluldren Abschnitt der Liganden interagieren (63,82,84-86) (s. Abb. 8).

initiation of binding aligomerization

%

tetramerization signaling cluster

Abb. 8: Oligomerisierung von Ephrin-Rezeptoren und -Liganden [aus Pitulescu et al.
2010, mit freundlicher Genehmigung von Prof. Dr. R. Adams (60)].

Interzelluldre Brickenbildung zwischen jeweils zwei Eph-R einer Zelle und zwei Ephrinen einer
benachbarten Zelle. Anschliefiend oligomerisieren viele dieser Rezeptoren und Liganden und
es bildet sich ein zirkuldres Multimer aus.

(orange = intrazellulare Doméane der Ephrine; rot= Eph-R-Erkennungsregion von Ephrinen;
magenta= Liganden-Bindungsdomane der Eph-R; gelb = cysteinreiche Region; grau =
Fibronektin-Sequenzen; hellblau = Kinase-Doméane; weil} = Steriles-a-Motiv, schwarzer Punkt
unterhalb des weiRen Rechtecks = PDZ Bindemotiv.

Die Signaltransduktion zwischen Ephrin-Rezeptoren und -Liganden erfolgt
bidirektional. Uber die Multimerisierung wird die Kinase-Domiine der Eph-Rezeptoren
autophosphoryliert, wodurch die Bindung von Adapterproteinen ermoglicht wird. Die
nachfolgende Aktivierung verschiedener Signalproteine in der Rezeptorzelle nennt man
forward signaling (63,87). Die ausgeloste Signaltransduktion in der Liganden-

exprimierenden Zelle nennt man reverse signaling. Hierbei wird bei den Ephrinen der
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Gruppe B durch Phosphorylierung und Aktivierung der PDZ-Doméne eine Signal-
kaskade in Gang gesetzt (81,82).

Die Ephrine der Gruppe A besitzen kein PDZ-Bindemotiv und cl/ustern iiber spezifische
Mikrodoménen auf ihrer Zellmembran. Diese sind reich an Glykosphingolipiden,
Cholesterol und spezifischen Proteinen. Zu den Proteinen gehoren unter anderem G-
Proteine und Tyrosin-Kinasen der Src (sarcoma)-Familie (88-92). Eine Aktivierung der
Liganden der Gruppe A fiihrt zu einem Crosslinking der GPI-Anker der Liganden, der
iiber einen unbekannten Mechanismus eine Aktivierung vermittelt und ein Signal in das
Zellinnere propagiert (93).

Das reverse signaling verdndert liber eine Aktivierung von Integrinen das Zytoskelett
und die Zellmigration (89,94-97). Sowohl das forward- als auch das reverse signaling
beeinflussen die Motilitit der Zelle (63).

Fiir die Signaltransduktion ist eine Cluster-Bildung der Eph-R/Ephrin-Komplexe
obligat (63). Interessanterweise zeigen Experimente mit rekombinanten, nicht-
geclusterten, loslichen Liganden eine Hemmung der Signaltransduktion (80,98-101).
Die physiologische Bedeutung dieser Hemmwirkung ist Gegenstand einer Vielzahl von
Untersuchungen.

Ein weiterer Faktor, welcher die Stirke der Signaltransduktion beeinflusst, ist
die sogenannte cis/trans-Stellung. Trans-Stellung bedeutet, dass die Interaktion eines
Eph-R mit seinem korrespondierenden Liganden zwischen zwei benachbarten Zellen
stattfindet. Diese Interaktion aktiviert ein bidirektionales Signaling, wie oben be-
schrieben, in beiden benachbarten Zellen. In cis-Stellung erfolgt die Interaktion des
Eph-R mit seinem korrespondierenden Liganden innerhalb einer einzigen Zelle (s. Abb.
9) (58). Yin et al. vermuten (102), dass bei dieser Interaktion das Signal nicht in das
Zellinnere geleitet wird und eine Eph-Rezeptor-Aktivierung ausbleibt. Auf diese Weise
konnte die Signalstirke der benachbarten Eph-Rezeptoren in trans-Stellung reguliert

werden (58).
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trans Stellung cis Stellung

T = Zelle . = Ephnn-Ligand . = Ephrin-Fezeptor

Abb. 9: Signaltransduktion in cis/trans-Stellung [modifiziert nach (60)].

In trans-Stellung erfolgt eine Interaktion von Ephrin-Rezeptoren und Ephrin-Liganden zwischen
zwei benachbarten Zellen. Hierdurch wird eine Signalkaskade in beiden beteiligten Zellen
ausgelost (bidirektionales Signaling). In cis-Stellung interagieren die Rezeptoren und Liganden
auf der gleichen Zelle miteinander. Hierdurch wird die Aktivierung des hieriiber vermittelten
Signalweges gehemmt.

Komplexe aus Ephrin-Rezeptor und -Ligand konnen durch unterschiedliche
Mechanismen wieder aufgeldst werden. Innerhalb einer Zelle konnen Eph-R, wie
EphA3-R mit Metalloproteasen, wie z.B. Adam-10, koexprimiert werden (103). Eine
Interaktion von EphA3-R mit Ephrin-A2 oder Ephrin-AS5 in trans-Stellung aktiviert
Adam-10, welche nachfolgend die extrazelluliren Anteile der Liganden abspaltet und
das Signaling unterbricht (60,103,104).

Ein anderer Mechanismus ein Eph-R/Ephrin-Signaling zu unterbrechen, kann
iber eine Endozytose des gesamten Eph-R/Ephrin-Komplexes erfolgen. Die Endozytose
wird hierbei {iber eine Eph-B/Ephrin-B-Interaktion ausgelost (60,105,106).

Die Stirke des Signalings ist abhdngig vom Grad der Cluster-Bildung und der
entgegenwirkenden Dephosphorylierung der Kinase-Doménen bzw. der Internalisierung
der Rezeptoren (60,106,107,108). Je nach dem, welche Ephrin-Rezeptoren und -Li-
ganden interagieren, konnen die ausgeldsten Signalkaskaden eine verstirkte Adhésion

oder Repulsion der Zellen auslosen (60,107,109).
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1.7.5 Funktionen von Ephrin-Rezeptoren und -Liganden

im Nervensystem

Die Interaktion von Neuronen und Gliazellen im zentralen Nervensystem spielt
eine entscheidende Rolle fiir die Funktion von Synapsen (109). Die Ephrin-Rezeptoren
und Ephrin-Liganden sind wesentlich an der Synapsenbildung, der Regulation der
Synapsenfunktion und -plastizitit beteiligt (109,110).

Wihrend der Synapsenbildung in kortikalen und hippocampalen Neuronen
aktivieren prisynaptische Ephrine der B-Klasse postsynaptische EphB-R, welche ein
Clustering von NMDA-Rezeptoren hervorrufen. Auf diese Weise wird die Entwicklung
von dendritischen Spines vermittelt (111,112). Dendritische Spines sind kleine
Vorwoélbungen auf der Oberfliche der Dendriten, die mit Axonen interagieren und
Synapsen bilden. Entwicklungsstérungen von Spines und Synapsen induzieren schwere
neurologische Defizite (113). Bei einer Mutation von EphB1-R, EphB2-R und EphB3-R
kommt es jeweils zu einer verringerten Expression der Spines und zu einer gestorten

Reifung von Synapsen (55,114).

EphA-R spielen auch eine wichtige Rolle bei der Regulation der Spine-
Morphologie und die damit verbundene spezifische Form von —Plastizitdt (109,111).
Perisynaptische Astrozyten stabilisieren Spines, indem sie Synapsen mit ihren
Fortsdtzen umbhiillen (55,109). Nach Murai et al. wird die Form der Spines durch
Interaktion von EphA4-R/Ephrin-A3 reguliert, indem EphA4-R auf der Plasma-
membran der Spines mit Ephrin-A3 auf Astrozyten interagiert (109,115). Eine
Aktivierung von EphA4-R fiihrt zu einer Retraktion der Spines und Reduktion ihrer
Anzahl (111,113). Ein Verlust von EphA4-R hingegen fiihrt zu einer Verlingerung und

Desorganisation von Spines (116).

Auch Neurotraumen sind mit Expressionsédnderungen von Eph-R und Ephrinen
assoziiert. Willson ef al. wiesen nach Riickenmarksschédigung eine erhhte Expression
des EphA3-R nach (117). Figueroa ef al. indentifizierten EphA7-R als einen Regulator

der Apoptose in der akuten Phase einer Riickenmarksschiadigung (118).
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Auch eine Neuroinflammation ist mit Expressionsdnderungen der Eph-R und
Ephrine assoziiert. Zytokine wirken entscheidend mit bei der Ausbildung einer
Astrogliose. Nach Goldshmit et al. induziert IFN-y und der leukdmiehemmende Faktor
(LIF) in kultivierten Astrozyten eine erhohte Protein-Expression von EphA4-R (119).
EphA4-R induziert dann {iber eine Aktiverung von Astrozyten die Ausbildung einer
Astrogliose und Glianarbe. Demgegeniiber wurde in EphA4-R Knockout Méusen eine
verminderte Astrogliose beobachtet (119,120).

In der Arbeit von Li YY et al. wurde nach Ausschiittung inflammatorischer Zytokine
bei einer Herzinsuffizienz, wie dem Interleukin-18 (IL-1-B) oder dem Tumornekrose-
Faktor-a (TNF-a), eine signifikant verminderte Expression von EphA3-R auf mRNA-

und Proteinebene nachgewiesen (121).

1.8. Der EphA4-Rezeptor

1.8.1 Funktionen des EphA4-Rezeptors

Der EphA4-Rezeptor besitzt eine hohe Affinitdt sowohl zu den Ephrinen der
Gruppe A als auch der Gruppe B und wurde liberwiegend im Zusammenhang mit der
Entwicklung des Nervensystems untersucht, wo er in eine Vielzahl unterschiedlicher

Prozesse involviert ist (51,55,68,70,107,116,122-127).

Im zentralen Nervensystem (ZNS) ist der EphA4-R ubiquitir exprimiert. Er
findet sich prasynaptisch am Ort, an dem die Transmitterausschiittung erfolgt, in den
sogenannten pre-synaptic active zones (PAZ), in postsynaptischen Dendriten und ist in
perisynaptischen Regionen exprimiert, wo er z.B. via Ephrin-A3 mit Astrozyten
interagieren kann. Zudem wird EphA4-R in neurotransmitterhaltigen Vesikeln
exprimiert, was auf eine Bedeutung fiir die Neurotransmitterfreisetzung hindeutet
(111,127-129). Mit der durch Depolarisation induzierten Erregung von kortikalen
Neuronen steigt die Expressionsdichte von EphA4-R auf neuronalen Membranen (129).
Der Rezeptor ist dadurch von grofer Bedeutung filir synaptische Plastizitdt und ist
beteiligt an der Langzeitpotenzierung (55,129).

EphA4-R moduliert die Expression des Glutamat-Rezeptors 1 (GluR1), einer

Untereinheit des Glutamat-Rezeptors vom oa-amino-3-hydroxy-5-methyl-4-isoxazole-
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propionic acid receptor type (AMPA-Typ). Eine Stimulation mit Ephrin-A1l ermdglicht
eine Interaktion mit dem Anaphase promoting complex (APC), welcher eine Ubiquitin-
Ligase-Aktivitdt besitzt. Durch diese Ligase wird GluR1 ubiquitiniert und letztlich
degradiert, wodurch synaptische Effienz vermindert wird (130).

Furne et al. zeigten, dass EphA4-R in neuronalen Zellen der germinalen Zone
die Apoptose moduliert. Uber einen Caspase-abhiingigen Mechanismus und DNA-
Degradation vermittelt die Aktivierung von EphA4-R einen Zelluntergang (131). Die
Apoptose kann durch eine spezifische Blockade des EphA4-R mittels Ephrin-B3
gehemmt werden (132,133).

Weitere Untersuchungen zeigten, dass die in kortikalen Astrozyten exprimierten
Rezeptoren EphA2-EphA7, EphB2 und insbesondere EphA4 durch geclustertes Ephrin-
AS aktiviert werden. Ephrin-AS5 induziert dabei eine Phosphorylierung von EphA4-R in
Neuronen und inhibiert hieriiber das Wachstum von Axonen (71,119,133,134).
Zytokine, wie IFN-y, induzieren eine Phophorylierung von EphA4-R und steigern
auBerdem die Expression von EphA4-R auf Proteinebene, dhnlich wie das geclusterte
Ephrin-AS5 (119,120,134).

Experimente mit synthetisch hergestellten, nicht-membrangebundenen und nicht-
geclusterten Liganden, den sogennanten 16slichen Ephrin-A5-Liganden zeigen hingegen
eine antagonistische Wirkung und inhibieren die Phosphorylierung von EphA4-R. Uber
diesen Mechanismus kann in vitro eine verminderte Expression von GFAP in
Astrozyten und demzufolge eine verminderte Astrogliose nachgewiesen werden

(61,134-136).

Versuche in der EphA4-R Knockout Maus zeigen Expressionsdnderungen der
Rezeptoren EphA2, EphA5 und EphB2. In Abwesenheit von EphA4-R wird EphA2-R
sowohl auf mRNA- als auch auf Proteinebe hochreguliert. EphA5-R und EphB2-R
werden lediglich auf mRNA-Ebene herunterreguliert und bleiben unverdndert auf

Proteinebene (62,71,137).
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1.8.2 Bedeutung von EphA4-Rezeptoren fiir die

Glutamat-Freisetzung aus Astrozyten

Eine wichtige Aufgabe von Astrozyten ist es bei neuronaler Aktivitit an der
Synapse freigesetztes Glutamat aus dem synaptischen Spalt wieder aufzunehmen und
intrazelluldr in Glutamin zu konvertieren. Auf diese Weise wird das Gehirn vor
toxischen Wirkungen des Glutamats, das eine Ubererregung induzieren kann, geschiitzt.
Dies bewerkstelligen die Glutamattransporter GLAST und GLT-1, welche tiberwiegend
in der Plasmamembran von Astrozyten exprimiert werden (109,116,135,138,139).
GLAST und GLT-1 werden in enger rdumlicher Nihe zu Ephrin-A3 am synaptischen
Spalt von Astrozyten exprimiert (111). Die Interaktion von postsynaptischem EphA4-R
auf Neuronen und Ephrin-A3 auf Astrozyten hat einen bidirektionalen Effekt. Einerseits
induziert das forward signaling des EphA4-R eine Retraktion von Spines. Andererseits
verringert das reverse signaling des Ephrin-A3 die Expression der Glutamattransporter
GLAST und GLT-1 und dadurch die Glutamataufnahme durch die Astrozyten (116).
EphA4-R oder Ephrin-A3 Knockout Miause zeigen eine Hochregulation von GLAST
und GLT-1 im Gehirn und damit ist eine Verringerung der Glutamatkonzentration im
synaptischen Spalt verbunden. Hieraus resultiert eine Reduktion der Langzeit-
potenzierung und eine Beeintrdchtigung von Lernprozessen (116,139). In Ephrin-A3
Knockout Miausen wird EphA4-R durch andere Ephrine, z.B. die der Klasse B,
phosphoryliert (55).

An Synapsen gesteigerter Aktivitit werden EphA4-R-haltige Vesikel an die
Synapse transportiert und dadurch die Interaktion von EphA4-R/Ephrin-A3 gesteigert.
Hierdurch wird die Aufnahme von Glutamat gehemmt und die Konzentration von
Glutamat im synaptischen Spalt erhoht. Im Gegensatz dazu kann an Synapsen
gesteigerter Aktivitdt, aber auch die zytoplasmatische Domidne des EphA4-R mittels
einer y-Sekretase abgespalten werden, was in Folge die Anzahl der Spines erhoht (111).
Murai et al. vermuten in diesem Zusammenhang, dass die abgespalteten Monomere an
die angrenzenden Ephrin-A3-Liganden binden und das reverse signaling hemmen. Dies
wiederum fiihrt zu einer erhohten Expression der Glutamattransporter und zu einer
verstirkten Aufnahme von Glutamat in die Astrozyten. Auf diese Weise wird eine
lokale Homdostase der Glutamat-Konzentration erreicht und Plastizitdt an Synapsen

vermittelt (111).
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1.8.3 Bedeutung von EphA4-Rezeptoren fiir die

Freisetzung von D-Serin aus Astrozyten

Neuere Arbeiten lassen vermuten, dass neuronale Aktivitdt, die iiber NMDA-
Rezeptoren vermittelt wird, durch Freisetzung von Neurotransmitter-dhnelnden
Substanzen aus Gliazellen moduliert werden kann (140). Die NMDA-Rezeptor-
Aktivierung wird durch Glutamat, D-Serin und Adenosintriphosphat (ATP) beeinflusst
(141-145).

Im Gehirn wird D-Serin liberwiegend von Astrozyten synthetisiert. Diese konnen mit
Hilfe der Serin-Racemase (SR) L-Serin in das aktive D-Serin umwandeln (146,147). D-
Serin ist ein Co-Agonist, der an die Strychnin-sensitiven Glycin-Bindungsstelle des
NMDA-Rezeptors bindet. Astrozyten sezernieren D-Serin nach Glutamat-Rezeptor-
Aktivierung iiber eine Kalzium- und SNARE-Komplex-abhiangige Exozytose (147,151),
welches nachfolgend die Langzeitpotenzierung an glutamatergen Synapsen beeinflusst

(152).

Die Freisetzung von D-Serin aus Astrozyten wird durch Interaktion von Eph-
Rezeptoren mit Ephrin-Liganden moduliert (145). Zhuang et al. zeigten, dass
postsynaptisch exprimiertes Ephrin-B3 durch eine Phosphorylierung astrozytirer
EphB3-R oder EphA4-R die D-Serin-Synthese steigert (145). Der Anstieg der D-Serin-
Spiegel ist Folge einer verstirkten Interaktion von Protein interacting with C-kinase 1
(PICK1) und SR. PICK 1 enthilt eine PDZ-Doméne, welche sowohl die Proteinkinase-
C-alpha (PKC-a), als auch Ephrin-Rezeptoren binden kann. Es wird vermutet, dass die
Eph-R/Ephrin-Interaktion die PKC-a Aktivitit vermindert, hierdurch die PICK1-SR-
Interaktion verstirkt und in der Folge die D-Serin Freisetzung gesteigert wird (145).

Weitere Untersuchungen zeigten, dass auch Ephrin-B1 eine Rolle bei der Frei-
setzung von D-Serin spielt. Dieser Mechanismus erfolgt jedoch EphB3-R/EphA4-R-
unabhingig (145,153).
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1.8.4 Bedeutung von EphA4-Rezeptoren fiir die

Zellproliferation

Der EphA4-R kann mit Wachstumsfaktor-Rezeptoren der Fibroblast growth
factor (FGF)-Familie interagieren (58). FGF-Rezeptoren (FGFR) gehoren zur Familie
der Rezeptor-Tyrosinkinasen, von denen bislang vier Isoformen bekannt sind. Die
FGFR binden 23 unterschiedliche Liganden, die Wachstumsfaktoren FGF-1-23.
Hieriiber werden Signalkaskaden aktiviert, welche Zellproliferation, Angiogenese,
Migration und Differenzierung steuern konnen. Mutationen der FGFR spielen eine Rol-
le bei der Entwicklung von Tumoren, wie z.B. von Glioblastomen (154-158). Dabei
wird EphA4-R in Astrozyten im Glioblastom gegeniiber gesunden Astrozyten verstirkt
exprimiert (158). Yokote et al. untersuchten die Auswirkung der Uberexpression von
EphA4-R im Glioblastom auf die Zellproliferation. Sie wiesen nach, dass die erhdhte
Expressionsdichte von EphA4-R eine gesteigerte Interaktion mit FGFR vermittelt, die

wiederum eine verstarkte Zellproliferation induziert (159).

1.8.5 Ziele der Arbeit

Ephrin-Rezeptoren und ihre Liganden beeinflussen auf vielfiltige Art und Weise die
Neurotransmission. Thre Bedeutung fiir die Pathogenese der HE ist bislang jedoch unklar. Ziel
der vorliegenden Arbeit war es Effekte von Ammoniak, einem Haupttoxin der HE, auf die
Expression von Eph-R/Ephrin-Isoformen in kultivierten Rattenastrozyten zu untersuchen.
AuBerdem sollte untersucht werden, ob die durch Ammoniak-induzierten Expressions-
dnderungen im Zusammenhang mit der Bildung von Glutamin und/oder reaktiven Stick- und
Sauerstoffspezies oder einer Zellschwellung stehen. Des Weiteren sollte gepriift werden, ob
inflammatorische Zytokine ebenfalls die mRNA-Expression von Ephrin-Rezeptoren sowie
deren Liganden beeinflussen. Mit Hilfe einer durch siRNA vermittelten Herunterregulation des
EphA4-Rezeptors sollte gepriift werden, ob die bereits in der Literatur beschriebene
Herunterregulation des Glutamattransporters GLAST durch Ammoniak durch den EphA4-
Rezeptor vermittelt wird.

Weiterhin sollte an bereits vorhandenen Genarray-Datensétzen iiberpriift werden, ob

Expressionsédnderungen von Ephrin-Rezeptoren und Ephrin-Liganden auch in post mortem

Hirngewebe von Leberzirrhose-Patienten mit und ohne HE beobachtet werden konnen.
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2 Material und Methoden

2.1.Materialen
2.1.1 Geriate

Tabelle 1: Verwendete Gerate.

Gerit

Firma/ Hersteller, Ort

7500 Realtime-PCR System

Applied Biosystems, Foster City, CA, USA

Blotting-Kammer

Biorad, Miinchen, Deutschland

Brutschrank Hera Cell 150

Heraeus, Hanau, Deutschland

Elektrophorese-Kammer

Biometra, Biorad, Goéttingen, Miinchen,

Deutschland

Kodak Image Station 4000MM

Biostep GmbH, Burkhardtsdorf, Deutschland

Magnetriihrer Modell MR2000

Heidolph, Schwabach, Deutschland

Mikroskop Axiovert 100 (invers)

Zeiss, Oberkochen, Deutschland

Mikroskop Fluoscan Ascent FL

Thermo Electron Cooperation, Waltham, USA

Mikrotiterplatten MicroAmp Optical

Applied Biosystems, Foster City, CA

Nanodrop®ND-1000

Peqlab Biotechnologie, Erlangen, Deutschland

pH-Meter 330

WTW, Weilheim, Deutschland

Pipetboy acu, Pipetboy comfort

IBS Integra Biosciences, Fernwald, Deutschland

Pipetten/Pipettenspitzen: 0,1-10pul,
10-100ul, 20-200p1, 100-1000p1

Eppendorf, Hamburg, Deutschland

Spectrophotometer Ultrospec 2100 pro

Amersham Biosciences, Freiburg, Deutschland

PVDF Membran

Millipore, Eschborn, Deutschland

Sterilbank Antares

Heraeus, Berlin, Deutschland

Sterilfilter

Millipore, Eschborn, Deutschland

Thermoblock (Thermomixer) 5436

Eppendorf, Hamburg, Deutschland

Vakuum-Sicherheits-Absaugssystem HLC

Ditabis, Pforzheim, Deutschland

Vortex VM2

CAT, Staufen, Deutschland

Waage (Analyse) 770

Kern&Sohn, Balingen-Frommern, Deutschland

Waage 440-47N

Kern&Sohn, Balingen-Frommern, Deutschland

Wasserbad TW 20

Julabo, Seelbach, Deutschland
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Schittler, Roller SRT'1

Stuart Scientific, Staffordshire, UK

Zentrifuge 5415D

Eppendorf, Hamburg, Deutschland

Zentrifuge AHT 35R

Hettich, Tuttlingen, Deutschland

Zentrifuge Beckmann GS-15-R

Beckmann Coulter, Krefeld, Deutschland

2.1.2 Verbrauchsmaterialien

Tabelle 2: Verbrauchsmaterialien.

Verbrauchsmaterial

Firma/ Hersteller, Ort

Cellstar® 24 Well Zellkulturplatte

Greiner Bio-One, Kremsmiinster, Osterreich

Cellstar® T75-Zellkulturflasche

Greiner Bio-One, Kremsmiinster, Osterreich

Costar® Stripetten

Corning Incorporated, Corning, NY, USA

Einmalkaniile 20G-Mandrin

B.Braun Melsungen AG, Melsungen,

Deutschland

Eppendorfgefall (1,5ml und 2ml)

Eppendorf, Hamburg, Deutschland

Filtropur S 0,2-Spritzenfilter

Sarstedt, Niurnbrecht, Deutschland

MatTek-Glasboden-Petrischale 50mm

MatTek Corporation, Ashland, MA, USA

MicroAmp® Optical 96-Well

Reaction Plate

Applied Biosystems, Foster City, CA, USA

Objekttrager, geschnitten, mattrand,
72x22 mm

Engelbrecht, Edermiinde, Deutschland

Optical Adhesive Covers (Abdeck-
Klebefolie)

Applied Biosystems, Foster City, CA, USA

Original Perfusor®-Spritze OPS 50ml

B.Braun Melsungen AG, Melsungen,

Deutschland

Parafilm M Labfilm

Pechiney, Chicago, IL, USA

Plastikzellkulturschalen (60mm, 100mm)

BD Biosciences, Durham, NC, USA

QIAshredder

Qiagen, Hilden, Deutschland

Filterpapier

Whatman, Maidstone, UK

Blotting Nitrozellulosemembran

Whatman, Maidstone, UK
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2.1.3 Chemikalien

Tabelle 3: Verwendete Chemikalien.

Substanz

Firma/ Hersteller, Ort

Acrylamid (30%) AppliChem, Darmstadt, Deutschland
Ammoniumazetat Roth, Karlsruhe, Deutschland
Ammoniumchlorid Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA
Ammoniumpersulfat Merck, Darmstadt, Deutschland
Apocynin Calbiochem, Darmstadt, Deutschland

Bovine Serum Albumin (BSA)

PAA, Linz, Osterreich

Beta (3)-Merkaptoethanol

Roth, Karlsruhe, Deutschland

3-Glyzerolphosphat

AppliChem, Darmstadt, Deutschland

DMEM, GlutaMAX, 1,0 g/l D-Glucose,
Pyruvat

Invitrogen, Darmstadt, Deutschland

DMSO Hybri-Max®

Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA

DNA-Léngenstandard

Fermentas, St.- Leon-Rot, Deutschland

EDTA Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA
EGTA Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA
Ethanol Merck, Darmstadt, Deutschland
FCS Merck, Darmstadt, Deutschland
Hoechst34580 Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland

Interferon gamma (IFN-y)

Biosource International, Kalifornien, USA

L-Glutamat

Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA

L-Glycin

Merck, Darmstadt, Deutschland

L-Methionin-Sulfoximin (MSO)

Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA

L-NG-Nitroarginin-methylester (L-NAME)

Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA

Methanol

Merck, Darmstadt, Deutschland

Natriumchlorid

Merck, Darmstadt, Deutschland

Natriumfluorid

Merck, Darmstadt, Deutschland

Natriumorthovanadat (Pervanadat)

Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA

Natriumpyrophosphat (10xH0)

AppliChem, Darmstadt, Deutschland

Paraformaldehyd (4%)

Merck, Darmstadt, Deutschland

Ponceau S solution (0,2%)

Merck, Darmstadt, Deutschland

PBS Dulbecco mit Ca®" und Mg**

Biochrom, Berlin, Deutschland

Protease-Inhibitor-Cocktail

Roche, Mannheim, Deutschland

Precision Plus Proteinstandard

Bio-Rad, Miinchen, Deutschland

SDS (98,5%)

Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA
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siRNA (EphA4-R)

Qiagen, Hilden, Deutschland

TAE Puffer, 50 x

S-Prime, Hamburg, Deutschland

TEMED

Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA

Tumornekrosefaktor alpha (TNF-a)

Roche, Mannheim, Deutschland

Tunicamycin

Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA

Tris (Hydroxymethyl-aminomethan)

VWR Chemicals, Leuren, Belgien

Triton-X 100

Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA

Trypsin/EDTA Losung

Biochrom, Berlin, Deutschland

Tween-20

Serva, Heidelberg, Deutschland

Wasserstoffperoxid (H20,)

Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA

2.1.4 Molekularbiologische Kits

Tabelle 4: Kommerziell erhiltliche Kits.

KIT

Firma/ Hersteller, Ort

Bio-Rad Protein Assay Kit

Bio-Rad, Deutschland

QuantiTect® Reverse Transcription Kit

Qiagen, Hilden, Deutschland

RNeasy® Mini Kit

Qiagen, Hilden, Deutschland

SYBR® Green PCR Master Mix

Applied Biosystems, Darmstadt, Deutschland

ECL™ Western-Blotting Detection Kit

Perkin Elmer, Waltham, USA

2.1.5 Antikorper

Tabelle 5: Primére-Antikorper.

Antikorper Wirt Molekulargewicht | Hersteller/ Verdiinnung
gerichtet gegen: des detektierten Bestellnummer in Western-
Proteins in kDa Blot Experi-
menten
EphA4-Rezeptor | Maus 120kD Santa Cruz 1:500 in 5%
(monoklonal) Biotechnology, BSA (geldst in
sc-135897 TBST-Puffer)
GLAST Kaninchen | 75kD Tocris Bioscience, | 1:1250 in 5%
(polyklonal) #2064 BSA (gelost in
TBST-Puffer)
GAPDH Maus 37kD Meridian Life 1:5000 in 5%
(monoklonal) Science Inc., BSA (gelost in
#486504M TBST-Puffer)
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Tabelle 6: HRPOD-gekoppelte, sekundare Antikorper.

Sekundéir-antikorper Wirt Hersteller Bestell-Nr.

Anti-mouse (monoklonal) Goat Sigma A4540

Goat anti-rabbit (polyklonal) Goat Immun- Dako P0448
globulin HPR

2.1.6 Oligonukleotide

Primer fiir die quantitative Realtime-PCR wurden von der Firma MWG

synthetisiert. Nachfolgend sind die in der vorliegenden Arbeit verwendeten Primer-

sequenzen aufgelistet:

Tabelle 7: Primersequenzen. F= forward R= reverse

Gen / Basensequenz Referenz Pro- Twm
Genbank dukt- |in°C
Entry Nr. grofle
in bp

EphA1-R F: TTGCCAACTTTGACCCTAGG Ivanov 248 51,85
NM _001107858.1 | R: CTTAAATCCTTGAATACTGCAG | 2005 (171) 47,23
EphA2-R F: CCCGAGTGTCCATTCGGCTAC Buchert 243 57,02
NM_001108977.1 | R: TCACTTGGTCTTTGAGTCCCAG 1999 (79) 53,96
EphA3-R F: GAGTTACGGGATTGTACTCTG Ivanov 411 52,16
NM_031564.1 R: TGGCAATGGTGTCACAGGAGC 2005 (171) 57,30
EphA4-R F: AGTTCCAGACCGAACACAGCTTG | Biervert 261 65,09
NMO001162411.1 R: GCCATGCATCTGCTGCATCTG 2001 (172) 62,60
EphAS-R F:TCCACCTCACAGTTACACCC MWG 141 53,06
NM 024367.1 R: GCGATTTTCCCCTTCTTCAC BLAST 51,38
EphA7-R F: CCATAAGCCCTCTTCTGGACCA Biervert 267 61,49
NM_ 134331.1 R: ACACTTGGATGCCGGTTCCGT 2001 (172) 64,65
EphB1-R F: AAGCCCCCTACCTCAAAGTTG Ivanov 353 53,95
NM_001104528.1 | R: CACCATCCACTCTCCATCTCC 2005 (171) 53,70
EphB2-R F: CACTACTGGACCGCACGATAC Biervert 247 54,84
NM 001127319.1 | R: TCTACCGACTGGATCTGGTTCA 2001 (172) 54,31
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Gen / Basensequenz Referenz Pro- Twm
Genbank dukt- | in°C
Entry Nr. grofle
in bp
EphB3-R F: GTAGGGTCAGGTGGGGATAAG Ivanov 217 53,01
NM 001105868.1 | Rt GACAGCACCAAGGGTAGGCAG 2005 (171) 57,11
EphB6-R F: GGACAGGCCTTCCCAGGCTCT Biervert 172 65,99
NM 001107857.1 | Rt TGGCAGGTCTTCCAGGCTGA 2001 (172) 63,33
Ephrin-Al F: ATCCCAAGTTCCGAGAGGAGG Ivanov 272 54,99
NM_053599.2 R: CTCCTTGCCCAAGGTGAAAGGC | 2005 (171) 58,00
Ephrin-A2 F: ATACATGGTGAACGGCGAG MWG 141 51,96
NM_001168670.1 | Rt AGGGAAAAGGGGGTGAAGAG BLAST 52,93
Ephrin-A3 F: TCGCCTTCTTCCTCATGACG Ivanov 293 54,08
XM _001072657.2 | RiCTGAGCACTGCCTTTATAGCC 2005 (171) 53,01
Ephrin-A4 F:GCTCCCAATACTCCGTCTTC MWG 151 52,04
NMO001107692.1 R:AAAGCTTCATCATGTCTGCC BLAST 50,63
Ephrin-AS F: AACGGACCGCTGAAGTTCTCGG | LaiKO 295 59,17
NM_053903.1 R: TTTGTGCCGCGTTCTCTCCGCG 1999 (173) 62.68
Ephrin-B1 F: AGGCCTCTGGGCTCTGTGGG Débele 91 65,96
NM_017089.2 R: GCAGGGCCAGGGGGCTATCT 2011 (174) 66,14
Ephrin-B2 F: TGGAAGTACTGTTGGGGACT Zhuang 301 51,91
NM_001107328.2 | R: TCACATCTTGGTCTGGTCTG 2010 (145) 51,04
Ephrin-B3 F: : GGGACCGGCTAGATCTACTT Zhuang 201 52,12
NM_001100980.2 | R: GGCTGTATTCCTGGAACTTG 2010 (145) 50,36
GLAST F: MWG 125 62,78
NM_019225.2 GCGGAATAGAGTACAGCCCACATT | BLAST 61,75
R: GACAAAGCGTTTAGGCCAGCA

HPRT F:TGCTCGAGATGTCATGAAGGA MWG 51 53,02
NM_012583.2 R:CAGAGGGCCACAATGTGATG BLAST 53,13

Ephrin-Rezeptoren und ihre Liganden wurden in kultivierten Rattenastrozyten

mittels quantitativer Realtime-PCR (qQRT-PCR) nachgewiesen. Wie in Tabellen 8 und 9
zu sehen ist, konnten die Ephrin-Rezeptoren EphA1-A5-R und EphA7-R, EphB1-B3-R
und EphB6-R sowie die Ephrine-A1-A5 und Ephrine-B1-B3 auf mRNA-Ebene

detektiert werden.
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Tabelle 8: Durchschnittliche CT-Werte der hier in der Arbeit verwendeten Primer.

Rezeptor EphAl-R EphA2-R EphA3-R EphA4-R EphA5-R EphA7-R
Ct-Mittelwert | 28,602 26,270 25,949 24,401 27,507 28,378
Standardfehler | +/- 1,05 +/-2,06 +/-1,58 +/-1,01 +/-123  +/-1735
Anzahl N=15 n=15 n=15 n=20 n=12 n=17
Rezeptor EphB1-R | EphB2-R | EphB3-R | EphB6-R

Ct-Mittelwert | 24,825 22,112 24,678 26,453

Standardfehler |+/- 1,68 +/-1,22 +/- 1,05 +/- 0,86

Anzahl n=14 n=16 n=12 n=11

Tabelle 9: Durchschnittliche CT-Werte der hier in der Arbeit verwendeten Primer.

| Ligand Ephrin-Al | Ephrin-A2 Ephrin-A3 Ephrin-A4 Ephrin-A5
Ct-Mittelwert | 26,651 29,608 28,130 23,611 28,527
Standardfehler |+/- 1,23 +/- 0,68 +/- 1,02 +/- 0,85 +/-0,96
Anzahl n=4 n=4 n=15 n=6 n=8
Ligand Ephrin-B1 | Ephrin-B2 | Ephrin-B3
Ct-Mittelwert | 26,651 29,608 28,130
Standardfehler |-+/-1,23 +/- 0,68 +/- 1,02
Anzahl n=4 n=4 n=15

2.1.7 siRNA
Tabelle 10: Komponenten/Oligonukleotide fiir siRNA-Versuche
Komponenten/ Katalog-Nummer Firma/ Hersteller, Ort
Konzentration
Flexi Tube siRNA EphA4-R | S101759443 Qiagen, Hilden, Deutschland
(Ratte)
Rn _LOC316539 1
NM 001162411,
XM 244186, XR 007714
AllStars Negativ Kontrolle 1027281 Qiagen, Hilden, Deutschland
siRNA
HiPerFect Transfektions- | 301705 Qiagen, Hilden, Deutschland
Reagenz
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2.1.8 Puffer und Losungen

Tabelle 11: Rezepte fiir die Herstellung von Puffern und Lésungen.

Puffer/Losung

Bestandteile/ pH-Wert

5% BSA Losung (Bovine Serum Albumin)

5g BSA auf 100ml TBS-T Puffer

Elektrophorese-Puffer (pH = 8)

100 mM Tris
100 mM Hepes
3 mM SDS

RL- Puffer

10ml 2M Tris

28ml 5M NaCl

420mg NaF

4400mg Na-Pyrophosphat (x10H,0)
2ml EDTA (0,5M)

2ml EGTA (0,5M)

200mg Na-Vanadat

4,4ml B-Glycerolphospaht

10ml Triton-X 100

10 x TBS (pH =7,6)

24,23g Tris
80,06g NaCl
ad 1000ml dH,O

1x TBS-T

200ml TBS-T
1800ml AquaDest

2ml Tween

5 x Transferpuffer (pH = §,3)

28,4 mM Tris
192 mM Glycin

1 x Transferpuffer

200ml 5 x Blotpuffer
100ml Methanol
ad 1000 ml dH,O

1M Tris-Puffer

121,14 g1 pH=638

1,5M Tris-Puffer

184,71 g/l pH=8.8

SDS-Laufpufter fiir die Gelelektrophorese

1,75ml 1M Tris (pH=6,8)
1,5ml Glycerin

5ml 10% SDS

0,24g DTT

1,75ml dH,O

Spatelspitze Bromphenolblau
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Puffer/Losung Bestandteile/ pH-Wert
SDS-Polyacrylamid Gel (10%) 15,9ml H,O
(40ml Ansatz) 13,3ml Acrylamid (30%)

10ml 1,5M Tris- Puffer (pH = §,8)
0,4ml 10% SDS
0,4ml 10% Ammoniumpersulfat

0,016ml TEMED

Waschpufter (PBST/TBST) 0,1% Tween 20 in PBS oder TBS

2.2 Methoden

2.2.1 Praparation und Kultivierung zerebrokortikaler

Astrozyten aus der Ratte

Astrozyten wurden aus dem Gehirn von 0-3 Tage alten Wistar-Ratten prépariert.
Die Kultivierung der Zellen erfolgte in Dulbecco's Modified Eagle Medium (DMEM)
GlutaMAX-Medium mit 1,0g/l D-Glukose, welches mit 10% FCS versetzt wurde. Die
Inkubation der Zellen erfolgte in einem mit 10%-CO> begastem Brutschrank unter
Wasserdampfsittigung und konstanter Temperatur von 37°C. Bis zum Erreichen der
Konfluenz der Zellen auf 100mm unbeschichteten Plastik-Zellkulturschalen wurde
dreimal wochentlich ein Nahrmediumwechsel unter einer Sterilbank durchgefiihrt. Zur
Subkultivierung wurden die Zellen mit Sml einer Trypsin/EDTA-L6sung fiir Smin bei
37°C inkubiert und vom Untergrund abgeldst. AnschlieBend wurde die Zellsuspension
mit Kulturmedium mit 10% FCS im Verhidltnis von 1:2 gemischt und auf neue
Zellkulturschalen (100mm oder 60mm Durchmesser) ausplattiert. Das Wachstum der

Zellen wurde regelmiBig am Phasenkontrast-Mikroskop kontrolliert.

(Aktenzeichen der Ethikkommission, Medizinische Fakultit der Heinrich-Heine-

Universitét Diisseldorf: Studiennr. 3576, Organentnahmeprojekt O78/08).
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2.2.2 Experimentelle Behandlung kultivierter

Rattenastrozyten

Zu Beginn des Versuchs wurde das Ndhrmedium der 100mm Kulturschalen
abgesaugt und mit Sml (bzw. 3ml bei 60mm Kulturschalen) eines FCS-freien DMEM
GlutaMAX-Mediums dreimal gewaschen. Anschliefend wurden die Zellen mit 10ml
(bzw. 3ml) FCS-freien Medium versetzt um Effekte vom FCS auf die Astrozyten zu
minimieren. Nach einer 30-miniitigen Inkubation wurden die Astrozyten fiir die jeweils
angegebenen Zeitrdume mit IFN-y (100U/ml), TNF-a (10ng/1), L-Methioninsulfoximin
(MSO) (3mmol/l), Apocynin (APO) (300pumol/l) oder L-NG-Nitroarginin-Methyl-Ester
(L-NAME) (Immol/l) inkubiert. Ausgewihlte Kulturen wurden nachfolgend mit NH4Cl
(Smmol/l) inkubiert oder blieben unbehandelt (Kontrolle). Wéhrend des gesamten
Experiments blieb der entsprechende Inhibitor im Zellkulturmedium anwesend.

Eine Zellschwellung wurde experimentell durch Inkubation der Astrozyten mit
hypoosmotischem Medium (205mosmol/l) fiir die jeweils angegebenen Zeitrdume
herbeigefiihrt. Zur Herstellung des Mediums wurde normoosmotisches DMEM Zell-
kulturmedium (ohne FCS, 320mosmol/l) mit NaCl-freiem DMEM verdiinnt.

Mit Hilfe von siRNA wurde EphA4-R auf Proteinebene herunterreguliert.
Hierfiir wurden die Zellen in 60mm Zellkulturschalen zunéchst dreimal mit FCS-freiem
Zellkulturmedium gewaschen und nachfolgend fiir 30 Minuten mit FCS-freiem Medium
inkubiert. AnschlieBend wurden die Zellen entweder mit gegen EphA4-R gerichteter-
oder mit Kontroll-siRNA inkubiert.

Die Transfektion der Zellen mit siRNA erfolgte mit dem Transfektionsreagenz
HiPerfect, welches aus kationischen und neutralen Lipiden besteht und mit der siRNA
einen Komplex bildet. Nach Aufnahme des Komplexes in die Zelle wird die siRNA aus
dem Komplex freigesetzt. Zur Herstellung der Transfektionsreagenz-Losung wurden
pro Milliliter Zellkulturmedium 2ul HiPerfect mit 23ul DMEM GlutaMAX-Medium in
einem Reaktionsgefdl vorinkubiert. Zusitzlich wurden 4ul siRNA mit 21ul DMEM
Zellkulturmedium in einem separaten Gefdl zusammenpipettiert. Beide Losungen
wurden vorsichtig fiir Imin invertiert und dann 5min bei Raumtemperatur inkubiert.
Anschliefend wurden beide Reaktionsgemische in ein gemeinsames Gefdl3 {iberfiihrt
und erneut lmin invertiert sowie Smin bei Raumtemperatur inkubiert. Pro Milliliter
Zellkulturmedium wurden 50ul Transfektionsreagenz auf die Astrozytenkulturen

gegeben.
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2.2.3 Genexpressionsanalyse und Realtime-PCR

2.2.3.1 RNA-Isolation

Gesamt-RNA wurde aus kultivierten Astrozyten mit Hilfe des RNeasy Mini Kits
(Qiagen) isoliert. In diesem Verfahren werden Mikrosdulen verwendet, welche RNA
selektiv an eine Silikagel-Membran binden.

Nachdem die Zellen 100mm Plastik-Zellkulturschalen konfluent bewachsen hatten,
wurde das Zellkulturmedium abgenommen und die Zellen dreimal mit PBS-Puffer
gewaschen. Mit Hilfe eines Zellschabers und einem Lysispuffer wurden die Zellen
aufgeschlossen und homogenisiert. Der Lysispuffer enthielt Guanidium Isothiocyanat
und B-Mercaptoethanol zur Inaktivierung ubiquitir exprimierter Ribonukleasen. Durch
Zugabe von Ethanol wurde die RNA gefillt und anschlieBend mittels Silicagel-
Membran-haltigen Sdulen isoliert. In mehreren Waschschritten mit unterschiedlichen
Pufferlosungen wurden Proteine, Salze und andere Bestandteile in der Lyseprobe von
der Membran entfernt. Abschlieend wurde die RNA mit RNase-freiem Wasser eluiert
und bei -80°C aufbewahrt. Die genaue Durchfiithrung erfolgte exakt nach den Vorgaben

des Herstellers und ist dem RNeasy Mini Kit Handbuch von Qiagen zu entnehmen.

2.2.3.2 Bestimmung von Konzentration und

Reinheit der isolierten RNA

Die Konzentration und die Reinheit der RNA wurde mittels NanoDrop®-ND-
1000 (Fa. NanoDrop Technologies, Wilmington, DE, USA) spektrofluorimetrisch
bestimmt. Die RNA-Konzentration wurde durch Messung der Absorption bei einer
Wellenldnge von 260nm ermittelt. Die Berechnung der Ribonukleinsdurekonzentration

erfolgte nach der Formel: ssRNA (pg/ml) = 40x OD260.

Das Absorptionsmaximum von Proteinen im Photometer liegt bei 280nm. Der

/A_ ) gibt Auskunft iiber die

Quotient aus der RNA- und Protein-Absorption (A2 oo/ g0

Reinheit der Probe. Die RNA-Qualitit der verwendeten Proben lag im Bereich von 1,8

bis 2,1.
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2.2.3.3 Reverse Transkription (¢cDNA-Synthese)

cDNA wurde mit Hilfe des QuantiTect®Reverse Transcription Kit von Qiagen
nach Protokoll des Herstellers synthetisiert.
Dabei wurde 1pg RNA mit RNAse-freiem Wasser auf ein Probenvolumen von 12pul
aufgefiillt. Durch Addition von 2pl eines gDNA Wipeout-Puffers und anschlieBender
Inkubation fiir 2min bei 42° in einem Thermoblock, wurde in der Probe vorhandene
DNA eliminiert. Nachfolgend wurde zu den Proben 6ul Reverse-Transkription-
Mastermix, bestehend aus 1ul Reverse Transkriptase (RT), 4ul RT-Puffer und 1ul RT-
Primer-Mix (dNTPs) hinzupipettiert und fiir 15min bei 42° inkubiert. Die Reverse-
Transkriptase wurde durch anschlieBende Inkubation der Proben fiir 3min bei 95°
inaktiviert. Die cDNA wurde nachfolgend 1:6 mit Wasser verdiinnt und bei -20°
aufbewabhrt.

2.2.3.4 Realtime-PCR

Die Realtime-Polymerase-Kettenreaktion (PCR) wird zur Quantifizierung von
mRNA verwendet. Das Verfahren ermdglicht die Detektion und Qualifizierung von
PCR-Produkten mit Hilfe eines Fluorochroms, dessen Fluoreszenz proportional ist zur
gebildeten Menge des PCR-Produkts. Die Realtime-PCR wurde mit dem ABI 7500
Realtime-PCR Systems durchgefiihrt und die PCR-Produkte mit dem Fluoreszenz-
Farbstoff SYBR Green nachgewiesen. Dabei handelt es sich um einen Cyanin-
Farbstoff, der mit doppelstrangiger DNA interkaliert. Der DNA-Farbstoff-Komplex
absorbiert Licht bei einer Wellenldnge Amax = 494 nm und emittiert nach Anregung
griines Licht bei Amax = 521 nm. Da SYBR Green an doppelstringige Nukleinsduren
bindet, musste ausgeschlossen werden, dass Fluoreszenzsignale durch unspezifisch
amplifizierte Produkte oder Primer-Dimere verursacht wurden. Dazu wurde am Ende
der PCR eine Schmelzpunkt-Kurven-Analyse durchgefiihrt, bei welcher das PCR-
Produkt bei stetig steigender Temperatur von 40 bis 95°C degradiert wurde. Dabei
wurde der Farbstoff aus dem Produkt freigesetzt und das emittierte Fluoreszenz-Signal
kontinuierlich gemessen.

Bei geringen Temperaturen ist das Signal am stérksten, da hier die DNA als
Doppelstrang vorliegt. Wird hingegen die Schmelztemperatur der DNA erreicht und der
Doppelstrang aufgelost, kommt es zu einem Abfall des Signals. PCR-Produkte
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unterschiedlicher Grofle besitzen unterschiedliche Schmelztemperaturen. Besteht eine
Verunreinigung mit unspezifisch amplifizierten Produkten, treten mehrere Peaks in der

Analyse auf (175).

Bei der praktischen Durchfiihrung wurden die in Tabelle 7 aufgefiihrten Primer-
Paare auf eine Konzentration von 10pmol/ul verdiinnt. Als endogene Gen-Referenz
diente das Hypoxanthin-Guanin-Phosphoribosyltransferase (HPRT)-Gen. Fiir jede 25ul
PCR-Reaktion wurden 2ul cDNA (50ngul), 2,5ul Primer-Mix (1,25ul von je 10 pM
Strang- und Antistrang-Primer), 12,5ul 2xSYBR Green Master Mix Kit von Applied
Biosystems (bestehend aus SYBR-Green-1-Farbstoff, AmpliTaq Gold®-DNA-Poly-
merase, dNTPs mit dUTP, passiver Referenz-1 und optimiertem Puffer) zusammen mit

8ul RNAse freiem Wasser zusammenpipettiert.

Die in dieser Arbeit durchgefiihrte PCR erfolgte unter folgenden Versuchs-
bedingungen: (s. Tabelle 12):

Tabelle 12: PCR- Bedingungen am ABI 7500 Cycler

In der Phase | erfolgt die Aktivierung der Omniscript- und der Sensiscript Reversen
Transkriptase. In Phase Il werden die Reversen Transcriptasen inaktiviert und die AmpliTaq
Gold- DNA Polymerase aktiviert. In Phase 11l wird der DNA-Doppelstrang denaturiert. Es folgt
eine Primer-Hybridisierung an den Einzelstrang und anschlieende Verlangerung durch
Anlagerung der komplementaren DNA-Nukleotide. In Phase IV, dem Dissoziationsstadium, wird
eine Schmelzpunkt-Kurven-Analyse durchgefiihrt.

Phase 1 | Phase 2 Phase 3 Phase 4
Wdhl. | - - 40 - -
Temp. | 50 95 95 60 95 - -
Dauer | 2min 10min 15sec Imin 15sec | 60 95

2.2.3.5 Realtime-PCR Versuchsauswertung

Das gemessene Fluoreszenzsignal zeigte in einer Amplifikationsgraphik einen
zweiphasigen Kurvenverlauf. In der ersten Phase, der exponentiellen Phase, wurde die
DNA-Menge in jedem Zyklus verdoppelt. Dabei nahm das Fluoreszenzsignal propor-
tional zur Menge der PCR-Produkte zu. In der zweiten Phase, der nicht-exponentiellen
Phase, wurden die Komponenten der PCR-Reaktion allméhlich aufgebraucht und die

PCR-Reaktion verlief ineffektiv und langsamer. SchlieBlich kam es durch die hohe
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Amplifikation zur Hybridisierung der Produktfragmente, welche die PCR hemmten,
sodass ein Plateau erreicht wurde (160).

Da bereits zu Beginn der PCR, aufgrund der verwendeten Materialien, eine
Hintergrundfluoreszenz existiert, musste festgelegt werden, ab welchem Intensitéts-
niveau das Signal der amplifizierten Nukleinsduren gemessen wird. Diesen
Schwellenwert nennt man Cycle of quantification (Cq)-Wert. Er errechnet sich aus der
Standardabweichung der Hintergrundfluoreszenz zwischen den Zyklen 3 und 15,
multipliziert mit dem Faktor 10. Der Zyklus, bei dem das Fluoreszenzsignal das
Hintergrundsignal signifikant iibersteigt, wird Ct-Wert genannt (cycle treshold) (161).

Um die Varianz der Expressionsergebnisse, die auf Unterschieden in der
Probenaufbereitung und RNA-Extraktion beruhen koénnen, zu reduzieren, wurde in
dieser Arbeit eine relative Quantifizierung durchgefiihrt. Hierfiir wurde die Expression
des Zielgens auf die des Houskeeping-Gens HPRT-1 bezogen, welches homogen
exprimiert und nicht durch die experimentelle Behandlung reguliert wurde. Die relative
Expression des Zielgens in einer experimentell behandelten Probe, wurde mit der
Kontrollprobe verglichen. Die genaue Berechnung der relativen Expressionsidnderung
erfolgte dann nach der AACt-Methode. Hierzu wurde zundchst der Ct-Wert des
Referenzgens vom Ct-Wert des zu untersuchenden Gens subtrahiert (ACt = Ct Zielgen —
Ct Referenzgen). AnschlieBend wurde vom ACt-Wert der experimentell behandelten
Probe der ACt-Wert der entsprechenden Kontrollprobe subtrahiert (AACt = ACt
Behandlung — ACt Kontrolle). Relative Expressionsunterschiede wurden wie nach-

folgend errechnet:

Ratio = 2 2ACt

2.2.3.6 Agilent Microarray Assay

Die Microarray-Analysen wurden von der Firma Miltenyi-Biotech (Bergisch
Gladbach, Deutschland) durchgefiihrt (162). Dabei wurde RNA aus humanem post
mortem Hirngewebe aus Autopsien von vier Kontrollpatienten sowie von vier
Leberzirrhose-Patienten mit HE und vier Patienten mit Leberzirrhose ohne HE isoliert
und die Qualitit der isolierten RNA mittels dem Agilent™ Bioanalyzer iiberpriift. Gene
mit einer relativen Expressionsinderung von mindestens dem zweifachen der
Expression in der Kontrollgruppe und einem p-Wert < 0,05 ((ANOVA) Tukey Post hoc

Test) wurden als statistisch signifikant verédndert betrachtet.
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2.2.4 Proteinanalyse

2.2.4.1 Proteinisolation

Proteine wurden aus Astrozyten, die auf 60mm oder 100mm Kulturschalen
konfluent gewachsen waren, isoliert. Die auf Eis gelagerten Zellkulturschalen wurden
dafiir mit 300ul eines Lysis-Puffers (RL-Puffer) versetzt und in ein Reaktionsgefal3
iiberfiihrt. Die Zusammensetzung des Puffers bewirkte einen Aufschluss der Zellen und
vorhandener zelluldrer Komponenten. Durch Protease-inhibitoren im RL-Puffer wurden
die Proteine vor Degradation geschiitzt. Anschlieend wurde das Lysat bei 20000g und
4°C zentrifugiert und der Uberstand mit den darin befindlichen 16slichen Proteinen in
ein neues Reaktionsgefd3 tiberfiihrt. Die Aufbewahrung der Proteinlysate erfolgte bei

-20°C.

2.2.4.2 Bestimmung der Proteinkonzentration

Zur Bestimmung der Proteinkonzentration einer jeden Probe wurde das Bio-Rad
Protein Assay Kit verwendet, welches auf dem Messprinzip von Bradford beruht.
Die Kit-Losung enthdlt einen sauren Farbstoff, dessen Absorptionseigenschaft sich
durch Reaktion mit Peptidbindungen in Proteinen andert. Gemessen wurde die
Anderung der Absorption in einem Spektralphotometer bei einer Wellenldnge von
595nm.
Hierzu wurde zunéchst die Kit-Losung 1:5 mit Bidest verdiinnt. Anschlieend wurden
995ul der verdiinnten Kit-Losung mit Sul der Proteinlésung zusammengemischt und im
Photometer gemessen. In jeder Probe wurde dreimal individuell der Proteingehalt

bestimmt und der Mittelwert gebildet.

2.2.4.3 Western-Blot

Zum Nachweis spezifischer Proteine in Proteinlysaten wurden Western-Blot-
Analysen durchgefiihrt.
Hierzu wurden die Proteine mittels Gelelektrophorese in einem 10%-igen SDS-

Polyacrylamid-Gel dem Molekulargewicht nach aufgetrennt. Dazu wurde -eine
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Proteinmenge von 50-100pg in einem Volumen-Verhéltnis von 1:1 mit einem SDS-
haltigen Laufpuffer gemischt und Smin bei 95°C in einem Heizblock denaturiert. Die
elektophoretische Auftrennung erfolgte anschlieend in einer mit Elektrophorese-Puffer
gefiillten, vertikalen Gelkammer fiir zwei Stunden bei 150V. Als GroBenstandard wurde
der Precision Plus Proteinstandard von Bio-Rad aufgetragen.

Die Ubertragung der Proteine aus dem Gel auf eine Membran erfolgte nach dem

semidry-Blotting Verfahren. Dafliir wurde das Gel in einer Kammer auf eine
Nitrozellulose-Membran gegeben, welche zuvor fiir Imin in einem Blotting-Puffer (1x)
equilibriert wurde. Der Transfer erfolgte unter Verwendung des gleichen Puffers fiir
zwei Stunden bei einer Stromstérke, die sich wie folgt errechnet: Lange x Breite der
Membran x 0,8 = mA.
Alle Wasch- und Inkubationsschritte wurden in einem Rollschiittler durchgefiihrt. Nach
einminiitigem Waschen der Membran in TBS-T-Puffer wurde die Membran fiir 15min
mit einer 5%-igen BSA-Losung blockiert um freie Bindungsstellen der Membran
abzusittigen. AnschlieBend folgte die Inkubation des in TBS-T-Puffer mit 5% BSA
gelosten Primdrantikorpers liber Nacht bei 4°C. Am nichsten Tag wurde die Membran
dreimal flir 15min in TBS-T-Puffer gewaschen und fiir eine Stunde mit einem
Sekundér-Antikorper inkubiert. Dieser Antikdrper ist mit einer Meerrettichperoxidase
konjugiert und erkennt den bereits gebundenen Erst-Antikorper. Nach erneutem
dreimaligem Waschvorgang wurde die Immundetektion durchgefiihrt.

Die Detektion erfolgte mit Hilfe des ECL™ (Enhanced chemiluminescence)
Western Blotting Detection Kit. Hierzu wurde eine Luminol-Losung mit einem
Oxidationmittel im Verhédltnis von 1:1 gemischt und auf die Membran pipettiert.
Luminol ist eine gelb-griine, chemische Verbindung, die, wenn sie oxidiert wird,
blauliches Licht emittiert. Die an den Antikorper gebundene Meerrettichperoxidase

katalysiert dabei diesen Prozess.

2.2.5 Zellproliferationsmessung

Die praktische Durchfiihrung der Zellproliferationsmessungen erfolgte durch Frau

Dr. rer. nat. Ayse Karababa.

Die Proliferation kultivierter Astrozyten wurde durch fluorimetrische Messung

des DNA-Gehaltes bestimmt. Fiir die Messung wurden Zellen mit NH4CI (Smmol/48h),
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EphA4-R-siRNA (80nnmol/l, 48h), Kontroll-siRNA oder Tunicamycin-siRNA (1pg/ml,
16h) behandelt oder blieben unbehandelt. Diese Zellen blieben nachfolgend
unbehandelt oder wurden mit FGF (fibroblast growth factor) (50ng/ml) fiir 24 Stunden
inkubiert. Die iliber die gleichen Zeitrdume unbehandelten Astrozyten dienten als
Kontrolle.

Zu Beginn wurden Astrozyten nach einer fiinfminiitigen Inkubation mit einer
Trypsin/EDTA Losung vom Zellkulturboden abgeldst und mit einer Dichte von 12500
Zellen pro ml und pro Well auf einer 24-Well-Platte ausgesdht und nach sechs Stunden
experimentell behandelt. Am Ende des Experiments wurden die Zellen mit
Paraformaldehyd (4%, 5min) fixiert und die DNA mit Hoechst34580 gefarbt (1:10000,
15min). Nachdem die Farbelosung wieder entfernt wurde, wurden die Zellen dreimal
mit PBS gewaschen. Die Hoechst-34580-Fluoreszenz wurde bei Anregungs-/Emissions-
wellenldngen von 380nm bzw. 460nm detektiert. Fiir jede Untersuchungsbedingung
wurden jeweils vier Messungen durchgefiihrt. Die mittlere Fluoreszenzintensitit wurde
nachfolgend durch Abzug der Hintergrundfluoreszenz nicht-geférbter Zellen korrigiert.
Die relative Proliferation wurde errechnet durch Bildung des Quotienten aus

Fluoreszenzintensitét in den behandelten und unbehandelten Astrozyten.

2.2.6 Statistische Auswertung

Jedes der in dieser Arbeit durchgefiihrten Experimente wurde mit Zellen von
mindestens drei verschiedenen, unabhéngigen Zellpriparationen durchgefiihrt. Die
Daten sind als Mittelwert und dem dazugehorigen Standardfehler (SEM) angegeben.

Ein Signifikanzniveau von p < 0,05 wurde als statistisch signifikant angenommen.
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3. Ergebnisse

3.1. Ammoniumchlorid-induzierte Expressionsinderungen von

Ephrin-Rezeptoren und -Liganden in kultivierten Astrozyten

Kultivierte Rattenastrozyten wurden mit NH4Cl (Smmol/l) fiir 24, 48 oder 72
Stunden inkubiert oder blieben fiir die gleichen Zeitrdume unbehandelt (Kontrolle).
Nach Priparation der mRNA und reverser Transkription wurde die Expression von
Ephrin-Rezeptoren und Ephrin-Liganden mittels qRT-PCR und spezifischen Primer
quantifiziert.

24 Stunden nach NH4Cl-Exposition sank die mRNA-Expression von Ephrin-B2 auf das
0,6-fache der Kontrolle (s. Abb. 10D).

48 Stunden nach NH4CI-Exposition wurde die mRNA-Expression von EphA1-R auf das
0,44-fache, von EphA7-R auf das 0,35-fache, von EphB1-R auf das 0,53-fache, von
Ephrin-Al auf das 0,46-fache, von Ephrin-A4 auf das 0,6-fache, von Ephrin-AS auf das
0,51-fache, von Ephrin-B1 auf das 0,56-fache und von Ephrin-B3 auf das 0,29-fache
der Kontrolle verringert. Demgegeniiber stieg die mRNA-Expression von EphA4-R auf
das 2,18-fache und von Ephrin-A3 auf das 1,29-fache der Kontrolle an (s. Abb. 10 A-
D).

72 Stunden nach NH4Cl-Exposition wurde die mRNA-Expression von EphA2-R auf das
0,45-fache und von Ephrin-A2 auf das 0,63-fache der Kontrolle verringert. Eine
Expressionssteigerung wurde bei EphA3-R auf das 1,66-fache und bei EphB3-R auf das
1,28-fache der Kontrolle beobachtet (s. Abb. 10 A-C).

Keine statistisch signifikanten Expressionsianderungen zeigten EphA5-R sowie EphB2-
R iiber einen Beobachtungszeitraum von 72 Stunden nach Inkubation mit NH4Cl

(Smmol/l) (s. Abb. 10 A, B).
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Abb 10A+B: Einfluss von Ammoniumchlorid auf die Expression von Ephrin-Rezeptoren
in kultivierten Rattenastrozyten.

Kultivierte Rattenastrozyten wurden mit NH4Cl (5mmol/l) flr 24, 48 oder 72 Stunden inkubiert
und die Ephrin-Rezeptor-mRNA-Expression mittels gqRT-PCR analysiert. *: Statistisch signi-
fikant verandert gegentiber der Kontrolle [nach Sobczyk et al. (1)].
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Abb 10C+D: Einfluss von Ammoniumchlorid auf die Expression von Ephrin-Liganden
kultivierter Rattenastrozyten.

Kultivierte Rattenastrozyten wurden mit NH4Cl (5mmol/l) fir 24, 48 oder 72 Stunden inkubiert
und die Ephrin-Liganden-mRNA-Expression mittels qRT-PCR analysiert. *: Statistisch signi-
fikant verandert gegentiiber der Kontrolle [nach Sobczyk et al. (1)].

3.2 Zeitabhingigkeit der durch NHiCl-induzierten mRNA-
Expressionssteigerung des EphA4-Rezeptors in Kkultivierten

Astrozyten

Wie in Abb. 10A gezeigt, steigert NH4Cl (Smmol/l) nach 24, 48 und 72 Stunden

die mRNA-Expression des EphA4-Rezeptors. In weiteren Experimenten wurden
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Astrozyten fiir 3, 6 oder 9 Stunden mit NH4Cl inkubiert, mRNA pripariert und die
mRNA-Expression mittels QRT-PCR analysiert.

Wie in Abb. 11 dargestellt, steigert NH4Cl (Smmol/l) die EphA4-R-mRNA-Expression
nach 3, 6, und 9 Stunden nicht signifikant gegentiber unbehandelten Kontrollen.

3.0
NH,Cl (5mmol/I)

+
2,5
+

2,0

1,5

1,

) I

D T T
Oh 3h 6h 9h 24h 48h 72h

Abb. 11: Einfluss von Ammoniumchlorid auf die mRNA-Expression des EphA4-Rezeptors
in kultivierten Astrozyten.

Kultivierte Rattenastrozyten wurden mit NH4Cl (5mmol/l) fur 3, 6, 9, 24, 48 und 72 Stunden
inkubiert und die EphA4-R-mRNA-Expression mittels qRT-PCR analysiert. *: Statistisch signi-
fikant verandert gegentiber der Kontrolle [nach Sobczyk et al. (1)].

EphA4-R mRNA
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3.3 Einfluss einer experimentell herbeigefithrten Zellschwellung
auf die mRNA-Expression von Ephrin-Rezeptoren und -Ligan-

den in kultivierten Astrozyten

Der Einfluss einer Zellvolumenzunahme auf die mRNA-Expression von Ephrin-
Rezeptoren und Ephrin-Liganden wurde in mit hypoosmotischem (205mosmol/l)
Zellkulturmedium fiir unterschiedliche Zeitrdume kultivierter Astrozyten untersucht.
Die Kontrollen wurden fiir den gleichen Zeitraum in normoosmotischem Medium
(320mosmol/l) kultiviert. Nachfolgend wurde die Eph-R/Ephrin-mRNA-Expression
mittels qRT-PCR bestimmt.

Die Inkubation kultivierter Astrozyten mit hypoosmotischem Medium (205mosmol/I)
bewirkte innerhalb eines Beobachtungszeitraums zwischen 1-24 Stunden gegeniiber mit

isoosmotischem Medium inkubierten Zellen, eine Verdnderung des mRNA-
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Expressionsniveaus verschiedener Ephrin-Rezeptoren sowie deren Liganden (s.Abb.
12A/B, 13). Drei Stunden nach hypoosmotischer Stimulation war die mRNA-Expres-
sion der Ephrin-Rezeptoren EphAl (2,4-fach), -A2 (1,5-fach), -A7 (1,5-fach), von
EphB1 (1,9-fach), -B2 (1,2-fach), -B3 (1,4-fach) sowie der Liganden Ephrin-Al (1,7-
fach), -A2 (1,7-fach), -A3 (1,8-fach), -A5 (1,2-fach), Ephrin-B1 (1,3-fach) und -B3
(1,7-fach) gegeniiber normoosmotischen Kontrollen tendentiell gestiegen. Das mRNA-
Expressionsniveau der Ephrin-Rezeptoren EphA3 (0,9-fach), -A4 (0,8-fach) und EphB6
(0,8-fach) war tendentiell und das mRNA-Expressionsniveau von EphAS5-R (0,5-fach),
Ephrin-A4 (0,1-fach) und Ephrin-B2 (0,2-fach) signifikant gegeniiber normoosmoti-
schen Kontrollen erniedrigt. Weitere signifikante mRNA-Expressionsdnderungen wur-
den bei EphA2-R (2,4-fach nach einer Stunde), bei EphA3-R (0,5-fach nach sechs- und
0,4-fach nach neun Stunden), bei EphA4-R (0,7-fach nach einer- und nach neun
Stunden sowie 0,8-fach nach 24 Stunden), bei EphAS5-R (0,3-fach nach neun Stunden),
bei EphA7-R (0,7-fach nach einer Stunde), bei EphB1-R (0,9-fach nach neun Stunden),
bei EphB2-R (0,7-fach nach einer- und nach 24 Stunden), bei Ephrin-A2 (1,9-fach nach
sechs Stunden), bei Ephrin-A4 (0,3-fach nach neun- und 0,6-fach nach 24 Stunden), bei
Ephrin-B2 (0,7-fach nach einer Stunde) und bei Ephrin-B3 (0,4-fach nach neun
Stunden) gemessen (s. Abb. 12+13).
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Abb. 12 A+B: Einfluss der Behandlung kultivierter Rattenastrozyten mit hypoosmo-
tischem Zellkulturmedium auf die mRNA-Expression von Ephrin-Rezeptoren.

Kultivierte Rattenastrozyten wurden mit hypoosmotischem Zellkulturmedium (205mosmol/l) fiir
die angegebenen Zeitraume (1, 3, 6, 9 oder 24 Stunden) inkubiert und die Ephrin-Rezeptor-
mRNA-Expression mittels Realtime-PCR gemessen. Die mRNA-Level der Ephrin-Rezeptoren
sind relativ zu den ausgedruckt, welche in der mit normoosmotischen Medium behandelten
Kontrolle gefunden wurden. *: Statistisch signifikant verandert gegenuber der mit
normoosmotischem Medium behandelten Kontrolle des entsprechenden Zeitpunktes [nach
Sobczyk et al. (1)].
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Abb. 13: Einfluss der Behandlung kultivierter Rattenastrozyten mit hypoosmotischem
Zellkulturmedium auf die mRNA-Expression von Ephrin-Liganden.

Kultivierte Rattenastrozyten wurden mit hypoosmotischem Zellkulturmedium (205mosmol/l) fiir
die angegebenen Zeitrdume (1, 3, 6, 9 und 24 Stunden) inkubiert und Ephrin-mRNA-
Expressionslevel mittels Realtime-PCR gemessen. Das mRNA-Expressionsniveau eines jeden
Ephrins ist relativ ausgedrickt zur mit normoosmotischem Medium behandelten Kontrolle des
jeweiligen  Zeitpunktes. *:  Statistisch  signifikant veradndert gegenidber der mit
normoosmotischem Medium behandelten Kontrolle des entsprechenden Zeitpunktes [nach
Sobczyk et al.(1)].
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3.4 Effekte von Ammoniumchlorid und einer experimentell
herbeigefiihrten Zellschwellung auf die EphA4-Rezeptor-Pro-

teinexpression in kultivierten Astrozyten

Mittels Western-Blot-Analysen wurden Effekte von NH4Cl (Smmol/l, 72h) und
einer experimentell herbeigefiihrten Zellschwellung (205 mosmol/l, 72h) auf die
EphA4-R-Proteinexpression analysiert.

Wie Abb. 14 zeigt, steigerte NH4Cl (Smmol/l) in Astrozyten die EphA4-Rezeptor-
Expression nach 72h signifikant um das 1,75-fache gegeniiber unbehandelten

Kontrollen.
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Abb. 14: Densitometrische Analyse der EphA4-Rezeptor-Proteinexpression in mit NH4CI
oder normo- und hypoosmotischem Zellkulturmedium behandelten Rattenastrozyten.
Astrozyten wurden fir 72 Stunden mit NHsCl (5mmol/l) sowie normoosmotischem (320
mosmol/l) und hypoosmotischem Medium (250 mosmol/l) kultiviert. Die EphA4-R-
Proteinexpression wurde mittels Western-Blot analysiert und die Bandenstarke densitometrisch
quantifiziert. *: Statistisch signifikant verandert gegeniiber der jeweiligen Kontrolle [nach
Sobczyk et al.(1)].
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Abb. 15: Einfluss von NH4C| sowie von normo- und hypoosmotischem Zellkulturmedium
auf die EphA4-Rezeptor-Proteinexpression in kultivierten Rattenastrozyten.
Rattenastrozyten wurden mit NH4Cl (5mmol/l, 72h), hypoosmotischem Medium (205mosmol/l,
72h) oder normoosmotischem Medium (320 mosmol/l, 72h) inkubiert oder blieben unbehandelt.
Die Proteinexpression von EphA4-R wurde mittels Western-Blot detektiert. Als Beladungs-
kontrolle diente GAPDH [nach Sobczyk et al. (1)].

In den mit NH4Cl (Smmol/1), jedoch nicht in den mit hypoosmotischem Medium
inkubierten Astrozytenkulturen wurde eine verringerte molekulare Masse des EphA4-R-
Proteins gefunden (s. Abb. 15). Eine dhnliche Verringerung des molekularen Gewichts
von EphA4-R wurde in Astrozyten gefunden, welche mit dem N-Glykosylierungs-
Inhibitor Tunicamycin (1pg/ml, 18h) inkubiert worden waren (s. Abb. 16).
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Abb. 16: Einfluss von NH4Cl und Tunicamycin auf die EphA4-Rezeptor-Proteinexpression
in kultivierten Rattenastrozyten.

Rattenastrozytenkulturen wurden mit NH4Cl (5mmol/l, 72h) oder Tunicamycin (1ug/ml, 18h)
inkubiert oder blieben unbehandelt fiir den jeweiligen Zeitraum. Die Proteinexpression von
EphA4-R wurde mittels Western-Blot analysiert. Als Beladungskontrolle diente GAPDH. [nach
Sobczyk et al. (1)].

Die Inkubation mit hypoosmotischem Zellkulturmedium verringerte die EphA4-
Rezeptor-Proteinexpression auf ca. das 0,6-fache mit normoosmotischem Medium
behandelter Astrozyten (s. Abb. 14).

Die Ergebnisse zeigen, dass NH4Cl aber nicht eine durch hypoosmotisches Medium
induzierte Zellschwellung die EphA4-Rezeptor-Proteinexpression erhéht und das
NH4Cl, dhnlich wie Tunicamycin, das Molekulargewicht des EphA4-Rezeptors

verringert.

3.5 Effekt von Ammoniumchlorid auf die GLAST-Expression in

kultivierten Astrozyten.

Die Wirkung von NH4Cl auf die mRNA-Expression des glialen
Glutamattransporters (GLAST) wurde mittels Realtime-PCR untersucht.
48 Stunden nach NH4Cl-Exposition wurde eine ca. 34% verminderte und nach 72
Stunden eine um 47% verringerte GLAST-mRNA-Expression beobachtet (s. Abb. 17).
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Abb. 17: Effekt von NH4Cl auf die mRNA-Expression von GLAST in kultivierten Ratten-
astrozyten.

Kultivierte Rattenastrozyten wurden mit NH4CI (5mmol/l) fir 24, 48 und 72 Stunden inkubiert
und die GLAST-mRNA-Expression mittels gRT-PCR analysiert. *: Statistisch signifikant
verandert gegeniiber unbehandelten Kontrollen [nach Sobczyk et al. (1)].

3.6 Bedeutung von Glutamin und reaktiven Stick- und
Sauerstoffspezies fiir Ammoniumchlorid-induzierte Ephrin-
Rezeptor- und -Liganden-Expressionsinderungen in kultivierten

Astrozyten

Zur Uberpriifung der Bedeutung durch NH4Cl-vermittelter Bildung von
Glutamin und reaktiver Stick- und Sauerstoffspezies fiir durch NH4Cl induzierte
(S5mmol/l, 72h) Eph-R/Ephrin-mRNA-Expressionsdnderungen, wurde der Glutamin-
synthetase-Inhibitor Methioninsulfoximin (MSO) (3mmol/l), der NADPH-Oxidase-
Inhibitor Apocynin (300pmol/l) und der Breitband-Stickstoffmonoxid-Synthase-
Inhibitor L-NAME (Immol/l) verwendet.

Hierzu wurden die Zellen fiir 30min mit den oben genannten Inhibitoren vorbehandelt
und anschliefend in Gegenwart des jeweiligen Inhibitors fiir 72 Stunden mit NH4Cl
(Smmol/l) inkubiert. Die mRNA-Expression der Eph-R und Ephrine erfolgte mittels
qRT-PCR.

Wie in Abb. 18 A-C gezeigt, hob MSO durch NH4Cl induzierte mRNA-Expressions-
danderungen von EphA2-R, -A3, -A4, -B3, -B6 sowie Ephrin-A2 und -A3 anndhernd
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vollstindig auf. Weiterhin waren die NH4Cl-induzierten mRNA-Expressionsdnderungen
von EphA3-R, -A4-R, -B3-R, aber nicht von EphA2-R, -B6-R, Ephrin-A2 oder -B3
hemmbar durch den NADPH-Oxidase-Inhibitor Apocynin. Eine Inhibition von
Stickstoffmonoxid-Synthasen durch L-NAME verhinderte die NH4Cl-induzierte
mRNA-Expressionsdnderung von EphA2-R, -A3-R, -A4-R, -B3-R und -B6-R, nicht
jedoch die NH4Cl-induzierten Expressionsdnderungen von Ephrin-A2 und -B3 (s. Abb.
18 A-C).

Die Ergebnisse weisen darauf hin, dass die Glutaminsynthetase, die NADPH-Oxidase
und die Stickstoffmonoxid-Synthase an den durch NH4Cl vermittelten mRNA-Expres-
sionsdnderungen von EphA2-R, -A3, -A4, -B3, -B6 sowie Ephrin-A2 und -A3 beteiligt

sind.
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Abb. 18: Bedeutung der Glutamin-Synthetase, der NADPH-Oxidase und der
Stickstoffmonoxid-Synthase fiir durch NH4Cl vermittelte Eph-R/Ephrin-mRNA- Expres-
sionsanderungen in kultivierten Astrozyten.

A-C: Astrozyten wurden entweder 72 Stunden mit NH4Cl (5mmol/l) inkubiert oder blieben
unbehandelt. Dort wo angegeben, wurden die Zellen mit Methioninsulfoximin (MSO, 3mmol/l),
Apocynin (APO, 300umol/l) oder L-NAME (1mmol/l) fir 30min vorbehandelt, bevor NH4CI
hinzugegeben wurde. Die Kontrollen blieben in Gegenwart des Inhibitors unbehandelt. Die
Inhibitoren blieben wahrend des gesamten Experiments im Zellkulturiberstand anwesend. Eph-
R/Ephrin-mRNA-Expressionsanderungen wurden mittels Realtime-PCR quantifiziert. Die
mRNA-Expressionen der mit NH4Cl behandelten Astrozyten sind relativ zu den jeweiligen
unbehandelten Kontrollen angegeben (unbehandelt oder Inhibitor ohne NH4Cl). *: Statistisch
signifikant verandert gegeniber unbehandelten Kontrollen [nach Sobczyk et al. (1)].

3.7 Rolle des EphA4-Rezeptors, der Glutamin-Synthetase, der
NADPH-Oxidase und von Stickstoffmonoxid-Synthasen fiir die
durch NH4Cl vermittelte Expressionserniedrigung des GLAST in

kultivierten Astrozyten.

Mittels siRNA wurde die Expression des EphA4-Rezeptors herunterreguliert
und die Effizienz des EphA4-Rezeptor-Knockdowns mittels Western-Blot {iberpriift.
Wie in Abb. 19 gezeigt, fiihrt eine Behandlung der Astrozyten mit spezifisch gegen den
EphA4-Rezeptor gerichteten siRNA, jedoch nicht mit einer Kontroll-siRNA, zu einer
Herunterregulation des EphA4-Proteins und verhindert die Hochregulation von EphA4-
R durch NH4CI (5Smmol/l, 72h) in kultivierten Astrozyten.
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Abb. 19: siRNA-vermittelter Knockdown des EphA4-R in unbehandelten und mit NH4CI -
behandelten Astrozyten.

Astrozyten wurden entweder mit EphA4-Rezeptor-spezifischer-siRNA oder Kontroll-siRNA fur
48 Stunden behandelt oder blieben unbehandelt. Nach weiteren 24 Stunden Kultur in siRNA-
freiem Medium wurden die Zellen mit NH4Cl (5mmol/l, 48h) inkubiert oder blieben unbehandelt
[nach Sobczyk et al.(1)].

Die Inkubation kultivierter Astrozyten mit NH4Cl (Smmol/l) verminderte die
GLAST-mRNA-Expression nach 72 Stunden auf 53% des Kontrollniveaus. NH4Cl
(Smmol/l) steigerte in mit EphA4-siRNA-behandelten Zellen die EphA4-R-mRNA-
Expression nicht (s. Abb. 20).
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Abb. 20: Effekt von NH4Cl auf die GLAST-mRNA-Expression nach EphA4-Rezeptor
Knockdown in kultivierten Astrozyten.

Astrozyten wurden entweder mit EphA4-Rezeptor-spezifischer-siRNA oder Kontroll-siRNA fir
48 Studen inkubiert oder blieben unbehandelt. Nach weiteren 24 Stunden Kultur in siRNA-
freiem Medium, wurden die Zellen mit NH4Cl inkubiert (5mmol/l, 48h) oder blieben unbehandelt.
Die GLAST-mRNA-Expression wurde mittels Realtime-PCR quantifiziert.

*: Statistisch signifikant verandert gegenuber unbehandelten Kontrollen [nach Sobczyk et al.(1)].
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Eine Hemmung der Glutamin-Synthetase mittels MSO (3mmol/l) oder der
NADPH-Oxidase mittels Apocynin (300umol/l) verhinderte die NH4Cl-induzierte
(5mmol/l, 48h) Expressionserniedrigung der GLAST-mRNA vollstindig. In Gegenwart
des Stickstoffmonoxid-Synthase-Inhibitors L-NAME (1mmol/l) verminderte NH4Cl die
GLAST-mRNA Expression zwar tendenziell, aber statistisch nicht signifikant
gegeniiber der unbehandelten Kontrolle (s. Abb. 21).

Die Ergebnisse weisen darauf hin, dass die durch NH4Cl vermittelte Herunterregulation
der GLAST-mRNA in kultivierten Rattenastrozyten nicht EphA4-Rezeptor-abhingig
verlauft, sondern Glutamin-Synthetase- und NADPH-Oxidase-vermittelt erfolgt.
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* '

Kontrolle NH,CI +MSO +Apocynin  +L-NAME
{(smmol/l, 72h) (3mmol/l, 72h){300pmol/l, 7 2h){1mmol/l, 72h)
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Abb. 21: Effekte von NH4Cl auf die GLAST-mRNA-Expression in kultivierten Astrozyten.
Kultivierte Astrozyten wurden entweder 72 Stunden mit NH4Cl (5mmol/l) inkubiert oder blieben
unbehandelt. Dort wo indiziert, wurden die Zellen mit Methioninsulfoximin (MSO, 3mmol/l),
Apocynin (APO, 300umol/l) oder L-NAME (1mmol/l) fir 30min behandelt und nachfolgend mit
NH4CI (5mmol/l) inkubiert oder blieben unbehandelt. Die Inhibitoren verblieben wahrend des
gesamten Experiments im Zellkulturmedium. Die GLAST-mRNA-Expression wurde mittels
Realtime-PCR quantifiziert. Die GLAST-mRNA-Expression der mit NH4CI (5mmol/l) inkubierten
Astrozyten ist relativ zur unbehandelten Kontrolle angegeben. *; Statistisch signifikant verandert
gegeniber unbehandelten Kontrollen [nach Sobczyk et al. (1)].

3.8 Effekte von Ammoniumchlorid auf die FGF-vermittelte und

EphA4-R-abhingige Astrozytenproliferation.

Arbeiten von Gorg et al. (2015) zeigten, dass Ammoniak die Proliferation
kultivierter Astrozyten hemmt (s. Abb. 22) (163). In der vorliegenden Arbeit wurde die
Rolle des EphA4-Rezeptors fiir die Fibroblasten-Wachstumsfaktor (FGF)-abhingige
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Astrozytenproliferation in mit EphA4-R-siRNA behandelten Astrozytenkulturen
getestet.

Wie in Abb. 23A gezeigt, induziert FGF (50ng/ml, 24h) eine Astrozytenproliferation in
mit Kontroll-siRNA-transfizierten Astrozyten. In Astrozytenkulturen, deren EphA4-
Rezeptor zuvor durch Transfektion mit fiir EphA4-R spezifischer siRNA
herunterreguliert wurde, war die durch FGF-induzierbare Proliferation nicht nur
gehemmt, sondern FGF inhibierte gegeniiber der Kontrolle die Proliferation.
Gleichermaflen verhinderte die Inkubation der Astrozyten mit NH4Cl (Smmol/l, 72h)
oder mit dem N-Glykosylierungs-Hemmstoff Tunicamycin (1pg/ml, 18h) die durch
FGF-induzierbare (50ng/ml, 24h) Astrozytenproliferation (Abb. 23B). Die FGFR-1-
Proteinexpression wurde mittels Immunofluoreszenz gemessen und wurde durch
Ammoniak in den Astrozytenkulturen nicht beeinflusst (Abb. 24).

Die Ergebnisse weisen darauf hin, dass der EphA4-Rezeptor eine Rolle in der FGF-
induzierten Astrozytenproliferation spielt und dass NH4Cl (5Smmol/l) eine Inhibition der
N-Glykosylierung von EphA4-R sowie die durch FGF-induzierbare Astrozyten-

proliferation blockiert.
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Abb. 22: Wirkung von NH4Cl (5mmol/l, 72h) auf die Proliferation kultivierter
Rattenastrozyten [modifiziert nach (164)]. *: Statistisch signifikant verandert gegeniber der
unbehandelten Kontrolle.
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Abb. 23: Effekte eines EphA4-Rezeptor-Knockdowns (A) sowie von NH4Cl und Tunica-
mycin auf die Fibroblasten-Wachstumsfaktor-induzierte Astozytenproliferation (B).

A: Die Proliferation kultivierter Astrozyten wurde durch fluorimetrische Erfassung des DNA-
Gehalts der Kultur, wie in ,Material und Methoden® beschrieben, gemessen. Fibroblasten-
Wachstumsfaktor (FGF, 50ng/ml, 24h)-induzierte Astrozytenproliferation in mit Kontroll-siRNA
oder spezifisch gegen den EphA4-Rezeptor gerichteten siRNA behandelter Astrozyten.

B: Effekt von NH4Cl (5mmol/l, 72h) oder von Tunicamycin (1pg/ml, 18h) auf die FGF (50ng/ml,
24h)-induzierte Astrozytenproliferation. Die Proliferation FGF-behandelter Astrozyten ist relativ
zur Kontrolle angegeben (unbehandelte, Ammoniak- oder Tunicamycin-behandelte Astrozyten)
*: Statistisch signifikant verandert gegenuber der jeweiligen Kontrolle.

#: Statistisch signifikant verandert gegentiber FGF-behandelten Astrozyten. [nach Sobczyk et
al.(1)].
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Abb. 24: FGF1-Rezeptor-Expression in kultivierten Astrozyten.

Astrozyten wurden mit NH4Cl (5mmol/l, 72h) inkubiert oder blieben unbehandelt (Kontrolle) fir
72h bevor die Zellen fixiert wurden und der FGF1-Rezeptor mittels Immunfluoreszenz-Analyse
detektiert und die Kerne mit Hoechst 34580 angefarbt wurden.

3.9 Eph-R/Ephrin-Expression in post mortem Hirnproben von

Patienten mit Leberzirrhose mit oder ohne HE

Die Expression von Ephrin-Rezeptoren und Ephrin-Liganden wurde in mRNA-
Priparationen aus post mortem Hirnbiopsien von vier Kontrollpatienten, von vier
Patienten mit Leberzirrhose mit HE und von vier Patienten mit Leberzirrhose ohne HE
mittels Microarray-Analysen untersucht.

Wie in Abb. 25 gezeigt, ist die mRNA-Expression des EphA2-Rezeptors und von
Ephrin-A4 in Patienten mit Leberzirrhose mit und ohne HE im Vergleich zu

Kontrollpatienten konkordant hochreguliert. Die mRNA der Rezeptoren EphA3- und
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-B3 sowie der Ephrin-Liganden A3- und -B3 ist in Leberzirrhose-Patienten mit HE
herunterreguliert, aber nicht in Patienten mit Leberzirrhose ohne HE. Diese Ergebnisse
deuten auf spezifische Genexpressionsdnderungen von Ephrin-Rezeptoren und Ephrin-

Liganden in Zirrhosepatienten mit und ohne HE hin.

Leberzirrhose ohne HE Leberzirrhose mit HE
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Abb. 25: Genexpressionsidnderungen von Ephrin-Rezeptoren und Ephrin-Liganden in
post mortem Hirngewebe aus dem zerebralen Kortex von Leberzirrhose-Patienten mit
und ohne HE.

mRNA wurde aus humanen post mortem Hirngewebe-Biopsien von vier Leberzirrhose-
Patienten mit HE, von vier Leberzirrhose-Patienten ohne HE und von vier Kontroll-Patienten
isoliert. Die Genexpression wurde mittels Agilent Microarray, wie in ,Material und Methoden*®
beschrieben, analysiert. Die Abbildung zeigt im Volcano Plot mRNA-Expressionsanalysen von
Eph-R/Ephrin-mRNA in Leberzirrhose-Patienten mit und ohne HE relativ zu Kontroll-Patienten.
Eine relative Expressionsanderung von mindestens dem zweifachen und einem p-Wert < 0,05
wurde als statistisch signifikant betrachtet (siehe eingerahmte Flache). Signifikante Eph-
R/Ephrin-Expressionséanderungen wurden jeweils mit ihrem zugehdérigen Subtyp und ihrer
zugehorigen Nummer gekennzeichnet [nach Sobczyk et al. (1)].
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3.10 Wirkung von Zytokinen auf die mRNA-Expression von Ephrin-
Rezeptoren, -Liganden und des GLAST

3.10.1 Effekt von Interferon-y auf die mRNA-Expression von
EphA4-R, Ephrin-A3 und des GLAST

Kultivierte Astrozyten wurden mit Interferon-y (100U/ml, 24h) inkubiert und die
GLAST-mRNA-Expressionsdnderungen mittels Realtime-PCR quantifiziert.
Im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle verringert die Behandlung mit IFN-y die
Expression von EphA4-R um 18%, von Ephrin-A3 um 37% und von GLAST um 17%
(s. Abb. 26).

1.20

mRNA Expression
(Relativ zur Kontrolle)

) ) ) ) —

(] =Y o (=] =
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Kontrolle Ephad-R Ephrin-A3 GLAST

Abb. 26: Effekt von Interferon-y auf die Expression von Ephrin-Rezeptoren, Ephrin-
Liganden und des GLAST in kultivierten Astrozyten.

Kultivierte Rattenastrozyten wurden mit Interferon-y (100U/ml, 24h) inkubiert und die mRNA-
Expression von EphA4-R-/Ephrin-A3- sowie GLAST mittels qRT-PCR analysiert. *: Statistisch
signifikant verandert gegenuber der jeweiligen unbehandelten Kontrolle.

3.10.2 Effekt von TNF-0 auf die mRNA-Expression von EphA4-
R, Ephrin-A3 und des GLAST

Kultivierte Astrozyten wurden mit TNF-a (10ng/pl) fiir 3, 6, 9, 24, 48 oder 72
Stunden inkubiert und die mRNA-Expression von EphA4-R, Ephrin-A3 und GLAST
mittels Realtime-PCR analysiert.
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Die Ergebnisse zeigen, dass TNF-a sowohl die EphA4-R-/EphrinA3- als auch die
GLAST-mRNA-Expression verringert. TNF-a verringerte nach drei Stunden die
mRNA-Expression von EphA4-R um 60%, nach sechs Stunden um 53%, nach neun
Stunden um 55%, nach 24 Stunden um 30% und nach 48 Stunden um 18%. 72 Stunden
nach Inkubation mit TNF-o war die EphA4-R-Expression wieder auf Basalniveau. Die
Ephrin-A3-mRNA-Expression wurde nach drei Stunden um 38% verringert, nach sechs
Stunden um 35%, nach neun Stunden um 58%, nach 24 Stunden um 62%, nach 48
Stunden um 50% und nach 72 Stunden um 26%. Die GLAST-mRNA-Expression wurde
nach drei Stunden um 9%, nach sechs Stunden um 15%, nach neun Stunden um 22%,
nach 24 Stunden um 44%, nach 48 Stunden um 55% und nach 72 Stunden um 33%
verringert (s. Abb. 27).
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Abb. 27: Einfluss von TNF-a auf die Expression von EphA4-R, Ephrin-A3 und des GLAST
in kultivierten Astrozyten.

Kultivierte Rattenastrozyten wurden mit TNF-a (10ng/ul) 3, 6, 9, 24, 48 oder 72 Stunden
inkubiert oder blieben unbehandelt fiir den jeweils angegeben Zeitraum. Die EphA4-R-/Ephrin-
A3- sowie GLAST-mRNA-Expression wurde mittels qRT-PCR analysiert und ist relativ zur
jeweiligen unbehandelten Kontrolle ausgedriickt. *: Statistisch signifikant verandert gegeniiber
der jeweiligen unbehandelten Kontrolle des jeweiligen Zeitpunkts.

59



Diskussion

4.0 Diskussion

4.1 Ammoniak induziert Expressionsinderungen von Ephrin-
Rezeptoren und -Liganden Glutamin-Synthetase- und RNOS-

vermittelt.

Die hepatische Enzephalopathie ist die Manifestation eines geringgradigen
zerebralen Odems, welches mit der zerebralen Bildung von oxidativem und
nitrosativem Stress assosziiert ist (4,10,29).

Ob die zerebrale Expression von Ephrin-Rezeptoren und Ephrin-Liganden bei der HE
verdndert ist, wurde bislang nicht untersucht.

In der vorliegenden Arbeit wurden die Wirkungen von Ammoniak, einem Haupttoxin
der HE, auf die Expression von Ephrin-Rezeptoren und deren Liganden in kultivierten
Rattenastrozyten untersucht. Die Ergebnisse zeigen, dass Ammoniak eine
Hochregulation des EphA4-Rezeptors, sowohl auf mRNA- (Abb. 10A) als auch auf
Proteinebene (Abb. 14) vermittelt. Eine Hochregulation des EphA4-R wurde jedoch
nicht nach Induktion einer Zellschwellung durch hypoosmotisches Medium beobachtet
(Abb. 12A). Dies spricht gegen eine durch Ammoniak induzierte Astrozytenschwellung
als Mechanismus der Expressionssteigerung der EphA4-R-mRNA.

Demgegeniiber konnte durch den Glutaminsynthetasehemmstoff Methioninsulfoximin
die Ammoniak-induzierte Hochregulation der EphA4-R-mRNA verhindert werden
(Abb.18A). Dies spricht dafiir, dass Ammoniak iiber eine gesteigerte Glutaminbildung
den EphA4-R auf mRNA-Ebene hochreguliert. Da eine vermehrte Glutaminbildung
wiederum reaktive Sauerstoffspezies induziert, ist wahrscheinlich, dass die
Transkriptionssteigerung Folge von oxidativem Stress ist.

Weiterhin wurde gepriift inwieweit durch Ammoniak vermittelter oxidativer
bzw. nitrosativer Stress eine Expressionssteigerung des EphA4-Rezeptors induziert. Da
Ammoniak in Astrozyten die NADPH-Oxidase und die NO-Synthase aktiviert (35,164),
wurde untersucht, ob die Expressionssteigerung von EphA4-R durch Inhibitoren der

NADPH-Oxidase- und von Stickstoff-Synthase verhindert werden kann.
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Tatsdchlich hemmen sowohl der NADPH-Oxidase-Inhibitor Apocynin, als auch der
NO-Synthase-Inhibitor L-NAME die durch Ammoniak induzierte EphA4-Rezeptor-
mRNA-Hochregulation nahezu vollstindig (Abb. 18A).

Dabei bleibt gegenwirtig unklar, iiber welchen molekularen Mechanismus reaktive
Stickstoff- und Sauerstoff-Spezies (RNOS) die EphA4-Rezeptor-mRNA hochregu-
lieren. Es ist denkbar, dass die Hochregulation der EphA4-R mRNA Folge einer
Herunterregulation von EphA4-R mRNA degradierenden microRNA (miRNA)-Spezies
ist. MikroRNAs sind kleine, nicht kodierende RNAs, welche die Genexpression
hochspezifisch auf post-transkriptioneller Ebene regulieren (165). Chen et al. zeigten in
threr Arbeit, dass die miRNA miR-93 in kultivierten Rattenneuronen spezifisch an die
drei untranslatierten Regionen der EphA4-R-mRNA bindet und die EphA4-R
Expression verhindert (166). Untersuchungen von Oernato et al. zeigten, dass
Ammoniak die Expression verschiedener miRNA-Spezies in kultivierten
Rattenastrozyten herunterreguliert und dies einhergeht mit einer verstirkten Expression
von potentiellen Zielgenen. Ahnlich der hier beschriebenen Ammoniak-vermittelten
Expressionssteigerung des EphA4-R wurden die durch Ammoniak-induzierten miRNA-
Expressionsdnderungen auch durch den Glutaminsynthetasechemmstoff Methionin-
sulfoximin (MSO, 3mmol/l) und den NADPH-Oxidase Inhibitor Apocynin (300umol/T)
verhindert. Aufgrund der RNOS-abhidngigen Expressionsidnderung konnten diese
miRNA-Spezies erstmalig der Gruppe der sogenannten ,,RedoximiRs* zugeordnet
werden (167).

Ob die EphA4-R-mRNA-Expressionserhohung Folge einer durch Ammoniak
vermittelten Herunterregulation von EphA4-R-mRNA degradierenden miRNA-Spezies
ist, bleibt gegenwartig unklar. MiR-93 wurde in den Untersuchungen von Oenarto zum
Zeitpunkt 48h nach Ammoniakexposition nicht herunterreguliert gefunden. Dennoch
konnte dies zu einem spdteren Zeitpunkt der Fall sein und eine verminderte miR-93-
Expression damit zur Hochregulation von EphA4-R beitragen. Daneben konnten auch
andere durch Ammoniak induzierte miRNA-Expressionsinderungen indirekt eine
Hochregulation von EphA4-R vermitteln. Z.B. wire es denkbar, dass die Expression
von Transkriptionsfaktoren positiv. moduliert wird, die wiederum die EphA4-R
Transkription steigern. Weitere Untersuchungen sind erforderlich um die Bedeutung
von miRNA-Expressionsdnderungen im Zusammenhang mit durch Ammoniak

induzierter EphA4-R-Expressionsdnderungen herauszufinden.
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Neben EphA4-R wurde auch das mRNA-Expressionsniveau weiterer Ephrin-
Rezeptoren und Ephrin-Liganden durch Ammoniak, Glutamin und RNOS beeinflusst
(Abb. 10+18). Unter den durch Ammoniak vermittelten Expressionsdnderungen von
Ephrin-Rezeptoren wurde auch EphB3-R identifiziert, dessen mRNA-Expression
signifikant gesteigert wurde (Abb. 10B).

Wie in Arbeiten von Zhuang ef al. gezeigt wurde, sind EphA4-R und EphB3-R
an der vesikuldren Freisetzung von D-Serin in Astrozyten beteiligt. D-Serin bindet an
eine Untereinheit des NMDA-Rezeptors und erhoht dadurch die Affinitdt des Rezeptors
fiir Glutamat. Hierdurch kann die Neurotransmission potenziert werden (145).
Ephrin-B3, welches in den mit Ammoniak behandelten Astrozyten herunterreguliert
wurde (s. Abb 10D), steigert die EphA3-R/-A4-R-abhingige Glutamin-Freisetzung aus
Astrozyten {liber einen noch unbekannten Mechanismus und es wurde postuliert, dass so
der Glutamin-Glutamat-Zyklus zwischen Neuronen und Astrozyten beeinflusst wird
(153).

Man kann daher vermuten, dass die genannten Expressionsdnderungen von EphA4-R
und Ephrin-B3 Ammoniak-behandelter Astrozyten die Neurotransmission prinzipiell
beeinflussen konnten.

In den vorliegenden Experimenten wurde nicht untersucht, welche Faktoren den
individuellen Zeitkinetiken durch Ammoniak und Hypoosmolaritét vermittelten mRNA-
Expressionsidnderungen von Ephrin-Rezeptoren und Ephrin-Liganden zugrunde liegen.
Dabei wurden transiente (z.B. EphA2-R, Abb. 12A), permanente (z.B. EphA4-R, Abb.
12B) und mehrphasische (z.B. EphB2-R, Abb. 12B oder EphA4-R, Abb. 13)
Expressionsidnderungen beobachtet. Insbesondere beim Ephrin-A4-Ligand wurde eine
aufféllige Regulation beobachtet: Hier wurde sechs Stunden nach hypoosmotischer
Stimulation ein Anstieg der Ephrin-A4-mRNA auf das 1,45-fache gegeniiber den
normoosmotischen Kontrollen beobachtet. Zuvor (nach 3h) sowie danach (9 und 24h)
wurde jedoch eine Herunterregulation beobachtet (s. Abb. 13). Die Ursachen fiir die
beschriebenen kinetischen Verldufe sind gegenwértig unklar. Es ist jedoch denkbar,
dass in die Regulation der entsprechenden mRNAs involvierte Transkriptionsfaktoren
einer Gegenregulation unterliegen und hieriiber die Transkription temporir reprimiert

wird.
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4.2 Bedeutung der durch Ammoniak vermittelten EphA4-
Rezeptor-Expressionssteigerung fiir die Expression des Glu-

tamattransporters GLAST.

Experimente an Knockout Méusen zeigten, dass auf Astrozyten exprimierte
Ephrin-A3-Liganden {iiber Interaktion mit EphA4-Rezeptoren auf Neuronen die
Expression der Glutamat-/Aspartat-Transporter (GLAST) in Astrozyten herrunter-
regulieren (51). Zhou und Norenberg zeigten aullerdem, dass Ammoniak die GLAST-
mRNA in kultivierten Rattenastrozyten herunterreguliert (41). Daher wurde in dieser
Arbeit in weiteren Untersuchungen mit gegen EphA4-R gerichteter siRNA untersucht,
ob die Ammoniak-induzierte Expressionserh6hung des EphA4-Rezeptors eine Expres-
sionserniedrigung der GLAST vermittelt.

Die Ergebnisse zeigen, dass ein EphA4-R-Knockdown weder die GLAST-mRNA-
Expression beeinflusst, noch die durch Ammoniak induzierte GLAST-Expressionser-
niedrigung verhindert (Abb. 20).

Diese Ergebnisse lassen vermuten, dass die in der Literatur beschriebene Interaktion
von EphA4-R und Ephrin-A3 die Expression des GLAST mdglicherweise nur auf
Proteinebene regulieren. Auch konnte nach Knockdown des EphA4-Rezeptors in
Astrozyten die Funktion des EphA4-Rezeptors von anderen Eph-R/Ephrinen
iibernommen werden. In diesem Zusammenhang wurde in einer Arbeit von Carmona et
al. gezeigt, dass auch eine Aktivierung von EphA2-R durch Ephrin-A3 in
hippocampalen Neuronen die Expression des GLAST und GLT-1 verringert und die
Glutamataufnahme dadurch senkt (116).

In Experimenten von Puschmann et al. wurde nach EphA4-Rezeptor-Knockout im
Gehirn von Maiusen eine Hochregulation des EphA2-Rezeptors auf Proteinebene
beobachtet (137). Derzeit bleibt unklar, ob ein EphA4-Rezeptor-Knockdown in
Rattenastrozyten die EphA2-R-Expression verdndert und ob eine Aktivierung von
EphA2-Rezeptoren die GLAST-Expression beeinflusst. In zukiinftigen Versuchen
konnte daher untersucht werden, ob ein Knockdown des EphA2-Rezeptors die GLAST-
Expressionserniedrigung in mit Ammoniak behandelten Astrozyten beeinflusst. In
kultivierten Astrozyten induziert hingegen Ammoniak eine Herunterregulation der

EphA2-R-mRNA (s. Abb. 10A).
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Yu et al. wiesen im Kortex von Méusen eine Kolokalisation von Ephrin-A2 mit
GLAST und GLT-1 nach. In weiteren Experimenten mit Ephrin-A2-Knockout Méusen
zeigten sie im Vergleich zu den Wildtypen eine verringerte Expression des GLAST-
Proteins (168). Reduzierte Ephrin-A2-mRNA-Level wurden ebenfalls in mit Ammoniak
behandelten (5mmol/l) Astrozytenkulturen nachgewiesen (Abb. 10C). Eine durch
Ephrin-A2 vermittelte Herunterregulation der GLAST-mRNA-Expression in mit
Ammoniak behandelten Astrozytenkulturen scheint jedoch unwahrscheinlich, da eine
Hemmung der NADPH-Oxidase mit Apocynin eine Herunterregulation der GLAST-
mRNA verhinderte (Abb. 21), jedoch nicht die von Ephrin-A2 (Abb. 18).

Ob der GLAST auf Protein- oder mRNA-Ebene durch Ephrin-Rezeptor/Ephrin-
Liganden-Interaktion in mit Ammoniak behandelten Astrozyten moduliert wird, konnte
in der vorliegenden Arbeit nicht gezeigt werden. Demgegeniiber konnte durch
Inhibition der Glutamin-Synthetase oder der NADPH-Oxidase, die durch Ammoniak
induzierte Herunterregulation von GLAST-mRNA nahezu vollstindig verhindert
werden (Abb. 21). Dies stimmt nicht nur mit Befunden Anderer iiberein, die eine
Hemmung der durch Ammoniak vermittelten Herunterregulation des GLAST-Proteins
in Astrozyten im Rattengehirn gezeigt haben (44), sondern auch mit Befunden, die
zeigen, dass Antioxidantien die Inhibition der Glutamataufnahme in mit Ammoniak
behandelten Astrozytenkulturen verhindern (27). Die Abnahme der GLAST-mRNA
Expression in mit Ammoniak behandelten kultivierten Rattenastrozyten konnte aber
auch, wie von Gorg et al. gezeigt, auf eine Oxidation der GLAST-mRNA zuriick zu
fiihren sein. Die Oxidation konnte in diesem Zusammenhang einen Abbau der
betroffenen mRNA-Spezies vermitteln und hiertiber die GLAST-mRNA-Level
vermindern. Dies konnte auch die beobachtete verringerte Proteinexpression des

GLAST erklaren (167).

4.3 Effekte proinflammatorischer Zytokine auf die Expression
von Ephrin-Rezeptoren, -Liganden und des GLAST in

Ammoniak-behandelten Astrozyten

Proinflammatorische Zytokine konnen die Symptomatik der hepatischen
Enzephalopathie exazerbieren (2). Daher wurden Effekte von IFN-y und TNF-a auf die
mRNA- Expression von EphA4-R/Ephrin-A3 und von GLAST untersucht.
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In den Arbeiten von Goldshmit ef al. wurde gezeigt, dass IFN-y, nicht jedoch TNF-a die
Phosphorylierung des EphA4-Rezeptors auf Proteinebene steigert und damit das
forward signaling aktiviert (119).

In vorliegender Arbeit wurden Astrozytenkulturen mit IFN-y oder TNF-a inkubiert und
die mRNA-Expression von EphA4-R, Ephrin-A3 und des GLAST analysiert. Beide
Zytokine verringerten die mRNA-Expression von EphA4-R/Ephrin-A3 sowie des
GLAST signifikant unter anderem nach 24 Stunden (Abb. 26+27). Die Ergebnisse
lassen vermuten, dass TNF-o die GLAST-mRNA nicht {ber eine verstirkte
Phosphorylierung des EphA4-Rezeptors verringert, da nach Goldshmit TNF-a den
EphA4-Rezeptor nicht phosphoryliert. Weiterhin bleibt unklar, inwiefern die Zytokin-
induzierte Herunterregulation der EphA4-R/Ephrin-A3-mRNA Einfluss auf die
Expressionserniedrigung der GLAST-mRNA hat oder ob diese iiber einen EphA4-R-

unabhingigen Mechanismus erfolgt.

4.4 Ammoniak hemmt die N-Glykosylierung des EphA4-

Rezeptors

Die vorliegende Arbeit zeigt erstmalig, dass die Behandlung kultivierter
Astrozyten mit Ammoniak die molekulare Masse von EphA4-R reduziert und dies in
dhnlicher Weise nach Inkubation der Astrozyten mit Tunikamycin beobachtet werden
konnte (Abb. 16). Die Funktion der N-Glykosylierung des EphA4-Rezeptors ist derzeit
nicht vollstindig verstanden. In einer Arbeit von Xu et al. wurde gezeigt, dass EphA4-R
in der extrazelluldiren Doméane N-glykosyliert wird. Modellierungsexperimente zeigten,
dass diese Domédne mit benachbarten EphA4-R-Molekiilen interagieren kann und
dadurch ein Clustering der EphA4-Rezeptoren induziert werden konnte (169). Da die
Oligomerisierung von EphA4-R Vorraussetzung fiir eine effiziente Aktivierung ist,
wurde in der vorliegenden Arbeit die Hypothese aufgestellt, dass Ammoniak die
EphA4-Rezeptor-Aktivierung durch Hemmung der Oligomerisierung beeintrachtigen
konnte (1,170).

Diese Hypothese wurde durch Messung der durch FGF induzierbaren
Proliferation, welche durch EphA4-R/FGFR-1-Komplexe vermittelt wird, indirekt
iiberpriift (158). Die Ergebnisse zeigen, dass ein EphA4-R-Knockdown (Abb. 23A) wie
auch eine durch Ammoniak oder Tunicamycin herbeigefiihrte Inhibierung der N-

Glykosylierung (Abb. 23B) die FGF- induzierbare Proliferation vollstindig hemmt (1).
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Die FGFR-1-Proteinexpression wurde dabei durch Ammoniak in den Astrozyten-
kulturen nicht beeinflusst (Abb. 24). Diese Ergebnisse sprechen fiir eine durch
Ammoniak vermittelte Hemmung der EphA4-Rezeptor-Aktivierung und dies konnte auf
einer Storung der N-Glykosylierung des EphA4-R beruhen. Zur Aufkldarung der Rolle
der N-Glykosylierung fiir die Aktivierung von EphA4-Rezeptoren sind jedoch weitere
Untersuchungen notwendig, da z.B. die Interaktion von FGFR-1 und von EphA4-R
durch Ammoniak gehemmt werden konnte. Es kann dariiber hinaus auch nicht
ausgeschlossen werden, dass Ammoniak weitere Elemente der durch FGFR-1

induzierten Signalkaskade inhibiert.

4.5 HE-spezifische mRNA-Expressionsinderungen von Ephrin-
Rezeptoren und Ephrin-Liganden im post mortem Hirngewebe

von Zirrhosepatienten

Auch in post mortem Hirngewebe von Leberzirrhose-Patienten mit und ohne HE
wurde die Eph-R/Ephrin-mRNA-Expression tiiberpriift (Abb. 25). Im Vergleich zu
Kontroll-Patienten wurde EphA2-R und Ephrin-A4 auf mRNA-Ebene in Leberzirrhose-
Patienten ohne HE hochreguliert. Dariiber hinaus wurde die mRNA-Expression der
Eph-A3/-B3-Rezeptoren und der Ephrin-A3/-B3-Liganden in Leberzirrhose-Patienten
mit, aber nicht ohne HE, herunterreguliert (Abb. 25). Diese Ergebnisse zeigen HE-
spezifische Expressionsdnderungen von Ephrin-Rezeptoren und Ephrin-Liganden im
Gehirn von Zirrhosepatienten. Aufgrund der strukturellen Komplexitdt des Gehirns ist
es notwendig regionale Expressionsinderungen von Eph-R/Ephrinen in weiteren
Experimenten genauer zu untersuchen. Es bleibt gegenwirtig unklar, ob die

beobachteten mRNA-Expressionsdnderungen auch auf Proteinebene sichtbar werden.

4.6 Schlussfolgerungen

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit zeigen, dass Ammoniak in kultivierten
Rattenastrozyten die mRNA-Expression von Ephrin-Rezeptoren und Ephrin-Liganden
Glutaminsynthetase-vermittelt und iiber die Bildung von oxidativ/nitrosativem Stress
moduliert. Unklar bleibt dabei iiber welchen molekularen Mechanismus reaktive Stick-
und Sauerstoffspezies (RNOS) die beobachteten mRNA-Expressionsinderungen
regulieren. Dies muss in weiteren Experimenten untersucht werden. Dariiber hinaus
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hemmt Ammoniak die N-Glykosylierung von EphA4-R, was mit einer Stérung der
EphA4-R-abhdngigen und durch FGFR-1 vermittelten Proliferation einhergeht.

Genexpressionsidnderungen von Ephrin-Rezeptoren und Ephrin-Liganden wurden auch
in post mortem Hirnproben von Zirrhosepatienten mit und ohne HE gefunden. Die
Ergebnisse in der vorliegenden Arbeit lassen vermuten, dass Expressionsédnderungen
von Ephrin-Rezeptoren und Ephrin-Liganden fiir die Pathogenese der hepatischen
Enzephalopathie bedeutsam sind. Weitere Untersuchungen sind erforderlich zur
Abkldrung, ob die gefundenen mRNA-Expressionsidnderungen auch auf Proteinebene
sichtbar werden und ob hierdurch die Funktion von Astrozyten beeinflusst und die

Neurotransmission gestort wird.
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