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Zusammenfassung

Die hepatische Enzephalopathie (HE) ist ein komplexes neuropsychiatrisches Syndrom mit kognitiven
und motorischen Storungen als Folge von akutem oder chronischem Leberversagen. Durch die
mangelnde Entgiftungsleistung der Leber kommt es zur Akkumulation ZNS-toxischer Substanzen, wie
insbesondere Ammoniak, das zu einer Astrozytenschwellung mit Ausbildung eines geringgradigen
Hirnddems fihrt. Infektionen und Sedativa kénnen als prazipitierende Faktoren Episoden der HE
auslosen. Neuere Arbeiten zeigen, dass Ammoniak, TNFa und Diazepam nicht nur zu einer astrozytaren
Zellschwellung fiihren, sondern kurzfristig - innerhalb von 20 Minuten - auch eine
Kernvolumenzunahme in kultivierten Rattenastrozyten induzieren kénnen. Des Weiteren ist bekannt,
dass Ammoniak zu Expressionsdanderungen von astrozytaren Intermediar- und Aktinfilamenten fihrt,
die iber den sog. LINC-Komplex (linker of nucleosceleton and cytosceleton), bestehend aus Nesprinen
und Sun-Proteinen, mechanisch an den Zellkern gekoppelt sind. Durch diese physikalische Verbindung
gehen Expressionsdnderungen von Aktin- und Intermedidrfilamenten mit morphologischen
Zellkernveranderungen einher.

Ziel der vorliegenden Arbeit war es, die Wirkung von Ammoniak, TNFa und Diazepam auf Volumen
und Morphologie der Zellkerne kultivierter Rattenastrozyten im Langzeitverlauf bis 168 Stunden zu
untersuchen. Zusatzlich wurden die Effekte von Ammoniak, Diazepam und TNFa auf F-Aktin und glial
fibrillary acidic protein (GFAP) untersucht. Des Weiteren wurden mogliche Wirkungen von Ammoniak
auf Nesprin-2 analysiert, Uber welches F-Aktin an den Zellkern gekoppelt ist.

Kultivierte Rattenastrozyten wurden mit den genannten HE-auslésenden Substanzen bis zu 168
Stunden inkubiert. AnschlieBend wurden mittels Immunfluoreszenz die Zellkerne, GFAP, F-Aktin
und/oder Nesprin-2 angefarbt. Zur Untersuchung von Volumen- und Morphologiednderungen der
Zellkerne wurde eine spezielle Volumenmikroskopiertechnik (VivaTome™ Mikroskopie) verwendet.
Die Ergebnisse der Arbeit zeigen, dass eine Langzeitexposition mit Ammoniak in kultivierten
Rattenastrozyten zu einer Abnahme des Zellkernvolumens fiihrt und die Morphologie der Zellkerne
verandert. Die Langzeitexposition mit Diazepam und TNFa flhrt nur zu geringen und transienten
Veranderungen von Zellkernvolumen und -Morphologie. Die durch Ammoniak induzierten Effekte auf
die Astrozytenzellkerne gehen einher mit einer verminderten Expression von GFAP und F-Aktin, sowie
einer verstirkten zytoplasmatischen Lokalisation von Nesprin-2. Ahnliche Effekte werden durch
Inkubation mit Methylammoniumchlorid beobachtet, was vermuten lasst, dass die Ammoniak-
induzierten Effekte durch pH-Wertverschiebungen vermittelt werden.

Die Ammoniak-induzierten Veranderungen der astrozytdaren Zellkerne konnten fiir die in der HE
beschriebenen  Genexpressionsdanderungen und der sich im Verlauf entwickelnden
Astrozytenfunktionsstorung mitverantwortlich sein und Uber diese sekundar eine neuronale

Funktionseinschrankung bedingen, aus der die Symptome der HE resultieren kdnnten.



Summary

Hepatic encephalopathy (HE) is a neuropsychiatric syndrome with cognitive and motor disturbances
due to acute or chronic liver disease. Impaired liver function elevates systemic levels of CNS-toxic
substances such as ammonia which causes astrocyte swelling and low-grade cerebral oedema. HE
exacerbations can be triggered by infections or sedatives. Recent studies show that ammonia, TNFa
and diazepam not only lead to an astrocyte swelling, but also induce a short-term nuclear swelling
within 20 minutes in cultured rat astrocytes. Furthermore, it is known that ammonia leads to
expression changes of astrocytic intermediate and actin filaments which are mechanically coupled to
the cell nucleus via LINC complex (linker of nucleosceleton and cytosceleton) consisting of nesprins
and Sun proteins. Through this mechanical connection, expression changes of actin and intermediate
filaments are associated with changes in nuclear morphology.

The aim of the present study was to investigate the effects of ammonia, TNFa and diazepam on nuclear
volume and morphology in cultured rat astrocytes following long-term exposure to ammonia up to
168 hours. In addition, effects of ammonia, diazepam and TNFa on F-actin and glial fibrillary acidic
protein (GFAP) were investigated. Furthermore, possible effects of ammonia on nesprin-2, which
connects F-actin mechanically to the cell nucleus, were analyzed.

Cultured rat astrocytes were incubated with the above-mentioned HE-precipitating factors up to 168
hours. Subsequently, the nuclei, GFAP, F-actin and / or nesprin-2 were stained by
immunofluorescence. To study volume and morphology changes of cell nuclei, a special volume
microscopy technique (VivaTome™ microscopy) was used.

Our results show that long-term exposure to ammonia in cultured rat astrocytes leads to a decrease
in nuclear volume and changes nuclear morphology. Long-term exposure to diazepam and TNFa
results in only minor and transient changes in nuclear volume and morphology. Ammonia-induced
effects on cell nuclei in cultured astrocytes are associated with a reduced expression of GFAP and F-
actin, as well as an increased cytoplasmic localization of nesprin-2. Similar effects are observed by
incubation with methylammonium chloride, suggesting that the ammonia-induced effects are
mediated by pH shifts.

Ammonia-induced changes in astrocytic cell nuclei could be responsible for gene expression changes
described in HE and following astrocytic dysfunction. Astrocytic dysfunction secondarily could cause a

restricted neuronal function which might lead to symptoms of HE.
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1 Einleitung

1.1 Hepatische Enzephalopathie

Die hepatische Enzephalopathie (HE) ist ein neuropsychiatrisches Syndrom mit kognitiven und
motorischen Storungen, das als Folge von akutem oder chronischem Leberversagen entstehen und in
unterschiedlichen Schweregraden auftreten kann (Haussinger and Blei, 2007; Haussinger and Schliess,

2008; Hazell and Butterworth, 1999).

1.1.1 Epidemiologie

Etwa 30-45% aller Patienten mit Leberzirrhose entwickeln im Laufe der Erkrankung eine HE. (Elwir and
Rahimi, 2017). Die hauptursachlichen Krankheiten, das akute und das chronische Leberversagen,
weisen eine unterschiedliche Inzidenz auf: Das akute Leberversagen ist mit 200 Fallen pro Jahr in
Deutschland eine eher seltene Erkrankung (Herold, 2016), wohingegen das chronische Leberversagen
mit der Leberzirrhose als Endstadium eine haufige Erkrankung mit steigender Inzidenz darstellt. In
Europa und den USA erkranken jahrlich ca. 250 Menschen pro 100.000 Einwohner, in Deutschland liegt
die Inzidenz bei ca. 15.000 — 30.000 Personen pro Jahr (Herold, 2016).

1.1.2 Atiologie

Die HE entwickelt sich in Folge einer beeintrachtigten Leberfunktion bedingt durch Leberversagen
unterschiedlicher Genese. Die Einteilung wird hierbei nach dem sog. Child Score in Typ A (durch akutes
Leberversagen), Typ B (durch die Anlage portosystemischer Shunts) und Typ C (durch chronisches
Leberversagen) vorgenommen (Ferenci et al., 2002).

Beim akuten Leberversagen kommt es bei einer Leber mit zuvor normaler Funktionalitdt zu einer
raschen Verschlechterung der Leberfunktion mit verminderter Syntheseleistung (verminderte
Synthese von Albumin, Cholinesterase und Gerinnungsfaktoren) und Ausbildung einer hepatischen
Enzephalopathie (Gotthardt et al., 2007). Das akute Leberversagen wird weltweit meist durch akute
Virushepatitiden, v.a. Hepatitis B, ausgel6st, wobei regional Unterschiede bestehen. So ist die akute
Virushepatitis vor allem in Sideuropa, Asien und Afrika (50%) fir das Auftreten des akuten
Leberversagens verantwortlich, wohingegen in Industrienationen die Drogenintoxikation, v.a. die
Paracetamolintoxikation, die hdufigste Ursache darstellt. Die Vergiftung durch den Knollenblatterpilz
tritt seltener auf, ist aber dennoch als Ursache des akuten Leberversagens relevant. Weitere seltene
Ursachen sind z.B. andere Virusinfektionen (Ebstein-Barr-Virus, Zytomegalie-Virus, Herpes-simplex-
Virus), die Autoimmunhepatitis, das HELLP-Syndrom (Hamolyse, erhohte Leberwerte, verminderte
Thrombozytenzahl), metabolische Speicherkrankheiten (Morbus Wilson), Graft vs. Host Disease oder

kardiovaskuldre Erkrankungen. (Sowa et al., 2016). Das schwere, akute Leberversagen kann mit um



mindestens 50% verminderten Gerinnungsfaktoren, aber ohne Symptome der hepatischen
Enzephalopathie definiert werden, wohingegen beim fulminanten Leberversagen zusatzlich eine
hepatische Enzephalopathie auftritt (Bernuau et al., 1986).

Das chronische Leberversagen entsteht weltweit am haufigsten auf dem Boden chronischer
Virushepatitiden. In den westlichen Industrienationen ist der chronische Alkoholabusus die haufigste
Ursache. Weitere seltenere Ausloser sind zum Beispiel die Autoimmunhepatitis, primar cholestatische
Lebererkrankungen, Speicherkrankheiten, die kardiale Zirrhose oder das Budd-Chiari-Syndrom. Als
Spatfolge der verschiedenen Erkrankungen kommt es zu einer Leberzirrhose mit Fibrosierung und
Zerstorung der Lappchen- und Gefal3struktur. Daraus resultieren funktionelle Einschrankungen wie
eine verminderte Synthese- und Entgiftungsleistung, eine portale Hypertension mit Shuntbildung,

Aszites und Entstehung einer hepatischen Enzephalopathie. (Piper, 2012).

1.1.3 Klinik

Die HE duRert sich je nach Schweregrad von leichten subklinischen Erscheinungen bis hin zum Coma
hepaticum (Gerber and Schomerus, 2000). Die Patienten zeigen Beeintrachtigungen der motorischen
und kognitiven Funktionen, sowie Storungen von Emotion und Affekt (Haussinger and Blei, 2007;
Haussinger and Sies, 2013). Die Einteilung der Schweregrade erfolgt nach den West Haven Kriterien
(siehe Abb. 1). Man unterscheidet zwischen der manifesten HE (Grad I-IV), bei der die Patienten bereits
klinisch symptomatisch sind und der sogenannten minimalen HE, bei der die Patienten klinisch noch
unauffallig sind, aber bereits pathologische neuropsychologische und neurophysiologische
Testergebnisse zeigen (Haussinger and Schliess, 2008). Je nach Symptomatik wird die HE dann in die

verschiedenen Schweregrade nach den West-Haven-Kriterien eingeteilt.

West Haven Kriterien

Grad | Beeintrachtigungen des Bewusstseins
Euphorie oder Angstlichkeit
Verkirzte Aufmerksamkeitsspanne

Grad Il Lethargie oder Apathie

Leichte Desorientierung fir Raum und Zeit
Subtile Personlichkeitsveranderungen
Unangemessenes Verhalten

Grad Ill Somnolenz bis Semistupor, aber Reaktion auf verbale Stimuli
Verwirrtheit

Massive Desorientierung

Grad IV Koma (keine Antwort auf verbale oder schmerzhafte Stimuli)

Abb. 1: West-Haven Kriterien (modifiziert nach Ferenci et al., 2002)



Diese Einteilung beinhaltet nicht die Schweregrade HE 0 und minimale HE (mHE), die durch keine
offenkundigen klinischen Symptome charakterisiert werden kdnnen. Insbesondere die Diagnostik der
minimalen HE ist &duRerst problematisch, da sie nur durch neuropsychiatrische bzw.
neurophysiologische Tests diagnostizierbar ist, die stark untersucherabhangig sind. Zudem existiert fur
viele Testverfahren weder eine ausreichende Validierung noch eine Standardisierung.

Daher wurde eine neuere Einteilung vorgeschlagen, bei der die Schweregrade HE 0, mHE, HE | und HE
Il mit einem kontinuierlichen Symptomspektrum als geringgradige HE und die Grade HE Il — IV als
hochgradige HE benannt wurden (H&aussinger et al., 2006).

Patienten mit hochgradiger HE sind durch starke Bewusstseinseinschrankungen, sowie
Kooperationsunfahigkeit charakterisiert und benétigen einen stationdaren Aufenthalt. Bei einer
geringgradigen HE zeigen sich die Patienten kooperativ und es ist keine Hospitalisierung erforderlich

(Haussinger and Schliess, 2008).

1.1.4 Diagnostik

Die manifeste HE kann anhand der Symptome in die oben beschriebenen 4 Stadien eingeteilt und
dadurch diagnostiziert werden, wobei die Symptome der Grade | und Il unspezifisch sind und daher
nur subjektiv eingeschatzt werden konnen. Bei der minimalen HE haben die Patienten klinisch keine
offenkundigen Symptome. Da sich aber gezeigt hat, dass bereits eine minimale HE die Lebensqualitat
der Patienten einschranken kann, ist es wichtig auch diese schon friihzeitig zu erkennen (Groeneweg
et al, 1998; Wein et al.,, 2004). Dafiir werden verschiedene psychometrische Test-Batterien
angewendet, die aber durch Faktoren wie Training, Bildung und Alter des Patienten verfalscht werden
konnen (Kircheis et al., 2007). Als validiertes Standard Testverfahren gilt zum Beispiel der
Psychometrische-Hepatische-Enzephalopathie-Summenscore (PHES-Score), der die
Zahlenverbindungstests A und B, den Zahlensymboltest, den Liniennachfahrtest, und den sogenannten
Serial Dotting Test beinhaltet (Kircheis and Haussinger, 2012).

Eine weitere sensitive und gut validierte Methode zur objektiven Diagnose geringer HE-Schweregrade,
einschlieRlich der HE 0 und der minimalen HE, ist die sogenannte kritische Flimmerfrequenz Analyse
(critical flimmer frequenzy, CFF). Dabei handelt es sich um die Frequenz, bei der rasch
aufeinanderfolgende Lichtimpulse als Flimmern wahrgenommen werden kdnnen (<39 Hz). Patienten
mit hepatischer Enzephalopathie erkennen gegeniiber Gesunden ein Flimmern des Lichts erst bei
geringeren Frequenzen. Die CFF wird nur geringfiigig durch Tageszeit, Ubung, Bildung und Alter des
Patienten beeinflusst und ist daher weniger fehleranfallig (Kircheis et al., 2002).

Des Weiteren werden als objektive diagnostische Verfahren die Elektroenzephalographie (EEG) und
evozierte Potenziale (EP) verwendet. Das EEG spiegelt die kortikale neuronale Aktivitat wieder und
zeigt bei Patienten mit HE zunehmenden Schweregrades nacheinander folgende Verdanderungen: eine

Verlangsamung des EEGs, eine initiale Erhéhung mit darauffolgender Verminderung der EEG



Amplitude, ein diskontinuierliches EEG Muster und ein isoelektrisches EEG (Guerit et al., 2009). Bei
Patienten mit Leberzirrhose ohne Zeichen einer hepatischen Enzephalopathie kdnnen ebenfalls EEG
Veranderungen beobachtet werden. Diese haben prognostischen Wert sowohl fiir das Auftreten einer
symptomatischen HE, als auch fiir die Mortalitat der Zirrhosepatienten und kénnen nach Ausschluss
anderer Grinde auf eine minimale HE hinweisen (Amodio et al., 2001; Guerit et al., 2009). Evozierte
Potenziale erfassen im Gegensatz zum EEG nicht nur Funktionen des zerebralen Kortex, sondern auch
des Hirnstamms (Guerit et al., 2009). EP werden in somatosensorische (exogene), motorische und
kognitive (endogene) evozierte Potenziale eingeteilt. Somatosensorische EP kdnnen selbst bei
komatdsen Patienten detektiert werden und sind daher zur Uberwachung von Patienten mit HE 4
geeignet. Kognitive EP kénnen hingegen nur unter Mitwirkung des Patienten erfasst werden. Sie
kéonnen aber genutzt werden, um friihe Hirndysfunktionen oder kognitive Einschrankungen zu
erkennen (Amodio and Montagnese, 2015).

Zwei weitere Verfahren, die in der Diagnostik der HE zur Anwendung kommen sind die Transkranielle
Magnet-Stimulation (TMS) und die Magnetenzephalografie (MEG), wobei das MEG derzeitig unter
anderem aus Kosten- und Kapazitdtsgriinden ausschlieRlich zu Forschungszwecken genutzt wird

(Amodio and Montagnese, 2015).

1.1.5 Therapie

Die Therapie der HE besteht zundchst in der kausalen Behandlung der zugrundeliegenden
Lebererkrankung. Gleichzeitig sollten diagnostisch andere Krankheiten, die dhnliche Symptome
hervorrufen kénnen (z.B. ein Schlaganfall), ausgeschlossen werden (Elwir and Rahimi, 2017).

Zur symptomatischen Therapie stehen verschiedene Moglichkeiten zur Verfligung. Zunachst sollte
evaluiert werden, ob sogenannte HE-auslésende Faktoren (z.B. erhdhte Ammoniakspiegel,
Gastrointestinale Blutungen, Einnahme von Sedativa oder Diuretika, Infektionen) vorliegen. Wenn HE-
auslosende Faktoren vorhanden sind sollten diese nach Moglichkeit beseitigt und der Patient
zusatzlich mit Laktulose therapiert werden (Leise et al., 2014). Bei einer akuten HE sollte Laktulose in
Form von hohen Einlaufen verabreicht werden, zur Sekundarprophylaxe ist die orale Einnahme
moglich. Laktulose ist ein nichtresorbierbares Disaccharid, das durch Darmbakterien in kurzkettige
organische Sduren umgewandelt wird und so ein saures Milieu schafft, durch das NHs in das
nichtresorbierbare NHs;* umgewandelt wird und dadurch den Ammoniakspiegel im Blut senkt (Elwir
and Rahimi, 2017). Laktulose kann zur Sekundarprophylaxe in Kombination mit dem gering
resorbierbaren Antibiotikum Rifaximin gegeben werden, das Uber eine Veranderung der
mikrobiotischen Zusammensetzung im Darm die Ammoniakbildung vermindert (Bass et al., 2010).

Da Patienten mit einer Leberzirrhose haufig an einer Malnutrition leiden, die einen Abbau der
Muskelmasse bewirkt und dadurch den Blutammoniakspiegel erhoht, ist es wichtig den

Ernahrungsplan der Patienten auf ihre Erkrankung anzupassen. Empfohlen wird tiber den Tag verteilt



viele kleine Mahlzeiten und spat abends eine kohlenhydratreiche Mahlzeit einzunehmen, um dem
Proteinabbau und einer damit verbundenen Erhéhung des Ammoniakspiegels vorzubeugen (Amodio
et al.,, 2013). Eine zu starke Eiweilrestriktion flihrt bei Zirrhose Patienten zu einem starken
Katabolismus und verstarkt die Malnutrition weiter. Hierbei hat sich als Therapie die Gabe pflanzlicher
EiweiBe gegeniiber tierischen Eiweilen als Uberlegen erwiesen (Kircheis and Haussinger, 2012).
Zusatzlich sind bei Patienten mit Leberzirrhose die Spiegel verzweigtkettiger Aminosauren im Blut
erniedrigt, da der bei Zirrhotikern erhéhte Ammoniakspiegel den Abbau verzweigtkettiger
Aminosauren in der Skelettmuskulatur verstarkt. Daher wird eine Zufuhr verzweigtkettiger
Aminosauren als Nahrungssupplement bei Patienten mit HE empfohlen. (Holecek et al., 2011).

Die Ultima Ratio stellt die Lebertransplantation dar (Elwir and Rahimi, 2017).

1.1.6 Pathogenese der hepatischen Enzephalopathie

Die Pathogenese der HE ist bis heute nicht vollstandig geklart. Man geht davon aus, dass die HE die
Folge eines geringgradigen glialen Odems ist, welches vergesellschaftet ist mit der zerebralen Bildung
von oxidativem Stress (Haussinger and Sies, 2013; Haussinger et al., 1994, 2000).

Bisher ist bekannt, dass es durch die mangelnde Entgiftungsleistung der Leber aufgrund der oben
genannten Erkrankungen zu einer Akkumulation ZNS-toxischer Substanzen (Ammoniak, Merkaptane,
Phenole, Fettsauren, GABA, endogene Benzodiazepine u.a.) im Gehirn kommt (Herold, 2016; Piper,
2012). Durch HE-auslosende Faktoren (auch HE-prazipitierende Faktoren) (siehe 1.3) kdnnen Episoden
der HE hervorgerufen werden. Hierbei gilt Ammoniak als ein Haupttoxin, welches das Gehirn fir
andere HE-auslosende Faktoren angreifbar macht (Butterworth et al., 1987; Norenberg, 1996; Ong et
al., 2003).

Des Weiteren kommt es zu Verdanderungen von Neurotransmittersystemen (Palomero-Gallagher et al.,
2009) und der Permeabilitat der Blut-Hirn-Schranke (Haussinger and Schliess, 2008). Durch die Blut-
Hirn-Schranke wird das Gehirn beim Gesunden vor toxischen Substanzen geschitzt. Im Gehirn
benotigte Stoffe kdnnen mit Hilfe von Transportsystemen die Blut-Hirn-Schranke iberwinden (Ferenci
et al.,, 1992). Sie wird von den Endothelzellen der zerebralen Kapillaren gebildet und durch die
Astrozyten, welche eine zentrale Rolle in der Pathogenese der HE spielen, verstarkt (Ede and Williams,
1986). In Tiermodellen konnte gezeigt werden, dass es nach akutem Leberversagen zu einer
unspezifisch erhéhten Permeabilitdt der Blut-Hirn-Schranke kommt (Horowitz et al., 1983). Fir die
erhohte Permeabilitdit wird die durch Leberversagen ausgeléste Akkumulation neurotoxischer
Substanzen wie Ammoniak, Merkaptane und Phenole verantwortlich gemacht (Zaki et al., 1983). Durch
die oben beschriebenen Verdanderungen der Blut-Hirn-Schranke kénnen neurotoxische Substanzen
diese passieren und ein Hirnddem auslésen (Ede and Williams, 1986).

Wird die hepatische Enzephalopathie durch akutes Leberversagen ausgeldst, zeigen sich klinisch

offenkundig Zeichen eines Hirnédems (Schwindel, Ubelkeit und Erbrechen, Kopfschmerz) (Vaquero et



al., 2003), wohingegen bei der HE aufgrund einer Leberzirrhose meist keine klinischen Zeichen eines
Hirnédems erkennbar sind (Haussinger and Schliess, 2008). Mittels Magnet Resonanz Techniken
konnte aber gezeigt werden, dass sich bei Zirrhosepatienten mit einer HE ein geringgradig gliales Odem
ausbildet, welches sich mit zunehmendem Schweregrad der HE weiter auspragt (Haussinger et al.,
1994). In der Entstehung des geringgradig glialen Odems wird den Astrozyten eine Schliisselrolle

zugesprochen (siehe 1.2).

1.2 Astrozyten
Astrozyten sind Zellen des Zentralen Nervensystems (ZNS) und gehoren zu den Gliazellen. Sie sind der
haufigste Gliazelltyp und im Gehirn zahlenmaRig haufiger vertreten als Neurone (Drenckhahn, 2008;

Welsch and Deller, 2010).

1.2.1 Morphologie

Astrozyten kénnen nach ihrer Morphologie in vier Typen eingeteilt werden. Zum einen kann man
zwischen den protoplasmatischen Astrozyten, die hauptsachlich in der grauen Substanz vorkommen,
und den fibrillaren Astrozyten (oder auch Faserastrozyten), die vorwiegend in der weillen Substanz zu
finden sind, unterscheiden (Drenckhahn, 2008; Welsch and Deller, 2010). Beim Menschen konnten
zusatzlich die sogenannten interlamindren Astrozyten und die Astrozyten mit varikdsen Projektionen
identifiziert werden, welche bei Nagetieren nicht vorkommen (Oberheim et al., 2009).

Astrozyten besitzen zahlreiche Fortsatze, die sternformig vom Zellkérper ausgehend in die Peripherie
ziehen. lhre Fortsdtze bedecken zum einen BlutgefdBe und Kapillaren zum anderen stehen sie in
engem Kontakt mit Nervenfasern und grenzen Synapsen ab, wodurch sie in der synaptischen

Ubertragung eine wichtige Rolle spielen. (Drenckhahn, 2008; Welsch and Deller, 2010)

1.2.2 Funktionen

Die Astrozyten besitzen vielfaltige Funktionen im ZNS. Sie bilden gemeinsam mit den Endothelzellen
der Kapillaren die Blut-Hirn-Schranke und verhindern dadurch das Eindringen neurotoxischer
Substanzen ins Gehirn (Ede and Williams, 1986). AuBerdem sind sie wichtig flir die Aufrechterhaltung
der lonenhomodostase und fiir die Narbenbildung nach Verletzungen im ZNS. Sie stehen in engem
Kontakt mit Neuronen, indem sie zum einen in Stoffwechselinteraktionen mit Neuronen treten und
zum anderen neurotrophe Substanzen und Zytokine sezernieren, die fiir den Schutz von Neuronen
(durch Entwicklung und Stabilisierung von Neuronen und Synapsen) wichtig sind. Astrozyten besitzen
anihren Fortsatzen Neurotranstransporter, mit Hilfe derer sie Neurotransmitter aus dem synaptischen

Spalt aufnehmen kénnen. Dadurch sind sie in der Lage die synaptische Ubertragung zu beeinflussen.



Im Gehirn wird Ammoniak Uber die nahezu ausschlielllich in Astrozyten exprimierte
Glutaminsynthetase (GS) entgiftet.

Astrozyten haben aber auch eine wichtige Bedeutung im Hinblick auf die raumliche Organisation des
Gehirns und bilden eine Matrix in der sich Neurone positionieren. Im weiteren Sinne stabilisieren sie
dadurch Zell-/Zellkontakte und besitzen damit eine ,,Stitzfunktion”. Die Astrozytenmorphologie selbst
wird dabei u.a. durch das im Gehirn fiir Astrozyten spezifische Intermediarfilament ,saures

Gliafaserprotein” (GFAP) gefestigt.

1.2.3 Rolle in der Pathogenese der HE

Astrozyten sind im Gehirn fir die Entgiftung von Ammoniak von zentraler Bedeutung. Sie exprimieren
die GS durch die Ammoniak unter Bildung von Glutamin detoxifiziert wird (Martinez-Hernandez et al.,
1977; Norenberg, 1996). Bei Gesunden wird systemisch anfallender Ammoniak in der Leber entweder
durch die periportalen Hepatozyten fiir die Harnstoffsynthese verwendet oder durch perivendse
Scavenger Zellen mit Hilfe der GS zu Glutamin verstoffwechselt (Haussinger, 1990).

Bei Zirrhosepatienten kann die Erhéhung des Blutammoniakspiegels mehrere Ursachen haben. Durch
eine portale Hypertension kommt es zu einem vermehrten Zufluss aus dem Splanchnikusgebiet und
daraus resultierend zu einer erhohten Ammoniakresorption aus dem Darmtrakt (Rikkers, 1983). Durch
die Ausbildung portosystemischer Shunts wird der Ammoniakspiegel im Blut ebenfalls erhéht. Die
Reduktion der Lebermasse bei Zirrhotikern vermindert die Ammoniak-Entgiftung, da hierdurch die
Glutamin- und Harnstoff-Syntheseleistung herabgesetzt wird und vermehrt Ammoniak in der
Zirkulation verbleibt (Haussinger and Blei, 2007). In der Muskulatur kann Ammoniak wie in der Leber
durch die GS fiur die Glutaminbildung verwendet werden. Da Zirrhotiker hdufig an einer
Muskelatrophie leiden, ist die Kapazitat dieses alternativen Abbauweges begrenzt, woraus wiederum
ein Anstieg der Ammoniakkonzentration im Blut resultiert (Ferenci, 2017). Neben der Erhéhung der
Ammoniakspiegel im Blut kommt es durch die vermehrte Permeabilitdt der Blut-Hirn-Schranke zu
einem gesteigerten Ubertritt von Ammoniak ins Gehirn (Ferenci et al., 1992). Im Gehirn wird
Ammoniak dann durch die GS der Astrozyten in Glutamin umgewandelt (Martinez-Hernandez et al.,
1977), woraus wiederum eine Akkumulation von Glutamin in den Astrozyten resultiert (Haussinger et
al., 1994).

Wie unter 1.1.6 bereits beschrieben, entwickeln HE Patienten aufgrund eines akuten Leberversagen
ein Hirnddem mit Hirndrucksymptomatik. Patienten bei denen eine Leberzirrhose fir die HE
verantwortlich ist bleiben dagegen meist ohne Hirndrucksymptomatik, entwickeln aber ein in
Protonen Magnet Resonanz Spektroskopie (*H-MRS) Studien nachgewiesenes geringgradig gliales
Odem (H&ussinger et al., 1994; Shah et al., 2008). In diesen Studien wurde sowohl bei HE Patienten
mit akutem Leberversagen als auch mit Leberzirrhose spektroskopisch ein erhéhtes Glutaminsignal im

Gehirn nachgewiesen. Da die Glutaminakkumulation osmotisch wirksam ist, wird hierdurch eine



Stérung der Hydratation der Astrozyten hervorgerufen (Haussinger and Blei, 2007). Bei Patienten mit
Leberzirrhose konnte zusatzlich ein vermindertes myo-Inositol Signal gemessen werden wohingegen
sich beim akuten Leberversagen ein unverdndertes Signal zeigte (Haussinger and Blei, 2007). Myo-
Inositol ist ein organisches Osmolyt, welches vermutlich zur Kompensation des durch die
Glutaminakkumulation erhéhten osmotischen Drucks aus der Zelle freigesetzt wird (Cérdoba et al.,
1996; Haussinger et al., 1994). Die Befunde lassen darauf schlieBen, dass beim chronischen
Leberversagen im Gegensatz zum akuten Leberversagen ein Kompensationsmechanismus aktiviert
wird und so ein symptomatisches Hirnédem verhindert werden kann. Die osmotische Kompensation
der Glutaminakkumulation durch myo-Inositolfreisetzung bewirkt eine Verarmung des Astrozyten an
Osmolyten. Hierdurch kann der Astrozyt weitere Stérungen des Wasserhaushalts wie sie durch andere
HE-relevante Faktoren induziert werden nicht mehr kompensieren. Der Astrozyt wird dadurch
empfindlich fir die schwellungsinduzierende Wirkung von Benzodiazepinen, Hypoosmolaritdat und
proinflammatorischen Zytokinen (Haussinger and Sies, 2013; Haussinger et al., 2000)

In Tierexperimenten konnte gezeigt werden, dass sich die Astrozytenschwellung durch den GS —
Hemmstoff Methionin Sulfoximin (MSO) verhindern lasst (Tanigami et al., 2005), was darauf hindeutet,
dass die Zellschwellung durch die Ammoniak-induzierte Glutaminakkumulation und nicht durch
andere vom Ammoniak ausgehende Effekte wie z.B. pH-Wert-Anderungen vermittelt wird (Norenberg
and Bender, 1994). Diese Vermutung wird zusatzlich dadurch gestitzt, dass der Schweregrad der HE
nur gering mit den Blutammoniakspiegeln, aber gut mit der Stirke des Glutaminsignals in *H-MRS
Studien korreliert (Laubenberger et al., 1997).

Neben dem Schlisseltoxin Ammoniak kénnen andere HE-auslésende Faktoren wie Benzodiazepine,
Infektionen und eine Hyponatridmie ebenfalls eine Astrozytenschwellung induzieren (Haussinger et
al., 2000) oder mit Ammoniak zusammen synergistisch wirken (Haussinger and Schliess, 2008).
Fluktuationen im Wasserhaushalt beeinflussen in vielfaltiger Weise den Metabolismus und die
Genexpression in Zellen (H&aussinger, 1996). Selbst aus geringgradigen Veranderungen des
Astrozytenvolumens kdnnen weitreichende funktionelle Folgen resultieren (Haussinger and Blei,
2007). In kultivierten Rattenastrozyten konnte gezeigt werden, dass eine hypoosmotische
Astrozytenschwellung nahezu sofortig oxidativen Stress in der Zelle auslést (Schliess et al., 2004). Diese
oxidative Stressantwort der Zelle wird nicht nur durch Hypoosmolaritdat, sondern auch durch
Ammoniak (Kruczek et al., 2011; Murthy et al., 2001), Benzodiazepine und inflammatorische Zytokine,
wie TNFa, ausgel6dst (Lachmann et al.,, 2013). Neben der Freisetzung reaktiver Sauerstoffspezies
kommt es durch die oben genannten Faktoren auch zur Bildung reaktiver Stickstoffspezies (Kruczek et
al., 2011; Schliess et al., 2002). Vermittelt wird der oxidative/nitrosative Stress Uber eine durch
Astrozytenschwellung induzierte Aktivierung des N-Methyl-D-Aspartat (NMDA) Rezeptors und tber
eine Erhéhung der intrazelluldren Kalziumkonzentration (Schliess et al., 2004). Uber welchen

Mechanismus der NMDA-Rezeptor aktiviert wird ist noch nicht ganzlich geklart. Es wird vermutet, dass



die Astrozytenschwellung eine Freisetzung des Neurotransmitters Glutamat bedingt und dadurch die
Rezeptoraktivitat verstarkt wird. Zusatzlich fihrt die hypoosmotische Umgebung zu einer
Depolarisation der Astrozytenmembran und daraus resultierend zur Entfernung der Mg?* Blockade aus
dem NMDA-Rezeptor (Haussinger and Schliess, 2008). Oxidativer/nitrosativer Stress und
Astrozytenschwellung hangen eng miteinander zusammen und bedingen sich gegenseitig in einer
selbstverstarkenden Art und Weise. Zum einen fihrt die Astrozytenschwellung Gber die Aktivierung
des NMDA-Rezeptors und die Erhdhung der intrazelluldren Kalziumkonzentration zu einer
oxidativ/nitrosativen Stress-Antwort der Astrozyten, zum anderen resultiert aus NMDA-Rezeptor-

Aktivierung und oxidativem/nitrosativem Stress eine Astrozytenschwellung (Schliess et al., 2006).

HE-prazipitierende Faktoren (Ammaoniak,
Zytokine, Benzodiazepine, Hyponatridmie)

Astrozytenschwellung
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Abb. 2: Pathogenesemodell der hepatischen Enzephalopathie. HE-prazipitierende Faktoren fiihren {iber eine
Storung der Astrozytenhydratation zu einer Astrozytenschwellung. Die Astrozytenschwellung 16st in der Zelle
oxidativen und nitrosativen Stress aus, der seinerseits wiederum die Astrozytenschwellung verstarkt.
Zellschwellung und Freisetzung reaktiver Stick- und Sauerstoffspezies werden u.a. Uber eine Aktivierung des
NMDA-Rezeptors, die Erhdhung der intrazelluldiren Kalziumkonzentration und Erschopfung der
volumenregulatorischen Kapazitat vermittelt. Aus den Veranderungen resultiert eine
Astrozytenfunktionsstorung, die sekundar neuronale Funktionen beeintrachtigt und letztlich fir die Vielzahl der
neurologischen HE-Symptome verantwortlich ist (modifiziert nach Kircheis and Haussinger, 2012).

Als Folge kommt es zu Genexpressionsverdnderungen, Protein- und RNA-Modifikationen und
Veradnderungen der Signaltransduktion und dadurch zu einer Astrozytenfunktionsstorung. Die gestorte
Astrozytenfunktion schrankt die Schutzfunktionen, die Astrozyten auf Neurone ausliben, stark ein,
verandert die glioneuronale Kommunikation und fiihrt zu Verschiebungen von
Neurotransmittersystemen, weshalb es sekundar zu einer neuronalen Funktionsstorung kommt, aus

der letztlich die Symptome der HE resultieren (Haussinger and Blei, 2007).



1.3 HE-prazipitierende Faktoren

Als HE-prazipitierende Faktoren wird eine duerst heterogene Gruppe von Faktoren bezeichnet, die
bei Zirrhosepatienten Episoden der hepatischen Enzephalopathie auslésen konnen. Dazu gehoéren
einerseits Ammoniak, aber auch Sedativa (Benzodiazepine), Infektionen, gastrointestinale Blutungen,
Traumata, eine erhohte Proteinzufuhr, Elektrolytentgleisungen, eine metabolische Azidose und
Diuretika (Haussinger and Sies, 2013).

Durch gastrointestinale Blutungen und eine erhohte Proteinzufuhr kommt es zu einer vermehrten
Ammoniakbildung im Darm und durch Resorption ebenfalls zu erhéhten Blutammoniakspiegeln.
Fieberhafte Infektionen fiihren Uber einen verstarkten Eiweilkatabolismus ebenfalls zu einer
vermehrten Ammoniakakkumulation (Herold, 2016), sowie zu einer Ausschiittung von Zytokinen.
Diese wiederum induzieren eine Astrozytenschwellung, ebenso wie Benzodiazepine und eine
Hyponatridamie (Lachmann et al.,, 2013). Eine Hyponatridmie wird durch eine von
Leberzirrhosepatienten aufgrund hydroper Dekompensation oftmals bendétigten intensivierten
Diuretikatherapie weiter verstarkt.

Die Wirkung der HE-relevanten Faktoren (Ammoniak, inflammatorische Zytokine, Hyponatridmie und
Benzodiazepine) konvergiert wiederum auf der Ebene der Induktion einer Astrozytenschwellung und

der Ausbildung eines geringgradig glialen Odems.

1.3.1 Ammoniak

1.3.1.1 Physiologie und Rolle in der Pathogenese der HE

Ammoniak spielt eine entscheidende Rolle im Stickstoffstoffwechsel und ist am Auf- und Abbau von
Aminosauren sowie an der Nukleinsduresynthese beteiligt. In zu hohen Konzentrationen wirkt er
neurotoxisch und tragt so nach heutigem Kenntnisstand mafigeblich zur Pathogenese der HE bei
(Heinrich et al., 2014).

Ammoniak entsteht im Darm hauptsachlich durch zwei verschiedene Mechanismen. Zum einen durch
die Verstoffwechselung von Harnstoff durch Darmbakterien und zum anderen durch die
Metabolisierung von Glutamin zu Ammoniak und Glutamat an der Diinndarmschleimhaut (80%) und
Dickdarmschleimhaut (20%) durch das Enzym Glutaminase (Wright et al., 2011). Wie in 1.2.3 bereits
beschrieben, wird Ammoniak in der Leber in den periportalen Hepatozyten fiir die Harnstoffsynthese
verwendet. Harnstoff dient dem Transport des Stickstoffes von der Leber zur Niere. Es stellt das
Endprodukt des Aminosdurestoffwechsels dar und wird mit dem Urin ausgeschieden. In den
perivendsen Scavenger Zellen wird Ammoniak in Glutamin fixiert. Glutamin wird fiir die Biosynthese
von Purinen und Pyrimidinen benétigt und ist daher von grofler Bedeutung fir die
Nukleinsauresynthese. AuRerdem transportiert Glutamin Stickstoff von der Peripherie zur Leber und

von der Leber zur Niere. In der Niere wird Glutamin zu Ammoniak abgebaut, welches dann mit dem
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Urin ausgeschieden wird und den pH-Wert des Urins reguliert. In geringem Mal} tragt auch die
Skelettmuskulatur durch Expression der GS zur Ammoniakdetoxifikation durch Glutaminbildung bei
(Ganda and Ruderman, 1976). Ammoniak kann die Blut-Hirn-Schranke passieren und wird dort von der
GS der Astrozyten zu Glutamin metabolisiert. Glutamin wird in den Extrazellularraum freigesetzt, wo
es in Neuronen fiur die Synthese von Glutamat und y-Amino-Buttersdure (GABA), einem wichtigen
hemmenden Neurotransmitter, verwendet wird (Norenberg, 1996).

Wie in 1.2.3 beschrieben, tragen verschiedene Mechanismen bei Patienten mit akutem Leberversagen
oder mit Leberzirrhose zur Ausbildung einer Hyperammondmie bei. Durch die erhohten
Ammoniakspiegel und zusatzlich aufgrund der erh6hten Permeabilitdt der Blut-Hirn-Schranke gelangt
vermehrt Ammoniak ins Gehirn wo es schadliche Effekte ausiibt (Cooper and Plum, 1987). Ammoniak
hat sowohl direkte Auswirkungen auf Neurone und Astrozyten als auch auf die Kommunikation der
beiden Zelltypen untereinander. Dies fihrt letztendlich zu Verdanderungen von synaptischer Plastizitat,
oszillatorischen Netzwerken und Neurotransmittersystemen (Haussinger and Blei, 2007).

Glutamat, ein wichtiger exzitatorischer Neurotransmitter, liegt in seiner Gesamtkonzentration im
Gehirn bei Hyperammonamie aufgrund des vermehrten Glutamatverbrauchs fir die Synthese von
Glutamin aus Glutamat und Ammoniak vermindert vor (Matheson and van den Berg, 1975). In
Tiermodellen konnten allerdings erhohte Glutamatkonzentrationen im Extrazellularraum festgestellt
werden (de Knegt et al., 1994), was zum einen durch eine Schwellungs-induzierte Freisetzung aus den
Astrozyten (Haussinger and Gorg, 2010; Schliess et al., 1996) und zum anderen durch eine Ammoniak-
vermittelte Inhibition der Glutamat-Wiederaufnahme in die Zelle erklart werden kann (Butterworth,
2002). Gesteigerte Glutamatkonzentrationen im Extrazellularraum konnten fir die neuronale
Ubererregung bei akutem Leberversagen und Ammoniakintoxikation verantwortlich sein (Haussinger
and Blei, 2007).

Das inhibitorische Neurotransmittersystem wird (Uber Veranderungen der GABAergen
Neurotransmission ebenfalls durch Ammoniak beeinflusst, indem Ammoniak eine Hochregulation des
peripheren Benzodiazepinrezeptors (PBR) induziert und die Affinitidt seiner Liganden erhéht (siehe
1.3.3).

Ammoniak fihrt auBerdem Uber eine Astrozytenschwellung zu einer Freisetzung von zelluldarem
Taurin, das antioxidative Eigenschaften besitzt (Haussinger and Schliess, 2008) und eine
langanhaltende Verbesserung der kortikostriatalen Neurotransmission induziert (Chepkova et al.,
2002). Eine Ammoniak-induzierte Taurin-Erschépfung beeintrachtigt die synaptische Plastizitdt und
erhoéht den GABAergen Tonus im Gehirn von HE-Patienten (Oermann et al., 2005).

Neben einer Hydratationsstorung der Astrozyten kommt es zu Ammoniak-induzierten Veranderungen
der Zellmorphologie (Alzheimer Typ-Il Astrozyten) und zur Auslésung von oxidativem und nitrosativem
Stress in der Zelle. Die Astrozytenhydratationsstorung wiederum bewirkt eine Aktivierung Mitogen-

aktivierter extrazellular-regulierter Proteinkinasen (MAPK) (Schliess et al., 1996), eine Hochregulation
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des PBR (Itzhak et al., 1994), eine Erhéhung der intrazelluldaren Kalziumkonzentration (Fischer et al.,
1997), Veranderungen von lonen Kanalen und Aminosauretransportern (Isaacks et al., 1999) und eine
Aktivierung des NMDA-Rezeptors (Butterworth, 2016). Vermutlich werden diese Effekte liber eine
Ammoniak-induzierte Glutaminbildung vermittelt, da sich die Astrozytenschwellung durch Inhibition
der GS hemmen lasst (Lachmann et al., 2013). Aus erhéhten Ammoniakspiegeln resultieren zudem
Genexpressionsdanderungen mit potentiellen Auswirkungen auf Signaltransduktionsprozesse,
Apoptose, oxidativen Stress und verschiedene Rezeptoren und Transportsysteme der Zelle (Song et

al., 2002).

1.3.2 Tumor Nekrose Faktor a

1.3.2.1 Physiologie und Rolle in der Pathogenese der HE

Tumor Nekrose Faktor a (TNFa) ist ein proinflammatorisches Zytokin, das zur Gruppe der Interleukine
gehort. Bei Entziindungsreaktionen wird es in groRen Mengen von Makrophagen und Monozyten
sezerniert. TNFa induziert in der Leber die Bildung von Akute-Phase-Proteinen und hat eine pyogene
Wirkung im Hypothalamus. Es lenkt Immunzellen wie neutrophile Granulozyten zum Entziindungsherd
(Chemotaxis) und stimuliert Makrophagen zur Phagozytose und Produktion weiterer Chemokine.
(Heinrich et al., 2014).

TNFa wird nach heutigem Kenntnisstand als HE-préazipitierender Faktor verstanden. Patienten mit
symptomatischer oder minimaler HE sind anfélliger fir Infektionen (Butterworth, 2008). Durch
entzlindliche Prozesse und durch Leberzelltod kommt es zu einer vermehrten Ausschittung von
Entziindungsmediatoren, darunter auch TNFa. Als Antwort auf erhdhte Spiegel pro-inflammatorischer
Zytokine kann das sogenannte systemic inflammatory response syndrome (SIRS) ausgelost werden
(Butterworth, 2008) und bei Patienten mit Lebererkrankungen HE-Episoden auslosen (Merli et al.,
2013). In HE-Tiermodellen konnte nach pharmakologisch und operativ herbeigefiihrtem akuten
Leberversagen eine erhéhte Expression von TNFa im Gehirn nachgewiesen werden (Jiang et al., 2009).
AulRerdem wurde in Tierexperimenten gezeigt, dass pro-inflammatorische Zytokine synergistisch mit
Ammoniak das GABAerge und das glutamaterge Neurotransmittersystem, wie unter 1.3.1. erlautert,
modulieren (Herndndez-Rabaza et al., 2016). Uber die erhdhten Glutamatkonzentrationen im
Extrazellularraum kommt es wiederum zur Aktivierung des NMDA Rezeptors und dariber zu
oxidativem und nitrosativem Stress mit den unter 1.2.3 beschriebenen Folgen.

Demgegeniiber wurden in post mortem Gewebe von Leberzirrhosepatienten mit HE weder erhéhte
Protein- (Zemtsova et al., 2011) noch mRNA-Level (Gorg et al., 2013a; Zemtsova et al., 2011) von TNFa
gefunden. In diesen Arbeiten wurde post mortem Hirngewebe analysiert, welches aus dem zerebralen
Kortex stammt. Daher kann derzeitig nicht ausgeschlossen werden, dass in anderen Hirnregionen die

Expression von TNFa verdandert ist.
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1.3.3 Diazepam

1.3.3.1 Wirkmechanismus und Rolle in der Pathogenese der HE

Diazepam ist ein Sedativum aus der Gruppe der Benzodiazepine. Diese besitzen eine anxiolytische,
sedative, antikonvulsive und zentral muskelrelaxierende Wirkung und werden daher z.B. bei
Angstzustanden, Panikattacken, Schlafstorungen, epileptischen Anféllen, zentralen Spastiken oder als
Pramedikation in der Andsthesie verwendet (Karow and Lang-Roth, 2008). Bislang sind zwei Typen von
Benzodiazepinrezeptoren bekannt. Zum einen der zentrale Benzodiazepinrezeptor (GABAa-Rezeptor),
der im ZNS in der Zellmembran von Neuronen exprimiert wird (Zisterer and Williams, 1997), und zum
anderen der periphere Benzodiazepinrezeptor (PBR), der in peripheren Zellen sowie im ZNS in den
Astrozyten vorwiegend in der duBeren Mitochondrienmembran lokalisiert ist (Itzhak et al., 1993). Die
oben beschriebenen Wirkungen werden hauptsachlich Gber eine agonistische Wirkung am zentralen
Benzodiazepinrezeptor vermittelt. Die Bindung von Benzodiazepinen an den zentralen
Benzodiazepinrezeptor verlangert die Offnung von Chlorid-Kanalen und verstérkt hieriiber die Wirkung
des inhibitorischen Neurotransmitters GABA (Karow and Lang-Roth, 2008). Die Funktion des PBR ist
noch nicht vollstandig verstanden. Es ist aber bekannt, dass er den Transport von Cholesterol ins
Mitochondrium reguliert und damit eine Bedeutung fir die Steroidbiosynthese hat. In diesem
Zusammenhang konnte bereits gezeigt werden, dass die Neurosteroidkonzentration im Liquor von HE-
Patienten gegenlber Patienten ohne HE erhoht ist (Keitel et al., 2010)

Daneben ist er auch an der Hambiosynthese beteiligt und beeinflusst Zellwachstum,
Zelldifferenzierung und Apoptose (Zisterer and Williams, 1997)

Bei Patienten mit Leberzirrhose konnte ein verstarktes sedatives Ansprechen, sowie eine
Verschlechterung kognitiver Funktionen nach Gabe von Benzodiazepinen im Vergleich zu gesunden
Probanden festgestellt werden (Bakti et al., 1987). AuBerdem konnte gezeigt werden, dass die Gabe
von Flumazenil, einem Benzodiazepinrezeptor-Antagonisten, die neurologischen Symptome von HE
Patienten verbessern kann (Pomier-Layrargues et al., 1994). Beide Erkenntnisse deuten darauf hin,
dass der Aktivierung von Benzodiazepinrezeptoren in der Pathogenese der HE eine bedeutsame Rolle
zukommt. Hierbei scheint insbesondere der PBR von besonderer Bedeutung zu sein. Frihere
Forschungsergebnisse zeigen, dass sowohl in Gehirnen von Zirrhosepatienten, die im hepatischen
Koma verstorben sind, als auch von Tieren mit experimentell erzeugten portosystemischen Shunts eine
erhdhte Dichte der Bindungsstellen fiir H3PK11195, einem endogenen Liganden des PBR vorhanden ist
(Giguere et al.,, 1992; Lavoie and Butterworth, 1993). In Tierversuchen konnte auBerdem
nachgewiesen werden, dass es nach portosystemischen Shunts nicht nur zu einer erhéhten Dichte der
Bindungsstellen, sondern auch zu einer erhdhten Genexpression des PBR und damit zu einer
Hochregulierung dieses Rezeptors kommt (Desjardins et al., 1999).

Der PBR spielt eine wichtige Rolle in der Steroidbiosynthese. Cholesterol wird fiir die Synthese von

Neurosteroiden verwendet, von denen einige als allosterische Modulatoren des GABAa-Rezeptors
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wirken und somit die neuronale Erregbarkeit beeinflussen (Butterworth, 2000). Dies kénnte eine
mogliche Erklarung fir den erhéhten GABAergen Tonus sein, wie er charakteristischerweise bei
Patienten mit einer HE auftritt.

Neuere Untersuchungen zeigen zudem, dass Neurosteroide potente Liganden des Gallensalzrezeptors
TGRS sind, der im Gehirn von Astrozyten und Neuronen exprimiert wird. Die Aktivierung des TGR5
Uber Neurosteroide erhoht die intrazellulare Kalziumionenkonzentration, triggert die Synthese von
cAMP und die Bildung reaktiver Sauerstoffspezies (ROS). Daher konnte die HE-auslosende Wirkung von
Benzodiazepinen auch darauf zurlick zu fiihren sein, dass sie TGR5-vermittelt die Bildung von ROS

aktiviert und dadurch wiederum eine Astrozytenschwellung vermittelt. (Keitel et al., 2010).

1.4 Zellkern

Jede eukaryotische Zelle enthalt typischerweise einen Zellkern. Ausnahmen sind unter anderem die

Erythrozyten, die keinen Zellkern besitzen, oder Skelettmuskelzellen, die mehrere Zellkerne haben.

1.4.1 Aufbau und Funktion

Der Zellkern enthélt das genetische Material in Form der DNA, die in Chromosomen organisiert ist. Die
Chromosomen liegen zwischen der Zellteilung dekondensiert als Chromatin vor. Der Kern ist von einer
Kernhille umgeben, die Nukleoplasma und Zytosol voneinander trennt. Sie besteht aus einer inneren
Membran, der die Kernlamina anliegt, und einer duBeren Membran, die mit dem endplasmatischen
Retikulum der Zelle in Verbindung steht. Die Kernlamina besteht aus fibrillaren Proteinen (Laminen),
die zu den Intermedidrfilamenten gezahlt werden. Die Kernhiille enthadlt Kernporen, lGber die der
Stoffaustausch zwischen Zellkern und Zytosol stattfinden kann. Der Zellkern ist die Steuerungszentrale
der Zelle und essentiell fiir die Weitergabe der DNA bei der Zellteilung und fiir die Genexpression in
verschiedenen Gewebetypen. Um die DNA vollstandig an Tochterzellen weitergeben zu kénnen, findet
im Zellkern die DNA-Replikation statt. Durch Fehler bei der Replikation und Einwirkungen von Noxen
konnen hierbei Mutationen entstehen, die das genetische Material verandern und Ursache fir
Erkrankungen sein kénnen. Um in verschiedenen Geweben spezifische Gene exprimieren zu kénnen,
werden im Zellkern Teile der DNA in verschiedene RNA-Typen umgeschrieben (Transkription). Hierbei
entsteht unter anderem die ribosomale-RNA (rRNA), die einen Baustein der Ribosomen bildet. Die
Transkription der rRNA findet im Nukleolus (Kernkorperchen) statt, einer kugeligen membranlosen
Struktur im Zellkern. Hier werden neben der Transkription der rRNA die ribosomalen Untereinheiten
gebildet. Ein weiterer RNA-Typ ist die sogenannte messenger RNA (mRNA). Sie enthilt eine
Nukleotidsequenz, die fir die spezifische Aminosdauresequenz eines bestimmten Proteins codiert.
Nach der Transkription gelangt die mRNA Uber die Kernporen vom Zellkern ins Zytosol. Hier findet die
Translation statt, bei der die Nukleotidsequenz abgelesen und in das jeweilige Protein libersetzt wird.

Mutationen der mRNA kénnen daher zu verdanderten oder auch funktionsunfahigen Proteinen fiihren
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und damit in der Pathogenese von Krankheiten eine Rolle spielen. (Heinrich et al., 2014; Welsch and
Deller, 2010).

Neuere Untersuchungen zeigen, dass der Zellkern liber das Zytoskelett mit der Zellmembran assoziiert
ist (Crisp et al., 2006). Auf diese Weise wird der Zellkern innerhalb der Zelle positioniert. Andererseits
kénnen Uber diese physische Verbindung auch mechanische Krafte, die primar auf die Zellmembran

wirken, auf den Zellkern Gbertragen werden (Stewart et al., 2007).

1.4.2 Rolle in der Pathogenese der HE

Wie in 1.2 und 1.3 bereits erlautert, ist die Pathogenese der HE mit spezifischen
Genexpressionsanderungen vergesellschaftet. Bisher ist bekannt, dass sich die Morphologie von
Astrozyten im Gehirn bei Leberzirrhosepatienten mit HE in charakteristischer Weise verandert.
Interessanterweise zeigen diese sogenannten Alzheimer Typ Il Astrozyten auch eine veradnderte
Zellkernmorphologie (Butterworth, 2010). Die Exposition kultivierter Astrozyten mit HE-relevanten
Faktoren induziert nahezu sofortig eine Volumenzunahme der Zellkerne (Lachmann et al., 2013).
Demgegeniiber sind die Konsequenzen einer langeren Exposition mit HE-relevanten Faktoren im

Hinblick auf das Volumen und die Morphologie der Zellkerne véllig unbekannt.

1.5 Zytoskelett
1.5.1 Aufbau und Funktion

Eukaryotische Zellen besitzen ein Gerist, das aus spezifischen Proteinen gebildet wird, die sich
faserartig verbinden und der Zelle Struktur und Stabilitat verleihen. Dieses Gerist wird als Zytoskelett
bezeichnet und besteht aus drei verschiedenen Komponenten: den Makrofilamten (z.B. Aktin), den
Intermediarfilamenten (z.B. GFAP) und den Mikrotubuli. Das Zytoskelett erfillt vielfdltige Aufgaben
und ist unter anderem an der Erhaltung der Zellform, der Fortbewegung der Zelle, dem intrazelluldren
Transport, der Zellteilung und der Zelladhasion beteiligt.

Die Aktinfilamente bestehen aus globuldarem (G)-Aktin, welches durch Polymerisation das filamentdse
(F)-Aktin bilden. Aktinfilamente polymerisieren und depolymerisieren permanent um dynamisch
Umbauprozesse ermoglichen zu kdnnen. Aktinfilamente geben der Zelle ihre Form, beteiligen sich an
der Ausbildung des kontraktilen Rings bei der Zellteilung, stabilisieren Zellmembranausstilpungen wie
z.B. Mikrovilli und wirken bei der Zellkontraktion und dem intrazellularen Vesikeltransport mit.

Die Intermediarfilamente sind vor allem fiir die Stabilitat der Zellen verantwortlich und verleihen ihnen
Zugfahigkeit und Elastizitat. Im Gegensatz zu den Aktinfilamenten unterliegen sie keinem dynamischen
Auf- und Abbau, sondern bleiben nach Ausdifferenzierung weitestgehend stabil. Eine Ausnahme sind

die unter 1.4.1 bereits erwahnten Lamine, die bei jeder Zellteilung ab und wieder neu aufgebaut
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werden. Intermedidrfilamente werden oft gewebsspezifisch exprimiert. In den Astrozyten wird
beispielsweise das GFAP exprimiert.

Die dritte Gruppe des Zytoskeletts bilden die Mikrotubuli. Sie verleihen der Zelle ebenfalls Stabilitat
und sind fir die Motilitdt von Zellen bedeutsam. Mikrotubuli treten unter anderem als
Hauptbestandteil von Kinozilien auf, die beispielsweise im Respirationstrakt vorkommen. Ahnlich wie
die Aktinfilamente unterliegen auch sie einem dynamischen Umbau. Wahrend der Zellteilung wird aus
ihnen der Spindelapparat aufgebaut, der fir die Trennung der Schwesterchromatiden verantwortlich

ist. (Heinrich et al., 2014; Mller-Esterl, 2010; Welsch and Deller, 2010).

1.5.2 Rolle in der Pathogenese der HE

Bisherige Forschungsergebnisse belegen, dass eine mechanische Kopplung zwischen Zellkern und
Zytoskelett existiert (siehe Abb.3) (Stewart et al., 2007). Die aus Laminen bestehende Kernlamina ist
Uber den sogenannten LINC-Komplex (linker of nucleosceleton and cytosceleton) mit den Aktin- und
Intermediarfilamenten der Zelle verbunden (siehe Abb. 3). Der LINC-Komplex wird aus Proteinen der
Inneren Kernmembran (Sun-Proteinen) und Proteinen der duReren Kernmembran (Nesprine) gebildet
(Haque et al., 2006; Padmakumar et al., 2005). Die Sun-Proteine interagieren auf der einen Seite mit
A-Typ Laminen und auf der anderen Seite mit den Nesprinen, die wiederum mit Aktin- bzw.
Intermediarfilamenten verbunden sind (Crisp et al., 2006).

Bereits bekannt ist, dass eine akute Hyperammonadmie zu einer verminderten Genexpression von
GFAP in kultivierten Rattenastrozyten fiihrt (Norenberg et al., 1990) und dies in Ratten mit
portosystemischen Shunts zusatzlich mit einem erhdhten Hirnwassergehalt einhergeht (Bélanger et
al., 2002). Letzteres deutet darauf hin, dass das Zytoskelett der Astrozyten moglicherweise deren
volumenregulatorische Kapazitat beeinflusst und Expressionsanderungen von GFAP an der Ammoniak-
induzierten Astrozytenschwellung mitbeteiligt sind (Bélanger et al., 2002). Des Weiteren wurde in
einer vorherigen Studien gezeigt, dass eine Hyperammonamie eine verminderte Expression von F-
Aktin zur Folge haben kann (Bodega et al., 2006). In wie weit erhohte Ammoniakspiegel neben ihrem
Einfluss auf die Expression der Intermedidr- und Aktinfilamente die Zellkernmorphologie kultivierter
Astrozyten modulieren und ob Veranderungen des Zytoskeletts und des Zellkerns tber den LINC-

Komplex miteinander zusammenhangen ist derzeit noch nicht erforscht.
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Abb. 3: Mechanische Kopplung von Zellkern und Zytoskelett. Uber den LINC-Komplex, bestehend aus Nesprinen
(Proteinen der dulReren Kernmembran (ONM)) und Sun-Proteinen (Proteinen der Inneren Kernmembran (INM))
ist der Zellkern physikalisch an die Aktin- und Intermediarfilamente des Zytoskeletts gekoppelt (aus Stewart et
al., 2007). Gedruckt mit der Erlaubnis von AAAS.

1.6 Zielsetzung der Arbeit

Das Ziel dieser Arbeit war, Effekte einer Langzeitexposition kultivierter Rattenastrozyten mit HE-
prazipitierenden Faktoren (Ammoniak, TNFa und Diazepam) auf das Zellkernvolumen und die
Zellkernmorphologie der Astrozyten zu untersuchen. Des Weiteren sollten die den Volumen- und
Morphologiednderungen des Zellkerns zugrundeliegenden Mechanismen identifiziert werden. Hierfur
sollte insbesondere untersucht werden, ob Zellkernmorphologie- und Volumendnderungen mit einer
veranderten Expression des Makrofilaments Aktin und des Intermediarfilaments GFAP einhergehen.
Zum anderen sollte analysiert werden, ob die Ammoniak-induzierten Effekte auf Zytoskelett und

Zellkern Glutaminsynthese-abhiangig sind, oder durch pH-Wert Anderungen vermittelt werden.
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2 Material und Methoden

2.1 Materialien
2.1.1 Antikorper

Priméarantikorper Spezies Hersteller Verdiinnung
Anti-GFAP, monoklonal Maus Sigma Aldrich, 1:100

Taufkirchen,
Deutschland

konjugiert

Anti-GFAP, polyklonal Kaninchen Sigma Aldrich, 1:200
Taufkirchen,
Deutschland
Sekunddrantikorper Spezies Hersteller Verdiinnung
Anti-Maus, FITC- Esel Dianova, Hamburg, | 1:100
konjugiert Deutschland
Anti-Kaninchen, FITC- Ziege Dianova, 1:200
konjugiert Hamburg,
Deutschland
Hoechst34580 - Invitrogen, 1:5000
Karlsruhe,
Deutschland
Phalloidin, TRITC- - Sigma Aldrich, 1:200 (Latrunculin B)

Taufkirchen,
Deutschland

2.1.2 Chemikalien

Chemikalien

Hersteller

Ammoniumchlorid

Merck, Darmstadt, Deutschland

BSA PAA-Laboratories, Linz, Deutschland
Digitonin Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland
DMEM Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland

FCS PAA, Linz, Deutschland

Hoechst34580 Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland

Immersionsol (F518)

Zeiss, Jena, Deutschland

Latrunculin B

Merck, Darmstadt, Deutschland

Methylammoniumchlorid

Merck, Darmstadt, Deutschland
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Formaldehyd Merck, Darmstadt, Deutschland

PBS (ohne Ca?*/Mg%) Cytogen, Sinn, Deutschland
Penizillin/Streptomycin Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland
Propidiumiodid Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland
Sytoll Merck, Darmstadt, Deutschland
Triton-X 100 Sigma- Aldrich, Taufkirchen, Deutschland

2.1.3 Verbrauchsmaterialien

Verbrauchsmaterial Hersteller

Ibidi-Schale (35mm, Plastik) Ibidi, Planegg, Deutschland

Glaspipetten Brand, Wertheim, Deutschland

Pipettenspitzen StarLab, Ahrensburg, Deutschland

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

Zellkulturflasche (Cellstar) Greiner bio-one, Frickenhausen, Deutschland

Zellkulturschalen (100mm) Falcon, Heidelberg, Deutschland

2.1.4 Gerate

Gerite Hersteller

Brutschrank (Heracell150) Heraeus, Hanau, Deutschland
Cell Observer (21) Zeiss, Oberkochen, Deutschland
ELYRA (PS1) Zeiss, Oberkochen, Deutschland
VivaTome™ Fluoreszenzmikroskop Zeiss, Oberkochen, Deutschland
konfokales Laserscanning Mikroskop Zeiss, Oberkochen, Deutschland
(LSM880)

2.2 Methoden

2.2.1 Praparation und Kultivierung von Astrozyten aus dem

zerebralen Rattenkortex
Die Astrozyten wurden aus den GroRhirnhemispharen neugeborener Wistar-Ratten gewonnen
(Aktenzeichen des Organentnahmeprojekts der ZETT: 078/08). Nach der Dekapitation wurde der

Schadel fiir 10 Sekunden in eine 70%ige Ethanolldsung gelegt und nachfolgend die Kopfhaut entfernt.
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Nach Eréffnung des Schadels erfolgte die Gehirnentnahme. Die beiden GroRhirnhemispharen wurden
mit Hilfe einer Stereolupe entlang der Sagittallinie getrennt und die Meningen mit zwei Pinzetten
entfernt. AnschlieRend wurden die beiden Hemisphdren mit einem Skalpell und einer gebogenen
Pinzette zerkleinert, in 10ml DMEM + 10% Penicillin/Streptomycin + 10% FCS gegeben und 1 min bei
1500 U/min zentrifugiert.

Der Uberstand wurde verworfen und das Gewebepellet sowie die Zellsuspension in 2ml frischem
Zellkulturmedium aufgenommen. Das Zellmedium wurde anschlieBend mehrmals mit sterilen
Pasteurpipetten trituiert.

Nach der Zugabe von 8ml DMEM (1000mg/| D-Glucose, 10% FCS) wurde die Suspension durch eine
Nylongaze mit 60um Maschenweite filtriert und das Filtrat auf zwei Gewebeflaschen verteilt. Die
beiden Gewebeflaschen wurden mit Zellkulturmedium auf 20ml aufgefillt und 7 Tage im Brutschrank
bei 37°C, einem CO2-Gehalt von 10% und einer Wasserdampfsattigung von 95% kultiviert.

Zur Entfernung von Fremdzellen wie Mikroglia, Oligodendrozyten und Neuronen wurden die Flaschen
24 Stunden bei 200U/min geschittelt.

Nachdem sich auf der Wachstumsflache eine konfluente Astrozytenkultur gebildet hatte, wurden die
Zellen durch Inkubation mit einer EDTA/Trypsin Losung abgel6st und auf zwei neue Flaschen gesplittet.
Das Zellkulturmedium wurde dreimal die Woche gewechselt und das Zellwachstum am
Phasenkontrastmikroskop kontrolliert.

Die Astrozyten wurden durch Mitarbeiter des Instituts prapariert.

2.2.2 Zellkultur

Zur Messung des Volumens und der Morphologie der Zellkerne wurden Astrozyten auf Ibidi-Schalen

ausgesat und flr weitere 5 bis 7 Tage kultiviert.

2.2.2.1 Stimulation der Astrozyten

Nach Kultivierung wurden die Astrozyten mit verschiedenen Substanzen (s.u.) inkubiert. Fir die
unterschiedlichen Versuchsreihen wurden 3 bis 4 verschiedene Praparationen verwendet. Zur
Vorbereitung flr die Stimulation wurden die Zellen dreimal mit 2ml Zellmedium (DMEM (1000mg/| D-
Glucose + Pyruvat) ohne FCS) gewaschen und anschlieBend 30 min bei 37 °C im Brutschrank inkubiert.

Danach erfolgte die Stimulation der Zellen.
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2.2.2.2 Experimentelle Behandlung der Zellen mit HE-prazipitierenden Faktoren
Um die Auswirkungen HE-prazipitierender Faktoren auf Zellkernvolumen und Morphologie zu
untersuchen wurden Astrozyten mit den nachfolgenden Substanzen fiir jeweils 24, 48,72, 120 und 168

Stunden inkubiert:

1. NHiCl (5mM)
2. TNFo. (10ng/ml)
3. Diazepam (10uM)

Als Kontrollgruppe wurde eine Ibidi-Schale unbehandelt belassen. Im Fall von Diazepam, welches in
DMSO gel6st wurde, wurde die Kontrollgruppe mit der gleichen Menge DMSO behandelt, um einen
Eigeneffekt des Vehikels auszuschlieRen.

Um zu untersuchen, ob eine simultane Stimulation von NH4Cl mit TNFa bzw. Diazepam spezifische
Veranderungen des Zellkernvolumens und der Morphologie vermittelt, wurden Astrozyten fir 72

Stunden mit folgenden Substanzen inkubiert:

1. TNFa (10ng/ml) + NH4Cl (5mM)
2. Diazepam (10uM) + NH4Cl (5mM)

Eine unbehandelte bzw. eine mit DMSO behandelte Kontrollgruppe wurden mituntersucht. Zusatzlich
wurde eine Gruppe mit NH4Cl (5mM) bzw. NH4Cl (5mM) + DMSO inkubiert.

Methylammoniumchlorid (CH3NHsCl) induziert in kultivierten Astrozyten Verdnderungen des
intrazelluldaren pH-Werts, wie sie auch durch NH4Cl vermittelt werden. CHsNHsCl wird aber im
Gegensatz zu NH4Cl nur in sehr geringem Mal} in Glutamin umgewandelt. Um zu untersuchen, ob es
sich bei Ammoniak-induzierten Verdanderungen von Zellkernvolumen- und Morphologie um Folgen von
pH-Wert-Verschiebungen oder der Glutaminbildung handelt, wurden die Astrozyten fiir 168 Stunden
mit CH3NHsCl (5mM) behandelt, oder blieben unbehandelt (Kontrolle).

2.2.2.3 Konzentrationsabhingigkeit Ammoniak-vermittelter Anderungen von
Zellkernvolumen- und Morphologie

Die Konzentrationsabhangigkeit der durch NH4Cl induzierten Volumen- und Morphologieanderungen

der Zellkerne wurde an Astrozyten untersucht, die mit 1, 2,5 oder 5mM NH4CI fir 168h inkubiert

wurden. Die Kontrollen wurden fiir den gleichen Zeitraum unbehandelt gelassen.
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2.2.2.4 Anfarbung der Zellkerne

Nach Ablauf des jeweiligen Inkubationszeitraums wurden die Zellen mit dem Zellkernfarbstoff Syto11
(5uM) fiir 10 Minuten im Brutschrank bei 37°C inkubiert. Uberschiissiger Farbstoff wurde anschlieRend
durch dreimaliges Waschen mit 2ml Zellkulturmedium (DMEM, 1000mg/I D-Glucose + Pyruvat, ohne
FCS) entfernt. Nachfolgend wurde wieder 2ml Syto11-freies und das jeweilige Stimulans enthaltende

Zellkulturmedium (DMEM, 1000mg/I D-Glucose + Pyruvat, ohne FCS) auf die Zellen gegeben.

2.2.3 Messung mittels VivaTome™ Mikroskopie
2.2.3.1 Prinzip

Die Aufnahmen der Zellkerne wurden mittels VivaTome™ Mikroskopie erstellt. Hierbei handelt es sich
um eine Mikroskopiertechnik mit der sich dynamische Prozesse an lebenden Organismen mit hoher
zeitlicher Auflésung darstellen lassen. Mit dieser Methode kdnnen Schnittbilder mit einer
Aufnahmefrequenz von bis zu 30 Bildern pro Sekunde aufgenommen werden. Das VivaTome™
Mikroskop verwendet eine Kaltlichtquelle und kann somit die Proben besonders schonend anregen.
Die hohe Anregungs- und Emissionseffizienz wird bei der VivaTome™ Mikroskopie durch eine sich
schnell drehende Scheibe, auf der ein Gittermuster angebracht ist, moglich. Durch die Scheibe gelangt
sowohl das Anregungslicht als auch das Emissionslicht. Das Emissionslicht der Fokusebene und 50
Prozent des Lichts, welches von aulRerhalb der Fokusebene stammt, passieren die Scheibe und werden
detektiert. Die anderen 50 Prozent der aulRerhalb der Fokusebene liegenden Emission werden an der
Unterseite der Scheibe reflektiert und separat detektiert. Die Emissionsintensitdten der einzelnen Pixel
in beiden Bildern werden voneinander subtrahiert und hierdurch wird ein optischer Schnitt erzeugt.
Durch die oben beschriebenen Eigenschaften ist die Viva Tome Mikroskopie ideal geeignet um

dynamische Prozesse auf zelluldrer Ebene, wie z.B. Zellkernvolumenanderungen, zu erfassen.

2.2.3.2 Durchfiihrung

Wahrend der Messungen wurden Bilderstapel der auf Ibidi-Schalen ausgesaten, stimulierten und
angefarbten Zellkerne aufgenommen. Pro Ibidi-Schale wurden 10 — 12 verschiedene Bereiche
aufgenommen, und dadurch pro Schale Bilderstapel von etwa 20 — 40 Zellkernen gewonnen. Sowohl
fir die Kontrollgruppe, als auch die experimentell behandelte Gruppe wurden drei bis vier
unterschiedliche Praparationen verwendet, sodass pro Versuchsreihe ca. 60 bis 120 Zellkerne fir die

jeweilige experimentelle Bedingung aufgenommen wurden.
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2.2.4 Auswertung der durch VivaTome™ Mikroskopie erhaltenen
Bilder

2.2.4.1 Volumenberechnung und Erfassung der Zellkernmorphologie

Die Volumenberechnung und Erfassung der Zellkernmorphologie wurden mit Hilfe des
Bildverarbeitungsprogrammes Imagel (Wayne Rasband, NIH, USA) vorgenommen. Hierbei wurden
computerassistiert das Zellkernvolumen und zweidimensionale Parameter zur Untersuchung der
Zellkernmorphologie (maximale Flache, maximaler Umfang und Zirkularitat) jedes einzelnen Kernes

berechnet.

2.2.5 Untersuchung des Zytoskeletts
Um die Auswirkungen HE-auslosender Faktoren auf das Zytoskelett der Zelle zu untersuchen wurden
Astrozyten fiir 168 Stunden nach unter 2.2.2.1 beschriebenem Protokoll mit folgenden Substanzen

experimentell behandelt:

NH4Cl (1mM) 168h, 192h
NH4Cl (5mM) 72h, 96h, 168h, 192h
NH4Cl (1mM) 168h + 24h Washout (WO)

1.
2
3
4. NH4Cl (5mM) 168h + 24h Washout (WO)
5. TNFa (10ng/ml) 168h

6. Diazepam (10uM) 168h

7

CH3NH3Cl (5mM) 168h

Zusatzlich wurden eine unbehandelte Kontrolle und eine mit DMSO behandelte Gruppe mituntersucht.
Fiir den Washout- (WO) Versuch wurden die Astrozyten nach 168 Stunden dreimal mit Zellmedium

(DMEM (1000mg/I D-Glucose + Pyruvat) ohne FCS) gewaschen und fiir weitere 24 Stunden inkubiert.

2.2.5.1 Anfarbung von polymerisiertem Aktin mittels Phalloidin-TRITC

Phalloidin ist ein Toxin aus dem Knollenblatterpilz Amanita phalloides. Es bindet irreversibel an
polymerisierte Aktinfilamente (F-Aktin) und verhindert deren Depolymerisierung (Welsch and Deller,
2010). Fluoreszenzmarkierte Phalloidinderivate kénnen genutzt werden, um das F-Aktin des
Zytoskeletts in fixierten Zellen zu visualisieren.

Zur Validierung der Methode wurden Astrozyten zunachst fur 2 Stunden mit Latrunculin B (10uM), das
die Polymerisierung des monomeren G-Aktins zum filamentdsen F-Aktin hemmt (Welsch and Deller,

2010) und somit die Reorganisation des Zytoskeletts in der Zelle inhibiert, stimuliert. Das
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Aktinzytoskelett der mit Latrunculin B (10uM), NH4Cl (5mM), TNFa (10ng/ml), Diazepam (10uM) oder
CH3NHsCl (5mM) inkubierten Zellen, sowie unbehandelter Astrozyten wurde wie folgt angefarbt:

Die Zellen wurden am Ende des Experiments mit 4% Paraformaldehyd (PFA) fixiert. Fiir die Fixierung
wurden die Zellen flir 5 min mit frisch hergestelltem PFA (4%) bei Raumtemperatur (RT) inkubiert und
anschlieBend dreimal mit PBS (w/o Ca?*/Mg?*) gewaschen. Danach wurden die Zellen mit Phalloidin-
TRITC (Tetramethylrhodamin B Isothiocyanat) (1:200 fir Latrunculin B und 1:400 fiir die Gbrigen Zellen)
und dem Zellkernfarbstoff Hoechst34580 (1:5000) (in PBS (w/o Ca?*/Mg?*) + 0,1% Triton X angesetzt)
inkubiert und 20 Minuten in Aluminiumfolie lichtgeschiitzt bei RT inkubiert. Am Ende der Inkubation
wurden die Zellen dreimal mit 2ml PBS (w/o Ca**/Mg?*) gewaschen. Fiir diese Farbung und jede

experimentelle Bedingung wurden jeweils drei verschiedene Praparationen verwendet.

2.2.5.2 Immunfluoreszenzanalyse

Mittels Immunfluoreszenzanalysen kdnnen Proteine in Zellen und Geweben visualisiert und lokalisiert
werden. Dazu werden ein Primar- und ein Sekundarantikorper verwendet. In Abhdngigkeit davon, ob
ein mono- oder polyklonaler Antikérper verwendet wird, bindet der Priméarantikorper ein Epitop oder
mehrere Epitope das/die spezifisch fir das jeweilige Protein ist/sind. Der Sekundarantikorper, der mit
einem Fluorochrom markiert ist, bindet an spezifische Epitope des Primarantikorpers. Werden die
Fluorochrome mit einer fir sie charakteristischen Wellenldange angeregt, kann das emittierte Licht bei
einer fur den Farbstoff spezifischen Wellenlange als Fluoreszenz detektiert werden.

Zur Anfarbung astrozytarer Intermediarfilamente wurden die unter 2.2.5 beschriebenen behandelten
und unbehandelten Astrozyten nach Ablauf des Experiments mit 4% PFA fixiert. Anschliefend wurden
die Zellen mit einem Primarantikérper gegen GFAP (in 10%iger BSA + 0,1% Triton X in PBS w/o
Ca?*/Mg?* angesetzt) behandelt und fiir zwei Stunden bei RT inkubiert. Nach Inkubation wurden die
Astrozyten dreimal mit PBS (w/o Ca?*/Mg?*) gewaschen, um den Priméarantikérper auszuwaschen. Im
nachsten Schritt wurden die Zellen mit dem Fluorochrom-gekoppelten Sekundarantikérper und dem
Zellkernfarbstoff Hoechst34580 (in oben genannter 10%iger BSA Losung angesetzt) behandelt und in
Aluminiumfolie bei RT zwei Stunden inkubiert. Anschliefend wurde der Sekundarantikérper durch
dreimaliges Waschen mit PBS (w/o Ca?*/Mg?) ausgewaschen. Fir die Firbungen wurden pro
Versuchsreihe drei bis sechs verschiedene Praparationen verwendet.

Pro Praparation wurden 1-3 reprasentative Aufnahmen mittels Epifluoreszenzmikroskopie angefertigt.
Die Fluoreszenzintensitat der Bilder wurde mit Hilfe des Bildverarbeitungsprogramms Imagel

gemessen und auf die Anzahl der Kerne normiert.

2.2.6 ELYRA-Superhochauflosende Mikroskopie

In der vorliegenden Arbeit wurde die ,super resolution structured illumination microscopy” (SR-SIM)

Mikroskopiertechnik angewendet. Mit der superhochauflésenden strukturierten Beleuchtung kann die
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optische Auflésung im Vergleich zur konventionellen Fluoreszenzmikroskopie verdoppelt werden.
Hierfir wurden Astrozyten verwendet, die auf Ibidi-Schalen (ibidi p-dishes, @35mm, high, plastic
polymer coverslip, ibidi Corporation, Martinsried, Germany) ausgesat wurden. Die Aufnahmen wurden
mit einem ELYRA-Mikroskop (ZEISS, Oberkochen, Deutschland) unter Verwendung eines alpha ,,Plan-
Fluar” 100x/1,45 Oil M27 Objektivs und Immersionsél vom Typ 518F/30°C (ZEISS, Oberkochen,
Germany) angefertigt. Als Anregungswellenlangen wurden Laser der Wellenldngen 488, 561 und
405nm verwendet. Die Emission der Fluorochrome wurde in den Welllingenbereichen 495-
575nm+LP750nm, 570-650nm+LP750nm, 420-480nm+LP750nm gesammelt. Die Rohbilder wurden
nachfolgend mittels ZEN-Software (ZEISS, Oberkochen, Deutschland) nach Angaben des Herstellers
prozessiert. Die Aufnahmen mittels ELYRA-Superhochauflésender Mikroskopie wurden von Dr. Boris

Gorg angefertigt.

2.2.7 Konfokale Laser-Scanning-Mikroskopie

Das konfokale Mikroskop benutzt zur Anregung des Fluorochroms einen Laser, der auf eine
Anregungslochblende fokussiert wird. Der Strahl trifft Giber einen Farbteiler auf zwei Scanspiegel, die
ihn durch das Objektiv auf das Objekt abbilden. Das vom Objekt emittierte Fluoreszenzlicht wird
wieder durch das Objektiv gesammelt und Uber die Scanspiegel und den Farbteiler auf eine
Detektionslochblende abgebildet. Hinter der Detektionslochblende befindet sich ein Lichtdetektor, der
das emittierte Licht farbselektiv und punktweise abbildet. Um die gesamte Probenebene abbilden zu
konnen, wird der Lasterstrahl mit Hilfe der Scanspiegel tGber die Probe gefiihrt. Es werden nur die
Signale detektiert, die sich innerhalb der Bildebene des Laserstrahls befinden, da nur sie ihren
Brennpunkt an der Detektionslochblende haben. Auf diese Weise werden Strahlen aus hoheren oder
tieferen Schichten ausgeblendet. Dadurch wird verhindert, dass die Fokusebene wie beim
Lichtmikroskop von anderen Ebenen Uberlagert wird. (Carl Zeiss Microscopy GmbH). In der
vorliegenden Arbeit wurden Aufnahmen mit dem konfokalen Laserscanning Mikroskop LSM880 der
Firma ZEISS (Oberkochen, Deutschland) unter Verwendung eines alpha ,,Plan-Apochromat” 63x/1,40
M27 Ol und Immersionsél vom Typ 518F (ZEISS, Oberkochen, Germany) erstellt. Die Anregung der
Fluorochrome erfolgte unter Verwendung von Lasern der Wellenldangen 405, 488 und 543nm. Die
Emission der Fluorochrome wurde in den Welllangenbereichen 410-503nm, 493-529nm und 548-
669nm detektiert. Die Aufnahmen mittels konfokaler Laser-Scanning-Mikroskopie wurden in

Zusammenarbeit mit Dr. Boris Gortg angefertigt.

2.2.8 Epifluoreszenzmikroskopie

Mit Hilfe des Epifluoreszenzmikroskops CellObserver Z.1 (ZEISS, Oberkochen, Deutschland) wurden mit

Fluorochromen markierte Zellbestandteile visualisiert. Als Lichtquelle wurde eine Quecksilber-
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Kurzbogen-Reflektor-Lampe genutzt (HXP120, Osram), welche Licht (iber das gesamte sichtbare
Spektrum, sowie im UV-Bereich emittiert. Uber optische Filter wurde der Bereich des Lichtspektrums
selektiert, mit dem das jeweilige Fluorochrom angeregt und die Emission gesammelt wurde. Die
Exzitation und Detektion der Emission der Fluorochrome erfolgte in den Welllangenbereichen 335-
383/420-470nm, 488-512/520-550nm und 538-562/570-640nm. Die Detektion erfolgte unter
Verwendung der Objektive EC PInN 10x/0,3 Ph1 DIC und LD LCI PInApo 25x/0,8 (ZEISS, Oberkochen,

Germany).

2.2.9 Messung der Laktatdehydrogenase-Aktivitat

Die Laktatdehydrogenase (LDH) ist ein ubiquitdr vorkommendes Enzym, das bei Zellschdadigung
vermehrt freigesetzt wird. Da erhdhte LDH-Werte auf einen vermehrten Zelluntergang hinweisen, wird
die LDH-Messung als Toxizitatstest verwendet.

Fir die LDH-Bestimmung wurden Astrozyten auf Ibidi-Schalen nach unter 2.2.2.1 beschriebenem
Schema fur 168h mit NHsCl (5mM) inkubiert oder blieben unbehandelt. Am Ende des
Inkubationszeitraums wurde das Zellmedium jeder einzelnen Ibidi-Schale abgenommen, in ein
Eppendorf-Reaktionsgefal tiberfiihrt und dieses auf Eis gestellt. Anschliefend wurden die Eppendorf-
ReaktionsgefiRe bei 4 °C fiir 10 Minuten zentrifugiert und der Uberstand in ein neues Eppendorf-
ReaktionsgefaR iiberfiihrt. Zur Uberpriifung der Funktionalitit des Assays wurde die LDH-Aktivitat im
Astrozytenlysat gemessen.

Das Testprinzip beruht dabei auf der enzymatischen Umsetzung von Pyruvat nach Laktat, die
proportional zur Umsetzung von NADH nach NAD" ist. Die LDH-Aktivitdt wurde photometrisch durch
Messen der NAD*-Absorption bei einer Wellenldnge von 366nm bestimmt. Die Messung der LDH-
Aktivitdit wurde freundlicherweise von Nicole Eichhorst (biologisch/technische Assistentin)

durchgefihrt.

2.2.10 Propidiumiodid-Farbung

Propidiumiodid (PI) ist ein rotfluoreszierender Zellkernfarbstoff, der die Zellmembran von sterbenden
oder toten Zellen durchdringen kann und so die Zellkerne anfarbt. Digitonin gehort zur Gruppe der
Saponine. Es permeabilisiert die Zellmembran und macht sie fiir Pl durchlassig. Intakte Zellmembranen
konnen von Pl nicht passiert werden. Durch die gleichzeitige Anfarbung der Zellkerne mit
Hoechst34580 kdnnen auf diese Weise lebende von toten Zellen unterschieden werden.

Fiir den Versuch wurden Astrozyten auf Ibidi-Schalen wie unter 2.2.2.1 beschriebenen fir 168h mit
NH4Cl (5mM) inkubiert oder blieben unbehandelt. Am Ende des Experiments wurden die Zellen mit

den Zellkernfarbstoffen Hoechst34580 (1:5000) und PI (50uM) fir 20 Minuten im Brutschrank
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inkubiert. Nachfolgend wurden die Zellen dreimal mit 2ml PBS (w/o Ca%*/Mg*) gewaschen.
AnschlieBend wurden mittels Epifluoreszenzmikroskopie reprasentative Aufnahmen angefertigt.

Als Positivkontrolle wurden Zellen verwendet, deren Zellmembran durch Inkubation mit Digitonin
(60mg/ml) in Gegenwart von Hoechst34580 (1:5000) und Propidiumiodid (50uM) permeabilisiert

wurde.

2.2.11 Statistik

Fiir den Vergleich von Volumen und Morphologie der Zellkerne zwischen der jeweiligen Kontrollgruppe
und den mit HE-auslésenden Faktoren inkubierten Astrozyten wurden zweiseitige, ungepaarte t-Tests,
bzw. der one way-ANOVA verwendet (GraphPad Prism 5.01.336). Mit Hilfe des Grubbs Outlier Tools
(GraphPad, La Jolla, USA) wurden Zellkerne, die signifikant (p<0,05) vom Mittelwert der jeweiligen
Gruppe abwichen ausgeschlossen. Die statistische Analyse der Immunfluoreszenzintensitdaten und der
LDH-Aktivitat erfolgte mittels zweiseitigem t-Test flir ungepaarte Stichproben (GraphPad Prism
5.01.336, La Jolla, USA).

Ab einem Signifikanzniveau kleiner 5% (p<0,05) wurden die Unterschiede zwischen den einzelnen
Gruppen als statistisch signifikant bewertet. Jedes Experiment wurde mit Astrozyten aus mindestens

drei unabhangigen Praparationen durchgefiihrt.
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3 Ergebnisse

3.1 Effekte HE-auslosender Faktoren auf Zellkernvolumen und

Zellkernmorphologie

Die Wirkungen der in dieser Arbeit verwendeten HE-auslosenden Faktoren (NH4Cl, TNFo, Diazepam)
ergaben unterschiedliche Einflisse auf das Zellkernvolumen und die Zellkernmorphologie kultivierter

Rattenastrozyten.

3.1.1 Effekte von Ammoniak

3.1.1.1 Zellkernvolumen

Wie in Abb. 4 dargestellt wurden in den mit NH4Cl (5mM) inkubierten Astrozyten nach 24 und 48
Stunden keine signifikanten Unterschiede im Zellkernvolumen im Vergleich zur unbehandelten
Kontrolle beobachtet. Nach 72 Stunden wurde eine signifikante Volumenabnahme der Zellkerne um
ca. 7,2% in den mit NH4Cl (5mM) inkubierten Zellen gegenliber der Kontrollgruppe gemessen (p<0,05).
Nach 120 Stunden zeigte sich ebenfalls eine signifikante Volumenabnahme der Zellkerne der mit NH4Cl
(5mM) inkubierten Astrozyten. Diese lag bei ca. 5,3% (p<0,01) gegeniiber den unbehandelten
Kontrollen. Nach 168 Stunden wurde eine signifikante Volumenabnahme der Kerne der NH,CI-
exponierten Astrozyten um 5,9% gemessen (p<0,05).

Die Uberpriifung der Konzentrationsabhangigkeit der durch NH,4Cl-induzierten
Zellkernvolumendnderungen zeigte nach 168 Stunden signifikante Zellkernvolumenabnahmen in den

mit 2,5 und 5mM NH4Cl inkubierten Astrozyten um 7,6% bzw. 5,9%.
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Abb. 4 Effekte von NH4Cl auf das Zellkernvolumen kultivierter Rattenastrozyten. (A) Kultivierte
Rattenastrozyten wurden fiir 24, 48, 72, 120 oder 168h mit NH4Cl (5mM) behandelt oder blieben unbehandelt.
Das Zellkernvolumen unbehandelter Astrozyten zum Zeitpunkt 24h wurde gleich 1 gesetzt und die
Volumenadnderungen in Relation dazu ausgedriickt. (B) Kultivierte Astrozyten wurden mit NH4Cl in den
angegebenen Konzentrationen fir 168h behandelt oder blieben unbehandelt. Das Zellkernvolumen der Kontrolle
zum Zeitpunkt 168h wurde gleich 1 gesetzt und die Veranderungen in den mit NH4Cl inkubierten Astrozyten in
Relation dazu ausgedriickt. Die verschiedenen Konzentrationen wurden jeweils mit der Kontrollgruppe
verglichen. * Signifikant unterschiedlich zur unbehandelten Kontrolle (p<0,05). n.s.: Nicht signifikant gegentiber
der Kontrolle. n=3-4

3.1.1.2 Flache

Gemessen wurde, als zweidimensionaler Parameter, der Flacheninhalt im Bereich der maximalen
Flache der Zellkerne.

Wie in Abb. 5 dargestellt wurde an jedem gemessenen Zeitpunkt (24, 48, 72, 120 und 168 Stunden)
eine signifikante Verminderung der maximalen Flache der Zellkerne in mit NH4Cl (5mM) inkubierten
Astrozyten im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle gemessen. Nach 24 Stunden lag die
Flachenabnahme bei 9,4% (p<0,05), nach 48 Stunden bei 10,1% (p<0,001) und nach 72 Stunden bei
17,0% (p<0,001). Zum Zeitpunkt 120 Stunden wurde eine erniedrigte maximale Flache um 6,7%
(p<0,001) gemessen. Nach 168 Stunden zeigte sich mit 20,4% (p<0,001) im Beobachtungszeitraum das
Maximum der Flachenabnahme im Vergleich zur unbehandelten Kontrollgruppe.

Die Uberpriifung der Konzentrationsabhingigkeit der durch NH4Cl-induzierten Verdnderungen der
maximalen Flache der Zellkerne zeigte nach 168 Stunden signifikante Abnahmen der maximalen
Zellkernflache in den mit 1, 2,5 und 5mM NH4Cl inkubierten Astrozyten um 4,9% (p<0,05) bzw. 10,3%
(p<0,001) bzw. 20,4% (p<0,001).
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Abb. 5 Effekte von NHiCl auf die maximale Zellkernflache kultivierter Rattenastrozyten. (A) Kultivierte
Rattenastrozyten wurden fiir 24, 48, 72, 120 oder 168h mit NH4Cl (5mM) behandelt oder blieben unbehandelt.
Die maximale Flache der Zellkerne unbehandelter Astrozyten zum Zeitpunkt 24h wurde gleich 1 gesetzt und die
Veranderungen der maximalen Flache der Zellkerne in den mit NH4Cl inkubierten Astrozyten in Relation dazu
ausgedriickt. (B) Kultivierte Astrozyten wurden mit den angegebenen NH4Cl-Konzentrationen fiir 168h inkubiert
oder blieben unbehandelt. Die maximale Zellkernflache in den Kontrollen zum Zeitpunkt 168h wurde gleich 1
gesetzt und die Verdnderungen in den mit NH4Cl inkubierten Astrozyten in Relation dazu ausgedriickt. *
Signifikant unterschiedlich zur unbehandelten Kontrolle (p<0,05). n=3-4

3.1.1.3 Umfang

Gemessen wurde der Umfang im Bereich der maximalen Flache der Zellkerne.

Wie in Abb. 6 dargestellt wurde 48, 72, 120 und 168 Stunden nach NH4CI-Exposition eine signifikante
Verminderung des groRten Umfangs der Zellkerne der mit NH4Cl (5mM) inkubierten Astrozyten im
Vergleich zur unbehandelten Kontrolle gemessen. Nach 24 Stunden zeigte sich bereits eine deutliche
tendenzielle Abnahme des Kernumfangs (p=0,052). Nach 48 Stunden war der Kernumfang um 4,4%
(p<0,001), nach 72 Stunden um 8,4% (p<0,001), nach 120 Stunden um 3,9% (p<0,001) und nach 168

Stunden um 11,9% (p<0,001) gegenliber unbehandelten Kontrollen verringert.
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Die Uberpriifung der Konzentrationsabhingigkeit der durch NH4Cl-induzierten Verdnderungen des
maximalen Umfangs der Zellkerne zeigte nach 168 Stunden signifikante Abnahmen des maximalen
Zellkernumfangs in den mit 1, 2,5 und 5mM NH.Cl inkubierten Astrozyten um 2,4% (p<0,05) bzw. 5,6%
(p<0,001) bzw. 11,9% (p<0,001).
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Abb. 6 Effekte von NHsCl auf den maximalen Zellkernumfang kultivierter Rattenastrozyten. (A) Kultivierte
Rattenastrozyten wurden fir 24, 48, 72, 120 oder 168h mit NH4Cl (5mM) inkubiert oder blieben unbehandelt.
Der maximale Umfang der Zellkerne unbehandelter Astrozyten zum Zeitpunkt 24h wurde gleich 1 gesetzt und
die Verdanderungen des maximalen Umfangs der Zellkerne in den mit NH4Cl inkubierten Astrozyten in Relation
dazu ausgedriickt. (B) Kultivierte Astrozyten wurden mit NH4Cl in den angegebenen Konzentrationen fiir 168h
inkubiert oder blieben unbehandelt. Der maximale Umfang der Kontrolle zum Zeitpunkt 168h wurde gleich 1
gesetzt und die Verdnderungen in den mit NHsCl inkubierten Astrozyten in Relation dazu ausgedriickt.
* Signifikant unterschiedlich zur unbehandelten Kontrolle (p<0,05). n=3-4
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3.1.1.4 Zirkularitat

Die Zirkularitat beschreibt als zweidimensionaler Parameter die Kreisformigkeit des Zellkerns, wobei
der Wert 1 einem Kreis entspricht.

Wie in Abb. 7 dargestellt wurde Bei den mit NH4Cl (5mM) inkubierten Zellen nach 24 Stunden eine
signifikante Abnahme der Zirkularitat der Zellkerne um 3,4% (p<0,01) und nach 48 Stunden eine

deutliche Tendenz zu einer Abnahme (p=0,057) im Vergleich zu unbehandelten Kontrollen beobachtet.
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Abb. 7 Effekte von NHsCl auf die Zirkularitit der Zellkerne kultivierter Rattenastrozyten. (A) Kultivierte
Rattenastrozyten wurden fir 24, 48, 72, 120 oder 168h mit NH4Cl (5mM) inkubiert oder blieben unbehandelt.
Die Zirkularitat der Zellkerne unbehandelter Astrozyten zum Zeitpunkt 24h wurde gleich 1 gesetzt und die
Veranderungen der Zirkularitdt der Zellkerne in den mit NH4Cl inkubierten Astrozyten in Relation dazu
ausgedriickt. (B) Kultivierte Astrozyten wurden mit NH4Cl in den angegebenen Konzentrationen fir 168h
inkubiert oder blieben unbehandelt. Die Zirkularitat der Zellkerne in den Kontrollen zum Zeitpunkt 168h wurde
gleich 1 gesetzt und die Veranderungen in den mit NH4Cl inkubierten Astrozyten in Relation dazu ausgedrickt.
* Signifikant unterschiedlich zur unbehandelten Kontrolle (p<0,05). n.s.: nicht signifikant unterschiedlich
gegeniiber der Kontrolle. n=3-4
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In den fiir 72 und 120 Stunden mit NH4Cl inkubierten Astrozyten wurden keine signifikanten oder
tendenziellen Anderungen der Zellkernzirkularitidt beobachtet. 168 Stunden nach NH4Cl-Exposition
wurde eine signifikant erhéhte Zirkularitat um 2,8% gemessen (p<0,05).

Die Uberpriifung der Konzentrationsabhingigkeit der durch NH4Cl-induzierten Verdnderungen der
Zellkernzirkularitat zeigte nach 168 Stunden eine signifikante Zunahme der Zellkernzirkularitat in den
mit 5mM NH4Cl inkubierten Astrozyten um 2,8% (p<0,05). Die NH4Cl-Exposition mit 1 und 2,5mM

fiihrte zu keinen signifikanten Veranderungen der Zellkernzirkularitdt gegentiber der Kontrollgruppe.

3.1.2 Effekte von TNFa auf Morphologie und Volumen des Zellkerns
3.1.2.1 Volumen

Wie in Abb. 8 dargestellt zeigte sich nach Inkubation der kultivierten Astrozyten mit TNFa (10ng/ml)
nach 24 Stunden eine signifikante Volumenzunahme der Zellkerne um 6,4% (p<0,05). Zum Zeitpunkt
48, 72, 120 und 168 Stunden nach NHCl-Exposition konnte kein signifikanter Unterschied im

Zellkernvolumen unbehandelter Kontrollen und mit NH4Cl inkubierter Astrozyten gemessen werden.
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Abb. 8 Effekte von TNFa auf das Zellkernvolumen kultivierter Rattenastrozyten. Kultivierte Astrozyten wurden
far 24, 48, 72, 120 und 168h mit TNFa (10ng/ml) inkubiert oder blieben unbehandelt. Das Zellkernvolumen der
Kontrollen zum Zeitpunkt 24h wurden gleich 1 gesetzt und die Volumenanderungen in mit TNFoa inkubierten
Astrozyten in Relation dazu angegeben. * Signifikant unterschiedlich zur unbehandelten Kontrolle (p<0,05). n=3

3.1.2.2 Flache und Umfang
Wie in Abb. 9 dargestellt waren die Zellkerne der mit TNFa (10ng/ml) inkubierten Astrozyten zu keinem
der gemessenen Zeitpunkte signifikant unterschiedlich im Hinblick auf deren Flache oder deren

Umfang im Vergleich zu den unbehandelten Kontrollen.
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Abb. 9 Effekte von TNFo auf maximale Flaiche und Umfang der Zellkerne kultivierter Rattenastrozyten.
Kultivierte Astrozyten wurden fir 24, 48, 72, 120 und 168h mit TNFa (10ng/ml) inkubiert oder blieben
unbehandelt. (A) Die maximale Fliche der Kontrolle zum Zeitpunkt 24h wurde gleich 1 gesetzt und die
Verdanderungen der maximalen Flache der Zellkerne in den mit TNFa inkubierten Zellen in Relation dazu
angegeben. (B) Der maximale Umfang der Kontrolle zum Zeitpunkt 24h wurde gleich 1 gesetzt und die
Verdanderungen des maximalen Umfangs der Zellkerne in den mit TNFa inkubierten Astrozyten in Relation dazu
ausgedriickt. * Signifikant unterschiedlich zur unbehandelten Kontrolle (p<0,05). n=3
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Abb. 10 Effekte von TNFa auf die Zirkularitit der Zellkerne kultivierter Rattenastrozyten. Kultivierte Astrozyten
wurden fir 24, 48, 72, 120 und 168h mit TNFa. (10ng/ml) behandelt oder blieben unbehandelt. Die Zirkularitat
der Kontrolle zum Zeitpunkt 24h wurde gleich 1 gesetzt und die Veranderungen der Zirkularitdt der Zellkerne in
den mit TNFa inkubierten Astrozyten in Relation dazu angegeben. * Signifikant unterschiedlich zur
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unbehandelten Kontrolle (p<0,05). n=3
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Wie in Abb. 10 dargestellt war nach 48 Stunden in den mit TNFa (10ng/ml) inkubierten Astrozyten die
Zirkularitat der Zellkerne signifikant um 1,8% im Vergleich zur unbehandelten Kontrollgruppe (p<0,05)
verringert. Fir die anderen Zeitpunkte (24, 72, 120 und 168h) konnten keine signifikanten

Unterschiede zwischen mit TNFa. inkubierten oder unbehandelten Astrozyten beobachtet werden.

3.1.3 Effekte von Diazepam auf Morphologie und Volumen des

Zellkerns
3.1.3.1 Volumen
Wie in Abb. 11 dargestellt fiihrte die Inkubation der Astrozyten mit Diazepam (10uM) im Vergleich zur
Kontrollgruppe zu keinen signifikanten Unterschieden im Zellkernvolumen innerhalb des

Beobachtungszeitraums von 24-168h.
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Abb. 11 Effekte von Diazepam auf das Zellkernvolumen kultivierter Rattenastrozyten. Kultivierte Astrozyten
wurden fir 24, 48, 72, 120 und 168h mit Diazepam (10uM) oder als Kontrolle mit DMSO inkubiert. Das
Zellkernvolumen der Kontrolle zum Zeitpunkt 24h wurde gleich 1 gesetzt und die Zellkernvolumendnderungen
in den mit Diazepam inkubierten Astrozyten in Relation dazu angegeben. * Signifikant unterschiedlich gegenlber
den mit DMSO inkubierten Kontrollen (p<0,05). n=3

3.1.3.2 Flache und Umfang

Wie in Abb. 12 dargestellt verringerte sich die Zellkernflache der mit Diazepam (10uM) inkubierten
Astrozyten signifikant gegeniiber den mit DMSO behandelten Kontrollen nach 168 Stunden um 5,3%
(p<0,05). Zu keinem anderen Zeitpunkt (24, 72, 120 und 168 Stunden) wurde eine signifikante
Veranderung der Zellkernflache im Vergleich zur Kontrollgruppe beobachtet.

Der Zellkernumfang der mit Diazepam (10uM) inkubierten Astrozyten verringerte sich nach 120
Stunden signifikant um 2,7% (p<0,05) gegenliber der Kontrolle. Zu keinem anderen Zeitpunkt (24, 48,
72 und 168 Stunden) wurde eine signifikante Verdanderung des Zellkernumfangs im Vergleich zur

Kontrolle beobachtet.
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Abb. 12 Effekte von Diazepam auf maximale Fliche und Umfang der Zellkerne kultivierter Rattenastrozyten.
Kultivierte Astrozyten wurden fiir 24, 48, 72, 120 und 168h mit Diazepam (10uM) oder als Kontrolle mit DMSO
inkubiert. (A) Die maximale Fliche der Kontrolle zum Zeitpunkt 24h wurde gleich 1 gesetzt und die
Verdnderungen der maximalen Flache der Zellkerne in dem mit Diazepam inkubierten Astrozyten in Relation
dazu angegeben. (B) Der maximale Umfang der Kontrolle zum Zeitpunkt 24h wurde gleich 1 gesetzt und die
Verdanderungen des maximalen Umfangs der Zellkerne in den mit Diazepam inkubierten Zellen in Relation dazu
ausgedriickt. * Signifikant unterschiedlich gegeniber den mit DMSO inkubierten Kontrollen (p<0,05). n=3

3.1.3.3 Zirkularitat
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Abb. 13 Effekte von Diazepam auf die Zirkularitat der Zellkerne kultivierter Rattenastrozyten. Kultivierte
Astrozyten wurden fir 24, 48, 72, 120 und 168h mit Diazepam (10uM) oder als Kontrolle mit DMSO inkubiert.
Die Zirkularitat der Zellkerne in den Kontrollen zum Zeitpunkt 24h wurde gleich 1 gesetzt und die Verdnderungen
der Zirkularitat in mit Diazepam inkubierten Zellen in Relation dazu angegeben. * Signifikant unterschiedlich zur
mit DMSO behandelten Kontrolle (p<0,05). n=3
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Wie in Abb. 13 dargestellt war die Zirkularitdt der Zellkerne in mit Diazepam (10uM) inkubierten
Astrozyten nach 168 Stunden signifikant um 2,6% im Vergleich zu Kontrollgruppe (p<0,05) vermindert.
An allen anderen untersuchten Zeitpunkten (24, 48, 72 und 120 Stunden) zeigten sich keine

signifikanten Unterschiede verglichen mit den Kontrollen.

3.1.4 Effekte von Ammoniak + TNFa auf Morphologie und Volumen

des Zellkerns
3.1.4.1 Volumen
Wie in Abb. 14 dargestellt war das Zellkernvolumen der mit NH4Cl (5mM) +TNFa (10ng/ml) inkubierten
Astrozyten gegeniiber den unbehandelten Kontrollen und den mit NH4Cl (5mM) inkubierten Zellen
nicht signifikant verandert. Das Kernvolumen in den mit NH4,Cl (5mM) inkubierten Zellen verringerte

sich hingegen im Vergleich zu den unbehandelten Kontrollen um 7,7% (p<0,01).

1,05 - .
| p—— |
@ 1,00 - n.s.
(o]
c £
& O
E "3
3509 -
23
o
®
~ 0,90 -
0,85 -

NH,Cl +TNFa
{5mM) {10ng/ml)
1 |
1

72h

Konirode

Abb. 14 Effekte von NH4Cl und NH4CI+TNFa auf das Zellkernvolumen kultivierter Rattenastrozyten. Kultivierte
Astrozyten wurden fir 72h mit NH4Cl (5mM) oder mit NH4Cl (5mM) und TNFa (10ng/ml) inkubiert oder blieben
unbehandelt. Das Zellkernvolumen der Kontrolle zum Zeitpunkt 72h wurde gleich 1 gesetzt und die
Zellkernvolumenanderungen in den experimentell behandelten Zellen in Relation dazu ausgedriickt. * Signifikant
unterschiedlich (p<0,05). n.s.: nicht signifikant unterschiedlich. n=3

3.1.4.2 Flache

Wie in Abb. 15 dargestellt war die Zellkernflache in den gleichzeitig mit NH4Cl (5mM) und TNFa
(10ng/ml) inkubierten Zellen im Vergleich zur Kontrolle signifikant um 15,7% verringert (p<0,001). Die
Flache der Zellkerne der mit NH4Cl (5mM) inkubierten Astrozyten war gegeniiber den Kontrollen

signifikant um 16,0% vermindert (p<0,001). Verglichen mit den mit NH4Cl (5mM) inkubierten
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Astrozyten war die relative Zellkernflache in den gleichzeitig mit NH4Cl (5mM) und TNFa (10ng/ml)

inkubierten Astrozyten nicht signifikant unterschiedlich.
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Abb. 15 Effekte von NH4Cl und NHiCl+TNFo auf die maximale Fliche der Zellkerne kultivierter
Rattenastrozyten. Kultivierte Astrozyten wurden fir 72h mit NH4Cl (5mM) oder NH4Cl (5mM)+TNFa. (10ng/ml)
inkubiert oder blieben unbehandelt. Die maximale Flache der Kerne in den Kontrollen wurde gleich 1 gesetzt und
die Veranderungen in den experimentell behandelten Zellen in Relation dazu ausgedriickt. * Signifikant
unterschiedlich (p<0,05). n=3

3.1.4.3 Umfang
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Abb. 16 Effekte von NH4Cl und NHsCl+TNFo. auf den maximalen Umfang der Zellkerne kultivierter
Rattenastrozyten. Kultivierte Astrozyten wurden fir 72h mit NH4Cl (5mM) oder NH4Cl (5mM)+TNFa. (10ng/ml)
inkubiert oder blieben unbehandelt. Der maximale Umfang der Kontrolle zum Zeitpunkt 72h wurde gleich 1
gesetzt und die Veranderungen des maximalen Umfangs der Zellkerne in den experimentell behandelten
Astrozyten dazu relativ ausgedriickt. * Signifikant unterschiedlich (p<0,05). n=3
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Wie in Abb. 16 dargestellt verringerte die Koinkubation der Astrozyten mit NH4CI+TNFo bzw. die
alleinige Inkubation mit NH4Cl (5mM) den Umfang der Zellkerne um 7,3% bzw. 7,4% im Vergleich zu
den unbehandelten Kontrollen (p<0,001). Der Zellkernumfang in den mit NH4Cl (5mM) inkubierten
Astrozyten war gegentiber den mit NH4Cl (5mM) und TNFa (10ng/ml) inkubierten Astrozyten nicht

signifikant unterschiedlich.

3.1.4.4 Zirkularitat

Wie in Abbildung 17 dargestellt war die Zirkularitat der Zellkerne weder in den mit NH4Cl noch in den
mit NHiCH+TNFa fir 72h inkubierten Astrozyten gegenliber der Kontrollgruppe signifikant
unterschiedlich. Die Zirkularitat der Zellkerne in den mit NH4Cl inkubierten Astrozyten unterschied sich

auch nicht von der in den mit NH4CI+TNFo flir 72h inkubierten Astrozyten.
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Abb. 17 Effekte von NH4Cl und NH4CI+TNFa auf die Zirkularitdt der Zellkerne kultivierter Rattenastrozyten.
Kultivierte Astrozyten wurden fir 72h mit NH4Cl (5mM) oder NHCl (5SmM)+TNFo (10ng/ml) inkubiert oder
blieben unbehandelt. Die Zirkularitat der Kerne der Kontrollen wurde gleich 1 gesetzt und die Verdanderungen in
den experimentell behandelten Gruppen in Relation dazu ausgedriickt. n.s.: nicht signifikant unterschiedlich. n=3

3.1.5 Auswirkungen von Ammoniak + Diazepam auf Morphologie und

Volumen des Zellkerns
3.1.5.1 Volumen
Wie in Abb. 18 dargestellt verringerte die Koinkubation der Astrotzyten mit NH4Cl (5mM) und
Diazepam (10uM) fur 72h das Zellkernvolumen um 7,6% verglichen mit den Kontrollen (p<0,01). Das
Kernvolumen der mit NH4Cl (5mM) inkubierten Astrozyten war um 9,9% gegeniiber den Kontrollen
vermindert (p<0,001). Das Zellkernvolumen zwischen den mit NH4Cl (5mM) und den zusatzlich mit

Diazepam inkubierten Zellen zeigte keinen signifikanten Unterschied.
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Abb. 18 Effekte von NHiCl und NHiCl+Diazepam auf das Zellkernvolumen kultivierter Rattenastrozyten.
Kultivierte Astrozyten wurden fir 72h mit NH4Cl (5SmM)+DMSO oder NH4Cl (5mM)+Diazepam (10uM) oder als
Kontrolle nur mit DMSO inkubiert. Das Zellkernvolumen der Kontrollen zum Zeitpunkt 72h wurde gleich 1 gesetzt
und Veradnderung nach experimenteller Behandlung dazu in Relation ausgedriickt. * Signifikant unterschiedlich
(p<0,05). n=3

3.1.5.2 Flache
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Abb. 19 Effekte von NH4Cl und NHiCl+Diazepam auf die Zellkernflache in kultivierten Rattenastrozyten.
Kultivierte Astrozyten wurden fiir 72h mit NH4Cl (5mM)+DMSO oder NH4Cl (5mM)+Diazepam (10uM) oder als
Kontrolle nur mit DMSO inkubiert. Die maximale Flache der Zellkerne der Kontrolle zum Zeitpunkt 72h wurde
gleich 1 gesetzt und Verdnderungen in den experimentell behandelten Zellen in Relation dazu angegeben. *
Signifikant unterschiedlich (p<0,05). n=3
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Wie in Abb. 19 dargestellt verringerte die Koinkubation der Rattenastrozyten mit NH4Cl (5mM) und
Diazepam (10uM) die Zellkernfliche um 13,1% im Vergleich zu den unbehandelten Kontrollen
(p<0,001). Die Zellkernflache der alleinig mit NH4Cl (5mM) behandelten Astrozyten verringerte sich
gegeniber den unbehandelten Kontrollen um 15,8% (p<0,001). Die Zellkernflache der mit NH4Cl und
der gleichzeitig mit NHiCl und Diazepam inkubierten Astrozyten war hingegen nicht signifikant

unterschiedlich.

3.1.5.3 Umfang

Wie in Abb. 20 dargestellt verringerte Die Koinkubation der Rattenastrozyten mit NH4Cl (5mM) und
Diazepam (10uM) fiir 72 Stunden den Umfang der Zellkerne um 7,4% im Vergleich zur Kontrolle
(p<0,001). Die Inkubation der Astrozyten mit NH4Cl (5mM) verringerte den Zellkernumfang gegeniber
den Kontrollen um 9,3% (p<0,001). Verglichen mit den ausschlieRlich mit NH4Cl-inkubierten Astrozyten
flhrte die Koinkubation mit NH4Cl und Diazepam zu keiner signifikanten Veranderung des Umfangs

der Zellkerne.
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Abb. 20 Effekte von NHsCl und NHiCl+Diazepam auf den Zellkernumfang kultivierter Rattenastrozyten.
Kultivierte Astrozyten wurden fiir 72h mit NH4Cl (5mM)+DMSO oder NH4Cl (5mM)+Diazepam (10uM) oder als
Kontrolle nur mit DMSO inkubiert. Der maximale Umfang der Zellkern in den Kontrollen zum Zeitpunkt 72h wurde
gleich 1 gesetzt und Verdnderungen nach experimenteller Behandlung in Relation dazu ausgedriickt. * Signifikant
unterschiedlich (p<0,05). n=3

3.1.5.4 Zirkularitat
Wie in Abb. 21 dargestellt war weder in den alleinig mit NH4Cl (5mM) inkubierten noch in den mit

NH4Cl (5mM) und Diazepam (10uM) koinkubierten Astrozyten die Zellkernzirkularitat signifikant
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unterschiedlich gegeniliber der Zirkularitat der Zellkerne der Kontrollen. Ebenso zeigte sich kein
signifikanter Unterschied der Zirkukaritat der Kerne zwischen den mit NH4Cl und den gleichzeitig mit

NH4Cl und Diazepam inkubierten Astrozyten.
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Abb. 21 Effekte von NH4Cl und NH4Cl+Diazepam auf die Zirkularitat der Zellkerne kultivierter Rattenastrozyten.
Kultivierte Astrozyten wurden fir 72h mit NH4Cl (5SmM)+DMSO oder NH4Cl (5mM)+Diazepam (10uM) oder als
Kontrolle nur mit DMSO inkubiert. Die Zirkularitdt der Kontrolle zum Zeitpunkt 72h wurde gleich 1 gesetzt und
Veranderungen in den mit NH4Cl und NH4Cl+Diazepam inkubierten Astrozyten in Relation dazu ausgedriickt. n.s.
nicht signifikant unterschiedlich (p<0,05). n=3

3.1.6 Effekte von Methylammoniumchlorid auf Morphologie und

Volumen des Zellkerns
Wie in Abbildung 22 dargestellt wurde nach Inkubation mit CHsNHsCl (5mM) fiir 168 Stunden eine
signifikante Volumenabnahme der Zellkerne um 16,9% im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle
bebachtet (p<0,001). Die Flache der Zellkerne in den mit CH3NHsCl-inkubierten Astrozyten nahm nach
168 Stunden verglichen mit der Kontrollgruppe signifikant um 23,0% ab (p<0,001). Der Umfang der
Zellkerne der mit CHsNHsCl (5mM) inkubierten Astrozyten verkleinerte sich nach 168 Stunden um
13,1% im Vergleich zur Kontrolle (p<0,001). Die mit CHsNHsCl (5mM) inkubierten Zellen zeigten nach
168 Stunden eine deutliche tendenzielle Zunahme der Zirkularitat, die aber nicht statistisch signifikant

war (p=0,069).
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Abb. 22 Effekte von CH3NHsCl auf Volumen, Fliche, Umfang und Zirkularitat kultivierter Rattenastrozyten.
Kultivierte Astrozyten wurden fir 168h mit CH3NHsCl (5mM) inkubiert oder blieben unbehandelt. Volumen,
Flache, Umfang und Zirkularitat der Zellkerne in den Kontrollen wurden gleich 1 gesetzt und die Verdanderungen
von (A) Volumen, (B) Flache, (C) Umfang und (D) Zirkularitat nach experimenteller Behandlung in Relation dazu
ausgedriickt. * Signifikant unterschiedlich (p<0,05). n.s.: nicht signifikant unterschiedlich. n=3
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3.2 Effekte HE-auslosender Faktoren auf die Expression von F-
Aktin und Nesprin-2

3.2.1 Effekte von Ammoniak auf die Expression von F-Aktin

Wie in Abb. 23 dargestellt war nach Inkubation der Astrozyten mit NH4Cl (5mM) fiir 168 Stunden und
Anfarbung des F-Aktins mit Phalloidin TRITC eine signifikant verringerte Immunoreaktivitat
gegeniber den Kontrollen in den NH.Cl-exponierten Astrozyten sichtbar. Die in den Kontrollen
gefundene charakteristische Anordnung der F-Aktin-Filamente wurde durch die NH4Cl-Exposition

deutlich beeintrachtigt.

A

Kontrolle NH,CI
(168h) (5mM, 168h)

Phalloidin TRITC Phalloidin TRITC
Hoechst34580 Hoechst34580

Kontrolle 10um NH,CI 10pm
(168h) (5mM, 168h)

Phalloidin-TRITC
Hoechst34580

Abb. 23 Effekte von NH4Cl auf die Expression von F-Aktin in kultivierten Astrozyten. Kultivierte Astrozyten
wurden flr 168h mit NH4Cl (5mM) behandelt oder blieben unbehandelt. Das F-Aktin des Zytoskeletts wurde mit
Phalloidin-TRITC markiert. Die Zellkerne wurden mit Hoechst34580 angefarbt. (A) Aufnahmen mittels
Epifluoreszenzmikroskopie; (VergroRerung: 250-fach). (B) Aufnahmen mittels Superresolutionmikroskopie;
(VergroBerung 1000-fach). Die Abbildungen zeigen reprdsentative Aufnahmen von 3 unabhangigen Versuchen.

44



Kontrolle 50um
(2h)

Phalloidin TRITC
Hoechst34580

Kontrolle 10um
(2h)

Latrunculin B 50um
(10uM, 2h)

Phalloidin TRITC
Hoechst34580

Latrunculin B
(10uM, 2h)

10pm

Abb. 24 Effekte von Latrunculin B auf das Aktinzytoskelett kultivierter Astrozyten. Kultivierte Astrozyten
wurden fur 2h mit Latrunculin B (10uM) inkubiert oder blieben unbehandelt. F-Aktin wurde mittels Phalloidin-
TRITC markiert. Die Zellkerne wurden mit Hoechst34580 angefarbt. (A) Aufnahmen mittels
Epifluoreszenzmikroskopie; (VergroRerung: 250-fach). (B) Aufnahmen mittels Superresolutionmikroskopie;
(VergroBerung 1000-fach). Die Abbildungen zeigen reprasentative Aufnahmen von 3 unabhangigen Versuchen.

Wie in Abb. 24 dargestellt verringerte erwartungsgemal auch eine Hemmung der
Aktinpolymerisation mit Latrunculin-B die Phallodin-TRITC Immunoreaktivitat gegenliber den

Kontrollen signifikant und hob die Ausbildung von F-Aktin-Filamenten nahezu génzlich auf.

3.2.2 Effekte von TNFa und Diazepam auf die Expression von F-Aktin
Wie in Abb. 25 dargestellt zeigte sich nach Inkubation der Astrozyten mit TNFa (10ng/ml) fur 168
Stunden kein Unterschied in der Starke der F-Aktin-Expression im Vergleich zur unbehandelten
Kontrolle. Die Inkubation der Astrozyten mit Diazepam (10uM) fiir 168 Stunden fihrte ebenfalls zu
keiner Veranderung der Starke der F-Aktin-Expression im Vergleich zur mit DMSO behandelten

Kontrolle.
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Abb. 25 Effekte von TNFa und Diazepam auf Expression vom F-Aktin in kultivierten Astrozyten. (A) Kultivierte
Astrozyten wurden fir 168h mit TNFou (10ng/ml) inkubiert oder blieben unbehandelt (Kontrolle). (B) Kultivierte
Astrozyten wurden fur 168h mit Diazepam (10uM) oder mit DMSO (Kontrolle) inkubiert. F-Aktin wurde mit
Phalloidin-TRITC markiert. Die Zellkerne wurden mit Hoechst34580 angefarbt. Die Aufnahmen wurden mittels
Epifluoreszenzmikroskopie angefertigt. (VergroRerung: 250-fach). Die Abbildungen zeigen reprasentative
Aufnahmen von 3 unabhangigen Versuchen.

3.2.3 Effekte von Methylammoniumchlorid auf die Expression von F-
Aktin

Wie in Abb. 26 dargestellt zeigte sich nach Inkubation der Astrozyten mit CHsNHsCl (5mM) fiir 168
Stunden und Anfarbung von F-Aktin mit Phalloidin-TRITC gegeniiber den Kontrollen eine deutlich

verringerte Immunoreaktivitat.
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Abb. 26 Effekte von CH3NHsCl auf die Expression von F-Aktin in kultivierten Astrozyten. Kultivierte Astrozyten
wurden fiir 168h mit CH3NH3Cl (5mM) inkubiert oder blieben unbehandelt. F-Aktin wurde mittels Phalloidin-
TRITC markiert. Die Zellkerne wurden mit Hoechst34580 angefarbt. Die Aufnahmen wurden mittels
Epifluoreszenzmikroskopie angefertigt. (VergroRerung: 250-fach). Die Abbildungen zeigen reprasentative
Aufnahmen von 3 unabhangigen Versuchen.

3.2.4 Quantifizierung der Phallodin-TRITC Fluoreszenzintensitat

Wie in Abb. 27 dargestellt ergab die Messung der Fluoreszenzintensitat des angefarbten F-Aktins eine
signifikante Abnahme der Intensitat der flir 168 Stunden mit NH4Cl (5mM) inkubierten Astrozyten um
31,94% im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle (p<0,05). Die mit CH3sNHsCl (5mM) inkubierten Zellen
zeigten eine signifikante Abnahme der Fluoreszenzintensitdit um 23,11% im Vergleich zur
Kontrollgruppe (p<0,01). Die mit NH4Cl (1mM), TNFa (10ng/ml) oder Diazepam (10uM) inkubierten
Astrozyten zeigten keinen Unterschied in der Fluoreszenzintensitdat von F-Aktin im Vergleich zur

unbehandelten bzw. mit DMSO behandelten Kontrolle.
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Abb. 27 Quantifizierung der Phallodin-TRITC Fluoreszenzintensitat. Kultivierte Astrozyten wurden fir 168h mit
NH4Cl (1mM und 5mM), CHzNHsCl (5mM), TNFa (10ng/ml) oder Diazepam (10uM) inkubiert. Die Kontrollen
blieben unbehandelt oder wurden mit DMSO inkubiert. Die Fluoreszenzintensitat der Kontrollen wurde gleich 1
gesetzt und Veranderungen in den experimentell behandelten Astrozyten relativ dazu ausgedrtickt. * Signifikant
unterschiedlich (p<0,05). n.s.: nicht signifikant unterschiedlich gegeniiber der Kontrolle. n=3-4
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3.2.5 Effekte von Ammoniak auf die Expression von F-Aktin und von
Nesprin-2

Wie in Abb. 29 dargestellt beeinflusste die 168-stiindige Inkubation der Astrozyten mit NH4Cl (1mM)
weder die Expressionsstarke noch die intrazelluldre Struktur des F-Aktins oder die intrazelluldre
Lokalisation von Nesprin-2 im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle. Die Inkubation der Astrozyten
mit 5mM NH4Cl beeintrachtigte die Ordnung der F-Aktin-Filamente und verringerte die Expression von
F-Aktin deutlich. Im Gegensatz zur Kontrolle anderte sich die Lokalisation von Nesprin-2 in den mit
5mM NHsCl-inkubierten Astrozyten von einer vornehmlich nukledren zu einer Uberwiegend
zytosolischen Expression.

Wie in Abb. 28 dargestellt waren diese strukturellen Veranderungen des F-Aktins und die
Lokalisationsdnderung des Nesprins-2 zum Zeitpunkt 72 und 96 Stunden nach Inkubation der

Astrozyten mit NH4Cl (5mM) hingegen noch nicht sicher erkennbar.
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NH,CI
(5mM, 72h)

Phalloidin TRITC

Nesprin-2
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Phalloidin TRITC
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Abb. 28 Effekte von NH4Cl auf die Expression von F-Aktin und Nesprin-2 in kultivierten Astrozyten. Kultivierte
Astrozyten wurden fiir 72 oder 96h mit NH4Cl (5mM) inkubiert oder blieben unbehandelt. Nesprin-2 wurde
mittels Immunfluoreszenz durch einen spezifischen Antikorper markiert. F-Aktin wurde mit Phalloidin-TRITC
markiert und Zellkerne wurden mit Hoechst34580 angefarbt. Die Aufnahmen wurden mittels konfokaler
Mikroskopie mit einem Plan-Apochromat 63x/1,4 Ol-Immersionsobjektiv (M27) angefertigt. (VergréRerung: 630-
fach). Die Abbildungen zeigen reprasentative Aufnahmen von 4 unabhéangigen Versuchen.

Die Inkubation der Astrozyten mit 1 (Abb.31) und 5mM (Abb.30) NH.CI fir 192 Stunden induzierte

sowohl strukturelle Verdanderungen des F-Aktins, als auch eine vermehrte zytosolische Expression des
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Nesprin-2. Die fir 168 Stunden mit 5mM NH4Cl inkubierten Astrozyten zeigten nach einer

nachfolgenden

Inkubation in

NH4Cl-freiem Medium fir

24 Stunden

(,Washout”) keine

Wiederherstellung der Struktur des F-Aktins und auch keine eindeutige Aufhebung der vermehrt

zytosolischen Nesprin-2 Lokalisation im Vergleich zur fir 192 Stunden unbehandelten Kontrolle.
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Abb. 29 Effekte von NH4Cl auf die Expression von F-Aktin und Nesprin-2 in kultivierten Astrozyten. Kultivierte
Astrozyten wurden fur 168h mit NH4Cl (1 oder 5mM) inkubiert oder blieben unbehandelt. Nesprin-2 wurde
mittels Immunfluoreszenz durch einen spezifischen Antikdrper markiert. F-Aktin wurde mit Phalloidin-TRITC
markiert und Zellkerne wurden mit Hoechst34580 angefarbt. Die Aufnahmen wurden mittels konfokaler
Mikroskopie angefertigt. (VergréRerung: 630-fach). Die Abbildungen zeigen reprasentative Aufnahmen von 5
unabhangigen Versuchen.
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Abb. 30 Reversibilitit der durch 5mM NHaCl-induzierten Anderungen der Expression von F-Aktin und Nesprin-
2 in kultivierten Astrozyten. Kultivierte Astrozyten wurden fir 192h mit 5mM NH4Cl inkubiert oder fiir 168h mit
5mM NH4Cl und nachfolgend fiir weitere 24h in NH4Cl-freiem Medium inkubiert (Washout (WQ)) oder blieben
unbehandelt (Kontrolle). Nesprin-2 wurde mittels Immunfluoreszenz durch einen spezifischen Antikérper
markiert. F-Aktin wurde mit Phalloidin-TRITC markiert und Zellkerne wurden mit Hoechst34580 angefarbt. Die
Aufnahmen wurden mittels konfokaler Mikroskopie mit einem Plan-Apochromat 63x/1,4 Ol-iImmersionsobjektiv
(M27) angefertigt. (VergréBerung: 630-fach). Die Abbildungen zeigen reprasentative Aufnahmen von 4
unabhangigen Versuchen.
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Abb. 31 Effekte von 1mM NH4Cl auf die Expression vom F-Aktin- und Nesprin-2 in kultivierten Astrozyten.
Kultivierte Astrozyten wurden fiir 192h mit 1mM NH4Cl inkubiert oder fir 168h mit 1mM NH4Cl und nachfolgend
fir weitere 24h in NHaCl-freiem Medium inkubiert (,Wash Out” (WQO)) oder blieben unbehandelt (Kontrolle).
Nesprin-2 wurde mittels Immunfluoreszenz durch einen spezifischen Antikérper markiert. F-Aktin wurde mit
Phalloidin-TRITC markiert und Zellkerne wurden mit Hoechst34580 angefarbt. Die Aufnahmen wurden mittels
konfokaler Mikroskopie angefertigt. (VergroRerung: 630-fach). Die Abbildungen zeigen reprasentative
Aufnahmen von 4 unabhangigen Versuchen.

3.2.6 Quantifizierung der Fluoreszenzintensitat von Phalloidin-TRITC
Wie in Abb. 32 dargestellt induzierte die 72-stlindige und die 96-stiindige Inkubation der Astrozyten
mit NH4Cl (5mM) keine signifikant verdnderte Fluoreszenzintensitat von Phalloidin-TRITC im Vergleich
zur unbehandelten Kontrollgruppe. Es zeigte sich jedoch bereits eine tendenzielle Abnahme der
Fluoreszenzintensitdt um 41% (p=0,06) nach 72 Stunden bzw. um 24,3 % (p=0,1) nach 96 Stunden.
Nach 168 Stunden verringerte sich die Fluoreszenzintensitat signifikant um 32,0% (p<0,05) und nach
192h signifikant starker um 55,3% (p<0,05).

Im Gegensatz zu 5mM induzierte die Inkubation der Astrozyten mit 1mM NH4Cl noch keine Abnahme
der Fluoreszenzintensitdat von Phalloidin-TRITC nach 168, aber nach 192 Stunden und zu diesem
Zeitpunkt um 51,0% im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle (p<0,05). Nach 168-stiindiger
Inkubation mit NH4Cl (1mM) und anschlieRender Inkubation in NH4Cl-freiem Medium fiir 24h war die
Phallodin- TRITC Fluoreszenzintensitat tendenziell um 54% im Vergleich zur Kontrollgruppe vermindert

(p=0,06).
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Die Inkubation der Astrozyten mit NH4Cl (5mM) fur 168 Stunden ergab eine signifikante Abnahme der
Fluoreszenzintensitat um 32% und nach 192 Stunden um 55,3% im Vergleich zur unbehandelten
Kontrolle (p<0,05). Nach 168-stiindiger Inkubation mit 5mM NH4Cl und anschlieRender Inkubation in
NH.Cl-freiem Medium fiir 24h war die Phallodin- TRITC Fluoreszenzintensitdt um 57,8% gegeniber der
Kontrollgruppe vermindert (p<0,01).
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Abb. 32 Quantifizierung der Fluoreszenzintensitdt von F-Aktin. Kultivierte Astrozyten wurden fir 72, 96, 168
und 192h mit NH4Cl (1 oder 5mM) inkubiert oder blieben unbehandelt (A, B) oder wurden fir 168h mit NH4Cl
und nachfolgend fir weitere 24h mit NHiCl-freiem Medium inkubiert (B). Die Fluoreszenzintensitat der
Kontrollen wurde gleich 1 gesetzt und Verdnderungen in den experimentell behandelten Gruppen in Relation
dazu ausgedrickt. * Signifikant unterschiedlich (p<0,05). n.s.: nicht signifikant unterschiedlich gegeniiber der
Kontrolle. n=4.
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3.2.7 Auswirkungen von Methylammoniumchlorid auf die

Expression von F-Aktin und Nesprin-2
Wie in Abb. 33 dargestellt verdanderte die Inkubation der Astrozyten fiir 168 Stunden mit CHsNHsCl
(5mM) die Lokalisation von Nesprin-2 in den kultivierten Astrozyten von einer nukledren hin zu einer

zytoplasmatischen Lokalisation und beeintrachtigte Struktur und Intensitat des polymerisierten Aktins.
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Abb. 33 Effekt von CH3NHsCl auf die Expression von F-Aktin und Nesprin-2 in kultivierten Astrozyten. Kultivierte
Astrozyten wurden fir 168h mit CH3NHsCl (5mM) inkubiert oder blieben unbehandelt. Nesprin-2 wurde mittels
Immunfluoreszenz durch einen spezifischen Antikdrper markiert. F-Aktin wurde mit Phalloidin-TRITC markiert
und Zellkerne wurden mit Hoechst34580 angefarbt. Die Aufnahmen wurden mittels konfokaler Mikroskopie
(VergroBerung: 630-fach). Die Abbildungen zeigen reprasentative Aufnahmen von 3 unabhéngigen Versuchen.

3.3 Effekte HE-auslosender Faktoren auf die Expression von GFAP

3.3.1 Effekte von Ammoniak auf die GFAP-Expression

Wie in Abb. 34 dargestellt zeigte sich nach Inkubation mit NH4Cl (5mM) fur 168 Stunden und Anfarbung
des Intermediarfilaments GFAP mittels Immunfluoreszenz eine verdanderte Struktur der GFAP-

Filamente in den mit NH4Cl (5mM) inkubierten Zellen im Vergleich zur unbehandelten Kontrollgruppe.
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Abb. 34 Effekte von NH4Cl auf die Expression von GFAP in kultivierten Astrozyten. Kultivierte Astrozyten
wurden fir 168h mit NH4Cl (5mM) inkubiert oder blieben unbehandelt. Das Intermedidrfilament GFAP wurden
mittels Immunfluoreszenz durch einen (A und B) monoklonalen oder einen (C) polyklonalen Antikérper markiert.
Zellkerne wurden mit Hoechst34580 angefarbt. (A und C) Aufnahmen mittels Epifluoreszenzmikroskopie;
(VergroBerung: 250-fach). (B) Aufnahmen mittels Superresolutionmikroskopie; (VergroRerung 1000-fach). Die
Abbildungen zeigen reprasentative Aufnahmen von 3 (pAb) bzw. 6 (mAb) unabhangigen Versuchen.
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3.3.2 Effekte von TNFa und Diazepam auf die GFAP-Expression
Wie in Abb. 35 dargestellt beeinflusste die Stimulation kultivierter Astrozyten mit TNFa (10ng/ml) oder
Diazepam (10uM) fiir 168 Stunden weder die Struktur der GFAP-Filamente noch die GFAP-

Fluoreszenzintensitdt im Vergleich zur jeweiligen Kontrolle (unbehandelt oder DMSO).

A

Kontrolle /¢ S TNFa 50um
(168h) & ) T (10ng/ml, 168h)

GFAP GFAP
Hoechst34580 Hoechst34580

BMSO ' 50um _Diazepam Soum_
{168h) (10uM, 168h)

GFAP g GFAP
Hoechst34580 ! Hoechst34580

Abb. 35 Effekte von TNFa und Diazepam auf die Expression von GFAP in kultivierten Astrozyten. (A) Kultivierte
Astrozyten wurden fiir 168h mit TNFo (10ng/ml) behandelt oder blieben unbehandelt. (B) Kultivierte Astrozyten
wurden fiir 168h mit Diazepam (10uM) oder zur Kontrolle mit DMSO behandelt. Das Intermediarfilament GFAP
wurde mittels Immunfluoreszenz durch einen spezifischen Antikérper markiert. Zellkerne wurden mit
Hoechst34580 angefarbt. Die Aufnahmen wurden mittels Epifluoreszenzmikroskopie angefertigt. (VergroBerung:
250-fach). Die Abbildungen zeigen reprasentative Aufnahmen von 3 unabhangigen Versuchen.

3.3.3 Effekte von Methylammoniumchlorid auf die GFAP-Expression
Wie in Abb. 36 dargestellt zeigten die Zellen nach Inkubation mit CHsNHsCl (5mM) fiir 168 Stunden und
Anfarbung des Intermediarfilaments GFAP mittels Immunfluoreszenz eine deutlich verminderte Dichte
der GFAP-Filamente und insgesamt eine verminderte Fluoreszenzintensitdt, jedoch mit einzelnen

dichten Inseln mit erhdhter Fluoreszenzintensitat verglichen mit der Kontrollgruppe.
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Abb. 36 Effekte von CH3NHsCl auf die Expression von GFAP in kultivierten Astrozyten. Kultivierte Astrozyten
wurden fiir 168h mit CHsNHsCl (5mM) inkubiert oder blieben unbehandelt. Das Intermediarfilament GFAP wurde
mittels Immunfluoreszenz durch einen (A) monoklonalen oder (B) polyklonalen Antikérper markiert. Zellkerne
wurden mit Hoechst34580 angefarbt. Die Aufnahmen wurden mittels Epifluoreszenzmikroskopie angefertigt.
(VergroRerung: 250-fach). Die Abbildungen zeigen reprasentative Aufnahmen von 3 unabhangigen Versuchen.

3.3.4 Quantifizierung der Fluoreszenzintensitat von GFAP

Wie in Abb. 37 dargestellt zeigte die Messung der Fluoreszenzintensitdt des mit dem monoklonalen
Antikorper markierten GFAP, dass die Inkubation der Astrozyten flir 168 Stunden mit NH4Cl (5mM) die
Fluoreszenzintensitat tendenziell um 21,7% im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle verringerte
(p=0,21). Obwohl der Effekt in 5 unabhangigen Versuchen deutlich sichtbar war, konnte aufgrund eines
Experiments in dem kein Effekt gemessen werden konnte, keine Signifikanz erreicht werden. Die mit
CH3NHsCl  (5mM) inkubierten Zellen zeigten eine signifikante Abnahme der anti-GFAP-
Fluoreszenzintensitat um 56,5% im Vergleich zur Kontrollgruppe (p<0,01). Die mit TNFa (10ng/ml)
oder Diazepam (10uM) inkubierten Astrozyten zeigten keinen Unterschied in der anti-GFAP-
Fluoreszenzintensitat im Vergleich zur unbehandelten bzw. mit DMSO inkubierten Kontrolle.

Die mit NH4Cl (5mM) oder CHsNHsCl (5mM) inkubierten Zellen zeigten nach Markierung des GFAPs mit
den polyklonalen Antikdrpern keine signifikante aber eine tendenzielle Abnahme um 26,4% bzw.

23,2% der Immunfluoreszenz im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle. Aufgrund der geringen Anzahl
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unabhangiger Experimente von n=3 und der hohen Streuung der Werte wurde keine statistische

Signifikanz erreicht (NH4Cl p=0,18; CH3NHsCl p=0,11).
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Abb. 37 Quantifizierung der anti-GFAP-Immunoreaktivitat. Kultivierte Astrozyten wurden fur (A) 168h mit NH4Cl
(5mM), CH3NH3zCl (5mM), TNFa (10ng/ml) oder Diazepam (10uM) oder (B) fur 72h mit NH4Cl (5mM) inkubiert
und GFAP mit dem monoklonalen anti-GFAP Antikorper detektiert. (C) Inkubation der Astrozyten fiir 168h mit
NH4Cl (5mM), CH3NH3Cl (5mM) und Detektion von GFAP mit den polyklonalen anti-GFAP Antikdrpern. Die
Kontrollen blieben entweder unbehandelt oder wurden mit DMSO inkubiert. Die in den Kontrollen gefundene
Fluoreszenzintensitat wurde gleich 1 gesetzt und Verdanderungen in den mit NH4Cl, CH3sNHs3Cl, TNFo. oder
Diazepam inkubierten Zellen in Relation dazu ausgedriickt. * Signifikant unterschiedlich (p<0,05). n.s.: nicht
signifikant unterschiedlich gegeniber der Kontrolle. n=3-6.

3.4 Effekte von Ammoniak auf die Viabilitat kultivierter Astrozyten
Der Einfluss von Ammoniak auf die Viabilitdat wurde durch Erfassung der Laktatdehydrogenase (LDH)-
Freisetzung im Zellkulturiiberstand und durch Anfarbung toter oder sterbender Zellen mittels

Propidiumiodid nachgewiesen.
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3.4.1 Bestimmung der LDH-Aktivitat

Wie in Abb. 38 erkennbar ist, konnte mittels photometrischer Bestimmung der LDH-Aktivitat kein
signifikanter Unterschied zwischen den fir 168 Stunden mit NH4Cl (5mM) inkubierten und den
unbehandelten Astrozyten festgestellt werden. Zur Uberpriifung der Assay-Funktionalitat wurde als
Positivkontrolle die LDH-Aktivitat in reinem Astrozytenlysat gemessen. Erwartungsgemald konnte in
dieser Probe eine deutliche LDH-Aktivitdat nachgewiesen werden.
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Abb. 38 Effekte von NHsCl auf die LDH-Aktivitdt im Zellkulturiiberstand kultivierter Rattenastrozyten.
Astrozyten wurden fur 168h mit NH4Cl (5mM) inkubiert oder blieben unbehandelt. Die LDH-Aktivitdt der
Kontrolle wurde gleich 1 gesetzt und die Verdnderungen der LDH-Aktivitdt in den anderen Proben relativ dazu
ausgedriickt. * Signifikant unterschiedlich. n.s.: nicht signifikant unterschiedlich gegeniiber der Kontrolle. n=3

3.4.2 Propidiumiodidfarbung

Wie in Abb. 39 dargestellt wurden tote bzw. sterbende Zellen mittels Propidiumiodidfarbung und
Immunfluoreszenz nachgewiesen. Sowohl die unbehandelte Kontrolle, als auch die fiir 168 Stunden
mit NH,Cl (5mM) inkubierten Astrozyten zeigten keine Anfarbung der Zellkerne durch Pl. Somit wurde
die Viabilitat der Astrozyten durch die Inkubation der Astrozyten mit NH,Cl (5mM) fiir 168 Stunden im
Vergleich zur Kontrollgruppe nicht beeintrdachtigt. Die Permeabilisierung der Zellmembran mit
Digitonin induzierte hingegen eine Anfarbung mit Pl in jeder Zelle und belegt die Funktionalidt des

Nachweises.
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Kontrolle 50um Kontrolle 50um Kontrolle 50um
(168h) (168h) (168h)

Hoechst34580

N H,\C' 50um N H,]C' 50um aC S0pm
{5mM, 168h) (5mM, 168h) gh)

Digitonin 50um Digitonin 50um Digitonin 50um
(60pg/ml, 20min) (60ug/ml, 20min) (60pg/ml, 20min)

Abb. 39 Uberpriifung der Zellviabilitit mittels Propidiumiodidfiarbung. Kultivierte Astrozyten wurden fiir 168h
mit NH4Cl (5mM) inkubiert oder blieben unbehandelt. Als technische Kontrolle wurden die Astrozyten fiir 20 min
mit Digitonin inkubiert. Zellkerne wurden mit Hoechst34580 und Propidiumiodid (PI) angefarbt. Die Aufnahmen
wurden mittels Epifluoreszenzmikroskopie aufgenommen (VergroBerung: 250-fach). Die Abbildungen zeigen
reprasentative Aufnahmen von 3 unabhéngigen Versuchen.
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4 Diskussion

4.1 Effekte HE-auslosender Faktoren auf Zellkernvolumen- und
Morphologie
4.1.1 Effekte von Ammoniak und Methylammoniumchlorid
Zum jetzigen Zeitpunkt gibt es nur wenige detaillierte Untersuchungen zum Einfluss von Ammoniak
auf das Zellkernvolumen und die Zellkernmorphologie von Astrozyten. 1912 beschrieben von Hosslin
und Alzheimer erstmals morphologische Verdnderungen von Astrozyten in der Westphal-Striimpell-
Pseudesklerose, einer Erkrankung die sich spater als identisch mit der Kupferspeicherkrankheit Morbus
Wilson herausstellte. 1933 wurde von Scherer ein Zusammenhang zwischen den astrozytdren
Veranderungen und Lebererkrankungen festgestellt. 1942 beschrieben Waggoner und Malamund
diese verdanderten Astrozyten, die einen vergroRerten, gut abgrenzbaren Kern, sowie einen
vergroferten Nucleolus hatten und bezeichneten sie als Alzheimer Typ Il Astrozyten. (Cavanagh and
Kyu, 1971).
In HE-Tiermodellen, bei denen operativ portokavale Shunts in der Ratte angelegt wurden, wurden die
Auswirkungen eines Leberversagens auf die Kerne der Astrozyten genauer untersucht (Cavanagh and
Kyu, 1971). In der Arbeit von Pilbeam et al., 1983 wurden frihere Studien zusammengefasst, die eine
GroBenzunahme der Zellkerne im Gehirn von Ratten mit portokavalen Shunts (Hasson and Leech,
1967) beschrieben. Diese GroRenzunahme konnte in anderen Arbeiten wie zum Beispiel von Cavanagh
and Kyu, 1971 in perfusionsfixierten Tieren nur bei massiv unphysiologisch erhdhten
Ammoniakspiegeln (bis zu ca. 520ug/dl) festgestellt werden, sodass sie bei der friher beschriebenen
GroBenzunahme von einem moglichen Artefakt der Immersionsfixierung ausgingen. Ein weiteres HE-
Tiermodell mit operativ angelegten portosystemischen Shunts in der Ratte ergab eine initiale
Volumenzunahme der Zellkerne in Astrozyten (2 Wochen nach Anlage des Shunts). Nach 4 Wochen
normalisierte sich das Zellkernvolumen wieder auf den Ausgangswert und blieb konstant bis zur 16.
Woche nach der Operation (letztgemessener Zeitpunkt) (Pilbeam et al., 1983). In derselben Studie
wurden die Plasmaspiegel von Ammoniak nach Anlage der portokavalen Shunts gemessen. Diese
Untersuchung ergab, dass die Ammoniakspiegel kurz nach der Operation am hochsten sind und im
Verlauf wieder abfallen, sodass sich vermuten lasst, dass eine Volumenzunahme der Zellkerne
abhangig ist von der Hohe des Ammoniakspiegels (Pilbeam et al., 1983). In weiteren Tiermodellen mit
operativ  angelegten  portosystemischen  Shunts zeigten sich  bei  Astrozyten in
elektronenmikroskopischen Untersuchungen haufig in Paaren vorliegende Zellkerne ohne Anzeichen
einer Mitose. Gelegentlich waren prominente, randstandige Nukleoli und vermehrt kondensiertes
Chromatin zu sehen (Norenberg and Lapham, 1974).
In Zellkulturstudien wurden an fixierten Astrozyten nach Ammoniakexposition nur in vereinzelten

Astrozyten Zellkernveranderungen beobachtet, die als ,,nukleare Irregularitat” mit erhdhter Chromatin
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Kondensation und vergroBerten Nukleoli beschrieben wurden (Gregorios et al., 1985). Neuere
Untersuchungen an vitalen mit Ammoniak behandelten Astrozyten zeigten eine rasch einsetzende
Zellkernvolumenzunahme innerhalb eines Beobachtungszeitraumes von 20 Minuten (Lachmann et al.,
2013) . In der vorliegenden Studie wurden Effekte von Ammoniak auf das Zellkernvolumen und die
Zellkernmorphologie an vitalen Astrozyten nach 24 bis 168 Stunden quantitativ gemessen. Nach 24
und 48 Stunden fanden sich dhnlich wie auch bei den Untersuchungen von Gregorios et al., 1985
beschrieben, keine signifikanten Veranderungen des Zellkernvolumens zwischen Kontrollen und
Ammoniak-exponierten Zellen (Gregorios et al., 1985). Diese Beobachtung deckt sich ebenfalls mit den
Erkenntnissen der oben beschriebenen Tiermodelle (Cavanagh and Kyu, 1971; Norenberg and Lapham,
1974). Nach 72 und bis zu 168 Stunden Inkubation mit NH4Cl nahm das Zellkernvolumen der Astrozyten
hingegen signifikant ab.

In Studien, in denen die Wirkung von Ammoniak auf Mitochondrien untersucht wurde, wurde sowohl
im Tiermodell mit Hyperammonamie (Norenberg and Lapham, 1974) als auch an mit Ammoniak
exponierten Astrozyten (Gregorios et al., 1985) ein gemeinsames Auftreten geschwollener und
geschrumpfter Mitochondrien beschrieben. In den Zellkulturuntersuchungen zeigte sich die
Mitochondrienschwellung vor allem in der Frihphase nach Ammoniakexposition, die
Mitochondrienkontraktion erst ab dem vierten Tag nach Exposition. Die Zellkerne zeigen dhnlich wie
die Mitochondrien eine rasche Schwellung nach Hyperammonéamie (Lachmann et al., 2013), auf die
nach Langzeitexposition mit Ammoniak, wie in der vorliegenden Studie gezeigt, eine Schrumpfung der
Zellkerne erfolgt.

Norenberg beschrieb die Friihphase (bis zum vierten Tag nach Ammoniakexposition) als ,reaktive
Phase” auf die akut einsetzende Hyperammondmie, die das morphologische Korrelat der
Ammoniakdetoxifikation sein kdnnte und die spate Phase (ab dem 4. Tag nach Ammoniakexposition)
als , degenerative Phase”, die Ausdruck des funktionellen Versagens der Astrozyten sein kénnte
(Norenberg, 1987). Die an kultivierten Astrozyten beschriebene initiale Zellkernschwellung nach
Ammoniakexposition (Lachmann et al., 2013) konnte somit der Reaktion des Zellkerns innerhalb dieser
»reaktiven Phase” entsprechen. Die in den Untersuchungen der vorliegenden Arbeit beobachteten
nicht signifikanten Veranderungen der Zellkernvolumina 24 und 48 Stunden nach Ammoniakexposition
konnten fir ein ausgewogenes Nebeneinander von ,reaktiv’ und ,degenerativ’ verdnderten
Zellkernen sprechen. Die Zellkernvolumenabnahme zwischen 72 und 168 Stunden kénnte somit fir ein
anschlieRendes Uberwiegen der ,degenerativ” veranderten Zellkerne sprechen.

Die bisherigen Untersuchungen zum Einfluss von Ammoniak auf die Zellkernmorphologie haben
groBtenteils qualitativen Charakter und erfassen die Verdanderungen der Zellkerne im Gegensatz zu der
vorliegenden Studie nicht quantitativ.

In Tiermodellen bei denen eine Hyperammonamie durch Verabreichung von MSO induziert wurde,

wurden im zerebralen Kortex Alzheimer Typ Il Astrozyten gefunden, deren Zellkerne einen leicht
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unregelmalRigen Kernumriss zeigten (Gutierrez and Norenberg, 1977). Im HE-Tiermodell bei dem
operativ portokavale Shunts angelegt wurden, fanden sich morphologische Zellkernverdnderungen in
Abhangigkeit der untersuchten Hirnregion. Im zerebralen Kortex wurden vorwiegend runde und ovale
Zellkerne beobachtet, in den Basalganglien zeigten sich Gberwiegend ovale und deformierte Zellkerne,
die von Cavanagh and Kyu, 1971 als ,, gefaltet” beschrieben wurden. Im Gyrus dentatus wurde die Form
der Zellkerne als ,gefaltet und verlangert” beschrieben, runde Zellkerne wurden nur vereinzelt
beobachtet. Finf Wochen nach der Operation wurde ein Anstieg der deformierten Zellkerne (von
Cavanagh und Kyu als ,gefaltet und verdreht beschrieben”), vor allem im Gyrus dentatus beobachtet.
Im Kortex zeigten sich hingegen keine Veranderungen (Cavanagh and Kyu, 1971).

In den Untersuchungen der vorliegenden Arbeit konnte bereits ab 24 Stunden eine Verminderung der
Zellkernflache und ab 48 Stunden eine Abnahme des Zellkernumfangs beobachtet werden. Zusatzlich
nahm die Zirkularitat der Zellkerne nach 24 Stunden zunachst ab, im Zeitverlauf bis 168 Stunden nahm
die Zirkularitat zu.

Im Tiermodell von Cavanagh and Kyu, 1971 wurden im zerebralen Kortex keine Veranderungen der
Zellkernmorphologie beschrieben, allerdings wurde im Gegensatz zu dieser Arbeit in der vorliegenden
Untersuchung zum einen mit unfixierten, vitalen Zellen gearbeitet und zum anderen wurden die
Parameter der Zellkernmorphologie quantitativ erfasst. Darlber hinaus sind die von uns gemessenen
Unterschiede zwar signifikant, aber sehr gering, sodass man davon ausgehen kann, dass sie ohne eine
Quantifizierung, also rein qualitativ visuell, nicht erfasst werden kénnen.

In einer anderen Studie wurde die Auswirkung einer ammoniakreichen Ernahrung auf die
Zellkernflache von Neuronen im entorhinalen Kortex untersucht (Insausti et al., 1997). Hierfiir wurden
Ratten fir zwei oder acht Wochen mit einer Ammoniumazetat-haltigen Didt gefiittert. Die quantitative
Auswertung ergab eine zeitabhangige signifikante Reduktion der Zellkernflache der Neuronen nach
zwei bzw. acht Wochen verglichen mit einer Kontrollgruppe (Insausti et al., 1997).

Es gibt Indizien dafiir, dass die ZellkerngréRe ein Indikator flr die transkriptionelle Aktivitat von Zellen
sein konnte und eine Reduktion der ZellkerngrofRe somit flir eine eingeschrdankte Transkription
sprechen konnte (Smiatowska et al.,, 1988). Da es sich bei Neuronen und Astrozyten um
unterschiedliche Zellarten handelt, koénnen Auswirkungen von Verdanderungen der
Zellkernmorphologie und -GroRRe auf die Transkription unterschiedlich sein. Da es sich aber in beiden
Fallen um eine Verkleinerung der Zellkernfliche handelt, kdnnten diese Daten und unsere Ergebnisse
darauf hindeuten, dass es sich in unseren Untersuchungen um , degenerativ” veranderte Astrozyten
handeln kénnte, die in der Ausibung ihrer Funktion bereits eingeschrankt sind und dadurch fiir die
Symptome der hepatischen Enzephalopathie mitverantwortlich sein kdnnten.

Die Inkubation von Astrozyten mit Methylammoniumchlorid erniedrigt, dahnlich wie die Inkubation mit
Ammoniak, den pH-Wert und erhéht den intrazelluliren Ca%*-Spiegels (Nagaraja and Brookes, 1998).

Im Gegensatz zu Ammoniak kann Methylammoniumchlorid quantitativ nur unbedeutend fir die
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Synthese von Glutamin herangezogen werden (Nakamura and Hagen, 2002; Seglen et al., 1979). Daher
wird  Methylammoniumchlorid insbesondere dafiir verwendet, pH-Wert-Verschiebungen
herbeizufiihren, die auch durch NH4Cl induziert werden.

Bislang sind die Mechanismen, die den Ammoniak-induzierten Verdanderungen von Zellkernvolumen
und Zellkernmorphologie zugrunde liegen noch nicht beschrieben worden. Die vorliegende Arbeit
zeigt, dass die Inkubation mit Methylammoniumchlorid nach 168 Stunden Verdnderungen von
Zellkernflache und Zellkernumfang (Verringerung der Flache um 23,04%, Umfang um 13,11%) in
dhnlicher GroBenordnung wie nach Inkubation mit Ammoniak (Verringerung der Flache um 20,38%,
Umfang um 11,93%) hervorruft. Wie auch nach Inkubation mit Ammoniak verkleinerte sich das
Volumen der Zellkerne nach 168-stiindiger Inkubation mit Methylammoniumchlorid.
Interessanterweise verringert sich das Zellkernvolumen nach Methylammoniumchloridexposition
nahezu dreifach starker als nach Ammoniakexposition (16,88% vs. 5,9% Zellkernvolumenabnahme).
Der geringere Effekt von Ammoniak auf das Zellkernvolumen kénnte darauf zuriickzufiihren sein, dass
Ammoniak im Gegensatz zu Methylammoniumchlorid quantitativ bedeutsam in Glutamin
umgewandelt und dadurch besser entgiftet werden kann.

Methylammoniumchlorid erhéhte nach 168 Stunden dhnlich wie Ammoniak die Zirkularitat der
Zellkerne. Allerdings war dieser Effekt statistisch nicht signifikant, zeigte aber eine deutliche Tendenz.
Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit zeigen, dass Ammoniak und Methylammoniumchlorid dhnliche
Wirkungen auf das Zellkernvolumen und die Zellkernmorphologie haben, das AusmaR der
Verdnderungen aber unterschiedlich ausgepragt ist. Diese Ergebnisse lassen vermuten, dass die
Ammoniak-induzierten Zellkernveranderungen Uber Veranderungen des intrazellularen pH-Wertes
vermittelt werden konnten. Zusatzlich kdnnten aber noch weitere unbekannte Mechanismen

involviert sein.

4.1.2 Wirkungen von TNFa oder Diazepam und Koexposition mit

Ammoniak

Die HE-prazipitierenden Faktoren TNFa und Diazepam induzieren teilweise dhnliche Veranderungen
in Astrozyten wie Ammoniak. Bereits bekannt ist unter anderem, dass Ammoniak, TNFo und Diazepam
eine Astrozytenschwellung und die Bildung reaktiver Stick- und Sauerstoffmetabolite induzieren
(Haussinger, 2006). Zusatzlich initiiert die Astrozytenschwellung eine vermehrte Protein-Tyrosin-
Nitrierung (Haussinger and Schliess, 2005) und RNA-Oxidation (Gorg et al., 2008), was zu
Veradnderungen in der Proteinsynthese und Genexpression flihren konnte. Der Zellkern einer Zelle ist
malgeblich fir die Genexpression verantwortlich und beeinflusst die Proteinsynthese. Zum jetzigen
Zeitpunkt gibt es kaum Daten zum Einfluss von HE-auslésenden Faktoren wie TNFo und Diazepam auf

das Zellkernvolumen. Bisher wurde an kultivierten Rattenastrozyten gezeigt, dass TNFa und Diazepam
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nicht nur innerhalb von 20 Minuten eine Astrozytenschwellung hervorrufen, sondern auch zu einer
Zellkernvolumenzunahme in dhnlichem Ausmaf wie durch Ammoniak ausgel6st (um ca. 20%) fihren
(Lachmann et al., 2013). Die Versuche der vorliegenden Arbeit zeigen 24 Stunden nach Inkubation mit
TNFa ebenfalls eine Volumenzunahme der Zellkerne, allerdings in deutlich geringerem Ausmal? als die,
die nach 20 Minuten gemessen wurden (20% vs. 6,4%). An den anderen untersuchten Zeitpunkten (48,
72, 120 und 168 Stunden) zeigte sich hingegen kein Unterschied zwischen dem Zellkernvolumen der
mit TNFa inkubierten Astrozyten und den Kontrollen. Die Inkubation mit Diazepam induzierte
hingegen an keinem der Untersuchungszeitpunkte eine Verdnderung des Zellkernvolumens. In der
Studie von Lachmann et al., 2013 wurde das Zellkernvolumen nach Kurzzeitexposition mit TNFo und
Diazepam untersucht, wohingegen in der vorliegenden Arbeit die Effekte einer Langzeitexposition mit
TNFo und Diazepam betrachtet wurden. Die initiale Schwellung der Zellkerne kénnte wie auch schon
fir Ammoniak vermutet, eine friihe ,reaktive Phase” der Zellen wiederspiegeln, die nach Inkubation
mit TNFa bis zu 24 Stunden, nach Inkubation mit Diazepam bis zu einem friheren, in unseren
Experimenten nicht untersuchten Zeitpunkt anhédlt. Die darauffolgenden gleichbleibenden
Zellkernvolumina zu spateren Zeitpunkten kdnnte Ausdruck des ausgeglichenen Vorliegens ,reaktiver”
und ,, degenerativer” Zellen sein.

Die Auswirkungen von TNFoa und Diazepam auf die Zellkernmorphologie wurden bislang noch nicht
untersucht. In den Untersuchungen der vorliegenden Arbeit ergaben sich fiir beide HE-relevanten
Faktoren nur transiente, quantitativ geringfligige Veranderungen im Hinblick auf die
Zellkernmorphologie. Nach 48 Stunden Inkubation mit TNFa zeigte sich eine Abnahme der Zirkularitat.
Die mit Ammoniak inkubierten Zellkerne zeigten diese Reaktion nach 24 Stunden. Diese Ergebnisse
konnten auf eine verzogerte Wirkung von TNFa im Vergleich zu Ammoniak hindeuten. Im Gegensatz
dazu konnten wir nach Inkubation mit Diazepam erst nach 168 Stunden eine Abnahme der Zirkularitat
feststellen. 168 Stunden nach Ammoniakexposition nahm die Zirkularitdt bereits zu. Diese
Untersuchungen zeigen, dass die Exposition kultivierter Astrozyten mit TNFo und Diazepam die
Zirkularitat der Zellkerne verdndert, jedoch nicht auf identische Art und Weise wie Ammoniak. Ob die
Veranderungen durch gleiche oder unterschiedliche Mechanismen vermittelt werden, kann derzeitig
nicht beantwortet werden.

Nach Inkubation mit Diazepam fir 120 Stunden zeigte sich eine Abnahme des Zellkernumfangs und
darauffolgend nach 168 Stunden eine Flachenabnahme der Zellkerne. Die Inkubation der Astrozyten
mit Ammoniak flihrte ebenfalls erst zu einer Abnahme von Zellkernfliche- und Umfang und
zeitverzogert zu einer Zellkernvolumenabnahme. Die im Vergleich zu Ammoniak spéater einsetzende
Abnahme von Zellkernflache- und Umfang nach Inkubation mit Diazepam konnte auf eine verzogert
beginnende , degenerative Phase” hindeuten. Um diese These zu Uberprifen, missten in weiteren

Experimenten spatere Zeitpunkte untersucht werden.
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Des Weiteren ist bekannt, dass TNFa und Diazepam synergistisch mit Ammoniak in Astrozyten wirken.
In einer Studie von Bender and Norenberg, 1998 zeigte sich, dass die Inkubation kultivierter Astrozyten
mit Diazepam fiir 6 bis 72 Stunden das Zellvolumen nicht veranderte. Die gleichzeitige Inkubation der
Zellen mit Diazepam und Ammoniak dagegen konnte die Ammoniak-induzierte Zellschwellung sogar
weiter verstarken. Eine Astrozytenschwellung wiederum fihrt wie bereits erwahnt zum einen zu RNA-
Oxidation (Gorg et al., 2008) und zum anderen zur Protein-Tyrosin-Nitrierung, die ebenfalls durch eine
simultane Inkubation von TNFa. bzw. Diazepam mit Ammoniak verstarkt wird (Gorg et al., 2003;
Haussinger and Schliess, 2008). Die Auswirkungen einer simultanen Inkubation kultivierter Astrozyten
mit Ammoniak und TNFo bzw. Diazepam auf das Zellkernvolumen und die Zellkernmorphologie
wurden bisher noch nicht untersucht. Unsere Ergebnisse zeigen, dass nach 72 Stunden fir keinen der
untersuchten Parameter (Zellkernvolumen, Zellkernflache, Zellkernumfang und Zellkernzirkularitat)
ein signifikanter Unterschied zwischen den alleinig mit Ammoniak inkubierten und den simultan
inkubierten Astrozyten besteht. Die fiir die Zellvolumenanderungen gezeigte synergistische Wirkung
von Ammoniak und Diazepam (Bender and Norenberg, 1998; Rama Rao et al., 2010) konnte in den
vorliegenden Untersuchungen fir das Zellkernvolumen und die Zellkernmorphologie nicht gezeigt
werden. Da wie oben erwahnt auch die alleinige Inkubation mit TNFa bzw. Diazepam nur zu quantitativ
geringen und transienten Verdanderungen des Zellkernvolumens und der Zellkernmorphologie gefiihrt
hat, konnte dies ein Hinweis darauf sein, dass TNFo und Diazepam ihre Hauptwirkungen, die zur
Auslésung von Episoden der HE fiihren, nicht durch Verdanderungen des Zellkernvolumens und der
Zellkernmorphologie der Astrozyten ausiiben, sondern diese Uber andere Mechanismen vermittelt
werden. Des Weiteren wurden in der vorliegenden Arbeit ausschlieRlich kultivierte Zellen untersucht,
sodass eine Ubertragung dieser Ergebnisse auf den Menschen derzeitig noch nicht vorgenommen

werden kann.

4.2 Auswirkungen HE-auslosender Faktoren auf das Zytoskelett

Fiir die Aufrechterhaltung der GroRRe und Morphologie des Zellkerns, sowie dessen Positionierung
innerhalb der Zelle ist ein intaktes Zytoskelett essentiell. Uber den sogenannten LINC-Komplex,
bestehend aus Nesprinen (Proteinen der auBeren Kernmembran (ONM)) und Sun-Proteinen
(Proteinen der Inneren Kernmembran (INM)) werden Aktin- und Intermediarfilamente mechanisch mit
dem Zellkern verbunden (Stewart et al., 2007). Die Kopplung der Aktinfilamente wird dabei tGber
Nesprin 1/2 und Sun-Proteine (Padmakumar et al., 2005), die der Intermediarfilamente tber Plectin,
Nesprin 3 und Sun-Proteine vermittelt (Stewart et al., 2007). Eine Zerstorung des Aktinzytoskeletts
durch Latrunculin B flihrte in Zellkulturexperimenten zu einer Verkleinerung der Kerngrof3e, was auf
eine Bedeutung des Aktinzytoskeletts fur die Aufrechterhaltung der KerngroRRe schliefen lasst (Lu et
al., 2012). Zugleich ist ein intakter LINC-Komplex fiir die KerngréRe, Kernform und Kernstruktur von

Bedeutung (Anno et al., 2012). In Brustkrebsgewebe, in dem sich Kerndeformitdten zeigten, konnte
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beispielsweise eine verminderte Expression des LINC-Komplexes festgestellt werden (Matsumoto et
al., 2015). In Zellkulturexperimenten wurde gezeigt, dass Mutationen verschiedener Nesprindomanen
die KerngroRe modulieren (Lu et al., 2012), was darauf hinweist, dass Mutationen in Nesprindomanen
deren Funktionalitat verandern, bzw. zu einem Funktionsverlust fihren konnen. Ebenfalls wurden
bereits eine Vielzahl an Erkrankungen beschrieben, die mit Nesprinmutationen in Verbindung stehen,
beispielsweise die Emery-Dreifuss Muskeldystrophie, die dilatative Kardiomyopathie oder die
zerebelldre Ataxie (Isermann and Lammerding, 2013). Da die Intermediarfilamente genau wie das
Aktinzytoskelett Gber Nesprine mit dem Zellkern verbunden sind, kénnte auch ihnen eine Rolle in der
Form- und GroRRenerhaltung der Zellkerne zukommen. Die Inkubation kultivierter Astrozyten mit
Ammoniak fir 15 min induziert bereits morphologische Veranderungen des F-Aktins, beschrieben als
»diffuse Ringstrukturen” (Andersson et al., 2009) und verringert die Expression sowohl von F-Aktin, als
auch von GFAP auf Proteinebene nach 5 und 7-tagiger, bzw. nach 5-tdagiger Ammoniakexposition im
Vergleich zur Kontrolle (Bodega et al., 2006). Im Einklang mit diesen Daten zeigt die vorliegende Arbeit,
dass Ammoniak in kultivierten Astrozyten nach 168 Stunden sowohl die Quantitdt der Aktinfilamente
vermindert, als auch deren Struktur beeintrachtigt.

Die Inkubation der Astrozyten mit Ammoniak fiihrte in der hier vorliegenden Arbeit auRerdem zu einer
Verringerung der GFAP-Filamente und einer verdnderten strukturellen Anordnung. Dabei
konzentrierten sich die verbliebenen Filamente lokal innerhalb der Zelle. Die Fluoreszenzintensitat war
dabei sowohl nach Markierung mit einem monoklonalen als auch mit einem polyklonalen Antikérper
tendenziell verringert. Aufgrund der geringen n-Zahl bei Verwendung des polyklonalen gegen GFAP
gerichteten Antikorpers und einer Praparation in der eine erhdhte GFAP-Fluoreszenzintensitat nach
Markierung mit dem monoklonalen Antikorper gefunden wurde, war die
Fluoreszenzintensitatsabnahme statistisch nicht signifikant. Dennoch zeigen diese Ergebnisse, dass
Ammoniak die Expression und Polymerisation der Intermediarfilamente in Astrozyten stark
beeintrachtigt. Ein Hinweis darauf, dass eine Veranderung der GFAP-Expression zu einer
Astrozytenfunktionsstorung beitrdgt ist die Parallele zu der Alexander-Krankheit, einer degenerativen
Erkrankung, die durch Mutationen im GFAP Gen hervorgerufen wird. Frihere Zellkulturstudien und
Studien an menschlichen Hirnschnitten haben gezeigt, dass Astrozyten mit Mutationen, die in der
Alexander-Krankheit vorkommen, sowohl morphologische Verdnderungen (vergréRerte Zellen und
groRe, rund/ovale Zellkerne) zeigen, als auch vermehrt oxidativem und nitrosativem Stress ausgesetzt
sind (Sosunov et al., 2018). Ahnliche Beobachtungen in Astrozyten konnten in Tiermodell- und
Zellkulturstudien zur HE gemacht werden (Gorg et al., 2013b; Lachmann et al., 2013).

Eine Vielzahl friiherer Untersuchungen ergab, dass eine Hyperammondmie sowohl im Tiermodell
(Bélanger et al., 2002; Mani et al., 2017; Sudrez et al., 2005), als auch in der Zellkultur (Bodega et al.,
2006; Leite et al., 2006; Norenberg et al., 1990) die GFAP Expression vermindert. Demgegeniber

konnte dies in anderen Arbeiten nicht gezeigt werden. Beispielsweise wurde Hasen in einem
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Tiermodell entweder durch Ammoniumacetatinfusion oder durch Leberdevaskularisierung eine
schwere HE hinzugefiigt. Diese entwickelte sich bei den Tieren, die eine Ammoniumacetatinfusion
erhielten nach etwa 20 Stunden, bei denen die einer Leberdevaskularisierung unterzogen wurden nach
etwa 14 Stunden. Nach der Totung der Tiere und Bestimmung der Konzentration an GFAP konnte
weder im zerebralen Kortex, noch im Zerebellum, im Hippocampus oder im Hirnstamm eine
Veranderung der GFAP-Expression im Vergleich zur Kontrollgruppe festgestellt werden (Groeneweg et
al., 1993). Hiba et al., 2016 beschrieben, dass Verdanderungen der GFAP-Expression abhangig seien vom
gewdhlten Tiermodell, der Hirnregion und dem Stadium der HE. So wurde in dieser Studie an
gallengangslegierten Ratten im Stadium einer milden HE vier Wochen nach Anlage einer
Gallengansligatur im Open-Field-Test eine signifikant verringerte Aktivitdt der motorischen Leistung
gezeigt. Die GFAP-Expression war im Kortex erhoht, im Hippocampus, der Substantia nigra und im
dorsalen Striatum hingegen erniedrigt. In zerebelldren Hirnschnitten von verstorbenen HE-Patienten
zeigten sich in den Bergmann-Glia keine Verdanderungen der GFAP-Expression (Kril et al., 1997). Dieser
Befund stimmt nicht liberein mit einer tierexperimentellen Studie, in der an Ratten mit portokavaler
Anastomosierung eine vermehrte GFAP-Expression in Bergmann-Glia beschrieben wurde (Sudrez et
al., 1992). Zusammengenommen divergieren die Daten von Tiermodellen zur GFAP-Expression im
Zerebellum bei Hyperammonamie zu Befunden an post mortem Hirnproben an HE-Patienten, was
zeigt, dass Ergebnisse, die aus Tiermodellen erhalten wurden, nicht auf den Menschen Ubertragen
werden kdnnen. Des Weiteren ist es denkbar, dass die in den oben genannten Studien beschriebenen
Immunfluoreszenzunterschiede auf eine verdnderte Bindung des Antikoérpers und nicht auf eine
verringerte GFAP-Expression zurlickzufiihren sind. In der vorliegenden Arbeit wurde ein monoklonaler
und einen polyklonaler gegen GFAP gerichteter Antikdrper verwendet. In beiden Versuchen ergab sich
eine tendenziell verminderte GFAP-Expression, sodass wir hier eher nicht von einer verdanderten
Bindung des Antikdrpers ausgehen.

Da Methylammoniumchlorid dhnliche Kernveranderungen in kultivierten Astrozyten hervorgerufen
hat wie Ammoniak, haben wir die Wirkungen von Methylammoniumchlorid auf die Expression von F-
Aktin und GFAP untersucht. Methylammoniumchlorid fiihrte wie Ammoniak zu Veranderungen des F-
Aktins, ahnlich wie nach Inkubation mit Latrunculin B. Die charakteristische Anordnung der F-
Aktinfilamente war deutlich beeintrdchtigt und die Fluoreszenzintensitat vermindert. Die GFAP-
Expression war nach Inkubation mit Methylammoniumchlorid ebenfalls beeintrachtigt: Die fibrilldre
Struktur des GFAP, wie auch die Starke der Immunfluoreszenz waren nach Markierung mit einem
monoklonalen Antikdrper vermindert. Ahnliche Ergebnisse wurden auch nach Markierung mit einem
polyklonalen Antikérper erhalten. Diazepam und TNFa, die nur quantitativ geringfligig und transient
das Zellkernvolumen und die Morphologie der Zellkerne veranderten, induzierten im Gegensatz zu
Ammoniak und Methylammoniumchlorid weder strukturelle Veranderungen des F-Aktins noch des

GFAPs, noch Veranderungen der jeweiligen Fluoreszenzintensitaten. Diese Ergebnisse deuten darauf

67



hin, dass die Ammoniak-induzierten Veranderungen des Zellkernvolumens und der
Zellkernmorphologie auf eine Dysregulierung des Aktinzytoskeletts und des Intermediarfilaments
GFAP  zurlickzufihren sein  konnten. Die dem Ammoniak &hnliche Wirkung von
Methylammoniumchlorid auf die Morphologie und das Volumen der Zellkerne |dsst vermuten, dass
die Verdanderungen des Zytoskeletts auf pH-Wert Verschiebungen und nicht auf eine vermehrte
Glutaminbildung zurilickzufiihren sein kénnten.

Da das Aktinzytoskelett u.a. Gber Nesprin-2 an die Zellkernmembran gekoppelt ist (Padmakumar et al.,
2005), wurden in der vorliegenden Arbeit auch die Auswirkungen von Ammoniak und
Methylammoniumchlorid auf die Expression und Lokalisation von Nesprin-2 in kultivierten
Rattenastrozyten untersucht. Sowohl Ammoniak als auch Methylammoniumchlorid veranderten die
intrazelluldre Lokalisation von Nepsin-2 von einer pradominant nukledren zu einer verstarkt
zytosolischen. Eine verminderte Kernlokalisation von Nesprin-2 konnte in Fibroblasten und
Myoblasten von Patienten mit Emery Dreifuss Muskeldystrophie mit einer Nesprinmutation
festgestellt werden. In diesen Zellen konnten zusatzlich Veranderungen der nukledren Morphologie
festgestellt werden (sowohl kleine, als auch auBergewohnlich groRe Zellkerne, die in ihrer Form als
»gewunden” beschrieben wurden) (Zhang et al., 2007). Diese Erkenntnisse geben Hinweise darauf,
dass eine verdanderte Nesprinlokalisation mit morphologischen Kernveranderungen zusammenhangen
konnte. Die in unseren Untersuchungen gezeigten Lokalisationsdnderungen von Nesprin-2, als auch
die qualitativen und quantitativen Veranderungen des F-Aktins konnten gemeinsam zu einer
mechanischen Entkopplung von Zellkern und Zytoskelett und dariber zu GrofRen- und
Formanderungen der Zellkerne fiihren. Lu et al., 2012 zeigten in ihrer Arbeit, dass Nesprin-2 {iber das
N-terminale Ende nicht nur mit Aktin, sondern auch mit Nesprin-3 interagiert, welches wiederum fir
die mechanische Verbindung zwischen Intermediarfilamenten und dem Zellkern verantwortlich ist. Auf
diese Weise konnte die Lokalisationsanderung von Nesprin-2 in mit Ammoniak behandelten
Astrozyten die Kopplung der Intermedidrfilamente mit der Kernhiille beeinflussen und tber diesen
Mechanismus ebenfalls die Zellkernmorphologie modulieren.

Eine intakte Kernarchitektur ist fir die Organisation und Regulierung funktioneller Prozesse in der Zelle
notwendig (Matsumoto et al., 2015; Starr and Han, 2002). Die durch Ammoniak veranderte KerngréRe
und Kernmorphologie kdnnte in einer gestorten Funktionalitat des Zellkerns resultieren und dadurch
moglicherweise zu Genexpressionsdanderungen fiihren. Bekannt ist zum Beispiel, dass eine durch
portokavale Anastomosen herbeigefiihrte Hyperammonadmie mit einer Hochregulierung der PBR-
MRNA im Gehirn verbunden ist (Desjardins et al., 1999), welche fiir das vermehrte Ansprechen auf
Benzodiazepine von Patienten mit HE verantwortlich sein konnte (Bakti et al., 1987). Zuséatzlich wurde
an kultivierten Astrozyten gezeigt, dass die Expression der Glutamattransporter GLAST und GLT-1 auf
Protein- und RNA-Ebene, die fir die Wiederaufnahme von Glutamat in die Zelle zustandig sind

(Butterworth, 2002), nach Ammoniakexposition vermindert ist. Gegenwartig wird davon ausgegangen,
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dass diese Genexpressionsdanderungen sekundar zur Ausbildung neuronaler Funktionsstérungen und
der Symptome der HE beitragen. In wie weit die in unseren Untersuchungen festgestellten Wirkungen
von Ammoniak auf Zytoskelett und Zellkern fir die Genexpressiondnderungen in der HE verantwortlich

sein kdnnten muss in weiteren Studien genauer untersucht werden.

4.3 Wirkungen von Ammoniak auf die Viabilitat kultivierter

Rattenastrozyten

Wie schon in friheren Studien gezeigt, wird die Morphologie von Astrozyten durch eine
Hyperammonamie im Gehirn von HE-Tiermodellen stark beeinflusst (Cavanagh and Kyu, 1971),
wohingegen Neurone keine deutlich erkennbaren morphologischen Verdnderungen zeigen (Gutierrez
and Norenberg, 1977). Dies konnte Ausdruck einer beeintrachtigten Viabilitat sein. Im Gegensatz zu
dieser Annahme konnte in verschiedenen Arbeiten gezeigt werden, dass die morphologischen
Verdanderungen der Astrozyten nicht mit einem vermehrten Zelluntergang einhergehen. Jayakumar et
al., 2004 und Schliess et al., 2002 zeigten, dass eine Ammoniakexposition (NH4Cl 5mM fiir 24 Stunden)
in kultivierten Astrozyten keine vermehrte LDH-Freisetzung induziert. In Ubereinstimmung mit diesem
Ergebnis konnten Widmer et al., 2007 ebenfalls keine verminderte Viabilitdt kultivierter Astrozyten
nach Ammoniakexposition (NH4Cl 5mM fiir 4-24 Stunden) feststellen. Auch die Langzeitexposition Gber
bis zu 72 Stunden erhohte weder die LDH-Aktivitat oder die Membranpermeabilitat fir PI, noch die
TUNEL-Immunoreaktivitdt (Oenarto et al., 2016). In den Untersuchungen der vorliegenden Arbeit
wurden die kultivierten Astrozyten lber einen deutlich langeren Zeitraum (bis zu 168 Stunden) mit
Ammoniak inkubiert und zeigten zu diesem Zeitpunkt einen signifikant verkleinerten Zellkern. Da eine
Schrumpfung des Zellkerns Ausdruck von nekrotischem Zelltod sein kann, haben wir mittels LDH-
Aktivitatsmessung und Propidiumiodidfarbung untersucht, ob die Ammoniakexposition fiir 168
Stunden zu einem vermehrten Zelluntergang der Astrozyten fuhrt. Unsere Untersuchungen ergaben,
dass die Langzeitinkubation mit NH,Cl flr bis zu 168 Stunden die Viabilitat kultivierter Astrozyten nicht
verminderte. Daraus lasst sich ableiten, dass Ammoniak die Morphologie und das Volumen der
Zellkerne zwar verandert, dies aber nicht Folge einer verringerten Viabilitat ist.

Interessanterweise konnte aber gezeigt werden, dass Ammoniak in monokultivierten Neuronen
gemessen mittels des MTT-Assays im Gegensatz zu monokultivierten Astrozyten Zelluntergang
induziert (Klejman et al., 2005), obwohl im in situ Tiermodell keine morphologischen Veranderungen
von Neuronen beschrieben wurden (Gutierrez and Norenberg, 1977). Moglicherweise werden die
Neurone in situ durch die Anwesenheit der Astrozyten vor der Ammoniaktoxizitdt geschitzt. Ein
Wegfall dieser Schutzfunktion kénnte eine Erklarung fiir den erhéhten Zelluntergang in den Ammoniak
exponierten monokultivierten Neuronen sein. Diese These wird durch eine Studie von Rao et al., 2005
unterstiitzt, in der eine erhohte LDH-Aktivitat nach 48 stiindiger Ammoniakexposition fir

monokultivierte Neurone, nicht aber fiir die mit Astrozyten kokultivierten Neurone festgestellt wurde.
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Dies konnte ein Hinweis darauf sein, dass Neurone vor der Ammoniaktoxizitdt geschiitzt werden

koénnen, solange sie in ausreichendem Mal} von funktionsfahigen Astrozyten umgeben sind.

4.4 Schlussfolgerung

Zusammenfassend zeigen die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit, dass eine langanhaltende
Ammoniak-Exposition in kultivierten Rattenastrozyten das Zellkernvolumen verringert und die
Zellkernmorphologie verandert. Diese Verdanderungen gehen einher mit einer verminderten
Expression von GFAP und F-Aktin, sowie einer verstarkten zytoplasmatischen Lokalisation von Nesprin-
2. Die Wirkungen von Ammoniak auf die Zellkerne der Astrozyten konnten fiir die in der HE
beschriebenen  Genexpressionsanderungen und der sich im Verlauf entwickelnden
Astrozytenfunktionsstérung mitverantwortlich sein. Die eingeschrdankte Astrozytenfunktion kénnte
sekundar eine neuronale Funktionseinschrankung bedingen, aus der die Symptome der HE resultieren
kéonnten.

Weitere Untersuchungen sind erforderlich, um die Bedeutung der in dieser Arbeit gefundenen
Anderungen der Kernmorphologie, des Kernvolumens und der Expression von zytoskelettalen

Proteinen fir die bei der HE beobachteten Genexpressionsanderungen zu Uberpriifen.
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