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Zusammenfassung

Die hepatische Enzephalopathie (HE) ist eine lebensbedrohliche Komplikation bei akuten oder
chronischen Leberfunktionsstorungen. Die Symptome der HE umfassen Beeintrachtigungen
von Motorik und Kognition in unterschiedlicher Schwere. In der Pathogenese der HE ist
Ammoniak ein Haupttoxin. Die hierdurch im Gehirn hervorgerufenen molekularen

Veranderungen sind jedoch nur unvollstdndig verstanden.

Ziel der vorliegenden Arbeit war es, Genexpressionsunterschiede und Anderungen der Spiegel
spezifischer Proteine im Gehirn der leberspezifischen Glutamin Synthetase-Knockout Maus
(LGS-KO) zu identifizieren. Diese Tiere zeigen eine lebenslange chronische Hyperammonédmie
in Abwesenheit eines Leberschadens und eignen sich daher insbesondere dafiir Auswirkungen
einer reinen Hyperammonidmie auf das Gehirn zu untersuchen. In Transkriptom- und
Proteomanalysen wurden im zerebralen Kortex, Hippocampus und Zerebellum der
LGS-KO-Miuse 214, 44 und 163 Gene sowie 4, 34 und 15 Proteine gefunden, deren Expression
oder Spiegel signifikant verdndert waren gegeniiber den Wildtyp-Kontrollen. Die
identifizierten Genexpressionsianderungen im zerebralen Kortex wurden hauptsdchlich der

RNA-Prozessierung zugeordnet.

Fir weiterfiihrende Untersuchungen wurden die Methyltransferase CARMI, das
RNA-bindende Protein TROVE2, der Eisenchelator LCN2 und der Glutamintransporter
ASCT?2 selektiert. Immunfluoreszenzanalysen zeigten CARM1, TROVE2, LCN2 und ASCT2
in Astrozyten im Gehirn von Maus und Ratte und in Rattenastrozyten in vitro. Die Inkubation
von kultivierten Rattenastrozyten mit Ammoniumchlorid (NH4Cl, 5 mM) verdnderte die
Expression und Spiegel der selektierten Kandidaten in dhnlicher Weise wie im Gehirn der LGS-
KO-Mause. Untersuchungen zur Funktionalitdt wiesen aullerdem auf eine Bedeutung der durch
NH4Cl-induzierten Anderungen der Proteinspiegel von CARM1 und ASCT2 fiir Astrozyten-
Seneszenz, von LCN2 fiir die intrazelluldre Eisenhomoostase und von TROVE2 fiir die
RNA-Qualitatskontrolle. ASCT2 und LCN2 Proteinspiegel waren ebenfalls im zerebralen
Kortex von Ammoniumazetat-intoxikierter Ratten (4,5 mmol/Kg Korpergewicht, 24 h) erhoht.
TROVE2 und ASCT2 mRNA-Spiegel waren signifikant erhdht in humanen post mortem

Hirngewebe von Patienten mit Leberzirrhose und HE.

Die Untersuchungen und Ergebnisse der vorliegenden Arbeit zeigen erstmalig umfassende
Anderungen im zerebralen Transkriptom und Proteom von LGS-KO-Miusen, die potenziell

bedeutsam sind fiir Hyperammonémie-induzierte Hirnfunktionsstérungen.
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Abstract

Hepatic encephalopathy (HE) is a severe complication of acute or chronic liver disfunction. The
symptoms are motoric and cognitive impairments in different degrees. The pathogenesis of HE
is triggered by ammonia as a main toxin. The molecular alterations evoked by
hyperammonemia-induced cerebral impairment are not fully understood and a matter of current

research.

The aim of the present study was to identify expression alterations in the brain of the
liver-specific glutamine synthetase knockout mice (LGS-KO) on gene and protein levels. These
animals suffer a lifelong chronic hyperammonemia in absence of any liver damage. Therefore,
they represent a sufficient animal model for an experimental approach to investigate the effects
of pure hyperammonemia on the brain. In transcriptomics and proteomics of the cerebral cortex,
hippocampus, and the cerebellum of LGS-KO mice 214, 44 and 163 genes and 4, 34 and 15
proteins with significantly altered expression or abundance in comparison to the wildtype
controls could be detected. The identified gene expression alterations could be categorized to

RNA-processing.

For further experiments methyltransferase CARM1, RNA-binding protein TROVE2, iron
chelator LCN2 as well as glutamine transporter ASCT2 were selected. Immunofluorescence
analyses showed the expression of CARM1, TROVE2, LCN2 and ASCT?2 in astrocytes from
mouse and rat brain and rat astrocytes in vitro. Treating cultured astrocytes with ammonium
chloride (NH4Cl, 5 mM) displayed similar tendencies of the selected candidates on gene and
protein level accordingly to the observed alterations in the brain of LGS-KO mice. Further
experiments on the functionality of the selected targets suggest a role of CARM1 and ASCT2
for senescence, LCN2 for disturbed iron homeostasis and TROVE2 for RNA quality control in
ammonium chloride-exposed cultured astrocytes. The protein levels of ASCT2 and LCN2 were
further elevated in the cerebral cortex of ammonium acetate intoxicated rats (4.5 mmol/kg body
weight, 24 h). TROVE2 and ASCT2 mRNA levels were significantly elevated in human post

mortem brain tissue samples from patients with liver cirrhosis and HE.

The results of the present study show previously unknown ammonia-induced changes in the
cerebral transcriptome and proteome of the LGS-KO mice. Additionally, potential functional
consequences for the selected targets for hyperammonemia-induced brain dysfunctions and HE

could be revealed.
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1 Einleitung

1.1 Lebererkrankungen und Hepatische Enzephalopathie (HE)

Weltweit sterben schitzungsweise zwei Millionen Menschen pro Jahr an
Lebererkrankungen, etwa eine Halfte davon durch Komplikationen einer Leberzirrhose und die

andere Halfte durch virale Hepatitis und hepatozelluldres Karzinom [1].

Die hepatische Enzephalopathie (HE) tritt als Komplikation bei Patienten mit akuter oder
chronischer Leberschidigung auf und &uBlert sich in neurologischen und motorischen
Beeintrachtigungen [2]. Schitzungsweise 30-70% aller Leberzirrhose Patienten entwickelt eine
HE und mehr als 95% aller HE-Fille sind auf eine Leberzirrhose zuriickzufiihren [3-5]. Die
héufigsten Ursachen einer Leberzirrhose sind chronische Infektionen mit viralen Hepatitiden
(57%) und Alkoholabusus (40%) [6, 7]. Eine HE, die in Folge einer akuten Leberschidigung
auftritt, manifestiert sich klinisch vorwiegend durch eine Hirndrucksymptomatik [8, 9]. Im
Falle einer chronischen Lebererkrankung treten Vigilanzstorungen, neurologische und

psychiatrische wie auch motorische Symptome auf [8, 9].

1.1.1 Klassifizierung der HE

Die HE wird entsprechend ihrer Atiologie in drei unterschiedlichen Typen eingeteilt
(Abbildung 1). Bei den eher seltenen Typen A und B ist die HE Folge eines akuten
Leberversagens oder eines portosystemischen Bypass [9, 10]. Bei der hdufigsten Form der HE,
dem Typ C, liegt eine chronische Lebererkrankung als Ursache der HE vor [9, 10].
Entsprechend der Dauer und Haufigkeit der auftretenden Symptome kann die Typ C HE weiter
unterteilt werden. Bei der episodischen Form liegt meist ein prizipitierender Faktor vor. Diese
Form tritt spontan auf und kann nach Besserung der Symptomatik erneut auftreten. Im
Gegensatz hierzu kann die Symptomatik der HE auch persistieren. Bei der subklinischen oder
minimalen HE (mHE) ist die Symptomatik nicht offenkundig. Es treten geringfligige
Verhaltensdnderungen und diskrete psychomotorische Verdnderungen auf, die nur mit
psychometrischen Tests nachweisbar sind [10]. Bei circa 20-80% der Patienten mit
Leberzirrhose wurde eine mHE diagnostiziert [11-13]. Ein Problem bei der Diagnose der mHE
ist insbesondere, dass die unterschiedlichen Testverfahren nicht standardisiert sind und deren

Testergebnisse hiufig nicht libereinstimmen und kein Goldstandard fiir die Diagnose existiert
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[14]. Somit wurde auf der International Society for Hepatic Encephalopathy and Nitrogen
metabolism (ISHEN)-Konferenz eine neue Einteilung der HE etabliert, um zwischen den
klinisch unauffilligen HE-Graden (HEO, mHE, HE I, HE II) und der hohergradigen HE

unterscheiden zu konnen, die die Grade III und IV umfassen [9, 15].

Bei der HE werden die Schweregrade nach den sogenannten West-Haven-Kriterien
unterschieden (Abbildung 1) [10, 16]. Der HE Grad 0 ist klinisch unauffillig. Die mHE &uBert
sich in kognitiven Defiziten, die nur durch psychometrische Tests nachweisbar sind. Bei dem
HE Gradl konnen Symptome wie leichte mentale Verlangsamung, Euphorie- und
Angstzustinde, verminderte Aufmerksamkeit und Rechenleistung sowie erhohte Reizbarkeit
und eine gestorte Feinmotorik vorliegen. Beim HE Grad II kann eine zeitliche und rdumliche
Desorientierung, eine leichte Personlichkeitsstorung sowie lethargisches und apathisches
Verhalten vorliegen. Aulerdem kdénnen motorische Stérungen auftreten, die als ,,Flapping “-
Tremor bezeichnet werden [8]. Hier kdnnen zur Diagnose verdnderte Hirnstrome mittels
Elektroenzephalographie erkannt und gemessen werden, die mit zunehmendem Grad der HE
eine Erniedrigung der mittleren dominanten Frequenz aufzeigen [8]. Beim HE Grad III zeigen
die Dbetroffenen Patienten klinische Symptome einer Somnolenz, eine schwere
Desorientiertheit, eine undeutliche Sprache und nur leichte Reaktionen auf verbale Reize. Beim
Schweregrad IV einer HE ist der Patient komat6s (coma hepaticum), nicht mehr ansprechbar
und reagiert auf keine Sinnesreize. In diesem Stadium der Erkrankung kann der Hirntod
eintreten [8]. Die Vigilanz in den Graden III und IV wird anhand der Glasgow-Coma-Scale
(GSC) beurteilt [10].
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1.1.2 Diagnostik der HE

Zur Diagnose der HE stehen verschiedene diagnostische Verfahren zur Verfligung [8].
Einen ersten Anhaltspunkt kann ein erh6hter Ammoniakspiegel im Blut von {iber 25 pmol/L
sein [17]. Dabei korreliert der Ammoniakspiegel im Blut von Leberzirrhose Patienten nur
bedingt mit den HE-Graden und ist daher nicht alleinig zur Diagnose beziehungsweise dem
Ausschluss einer HE ausreichend [8]. Beim akuten Leberversagen findet sich hingegen eine

deutliche Korrelation von Blutammoniakspiegeln und Schweregrad der HE [18, 19].

Mit psychometrischen Tests kann eine minimale HE oder eine HE Grad I und II
diagnostiziert werden. Hier konnen einfache Rechentests (Subtraktion und Addition) sowie die
weiterverbreiteten und standardisierten Zahlenverbindung- und Liniennachfahrtests
durchgefiihrt werden [8, 20]. Diese Tests weisen aber eine geringe Sensitivitit und Spezifitit
auf und die Ergebnisse werden durch das Alter- und vom Bildungsstand beeinflusst. Aufgrund
dessen werden psychometrische und computerpsychometrische Tests fiir die Diagnose

kombiniert [8, 20, 21].

Die zerebrale Bildgebung mittels Computertomographie zeigt keine Auffilligkeiten bei
HE und kann somit ebenfalls nur fiir differentialdiagnostische Zwecke angewendet werden.
Hieriiber kann zum Beispiel der Ausschluss erfolgen, dass eine zerebrale oder subdurale

Blutung vorliegt [8, 22].

Die Elektroenzephalographie kann mit zunehmenden HE-Graden eine Erniedrigung der
mittleren dominanten Frequenz aufzeigen, jedoch sind auch hier die Unterschiede nicht

spezifisch und selten bei geringgradiger HE zu beobachten [8].

Im Gegensatz dazu ist die kritische Flimmerfrequenz-Analyse (,,Critical flicker
frequency “, CFF) ein international etabliertes diagnostisches Verfahren [23]. Durch diesen Test
wird die Diagnose einer HE mit hoher Sensitivitdt, einfach durchfiihrbar und kostengiinstig
ermdglicht [14]. Hierbei wird eine Lichtquelle abwechselnd an- und ausgeschaltet, beginnend
mit einer hohen Frequenz von 50 Hz, die nachfolgend kontinuierlich erniedrigt wird um 0,5 Hz
pro Sekunde. Als Messwert gilt der Frequenzwert (CFF-Wert), bei dem der Patient das Flackern
des Lichts erkennt und kein durchgehendes Licht mehr wahrnimmt [23]. Der CFF-Wert ist
reproduzierbar und wird nicht durch Faktoren wie Alter, Zeitpunkt der Untersuchung,

Bildungsstand oder Trainingseffekte der Patienten beeinflusst [11]. Der Schwellenwert, der
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gesunde Patienten (HEO) von Patienten mit einer manifesten HE differenziert, betrdgt 39 Hz

[23]. Die Methode zeigt eine hohe Sensitivitit von 98% und eine Spezifitdt von 94% [14].

Fiir die Anamnese werden das Vorliegen vorangehender HE-Episoden, Leberkrankheit
so wie auch HE-prézipitierende Faktoren abgefragt [22]. Zusétzlich sollten andere Ursachen
der Symptomatik ausgeschlossen werden, die gesondert behandelt werden miissen, wie zum

Beispiel Hypoglykdmie, Hypothyreose, Hypoxie oder Arzneimittelwirkungen [22].

Klassifizierung und Schweregrade einer Hepatischen Enzephalopathie (HE)

o . X Schweregrad West-Haven-Kriterien
Typ A Enzephalopathie bei akutem Leberversagen
0 Klinisch unauffillig
Typ B Enzephalopathie bei portosystemischen Bypass ohne Minimale HE | Rognitive Defizite
) Lebererkrankung Diskrete mentale Verlangsamung, Euphorie, Angst,
I verminderte Aufmerksambkeit und
Additionsrechenleistung, Reizbarkeit, gestirte
Typ C Enzephalopathie bei Zirthose Feinmotorik
Lethargie oder Apathie, diskrete Desorientierung
1I (rdumlich und zeitlich), leichte Personlichkeitsstérung,
verminderte Substraktions-Rechenleistung
I 11 Somnolenz, leichte Reaktion auf verbale Reize, Stupor
Episodische HE Persistierende HE Minimale HE v . Koma, keine Reaktion auf verbale Reize

Abbildung 1: Klassifizierung und Einteilung der hepatischen Enzephalopathie (HE) in
Schweregrade. Die verwendeten Informationen zur Darstellung wurden entnommen aus [8, 10,
16].

1.1.3 Hyperammondmie und HE

Zwischen Ammoniumionen und dem gasformigen Ammoniak besteht ein
Dissoziationsgleichgewicht. Nachfolgend wird der Begriff ,,Ammoniak* synonym verwendet
fiir Ammoniak und das Ammoniumion. Unter physiologischen Bedingungen liegt Ammoniak
iiberwiegend als Ammoniumion (NH4") vor. Ammoniak ist ein Zellgift und wirkt neurotoxisch.
In der Fachwelt ist es allgemein anerkannt, dass erhohte Serumammoniakspiegel eine

bedeutende Rolle fiir die Pathogenese der HE spielen [17].

Im gesunden Organismus wird durchschnittlich circa 1000 mmol Ammoniak pro Tag
beim Abbau von Aminosduren gebildet [24]. Ein kleiner Teil davon wird wieder im
Stoffwechsel fiir die Biosynthese von Glutamin und Alanin verwendet. Die normale

Konzentration im portalen Blut betrdgt etwa 300-600 pmol/L und wird durch die gesunde Leber
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auf etwa 20-30 umol/L reduziert [25]. Eine arterielle Ammoniakkonzentration von {iber

100 pumol/L 16st eine schwere HE mit einer Wahrscheinlichkeit von tiber 70% aus [26].

Ammoniak (NH3) wird auch beim Abbau von Aminogruppen (-NH>) aus Eiweillen und
Nukleinsduren im Darm freigesetzt. Uber den Blutkreislauf wird dieser zur Leber transportiert
und dort von den Hepatozyten fiir die Synthese von Harnstoff und Glutamin verwendet.
Harnstoff wird in den periportalen Hepatozyten gebildet und kann iiber die Niere ausgeschieden
werden. In den perizentralen Scavenger-Zellen wird aus Ammoniak und Glutamat unter
Adenosintriphosphat (ATP)-Verbrauch Glutamin gebildet [27]. In einer gesunden Leber kann
dadurch der iiber den Blutkreislauf in die Leber gelangte Ammoniak fast vollstindig eliminiert

werden.

In der zirrhotischen Leber kommt es zu einem ausgepragten Verlust an funktionsfahigen
Hepatozyten und einem narbenartigen Umbau des Gewebes. Dieser Umbau wird von den
hepatischen Sternzellen (HSC) durch die Synthese von Matrixproteinen vermittelt [28]. In der
Folge kommt es zur Anreicherung von Bindegewebe in der Leber und die Organfunktion sowie

die Féhigkeit zur Ammoniakentgiftung nimmt ab.

Eine durch Leberzirrhose ausgeldste portale Hypertension (Pfortaderhochdruck) kann
zur Bildung von Umgehungskreislaufen fiihren [29, 30]. Hierbei wird eine neue
GefdBverbindung geschaffen mit der Folge, dass das Blut aus Darm und Milz nicht mehr
vollstidndig durch die Leber geleitet wird und der Pfortaderdruck sinkt. Dadurch werden im Blut

geldste Verbindungen wie der Ammoniak nicht mehr in der Leber metabolisiert.

Durch die beeintrichtigte Ammoniakentgiftung in der zirrhotischen Leber steigt der
Ammoniakgehalt im Blut an (Hyperammondmie) (Abbildung 2). Der in den Blutkreislauf
gelangte Ammoniak tiberwindet die Blut-Hirn-Schranke und gelangt in das Gehirn, wo er von
der in den Astrozyten exprimierten Glutamin-Synthetase unter Energieverbrauch fiir die

Bildung von Glutamin verwendet wird [31].
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1.1.4 Astrozytenschwellung bei HE

Astrozyten stellen den Hauptanteil der nicht-neuronalen Zellen im humanen Gehirn mit
fast 50% des humanen Gehirnvolumens [32]. Die Hyperammonémie ist mit einer gesteigerten
Bildung und Akkumulation von Glutamin in den Astrozyten vergesellschaftet. Diese induziert
eine Astrozytenschwellung und es kommt zur Ausbildung eines geringgradigen glialen Odems
[2, 8]. Die Ausbildung eines geringgradigen Hirnddems bei HE-Patienten wurde erstmalig
mittels Magnetresonanz-spektroskopischen Untersuchungen von Hiussinger und Kollegen

nachgewiesen [2] und nachfolgend durch ,,Quantitative Water Imaging* bestatigt [33].

Die erhohte Glutaminakkumulation in den Astrozyten der HE-Patienten kann bis zu
einem gewissen Grad durch die Osmolyt-Freisetzung von Myo-Inositol kompensiert werden.
Die volumenregulatorische Kapazitit der Astrozyten nimmt infolgedessen jedoch bei einer
Hyperammonimie stetig ab, bis sie erschopft ist und sich durch osmotische Schwellung der

Astrozyten ein geringgradiges gliales Odem ausbildet [2, 5, 34].

Neben Glutamin kénnen eine Vielzahl weiterer heterogener HE-relevanter Faktoren
eine Schwellung in Astrozyten ausldsen. Unter dem Einfluss weiterer HE-relevanter Faktoren
kann ein geringgradiges Hirnddem exazerbieren. So konnen die Einnahme von Sedativa,
Hypnotika oder Neuroleptika, die vermehrte Bildung von Zytokinen und pro-
inflammatorischen Proteinen, wie zum Beispiel Tumor necrosis factor o (TNFa) oder eine

Hyponatridmie die HE deutlich verstérken [35].



1 Einleitung 7

Exazerbation des geringgradigen
zerebralen Odems

HE-priizipitierende Faktoren
(Infektionen, Sedativa, Diuretika, Hyponatridmie.
Astrozytenschwellung Arzidose, Gastrointestinale Blutung, Trauma)

Erschdpfung der Volumen-regulierenden
Kapazitit der Astrozyten
(Geringgradiges zerebrales Odem)

T

— Glutaminakkumulation in den Astrozyten
Gehirn 5.7\ (Osmotisch kompensiert durch Myo-Inositol-Freisetzung)

T

Hyperammonémie

T

Leberzirthose

T

Ammoniak
(Hauptsidchlich aus dem Darm resorbiert)

Darm

Abbildung 2: Ausbildung eines geringgradigen zerebralen Odems bei der HE. Der
hauptsédchlich aus dem Darm resorbierte Ammoniak 16st durch die gestorte
Ammoniakentgiftung der zirrhotischen Leber eine Hyperammonémie aus. Dies fiihrt zu einer
Glutaminakkumulation in den Astrozyten, bis hin zur Erschopfung der Volumen-regulierenden
Kapazitit der Astrozyten. Klinisch manifestiert sich die HE in Form eines geringgradigen
Odems, welches durch den Einfluss von HE-prizipitierenden Faktoren exazerbiert.
Informationen zur Fertigung der Abbildung wurden entnommen aus [5].

1.1.5 Osmotischer und oxidativer/ nitrosativer Stress bei HE

Eine Gemeinsamkeit der heterogenen Gruppe der HE-relevanten Faktoren Ammoniak,
proinflammatorische Zytokine, Benzodiazepine und Hypoosmolaritit ist es, sowohl
osmotischen als auch oxidativen/ nitrosativen Stress (Reactive oxygen/ nitrogen species;, ROS/
RNS) in den Astrozyten zu induzieren [5, 36] (Abbildung 3). Wihrend eine Zellschwellung
bereits hinreichend fiir die Bildung von ROS/ RNS ist [36], konnen umgekehrt ROS/ RNS auch

eine Zellschwellung in Astrozyten induzieren [37].

Dies deutet auf eine wechselseitige Verstirkung der Astrozytenschwellung und der
Bildung von RNOS in den Astrozyten. Es wurde daher postuliert, dass es hierdurch zur
Ausbildung eines circulus vitiosus kommt, in dessen Verlauf eine Reihe von Verdnderungen

im Astrozyten auftreten, die unterschiedliche biologische Prozesse wie zum Beispiel
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Signalkaskaden oder die Genexpression beeintrachtigen. Zu den, durch den oxidativen/
nitrosativen Stress vermittelten, funktionell bedeutsamen Verdnderungen im Astrozyten zéhlen:
Posttranslationale Proteinmodifikationen, wie Proteintyrosinnitrierung, Oxidation von RNA,
Genexpressionsanderungen und Seneszenz [35]. In der Gesamtheit bewirken diese
Verdanderungen Storungen der Astrozytenfunktionen und sekundir dadurch auch neuronaler
Funktionen. Die Kommunikation zwischen Astrozyten und Neuronen wird beeintrachtigt und
damit auch die synaptische Plastizitét, was zur Stérung oszillatorischer Netzwerke im Gehirn

fiihrt. Dies manifestiert sich in den neurologischen Symptomen der Patienten.

HE-relevante Faktoren

Ammoniak Benzodiazepine Zytokine Hypoosmolaritét

Astrozyten ‘ | Auto Amplifikation

ROS/RNS
/4\ e
PR N
-~ I ~
e | S
=7 | Sy
AT | E ~.
u° v A
Protein-/ Gen- RNA- /Protein- Signaltransduktion
Expression Modifikationen Seneszenz

Y
Dystfunktion von Astrozyten und Neuronen

.

Gestorte astrogliale/ neuronale Kommunikation

.

Beeintrachtigung der synaptischen Plastizitét
Gestorte oszillatorische Netzwerke

Symptome der HE

Abbildung 3: Pathomechanismus der hepatischen Enzephalopathie. HE-relevante Faktoren
induzieren eine Astrozytenschwellung sowie die Bildung von reaktivem oxidativen/
nitrosativen Stress (ROS/RNS), welche sich wechselseitig verstiarken. Hieriiber werden eine
Reihe von Verdnderungen herbeigefiihrt, die in der Gesamtheit Astrozyten- und hieriiber
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Neuronenfunktionen beeintriachtigen und in der Folge kognitive und motorische Stérungen bei
den Patienten bedingen. Das Schema wurde auf Grundlage von [2, 8, 35] erstellt.

1.1.6 Therapieansitze und Prognose der HE

Als primdrer Therapieansatz gilt es zundchst die HE-auslosenden Faktoren zu
bestimmen und zu eliminieren. Ein wesentliches Ziel ist dabei den Blutammoniakspiegel des
Patienten zu senken. Dafiir kann die Ammoniakbildung im Darm durch die Einnahme von
Antibiotika vermindert werden, wodurch die Population der Ammoniak-bildenden Bakterien
vermindert wird. Auch eine Restriktion der Eiweizufuhr iiber die Nahrung kann die
Ammoniakbildung reduzieren. Die Einnahme von Laktulose oder Laktitol steigert den
Sduregehalt im Darm und sorgt fiir eine verminderte Ammoniakresorption [38]. Das
Antibiotikum Rifaximin kann als zusitzliches Therapeutikum zu Laktulose eingesetzt werden,
um eine wiederauftretende HE zu verhindern [9, 39]. Durch Verabreichung von
L-Ornithin-L-Aspartat werden sowohl Ammoniakentgiftung als auch die klinische
Symptomatik und die Hirnfunktion verbessert. Es beschleunigt den Harnstoffzyklus und senkt
den Ammoniakgehalt, da es das Kohlenstoffgeriist fiir die Glutaminsynthese bereitstellt und der
vorhandene Ammoniak leichter metabolisiert werden kann [38]. Auch das Stillen einer Magen-

Darm-Blutung senkt die Proteolyse-vermittelte Ammoniakbildung.

Wenn die HE-auslosenden Faktoren eliminiert werden und die Ammoniakspiegel
ausreichend vermindert werden, konnen die zerebralen Folgen der Ammoniakvergiftung
prinzipiell nach Auflésung einer HE-Episode reversibel sein. Neuere Untersuchungen zeigen
jedoch, dass dies haufig nicht der Fall ist und neurologische Beeintrdchtigungen persistieren

[40-42]. Die einzige derzeit verfiigbare kurative MaBBnahme stellt die Lebertransplantation dar.

1.2 Zellproliferation

Bei der Zellteilung wird die Deoxyribonucleic acid (DNA) zundchst dupliziert und
anschlieBend ein Chromosomensatz auf die neu gebildete Tochterzelle {ibertragen
(Abbildung 4). Durch den Zellzyklus wird die Zellproliferation reguliert, die fiir die
Entwicklung von Organismen, das Wachstum von Gewebe und Organen und den

Heilungsprozess bei Verletzungen essenziell ist.
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Der Zyklus einer Zellteilung wird in vier verschiedene Phasen unterteilt. Wahrend der
Interphase wird die Zellteilung initiiert und die Zelle ist metabolisch aktiv. Beginnend mit der
G1-Phase (Gap 1) bereitet sich die Zelle auf die Replikation der DNA vor, wichst auf die
doppelte GroBe an und generiert Zellorganellen [43]. In der S-Phase (Synthesis) wird das
Genom im Nukleus verdoppelt und das Zentrosom fiir die spitere Teilung der DNA ausgebildet
[43]. In der Ubergangsphase G2 (Gap 2) bereitet sich die Zelle auf die folgende M-Phase
(Mitosis) vor, indem die Zelle Proteine synthetisiert, die fiir die Mitose bendtigt werden [43].
Fiir die Teilung durchliuft die Zelle die Zwischenschritte Prophase, Prometaphase, Metaphase,
Anaphase und Telophase, in denen die Tochterzelle generiert, ein Chromosomensatz auf diese
iibertragen und die Zellen anschlieBend getrennt werden [44]. Nach der Teilung kann die Zelle
einen neuen Zyklus durchlaufen oder in die Ruhephase (GO-Phase) eintreten, in der sie sich

weder teilt noch wichst.

Die Initiierung und Regulation der Zellteilung erfolgt primér tiber Komplexe aus Cyclin-
dependent kinases (CDK) und Cycline [45]. CDKs sind an verschiedenen Stadien der
Zellteilung beteiligt und eine Inhibition kann das Einsetzen der Mitose verhindern. Die
Regulierung erfolgt liber die Phosphorylierung von Serin- und Threonin-Resten (CDK1), die
aktivierend und hemmend wirken kénnen [45]. Neben der Phosphorylierung der CDKs, ist
deren Bindung an regulatorische Cyclin-Proteine mal3geblich wichtig fiir deren Aktivierung, da
diese spezifische Nuclear localisation signal (NLS)-Sequenzen enthalten, die den Transport

zum Nukleus gewéhrleisten [46].

Fiir die Zellteilung werden unterschiedliche Substrate durch die CDK phosphoryliert, wie
zum Beispiel in der G1-Phase das Retinoblastom protein (pRB), welches an unterschiedlichen
Stellen phosphoryliert werden kann. Die nicht-phosphorylierte Form bindet den
Transkriptionsfaktor E2F und inaktiviert diesen [47]. Wenn E2F phosphoryliert wird, folgt
dessen Freisetzung aus dem pRB/E2F-Komplex und aktiviert die Transkription spezifischer
Gene, welche wichtig fiir die Fortfithrung des Zellzyklus sind [47]. Die wichtigsten Inhibitoren
der G1- und S-Phase des Zellzyklus sind die Proteine p16 (INK4a CDK-Inhibitor 2A) und p21
(Wafl, Cifl CDK-Inhibitor 1) [47, 48]. Durch Bindung der Cycline wird die Phosphorylierung
von pRB durch die CDK verhindert, wodurch die Dissoziation von E2F unterbunden wird [47].
p21 bindet und inhibiert Proliferating cell nuclear antigen (PCNA), welches an der
DNA-Replikation und DNA-Reparatur beteiligt ist [47].
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Das DNA-bindende Protein Tumor supressor protein 53 (p53) gilt als Checkpoint-
Protein und fungiert als Tumor-Suppressor [47]. Bei einer DNA-Beschidigung wird p53
stabilisiert, wodurch das p2/-Gen abgelesen wird. Dies fiihrt zu einem Zellzyklusstopp oder
induziert unter bestimmten Bedingungen Apoptose [49]. Wird das p53-Gen durch Mutation
inhibiert, kann die Transkription von p21 nicht mehr reguliert werden. In dieser Situation kann

der Zellzyklus nicht mehr arretiert werden und die Tumorgenese wird beglinstigt [50].

1.3 Zellulare Seneszenz

Bei der Seneszenz ist der Zellzyklus dauerhaft arretiert (Abbildung 4). Sie ist
abzugrenzen von der transienten Ruhephase, in die Zellen nach der Zellteilung eintreten

konnen.

Es werden zwei Formen der Seneszenz unterschieden, die replikative und die premature
Seneszenz [51, 52]. Die replikative Seneszenz ist irreversibel und tritt altersbedingt ein [53].
Die Telomerenden von Chromosomen verkiirzen sich fortschreitend als eine physiologische
Folge genomischer Instabilitdt und DNA-Schiaden [54]. Die premature Form hingegen kann
reversibel sein, wenn die auslosenden Faktoren beseitigt werden [52]. Ursachen fiir die
premature Seneszenz sind oxidativer Stress, ionisierende Strahlung, toxische Substanzen,

mitochondriale Dysfunktion oder Onkogene [55].

Die Zellkerne seneszenter Zellen sind strukturell verdndert durch eine verringerte
Expression von Laminin B1 [53]. Gleichzeitig werden die Zellzyklusinhibitoren p16, p53 und
p21 sowie Growth-arrest and DNA damage-inducible protein 45 a (Gadd45a) verstirkt
exprimiert. Diese gelten als Biomarker flir Seneszenz [52]. Die Mammalian target of rapamycin
complex 1 (mTORC1) -Aktivitét ist in seneszenten Zellen erhoht, wodurch die Autophagie
inhibiert wird [56, 57]. Ein weiteres Merkmal ist die verstiarkte Aktivitdt der Seneszenz-

assoziierten B-Galaktosidase (SA- B-Gal) [58].

Seneszente Zellen sezernieren spezifische micro RNAs (miRNAs), Zytokine, Chemokine,
Wachstumsfaktoren und Proteasen in einer Weise, die abhingig von der Aktivierung des
NF-kB-Signalwegs ist. Diese Faktoren werden als Senescence-associated secretory phenotype
(SASP) und Senescence-messaging secretome (SMS) bezeichnet und konnen autokrin wie auch

parakrin wirken [53].
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Signalwege der zelluliiren Seneszenz

Proliferierende Zelle

Cyclin B
[omassa || G|
Mitose-Phase
b3S
G2-Phase Zellzyklus
Zellwachstum Zellteilung
Cyclin A
CDK2 Zytokinese
() rpasy U 3
ROS 1
DNA Schiiden
Onkogene |::> DNA-Synthese Zellwachstum
Dysfunktion von Telomeren
Epigenetische Stérung COES
S-Phase E
GI-Phase
CARM1 R
- 21/ Cyclin E
P yelin
S ‘ Gaddd5a CDK2 GUPhase
| Seneszenz-Signale |
Proliferierende Faktoren J_
pRB Zellzyklusstillstand
Anti-proliferierende |
Faktoren —_
E2F
Verinderte Gentranskription
Seneszente Zelle
T  mwTORC1
1 Autophagie

T Apoptose Widerstand
T T G—
T NF-kB Signalweg

1 B-Gal Akfivitat

Abbildung 4: Darstellung der Signalwege zellulidrer Seneszenz und der Zellzyklus-Phasen G1,
S, G2, M und GO. Es werden die unterschiedlichen Phasen der Zellteilung regulierenden
Cyclin-dependent kinases (CDKs), Cycline und anti-proliferativer Faktoren sowie Merkmale
und Verdnderungen seneszenter Zellen wie die Seneszenz-assoziierte f-Galaktosidase (SA- B-
Gal), Senescence-associated secretory phenotype (SASP) und Senescence-messaging
secretome (SMS) gezeigt. Die Abbildung wurde auf Grundlage von [47, 53, 59, 60] erstellt.

1.3.1 Einfluss von Ammoniak auf die Proliferation von Astrozyten

Die Inkubation kultivierter Astrozyten mit Ammoniak hemmt deren Proliferation und
induziert premature Seneszenz [57]. Dies wird {liber die Bildung reaktiver Sauerstoffradikale
vermittelt, die iiber eine Aktivierung der p38 die Phosphorylierung der p53 induzieren, welche

die Transkription von p21 und Gadd45a steigert [57, 61, 62].
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Auch im Gehirn von Patienten mit HE wurden Biomarker fiir Seneszenz hochreguliert
gefunden [61]. Somit stellt die Seneszenz einen wichtigen Aspekt fiir die Pathogenese der HE

dar.

1.3.2 Die Methyltransferase CARM1

Die spezifische Arginin-Methylierung und Acetylierung von Histonen sind bedeutsam
fiir die p53-abhingige Transkription von p2/ und Gadd450 und damit fiir die Induktion von
Seneszenz [59, 63].

Die Methyltransferase Coactivator-associated arginine methyltransferase 1 (CARMI)
gehort zur Familie der Protein arginine methyltransferases (PRMT). Sie katalysiert die
Methylierung von Arginin-Resten in verschiedenen Proteinen, wie zum Beispiel in Histonen

und aktiviert dadurch die Transkription spezifischer Gene bei der Zellteilung [60, 64, 65].

CARMI fungiert als Co-Aktivator bei der Transkription und ist in viele biologische
Prozesse involviert, wie zum Beispiel Autophagie, mRNA-Spleilen, Ontogenese und spielt
eine wichtige Rolle fiir die Entwicklung und Differenzierung von Zellen [66, 67]. CARM1 kann
auch selbst posttranslational modifiziert werden durch O-GlcNAcylierung, Ubiquitinylierung
oder Auto-Methylierung. Die Inhibition von CARMI1 kann die Zellproliferation unterbrechen
und Apoptose auslosen [68]. Daher wird CARMI als therapeutisches Ziel und Biomarker fiir

verschiedene Krebsarten intensiv beforscht [67].

Ob Anderungen der Expression oder Aktivitit von CARMI1 eine Rolle spielen fiir die

durch Ammoniak-induzierte Seneszenz in Astrozyten, wurde bislang nicht untersucht.

1.4 Genexpressionsdanderungen bei HE

Der durch Ammoniak in Astrozyten induzierte oxidative/ nitrosative Stress (ROS/ RNS)
aktiviert eine Reihe von Transkriptionsfaktoren, wodurch die Expression verschiedener Gene

beeinflusst wird, die potenziell eine Rolle fiir die Pathogenese der HE spielen (Abbildung 5).

Dazu gehoren die Transkriptionsfaktoren Specificity potein 1 (SP1) und der
Metal-responsive transcription factor 1 (MTF-1), die durch den Ammoniak- und

Hypoosmolatitdt-induzierten nitrosativen Stress im Zellkern akkumulieren [69, 70]. Es wurde
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gezeigt, dass dies auf einen Anstieg freier intrazelluldrer Zinkionen zuriickzufiihren ist, die
NO-induziert aus Zn?**-Thiolat-Clustern aus Proteinen freigesetzt werden [69, 70]. Da erhdhte
Spiegel an Zinkionen zytotoxisch wirken, stellt die MTF-1 abhéngige Hochregulation von
Zinkionen-bindenden Metallothioneinen (MT)-1 und -2 eine protektive Antwort dar [71].
Ebenfalls waren die mRNA-Spiegel von sechs MT-Isoformen signifikant hochreguliert in
humanen post mortem Gehirnen von Patienten mit Leberzirrhose und HE, von denen einige mit
den Ammoniakspiegeln im peripheren Blut korrelierten [72]. Auch die nukledre Akkumulation
von SP1 wird durch Ammoniak oder hypoosmotische Zellschwellung Zink-abhéngig
vermittelt. In mit hypoosmotischem Zellkulturmedium inkubierten Astrozyten wurden
ebenfalls die mRNA-Spiegel des Peripheral-type benzodiazepine receptor (PBR) hochreguliert
gefunden [70]. Die Hochregulation des PBR-Proteins konnte ebenfalls in Ammoniak-
behandelten Astrozyten beobachtet werden [69]. Zudem waren auch PBR-Bindestellen im
Gehirn von Patienten mit Leberzirrhose, die im hepatischen Koma starben, erhoht [73]. Da der
PBR Cholesterol in die Mitochondrien importiert und dies essentiell fiir die Synthese von
Neurosteroiden ist [74], konnte die Hochregulation des PBR im Zusammenhang mit erhéhten
Neurosteroid-Spiegeln stehen, welche in post mortem Hirnen von Patienten mit Leberzirrhose

und HE gefunden wurden [75, 76].

Neurosteroide sind Substrate des Multidrug resistance protein 4 (Mrp4), welches durch
die ROS/ RNS- induzierte Aktivierung des Peroxisome proliferator-activated receptor-a
(PPARa) in mit Ammoniak-behandelten Astrozyten heraufreguliert wird [77]. Eine
Heraufregulation der Mrp4-mRNA und des Mrp4-Proteins wurde ebenfalls in post mortem
Gehirnen von Patienten mit Leberzirrhose mit HE gefunden [77]. Auch die y-Aminobuttersidure
(GABA)- abhingige Neurotransmission in HE [78, 79] konnte eine Folge der PBR-abhingigen
Synthese und Mrp4-vermittelten Freisetzung von Neurosteroiden aus Astrozyten sein. Ebenso
triggert der oxidative/ nitrosative Stress mRNA-Expressionsverdnderungen verschiedener
Ephrinrezeptor (EphR) und Ephrin (Eph)- Isoformen, wobei diese Verdanderungen ebenfalls in
post mortem Gehirn von Patienten mit Leberzirrhose und HE nachgewiesen wurden [80]. Die
bidirektionale Signalweiterleitung zwischen Astrozyten und Neuronen tiber EphR/ Eph
moduliert die Expression der glialen Glutamattransporter und beeinflusst hieriiber die
synaptische Transmission [81, 82]. Daher konnten durch ROS/ RNS-vermittelte EphR-/
Eph-mRNA-Expressionsdnderungen beeintrachtigte glutamaterger Neurotransmission und

verringerte synaptische Plastizitdt in HE verursachen [80].
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In einer vorangegangenen Studie wurden mittels Transkriptomanalysen 616
Genexpressionsveranderungen in humanen post mortem Gehirnen von Patienten mit
Leberzirrhose und HE gefunden [72]. Diese sind an biologischen Prozessen wie oxidativem

Stress, Mikroglia-Aktivierung und Proliferation beteiligt [72].

Neben verdnderten Genexpressionsianderungen reguliert der durch Ammoniak-induzierte
ROS auch spezifische miRNAs in Astrozyten in vitro herunter [83]. Diese, als neue Vertreter
der Gruppe der ,,RedoxmiRs* identifizierten miRNAs [83], beeinflussen mRNA-Spezies, deren
Proteine in den Glutamintransport (Solute carrier family 1 member 5, Slcla5/ ASCT2), die
Glutaminolyse (Kidney-type glutaminase, GLS), oxidativen Stress und Seneszenz (Nox4) und
Ham-Oxygenase (HO1) involviert sind. Dies ldsst vermuten, dass die ,,RedoxmiRs* eine

wichtige Rolle fiir Genexpressionsidnderungen spielen, die bedeutsam fiir die Pathogenese der

HE sind.
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Abbildung 5: Einfliisse von oxidativem/ nitrosativem Stress auf die Genexpressionsdnderung.
Ammoniak aktiviert die Transkriptionsfaktoren (TF) NF«B, p53, Peroxisome proliferator-
activated receptor-o. (PPARa), Metal-responsive transcription factor 1 (MTF-1) und
Specificity potein 1 (SP1). Dadurch wird die Genexpression von Gadd45a, p21, Mrp4, MT1/2
iNOS beeinflusst. Durch die Ammoniak-vermittelte Herunterregulation spezifischer miRNAs
(,,RedoxmiRs*) wird die Genexpressionen der Target-mRNAs Nox4, HO1, Glsl und Slcla5
beeinflusst, was sich auf den oxidativen Stress, Seneszenz, Glutaminolyse und Glutaminexport
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auswirkt. Informationen zur Erstellung der Abbildung wurden den folgenden Quellen
entnommen [37, 84].

1.4.1 RNA-Oxidation bei der HE

Neben den zuvor beschriebenen Genexpressionsdnderungen induziert Ammoniak tiber
die Bildung von oxidativ/nitrosativen Stress die Oxidation von RNA durch Heraufregulation
der HO1 und der NADPH-Oxidase 4 (Nox4) [85, 86]. Dabei wird die Base Guanin zu 8-oxo-
Guanin oxidiert. Da RNAs als Einzelstrang vorliegen und nicht von assoziierten Proteinen
geschiitzt werden, sind sie im Vergleich zur DNA leichter angreifbar durch reaktive Stick- und
Sauerstoffspezies [87]. Dennoch ist die RNA-Oxidation spezifisch und konnte beim
astroglialen Glutamate/aspartate transporter (GLAST) und der 18S ribosomalen RNA, aber
nicht bei der abundanten B-Aktin RNA in mit Ammoniak-behandelten Astrozyten gefunden
werden. [85]. Die Oxidation der RNA kann mistranslatierte Proteine hervorbringen, deren

Funktion beeintrichtigt ist, oder deren Translation inhibieren [88].

Im Gegensatz zur Oxidation der DNA ist gegenwértig unklar, ob oxidierte RNA
orepariert  werden kann. Die Akkumulation oxidierter RNA bei zahlreichen
neurodegenerativen Erkrankungen wie beispielsweise Morbus Alzheimer spricht jedoch
zumindest dafiir, dass putative Reparaturmechanismen unter bestimmten pathologischen
Bedingungen nicht effektiv sind. Auch in humanen post mortem Hirnproben von Leberzirrhose

Patienten mit HE wurden erhdhte Spiegel oxidierter RNA im zerebralen Kortex gefunden [86].

In Tiermodellen zur HE wurde im zerebralen Kortex, neben in Astrozyten, auch in
Neuronen und dort, unter anderem auch an Synapsen eine ausgeprigte RNA-Oxidation
nachgewiesen [85]. Diese Untersuchungen haben die Hypothese begriindet, dass die RNA-
Oxidation die Proteinsynthese an Synapsen beeintrachtigen konnte und damit Synapsen unféhig
werden sich zu restrukturieren. Da dies essenziell ist fiir synaptische Plastizitit, Lernen und
Gedéachtnis, wurde vermutet, dass kognitive Beeintrdchtigungen bei der HE auch Folge

zerebraler RNA-Oxidation sein konnen [85].



1 Einleitung 17

1.4.2 Das RNA-bindende Protein TROVE2

Wie im vorherigen Abschnitt bereits erwahnt, ist derzeitig unklar, ob Reparatur- und/
oder Qualitatskontrollmechanismen existieren, liber die oxidierte RNA prozessiert wird. Das
rRNA-bindende Protein TROVE2/R060 ist in Qualititskontrollen von RNA wie Stabilisierung,
Prozessierung und Qualitdtskontrolle nicht-kodierender RNAs involviert [89] und kann fehl-
gefaltete oder mistranslatierte ribosomale RNA degradieren [90, 91]. Dabei bildet TROVE2/
Ro60 einen Komplex mit dem La-Protein und Y-RNA [89]. Das La-Protein fungiert als
RNA-bindendes Protein, welches die Reifung von Transkripten vermittelt, die von der
RNA-Polymerase III synthetisiert wurden sowie von anderen nicht-kodierenden RNAs [92].
Y-RNAs werden von der RNA-Polymerase III synthetisiert und sind kleine, nicht-kodierende
RNAs, die an der DNA-Replikation beteiligt sind [91].

TROVE2-inaktivierende  Autoantikorper werden bei Menschen mit dem
Sjogren-Syndrom und systemischem Lupus Erythematodes gefunden [93]. Beide
Erkrankungen gehen mit entziindlich-theumatischen ~Symptomen und schweren
Polyneuropathien einher [94, 95]. Beim Lupus werden auch zentralnervose Storungen, wie

beeintrachtigtes Gedichtnis gefunden [96].

Ob TROVE2 auch oxidierte RNA und hier insbesondere oxidierte ribosomale RNAs

binden kann, ist derzeitig unklar.

1.5 Zellulare Eisenhomoostase

Eisenionen sind an einer Vielzahl von biologischen Prozessen beteiligt, dazu zéhlen zum
Beispiel Sauerstofftransport, Energiemetabolismus und DNA-Synthese (Abbildung 6) [97].
Ungebundene Eisenionen konnen durch Bildung reaktiver Sauerstoffspezies DNA, Proteine
und Lipide beschddigen. Insbesondere der Bildung hochreaktiver Hydroxylanion-Radikale, in
der sogenannten Fenton-Reaktion, wird eine kausative Rolle fiir neurologische Stérungen bei

einer Vielzahl neurodegenerativer Erkrankungen zugesprochen [98].

Die Eisenhomdostase wird in der Zelle streng iiber die Aufnahme, Abgabe und
Speicherung reguliert. Die Abgabe zweiwertiger Eisenionen (Fe?") erfolgt exklusiv iiber den
Transmembrantransporter Ferroportin [97]. Die Funktion von Ferroportin ist gekoppelt an die

Ferroxidasen Hephaestin und Ceruloplasmin, die mit Ferroportin interagieren. Damit der
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Export erfolgen kann, werden zweiwertige Eisenionen zu dreiwertigem Eisen (Fe*") oxidiert
[97]. Die genauen Mechanismen der Interaktion zwischen dem Transmembrantransporter und
den beiden Enzymen sind derzeitig unklar. Das Peptid Hepcidin kann den Export von
Eisenionen aus den Zellen durch Bindung und nachfolgenden Abbau von Ferroportin hemmen
[99]. Dieser Mechanismus spielt eine wichtige Rolle fiir die Regulation der systemischen
Eisenspiegel, indem es die Abgabe von resorbierten Eisenionen aus der Darmmukosa in die
Blutzirkulation hemmt [100]. Im Blutplasma liegt dreiwertiges Eisen gebunden an Transferrin
vor, welches iiber den Transferrinrezeptor gebunden und von der Zelle aufgenommen werden
kann [101]. Die Aufnahme von freien Eisenionen in Zellen kann auch iiber Divalent metal

transporter 1 (DMT1) erfolgen [97].

In der Zelle werden ungebundene freie zweiwertige Eisenionen im Eisenspeicherprotein
Ferritin komplexiert oder in Mitochondrien importiert, wo sie fiir die Synthese von Hdm oder
die Bildung von Eisen-Schwefel-Clustern (Fe-S-Cluster) verwendet werden. Intrazelluldres

Him kann durch die HO1 in Biliverdin, CO und Fe?" iiberfiihrt werden [102].

Die intrazelluldre Eisenhomdostase wird post-translational liber /ron responsive proteins
(IRP) gesteuert, welche die Translation von mRNAs fiir Proteine des Eisenmetabolismus wie
DMT1, Ferritin, Ferroportin und Transferrin hemmen [103]. Bei einer geringen intrazelluldren
Eisenkonzentration binden IRP mit hoher Affinitit an /ron regulating elements (IRE) in der
mRNA und inhibieren hierliber deren Translation [103]. Hierdurch wird die intrazelluldre
Eisenspeicherung und der Export blockiert. Ist die intrazelluldire Konzentration freier
Eisenionen hoch, vermindert die Bindung von Eisenionen an die IRPs deren Affinitét fiir IREs
und steigert dadurch die Translation von Eisenionen-bindenden oder -transportierenden
Proteinen. Hieriiber werden, eine Akkumulation freier Eisenionen und potenziell damit

einhergehende oxidative Schidigungen in der Zelle verhindert.
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Abbildung 6: Regulation der zelluldren Eisenhomdoostase. Die intrazelluldre Konzentration
freter Eisenionen wird durch Im- (DMTI, Transferrinrezeptor) und Export (Ferroportin),
Speicherung (Ferritin) reguliert und durch Einbau (Him-Biosynthese) bzw. Freisetzung
(Himoxygenase) aus Proteinen beeinflusst. Informationen zur Abbildung wurden [104]
entnommen.

1.5.1 Eisenhomoostase bei der HE

Astrozyten bilden gemeinsam mit Endothelzellen die Blut-Hirn-Schranke und kénnen
Eisenionen aus der Blutzirkulation aufnehmen und an andere Zellen im zentralen Nervensystem

(ZNS) weitergeben. [98].

Neuere Untersuchungen zeigen, dass Ammoniak in kultivierten Astrozyten die
intrazelluldren Spiegel freier FEisenionen in Mitochondrien und in Lysosomen/

Autophagosomen steigert. Auch die Spiegel des im Zytosol lokalisierten Ferritins sind in
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Ammoniak-inkubierten Astrozyten in vitro erhoht [61]. Dies ist ein indirekter Hinweis darauf,
dass auch im Zytosol die Spiegel freier Eisenionen ansteigen, da die Translation von Ferritin,
wie oben beschrieben, durch IRPs reguliert wird. Daneben steigert Ammoniak die mRNA- und
Proteinspiegel der HOI1, die aus Hadm zweiwertige Eisenionen freisetzt [61]. Weitere
Untersuchungen legen nahe, dass die erhdhten Spiegel freier Eisenionen in den mit Ammoniak-
inkubierten Astrozyten die Bildung von oxidativem Stress liber die Fenton-Reaktion vermitteln

und dies Seneszenz in den kultivierten Rattenastrozyten induziert.

Auch in post mortem Hirnproben von zwei unabhidngigen Kohorten von Leberzirrhose
Patienten mit HE wurde ein geringer, aber signifikanter Anstieg der Ferritin-mRNA und
weiterer Gene, die fiir Proteine, die in den Eisenstoffwechsel involviert sind, beobachtet [61].
Es wurde daher vermutet, dass die Hochregulation der Biomarker fiir oxidativen Stress [86]
und Seneszenz [57] im Gehirn von Zirrhose Patienten mit HE im Zusammenhang mit einer

Dysregulation der Eisenhomdostase im Gehirn der HE-Patienten steht.

1.5.2 Das Eisenbindende Protein LCN2

Freie Eisenionen konnen intrazelluldr toxische Wirkungen auf die Zelle ausiiben und
oxidativen Stress induzieren. Damit dieser Prozess nicht stattfindet, werden freie Eisenionen an
Komplexe gebunden. Dies geschieht insbesondere durch Komplexierung im
Eisenspeicherprotein Ferritin. Dariiber hinaus gibt es weitere Eisenionen-bindende Proteine,
wie das Lipocalin-2 (LCN2). LCN2 oder auch Neutrophil gelatinase-associated lipocalin
(NGAL) genannt, ist ein hoch affiner Eisen-Chelator, der an der Homdostase beteiligt ist [105].
Dieses Protein wird im Rahmen der Akut-Phase-Reaktion gebildet und spielt bei der
angeborenen Immunitdt eine wichtige Rolle, wo es durch Chelierung von Eisenionen das
Wachstum von Bakterien begrenzen kann [106]. Im Darm limitiert LCN2 auf diese Weise das
Wachstum der Darmflora und wirkt hieriiber anti-inflammatorisch [107]. LCN2 wird auch als
Biomarker fiir Entziindungsreaktionen und Infektionen genutzt, wo gesteigerte LCN2

Proteinspiegel beobachtet werden [108].

Im Gehirn hat LCN2 Entziindungs-unabhingige Funktionen. Hier beeinflusst es die
synaptische Dichte, die neuronale Erregbarkeit und die Signalweiterleitung [109]. Die
zugrundeliegenden Mechanismen sind noch nicht vollstandig aufgeklart. LCN2 wurde bereits

im Zusammenhang mit den Pathogenesen von neurologischen Erkrankungen, wie
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beispielsweise vaskuldrer Demenz und Amyotrophic lateral sclerosis (ALS) untersucht, in

denen die LCN2 Proteinspiegel signifikant erhoht gefunden wurden [110, 111].

LCN2 wurde bislang nicht im Zusammenhang mit zerebraler Dysfunktion bei der HE

untersucht.

1.6 Mitochondrien, Ammoniaktoxizitit und HE

Mitochondrien spielen fiir den Energiestoffwechsel eine bedeutsame Rolle und sind der
Ort, an dem die oxidative Decarboxylierung, der Citratzyklus und die Endoxidation in der
Atmungskette stattfinden. In der Literatur gibt es zahlreiche Hinweise darauf, dass die HE mit
einer Beeintrichtigung des zerebralen Energiestoffwechsels in Mitochondrien assoziiert ist
[112, 113]. Dies geht einher mit morphologischen Anderungen der Mitochondrien, die

charakteristisch fiir dysfunktionale Mitochondrien sind: Fragmentierung und Schwellung [114].

Diese Auftilligkeiten sind ebenfalls charakteristisch fiir seneszente Zellen [115]. In
dysfunktionalen Mitochondrien ist die Effizienz der oxidativen Phosphorylierung, als MaB fiir
die Energiegewinnung durch Bildung von Adenosintriphosphat (ATP) in der Atmungskette
vermindert und dies geht einher mit einer gesteigerten Bildung von ROS. Durch die Reduktion
von Sauerstoffmolekiilen (O2) werden hochreaktive Sauerstoffmetabolite wie Superoxidionen,
Peroxide und Hydroxylradikale gebildet. Diese konnen die mitochondriale DNA schidigen, da
sie nicht von Histonen geschiitzt werden und sich in relativer Ndhe zur Elektronentransportkette
befinden. Folglich kann die Zelle weniger Energiesubstrate synthetisieren und somit laufen

Energie-abhédngige Prozesse in der Zelle verlangsamt ab [116].

Eine ganze Reihe von an Zellkulturen in vitro, aber auch in Tiermodellen zur HE in situ
erhobenen Befunde legen nahe, dass die Bildung von ROS in den Mitochondrien bei HE
gesteigert ist [85, 117]. Von groBer Bedeutung ist hierbei insbesondere, dass Ammoniak die
mitochondriale ROS-Bildung in kultivierten Astrozyten Glutaminsynthese-abhéngig induziert
[57]. Der zugrunde liegende Mechanismus ist noch unklar, jedoch wurde vermutet, dass die
mitochondriale Glutaminolyse ursdchlich fiir die mitochondriale Dysfunktion und

ROS-Bildung ist [117].

Das aufgenommene Glutamin wird dabei durch die Glutaminase zu Glutamat, unter
Abspaltung von Ammoniak, desamidiert. Dies kann prinzipiell durch zwei Isozyme der

Glutaminase bewerkstelligt werden: Die Glutaminase kidney-type (GLS1/KGA) und die
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Glutaminase liver-type (GLS2). Beide Isozyme wurden mittlerweile in Astrozyten im Hirn der

Ratte und des Menschen nachgewiesen [118, 119].

1.6.1 Der Aminoséuretransporter ASCT2

Der Aminosauretransporter L-alanine/L-serine/L-cysteine transporter 2 (ASCT2) oder
Solute carrier family 1 a 5 (Slcla5) hat ein breites Substratspektrum und transportiert alle
neutralen Aminosduren zu denen auch das Glutamin gehort [120]. In kultivierten
Rattenastrozyten kann dieser als Exporter fungieren und Glutamin aus der Zelle in den
Extrazellularraum transportieren [121, 122]. Daneben existiert eine ASCT2-Variante, die eine
N-terminale mitochondriale Lokalisationssequenz besitzt und hieriiber in Mitochondrien zu
finden ist. Diese Variante kann Glutamin in die Mitochondrien hineintransportieren [123].Der
ASCT2 wird insbesondere in Tumoren stark hochreguliert, um Glutamin zu importieren und es
wird vermutet, dass dies der Glutaminabhingigkeit und dem erhdhten Energiebedarf von
Tumoren geschuldet ist [124]. Somit kann der ASCT2 als Im- und Exporter fungieren. Die
zelluldre Lokalisation und Funktion von ASCT2 im Maus- und Rattengehirn sind nur wenig
erforscht. Untersuchungen am Mausgehirn haben gezeigt, dass der ASCT2 exklusiv in
Neuronen exprimiert wird [125]. Vergleichende Untersuchungen an der Ratte konnten in der

Literatur nicht gefunden werden.

Bislang existieren keine Untersuchungen zur Rolle des ASCT2 fiir den Glutamintransport

bei der HE.

1.7 Die leberspezifische GS-Knockout Maus als chronisches

Hyperammonidmie-Modell

In der Literatur ist eine Reihe von Tiermodellen beschrieben, an denen die Auswirkungen
einer chronischen Hyperammonémie auf zerebrale Funktionen untersucht wurden [126-130].
Dabei ist die Hyperammondmie jedoch meist mit einem Leberschaden verbunden, der zum
Beispiel durch Applikation von lebertoxischen Substanzen induziert wird. Da der Leberschaden
oft verbunden ist mit Entziindungsreaktionen in der Leber und weiteren Verdnderungen, die
prinzipiell auf das Gehirn wirken kdnnen, eignen sich diese Modelle nur begrenzt, um Effekte

der Hyperammonémie auf die Gehirnfunktion zu untersuchen.
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Héussinger et al. [131] etablierten ein transgenes Mausmodell, bei dem eine
Hyperammonémie durch einen leberspezifischen Glutamin-Synthetase-Knockout (LGS-KO)
induziert wird. Diese Maus ist inzwischen als Tiermodell zum Studium der Auswirkungen einer
chronischen Hyperammonédmie aullerordentlich geeignet [131-134]. Hierfiir wurden unter dem
Albumin-Promotor Cre-Rekombinase exprimierende Méuse mit einer Linie verpaart, bei denen
das GS-Gen ,,gefloxt* wurde. Der Knockout der GS findet exklusiv in der Leber statt und
vermindert die Kapazitidt der Leber Ammoniak zu entgiften [131]. Die GS-Expression im

Gehirn der Tiere ist nicht verdndert und der Harnstoffzyklus ist nicht beeintréchtigt [131].

Bei den LGS-KO-Méusen sind die Ammoniakspiegel im Blut im Vergleich zu den AlbCre-
Wildtyp (WT) Mausen signifikant erhoht, im Alter von 9 Wochen und 1 Jahr [131]. In post
mortem Gehirnschnitten wurde verstirkter oxidativer Stress im zerebralen Kortex,
Hippocampus und Zerebellum nachgewiesen [131]. Dieselben Marker wurden ebenfalls
verstiarkt exprimiert in post mortem humanen Gehirnen nachgewiesen von Patienten mit
Leberzirrhose mit HE [86]. Die LGS-KO-Maiuse zeigen Verhaltensauffalligkeiten, wie zum
Beispiel ein verringertes Angstempfinden und eine gesteigerte Lokomotion auf [131, 133, 134].
Dariiber hinaus wurde bei diesen Tieren eine gestorte synaptische Plastizitdt und beeintrachtigte
Neurotransmission gefunden [133, 134]. Diese Verdnderungen stimmen prinzipiell mit
motorischen und kognitiven Beeintrachtigungen bei Patienten mit Leberzirrhose mit HE
iiberein, was die FEignung des Tiermodells als Untersuchungsmodell fiir zerebrale

Verdnderungen bei HE nahelegt.
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Alle verwendeten Chemikalien, Substanzen, Verbrauchsmaterialien, Materialien und

Kits sowie Gerdte sind in Tabelle 1-3 aufgelistet. Die verwendeten Primér- und

Sekundarantikorper sowie Primer sind in Tabelle 4 und 5 aufgelistet.

Tabelle 1: In der Arbeit verwendete Chemikalien und Substanzen.

Chemikalie oder Substanz Firma Bestellnummer
1,4-Dithiothreitol (DTT) Sigma #10197777001
2’,2"-Bipyridin (BIP) Fluka #14454
B-Glycerophosphat Roth #6847.1
-Mercaptoethanol Roth #4227.2
Acrylamid Mix (30%) Applichem PanReac #A4983
Agarose Biozym #840004
Allstars Negative Control siRNA QIAGEN #1027281
Ammoniumazetat (NH4Ac) Merck #101116
Ammoniumchlorid (NH4CI) Sigma #A9434
Ammoniumpersulfat (APS) SERVA #13376
Ammonium Test Kit IT Hitado #ME31210010601
Bafilomycin Al Merck #196000
Bovine serum albumin (BSA) Roche #10774111103
Bradford Reagenz BioRad #5000006
Bromphenolblau (1%) Roth #AS512.1
C12-FDG (Fluorescein-di-B-D-

Invitrogen #D2893
galactopyranoside)
CARM I -Inhibitor (CARM1Y) Sigma #217531
Chemilumineszenz Substrat Promega #W1015
cOmplete™ Protease Inhibitor Roche #11697498001
Diazepam Sigma #D0899
Dimethylsulfoxid (DMSO) Sigma #D8418
Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium Gibco Life
(DMEM) Technologies 13188523
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DMEM + GlutaMAX™-]

dNTP Mix (10 nM)

Essigsédure
Ethylendiamtetraessigsdaure (EDTA)
Ethylenglycol-bis(aminoethylether)-N, N, N,
N'-tetraessigsdure (EGTA)

Ethanol (100%)

Ethidiumbromid

Fetal bovine serum Superior (FBS)
Fluoromount-G

Glycin

Glucosamin hydrochlorid

Glycerol

GoTaq DNA-Polymerase

GoTaq Reaction Buffer Green (5x)
GoTaq SYBR® Green Mix

HiPerfect Transfection Reagent
Hoechst34580

Isopropanol

Kohlenstoffdioxid (CO»)

Mass Ruler Low Range DNA Ladder
Methanol

Methylammoniumchlorid (MeNH3Cl)
miRNeasy-Kit

N, N, N’, N'-Tetramethylethylenediamine
(TEMED)

NADH-Dinatriumsalz
Natriumchlorid (NaCl)
Natriumdodecylsulfat (SDS)
Natriumfluorid (NaF)
Natriumhydroxid (NaOH)

Natriumorthovanadat

Gibco Life
Technologies
Promega
VWR

Roth

Roth

VWR

Roth

Biochrom
Southern Biotech
Merck

Sigma

Merck

Promega
Promega
Promega
QIAGEN

Life Technologies
VWR

Linde

MBI Fermentas
Merck

Merck

QIAGEN

Sigma

Roche
VWR

Sigma
Sigma
Merck

Sigma

#2185-25

#U1511
#6519
#CN34.1

#3054.3

#1.07017
#7870.2
#50415
#0100-01
#104201
#G4875
#356352
#M3001
#M7911
#A6002
#301705
#11584876
#1.09634
#2450114
#SM0248
#113351

# 56896120542
#74106

#411019

#10107735001
#0241

# 11667289001
#215309
#106462
#S6508
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Natriumdiphosphat Sigma #S6422
Nuclease-freies Wasser Promega #P1193
Paraformaldehyd (PFA) 16% Thermo Scientific #28908

PCR Purification Kit QIAGEN #28006
Penicillin/Streptomycin Gibco #15140-122
Phosphate buffered saline (PBS) .

w/ Ca* and Mg?* PanBiotech #P04-35500
Phosphate buffered saline (PBS) w/o Ca** and .

Mg PanBiotech #P04-36500
Ponceau S Solution (0,2%) SERVA #33427.01
Pyridoxal isonicotinoyl hydrazone (PIH) ChemCruz® #sc-204192
Pyruvat Merck #P2256
Reverse Transcription Kit QIAGEN #205313
Salzsdure (30%) Merck #101514
Saponin Sigma #S7900
siRNA TROVE2 (Rn_LOC304833 1) QIAGEN #S101670795
Smart Ladder DNA-Marker Eurogentec #MW-1700-02
Stickstoff Linde #2210172
TNF-a (Tumor necrosis factor o) human Sigma #SRP3177
Trieethanolamin Merck #T58300
Tris(hydroxymethyl)aminomethan VWR #1.08387.0500
Triton-X-100 Sigma #11332481001
Trypsin-Losung (0,05% Trypsin/ 0,02% EDTA

inr}l;I])SS w/o Cai(and Mg;)yp Cytogen #10-023
Tumor necrosis factor a human (TNF-a) Sigma #SRP3177
Tween-20 Merck #822184
Zaponlack Roth #6804

Tabelle 2: In der Arbeit verwendete Verbrauchsmaterialien, Materialien und Kits.

Verbrauchsmaterial/ Material Firma
6/ 24/96-Well Platte greiner bio-one
Aluminiumfolie Sigma

Falcon Tubes (15 mL, 50 mL) Falcon
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Falcon Tube Stinder
Glasplittchen rechteckig/ rund
Glasplatten
Gummi-Abstandshalter fiir die
Gelelektrophorese
Handschuhe

Ibidi p-dish glass bottom dishes (¥35mm)

Kéamme fiir die Gelelektrophorese
(14er Taschen)

Klammern fiir die Gelelektrophorese
Kivetten

Mappe fiir Objekttrager

MatTek glass bottom dishes (@ 60mm)
Mikroschraubréhre (2 mL)
Nitrozellulosemembran
Objekttriger

Olstift

Parafilm

Pasteurpipetten

PCR-Sténder

PCR-Strips

Pipetten (10, 100, 1000 pL)
Pipettenspitzen (10, 100, 200, 1000 nL)
Pistill

Rasierklingen

ReaktionsgefaBle weil} (1,5, 2, 5 mL)
ReaktionsgefiaBe braun (0,5, 2 mL)
Reaktionsgefa3 Stander

Riihrstab

Safe Lock Tubes (1,5 mL)

Shredder Sdulen

Spritzen (50 mL)

Sealing Foil

Falcon
Hecht Assistent
Sigma

Sigma

Abena
Ibidi

Sigma

Sigma

Sarstedt

CEESEM

MatTek Corporation
Sarstedt

GE Healthcare Life Sciences
Engelbrecht

Kisker Biotech GmbH & Co. KG
Bisom

Brand

Sarstedt

Star Lab

Eppendorf

Tip One

Fisher Scientific
Leica

Eppendorf
Eppendorf

Sarstedt

Sarstedt

Eppendorf
QIAGEN

Braun

4titude
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Sterilfilter (20 pm)

Stripetten

(5,10, 25,50 mL)

Tiicher

Whatman-Papier

Zellkultur Schalen (6 cm, 10 cm)
Zellkulturflaschen (T25, T75)
Zellschaber

Zellsieb (40 pm)

Sarstedt

greiner bio-one

WEPA Professional GmbH
GE Healthcare Life Sciences
Falcon

greiner bio-one

Falcon und SPL

Falcon

Zellzahlkammer Marienfeld GmbH & Co. KG
Kits
cDNA Synthese Kit Biozym
DNeasy Blood and Tissue Kit QIAGEN
Gel Purification Kit QIAGEN
RNeasy Kit QIAGEN
Tabelle 3: In der Arbeit verwendete Gerite.
Gerit Firma
Agarosegelkammer Biometra
Ammoniakmessgerdt (Ammonia Checker II) Hitado
Autoklav DB-23 Systec
BioRAD Entwickler ChemiDoc MP BioRAD
Blotting-Kammer Biometra
Eismaschine Icematic
Elektrophorese-Kammer Biometra
Feinwaage KERN 770 Jagetechnik
Cell Observer.Z1 ZEISS
Gefrierschrank -20°C Comfort LIEBHERR

Gel Dokumentationssystem

Heizblock Thermomixer Comfort/ Compact
1,5 mL

Incubator HERA Cell 150

Kryotom CM3050S

Vilber Lourmat

Eppendorf

HERA
LEICA
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LSM880

Kiihlschrank Premium
Magnetrithrer MR2000

Mikroskop AXIO Vert.1
NanoDrop Typ ND1000
Pipetteboy

Power Supply Standard Power Pad 25
Pumpe 505S

qPCR-Cycler

Rollschiittler RM5

Schneidbrett 561

Schiittler 3017

Sterilbank

Sterilbank EPS600

Spektrometer Ecom6122
Thermoblock

Thermocycler

Ultraschallsonde UP5S0H
UV-Lampe (Detektion)

UV-VIS Device Ultrospe 2100 Pro
Vakuumkonzentrator (Concentrator Plus)
Vii A7qPCR Cycler

Vortexer

Waage KERN 440-47N
Wiérmebad P5 IDC10

Wiérmebad TW20

Zentrifuge 25417R/ 5424R/ 5418

ZEISS
LIEBHERR
Heidolph

ZEISS

Peqlab

Accupetta
Biometra

Watson Marlow
Thermo Fisher
CAT

Dahle

GFL

ANTARES
Pharmacia Biotech
Eppendorf
Eppendorf
Eppendorf
Hielscher

Peqlab

Amersham Biosciences
Eppendorf
Applied Biosystems Life Technologies
Heidolph
Jagetechnik
HAAKE
JULABO
Eppendorf

Tabelle 4: Liste der in dieser Arbeit verwendeten Primir- und Sekundérantikdrper. mAb:

monoclonal antibody, pAb: polyclonal antibody

Epitop Wirt Klonalitit Bestellnummer Firma
8-OH(d)G mouse mAb #12501 QED
ASCT2 rabbit pADb #5345S Cell Signaling
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CARMI rabbit pADb #ABIN753793  Antibodies Online
GAPDH mouse mAb #H86504M Meridian
GFAP mouse mAb #G3893 Sigma
LCN2 rabbit pADb #ab63929 Abcam
TROVE2/R060 rabbit pAb #ab194004 Abcam
mouse 1gG goat pAb #115-547-003 Jackson
(ALEXA Fluor488

konjugiert)

mouse 1gG goat pADb #111-605-045

(ALEXA Fluor647 Jackson
konjugiert)

mouse 1gG goat pADb #115-095-166 Jackson
(FITC konjugiert)

mouse 1gG goat pADb #1706516 BioRad
(HRPOD konjugiert)

rabbit 1gG donkey pADb #711-166-152 Jackson
(Cy3 konjugiert)

rabbit donkey pADb #AP182P Merck
(HRPOD konjugiert)

Tabelle 5: Nukleotidsequenzen der in dieser Arbeit verwendeten Primer. for: forward, rev:
reverse.

Primername Spezies  Sequenz (5> 3 Orientierung)

AlbCre for [131] mouse CTG TCA CTT GGT CGT GGC AGC
AlbCre rev [131] mouse GTC CAA TTT ACT GAC CGT ACA
ASCT?2 for [135] mouse TGG CCA GCA AGATTG TGG AGA T
ASCT2 rev [135] mouse TTT GCG GGT GAA GAG GAA GT
ASCT?2 for rat TCC TCT TTA CCC GCA AAA AC
ASCT2 rev rat CCA CACCATTCT TCT CCT CTAC
CARMI for mouse CGC CCT CTA CAG CCA TGA AG
CARMI rev mouse GTC CGC TCA CTG AAC ACA GA
CARM1 for rat CTA CTG CCT ACG ACC TGA GC

CARMI rev rat TTG ACA ATC CCT GTG TTG GCT
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GADDA450a for rat TCT GTT GCG AGA ACG ACA TC
GADD45a rev rat TGT GAT GAA TGT GGG TTC GT

GRP78 for rat CAA CTC ACG TCC AAC CCG GAG AA
GRP78 rev rat TGT CTT GGT TTG CCC ACC TCC G

GS for [131] mouse GCT TAG GAT GGG TTA CTC TTC CAA GG
GS rev [131] mouse  ATC ATC ATC TCC CTT CTC CCA TTC C
HOL1 for rat CGG CCC TGG AAG AGG AGA TAG

HOL rev rat CGA TGC TCG GGA AGG TGA AAA

HPRT]1 for rat TGC TCG AGA TGT CAT GAA GGA

HPRTI rev rat CAG AGG GCC ACA ATG TGA TG

LCN2 for mouse CCA TCT ATG AGC TAC AAG AGA ACA AT
LCN2 rev mouse TCT GAT CCA GTA GCG ACA GC

LCN2 for [136] rat GAT GTT GTT ATC CTT GAG GCC C

LCN2 rev [136] rat CACTGA CTA CGA CCAGTTTGCC

P21 for rat GAG GCCTCT TCC CCA TCT TCT

P21 rev rat AAT TAA GAC ACA CTG AAT GAA GGCTAA G
SDHA for mouse CTT CGC TGG TGT GGA TGT CA

SDHA rev mouse GTG GGA ATC CCA CCC ATG

TROVE?2 for mouse TGC AAG CCT TAG ATG CTG CT

TROVE2 rev mouse TGT CCG TGT AAC CAC CAT GC

TROVE?2 for rat CAT GGG CTC CGA GGA AAGTT

TROVE?2 rev rat ACC ACT GAC ATC AAC AGC CA
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2.2 Methoden

2.2.1 Mause und Ratten

Die Miuse und Ratten wurden in der ZETT (Zentrale Einrichtung fiir Tierforschung und
wissenschaftliche Tierschutzaufgaben) der Heinrich-Heine-Universitit gehalten. Neben einem
12 h-Licht/12 h-Dunkelzyklus und einer Umgebungstemperatur von 20-24°C hatten die Tiere
uneingeschrankten Zugang zu Wasser und Nahrung. Die Pflege der Tiere erfolgte gemal3 den
Bestimmungen der EU-Richtlinie 2010/63/EU. Die durchgefiihrten Tierversuche wurden durch
das LANUV (Landesamt fiir Natur, Umwelt- und Verbraucherschutz Nordrhein-Westfalen)
genehmigt (AZ: 84-02.04.2015.A237 und AZ: 84-02.04.2015.A342).

2.2.2 Genotypisierung der Méuse

Zundchst wurden die Proben (Schwanzspitzen fiir eine Nachgenotypisierung,
Ohrstanzen fiir neugeborene Tiere) in dem DNeasy Blood & Tissue Kit-enthaltenen
LATL“-Puffer mit Proteinase K iiber Nacht bei 56°C unter Schiitteln im Thermoblock
entsprechend den Herstellerangaben inkubiert. Hierbei wurde das Gewebe durch den Lyse-
Puffer (,,ATL“-Puffer) aufgeschlossen und Proteine durch die Proteinase K in kleinere Peptide
aufgespalten. Anschlieend wurden 200 pL ,,AL“-Puffer und 200 pL Ethanol hinzugegeben
und die Losung bei 13000 rpm fiir 1 min zentrifugiert. Bei diesem Schritt wurden die Zell- und
Kernmembranen aufgeschlossen (,,AL“-Puffer) und die in den Zellen enthaltene DNA
prizipitiert (Ethanol). Der Uberstand, der die prizipitierte DNA enthielt, wurde abgenommen
und auf eine Spin Sdule gegeben, auf dessen Membran die DNA bindet. Nach erneutem
Zentrifugieren bei 8000 rpm fiir 1 min wurde die Sdule mit Wasch-Puffern (,,AWI1“ und
»AW2) gewaschen, um zelluldre Bestandteile aus der Probe zu entfernen. Die isolierte DNA
wurde in RNase freies H2O eluiert. Die isolierte DNA wurde mittels PCR (polymerase chain

reaction) amplifiziert. Die Zusammensetzung des Ansatzes ist Medium 1 zu entnehmen.

Medium 1: PCR-Ansatz. For: forward, rev: reverse.

Substanz Menge pro Ansatz
5% Puffer S5uL
dNTPs 0,5 L

Primer for 0,75 uL
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Primer rev 0,75 uL
Tag-Polymerase (Go-Taq Promega) 0,25 uL
RNase freies H.O 17,75 pnL

Es wurden 23 pLL Mastermix und 2 uL DNA-Probe gemischt. Fiir jede DNA-Probe
wurde jeweils eine PCR mit AlbCre (A/bumin promoter-controlled Cre recombinase gene) und
eine mit GS (Glutamine synthetase)-Primern durchgefiihrt. Die folgenden Primer-Paare wurden
verwendet (siche Tabelle 5): GS: for-GCT TAG GAT GGG TTA CTC TTC CAA GG, rev-
ATC ATC ATC TCC CTT CTC CCA TTC C; AlbCre: for-CTG TCA CTT GGT CGT GGC
AGC, rev-GTC CAA TTT ACT GAC CGT ACA. Die aufgereinigte DNA (1 pg) wurde in

einem Thermocycler unter den folgenden PCR -Einstellungen amplifiziert (Tabelle 6):

Tabelle 6: Ablauf der PCR im Thermocycler fiir die Genotypisierung der Méuse.

PCR-Schritt Temperatur Zeit Zyklen
Denaturierung 94°C 3 min

Hybridisierung 60°C 60 s 33
Elongation 72°C 20s

Die PCR-Produkte und der SmartLadder-Marker wurden in einem 1,5% (w/v)
Ethidiumbromid enthaltenden Agarosegel aufgetragen und die Gelelektrophorese wurde bei
130 Volt durchgefiihrt. Die Zusammensetzung des verwendeten TAE-Puffers ist in Medium 2
enthalten. Die amplifizierten PCR-Produkte wurden unter UV-Licht detektiert.

Medium 2: 50X TAE-Puffer

Substanz Menge (ad 1L)
Tris 242 g
0,5 M EDTA (pH 8) 100 mL

Essigsédure (100%) 57,1 mL
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2.2.3 Isolierung von post mortem Hirnmaterial aus adulten Médusen

Das Hirngewebe wurde aus adulten minnlichen Maiusen der LGS-KO-Linie
(AlbCre"/Glul") und den zugehérigen Kontrollen, die die Wildtyp (WT)-GS exprimieren
(GluV”"y mit einem mittleren Alter von 12 Wochen pripariert. Die Priparation der Tiere wurde
mit Hilfe von Herrn Dr. Bidmon und Frau Eichhorst durchgefiihrt. Die Tiere wurden mit einer
letalen Dosis Pentorbital sediert und mittels physiologischer Kochsalzlosung transkardial
perfundiert. Am Ende der Perfusion wurde das Tier dekapitiert, die Haut am Schédel entfernt
und die Schiadeldecke aufgebrochen, sodass das Gehirn entnommen werden konnte. Eine Hélfte
des Gehirns wurde fiir die Praparation des zerebralen Kortex, Hippocampus, Zerebellums,
Thalamus und Striatums verwendet. Unmittelbar nach der Priparation wurden die
Gewebeproben in fliissigem Stickstoff schockgefroren. Die andere Gehirnhélfte wurde in
Zamboni-Fixativ inkubiert (4% (w/v) Paraformaldehyd und 15% (v/v) gesittigte Pikrin-Séure
in 0,1 M PBS, pH 7,2) und in 25% Sucrose (v/v) in PBS kryokonserviert, bevor 50 um dicke

Kryoschnitte flir Firbeexperimente mit einem Kryotom angefertigt wurden.

Fiir die Proteomanalyse der verschiedenen Hirnregionen wurde Hirngewebe vom
zerebralen Kortex, Zerebellum und Hippocampus fiir die weitere Analyse an das
Biomedizinische Forschungszentrum, Heinrich-Heine-Universitidt, Disseldorf (BMFZ)

iibergeben.

Zur Herstellung von Proteinlysaten fiir weitere Analysen wurde das jeweilige Gewebe
auf Eis aufgetaut und mit 300 pL Proteinlyse-Puffer versetzt. Die Zusammensetzung ist in

Medium 3 enthalten.

Medium 3: Proteinlyse-Puffer

Substanz Menge (ad 200 mL mit ddH20) Endkonzentration
Tris 2 mL 20 mM

NaCl 5,6 mL 140 mM

NaF 0,084 g 0,42 g/L
Na-Pyrophosphat (10xH20) 0,880 g 4,4 g/L

EDTA 400 pL 2 mM

EGTA 400 pL 2 mM

Na-Vanadat (ortho-vanadat) 0,040 g 0,2 g/LL

B3-Glycerophosphat 0,880 g 4,4 g/L
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Danach wurde das Gewebe mit einem Pistill homogenisiert. Das Gewebe wurde fiir
etwa 10 s mit Ultraschall behandelt, um die Lipidmembran der Zellen aufzuschlieen.
AnschlieBend wurde das Gewebe fiir 10 min bei 20000 rcf und 4°C zentrifugiert. Sedimentierte
Bestandteile wurden verworfen, der Uberstand abgenommen, 1:10 mit Proteinlyse-Puffer

verdiinnt und fiir die weiteren Untersuchungen verwendet.

Von jedem Tier wurde nach der Gewebeprédparation eine Probe der Schwanzspitze

entnommen, daraus DNA isoliert und der Genotyp des Tieres iiberpriift.

2.2.4 Ammoniakmessung im Blut von Méusen

Weiterhin wurden 20 uL Vollblut intrakardial entnommen und zur Bestimmung des
Ammoniak-Gehalts unverziiglich mittig auf einen Messstreifen des Ammonia Test Kit II von
Hitado pipettiert. Nach Ablauf der Inkubation wurde der Teststreifen in das

Ammoniakmessgerit ,,Ammonia Checker II* eingefiihrt und die Messung gestartet.

2.2.5 Rattenmodel zur akuten Hyperammonamie

Effekte einer akuten Ammoniakbelastung wurden an 8 Wochen alten ménnlichen
Wistar-Ratten (Durchschnittsgewicht: 276 + 5 g, Janvier Labs) durch intraperitoneale
Verabreichung von Ammoniumazetat (4,5 mmol/Kg Korpergewicht) untersucht [137]. Die
Préparation der Tiere wurde von Herrn Dr. Bidmon durchgefiihrt. Den Kontroll-Tieren wurde
das Solvenz (0,9%ige Kochsalzlosung) injiziert. 24 h nach der Injektion wurden die Tiere mit
einer letalen Dosis Pentorbital anésthetisiert, transkardial mit physiologischer Kochsalzlosung
perfundiert und der zerebrale Kortex aus dem Gehirn pripariert. Aus dem Gewebe wurden
Proteinlysate durch Zugabe von Proteinlyse-Puffer und durch Homogenisierung mit einem
Pistill hergestellt. Die Lysate wurden 10 s mit Ultraschall behandelt und anschlie3end fiir 10
min bei 20000 rcf und 4°C zentrifugiert, um Zell- und Geweberiickstdnde zu entfernen. Der

Uberstand mit der I8slichen Fraktion wurde fiir weitere Analysen verwendet.
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2.2.6 Priparation, Kultivierung und experimentelle Behandlung von Astrozyten

aus dem zerebralen Kortex von Ratten

In vorherigen Studien hat sich die Préparation und Isolation von primiren Astrozyten
aus neugeborenen Ratten als geeignetes Modell zur in vitro Untersuchung von

Ammoniaktoxizitdt herausgestellt [85, 138].

Fiir die Herstellung von Astrozytenkulturen wurde Hirngewebe von 3-5 neugeborenen
Ratten (P0-P3) verwendet. Zunéchst wurden die Tiere dekapitiert und die Schédelhaut entfernt.
Nachdem die Schiadeldecke gedftnet war, wurde das Gehirn vorsichtig entnommen. Mit einem
Skalpell wurde zwischen den beiden Gehirnhélften oberflachlich eingeschnitten und
nachfolgend beide Hemisphiren des zerebralen Kortex freigelegt und abgetrennt. Das
Hirngewebe wurde unmittelbar in eiskaltes PBS gegeben, die Hirnhaut entfernt und

anschlieBend mit Hilfe eines Skalpells zerkleinert.

Die Proben wurden in 500 uL PBS aufgenommen und die Gewebesuspension mit
DMEM (mit Penicillin/Streptomycin) auf 10 mL aufgefiillt. Mit Pasteurpipetten wurde das
Gewebe durch mehrmaliges Pipettieren unter Vermeidung von Luftblasenbildung mechanisch
weiter zerkleinert, bis die Suspension homogen war. Diese wurde durch ein 40 um Zellsieb
gegeben, um groBere Zellklumpen zu entfernen und anschlielend bei 400 xg und 4°C fiir 10
min zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen und das Pellet in 15 mL DMEM (mit
Penicillin/Streptomycin) aufgenommen und anschlieend in T75-Flaschen ausgesit. Die so
hergestellte Hirnzellkultur wurde fiir 2 Wochen in einem Inkubator bei 37°C und 5% CO2
kultiviert, bis sie konfluent gewachsen waren. AnschlieBend wurden die Zellen iiber Nacht bei
900 rpm und 37°C geschiittelt, um verbliebene Mikroglia aus der Kultur zu entfernen. Am
nichsten Tag wurden die verbliebenen Zellen mit DMEM ohne FCS gewaschen und 5 mL
Trypsin (0,05%) zugegeben, fiir 5 min bei 37°C und 5% CO: inkubiert und danach durch
Klopfen mechanisch abgelost (,,Splitten®). Auf die 5 mL Trypsin-haltige Zellsuspension
wurden 25 mL DMEM (1000mg/l D-Glucose mit GlutaMAX™) mit 10% FBS gegeben und
davon wurde jeweils 10 mL auf eine neue T75-Flasche gegeben. Es folgte eine 2-wochige
Inkubation bei 37°C und 5% CO,. Das Medium wurde alle 2-3 Tage ausgetauscht. Die
konfluent gewachsenen Astrozyten wurden daraufhin erneut im Verhiltnis 1:3 auf 100 mm
Schalen gesplittet und fiir weitere 2 Wochen in einem Inkubator bei 37°C und 5% CO:

kultiviert, bevor sie experimentell behandelt wurden.
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Vor Beginn des Experiments wurden die Zellen dreimal mit DMEM ohne FBS
gewaschen und fiir weitere 30 min in FBS-freiem DMEM inkubiert. Die Zellen blieben
entweder unbehandelt (Kontrollen) oder wurden mit den jeweils angegebenen Substanzen fiir
30 min vorinkubiert. Nachfolgend wurden die Zellen entweder nicht weiter behandelt
(Kontrollen) oder es wurde NH4Cl in der angegebenen Konzentration in das Kulturmedium

gegeben und die Zellen fiir den angegebenen Zeitraum weiterkultiviert.

2.2.7 Knockdown von TROVE2 mittels small-interfering RNA

Fiir die Transfektion der Zellen mit siRNA (small interfering RNA) wurde zunéchst das
Wachstumsmedium entfernt und durch DMEM ohne FBS ersetzt. Als Kontrolle wurde
AllStars-siRNA (Negativkontrolle) verwendet. Die TROVE2- und ASCT2-siRNA wurde mit
DMEM ohne FBS angesetzt (20 mmol/L) und fiir 30 s vorsichtig invertiert. HiPerfect wurde
mit Hungermedium in einem Verhéltnis von 1:3,2 gemischt und mit einem Vortexer dreimal
aufeinanderfolgend fiir jeweils 10 s gemischt. Beide Losungen wurden zusammengegeben und
das Reaktionsgefd3 vorsichtig dreimal invertiert und fiir 10 min bei RT ohne Schiitteln
inkubiert, damit sich die siRNA an moglichst vielen freien Stellen an der Auflenseite der
Mizellen aufgrund der entgegengesetzten Ladungen binden kann. Danach wurde das Gemisch
tropfenweise auf die Zellen pipettiert und 24 h inkubiert (37°C, 5% CO,), damit die beladenen
Mizellen in die Zellen integriert werden. AnschlieBend wurde das Transfektionsmedium

zweimal mit DMEM ohne FBS gewaschen und im Anschluss der Versuch gestartet.

2.2.8 RNA-Isolierung und cDNA-Synthese

Fiir die Quantifizierung von mRNA-Spiegeln wurde zundchst Gesamt-RNA aus den
Proben isoliert und anschlieend durch eine reverse Transkription in doppelstringige cDNA

(complementary DNA) umgeschrieben und dann mittels quantitativer PCR (qPCR) analysiert.

RNA wurde aus Gewebe oder kultivierten Rattenastrozyten mit den RNeasy Kit nach
Angaben des Herstellers isoliert. Fiir den Aufschluss wurde Lyse-Puffer (,,RLT*) mit
Mercaptoethanol (10 pL/ mL) versetzt, um das Gewebe und die Membranen der Zellen und
Zellkerne aufzubrechen und endogene RNasen zu inaktivieren. Das Lysat wurde nachfolgend

auf eine ,,Shredder Siule” (Qia-Shredder) gegeben und entsprechend den Herstellerangaben
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zentrifugiert. Anschliefend wurde die Probe im Verhiéltnis 1:1 mit 70% Ethanol gemischt, um
die RNA zu préazipitieren. Fiir die weitere Aufreinigung der prizipitierten RNA wurden die
Proben nachfolgend auf die ,,Spin Sdulen* des Herstellers gegeben und zentrifugiert. Dabei
haftet die RNA an der Filtermembran. Durch Waschpuffer wurden in der Sdule verbliebene
Zellriickstinde entfernt. AnschlieBend wurde die Sdule mit dem RPE-Puffer gewaschen, um
verbliebene Salze zu entfernen und die RNA mit RNase freiem Wasser eluiert. Die Reinheit
und Konzentration der isolierten RNA wurde mittels NanoDrop1000 bestimmt. Die Qualitét
der RNA kann anhand der Adsorptionskurve beurteilt werden. Eine optimale Reinheit
entspricht einem Adsorptionsquotienten bei A=260 nm/ 280 nm von 1,8-2,0. Mithilfe der
Konzentrationsbestimmung wurde die einzusetzende Menge der Probe fiir die cDNA-Synthese

berechnet.

Die Einzelstrang cDNA-Synthese erfolgte durch Einsatz des Biozym cDNA-Synthese
Kit unter Verwendung von 1pug RNA in einem Gesamtvolumen von 20 pL pro Ansatz. Der
eingesetzte RNase-Inhibitor fungiert als nicht-kompetitiver RNase-Inhibitor. Die

Zusammensetzung des cDNA-Synthese Ansatzes ist in Medium 4 enthalten.

Medium 4: cDNA-Synthese Ansatz

Substanz Menge Finale Konzentration
dNTP-Mix (je 10 mM) 2 uL 1 mM (je ANTP)
RNase-Inhibitor (40 U/ puL) 0,5 uL 1 U/uL

Oligo (dT)12-18 (10 pM) 0,5 uL 0,25 uM

5% cDNA Synthese Puffer 4 uL 1x

RNA (isoliert) 0,1-1 pg (optimal 1 pg)

Reverse Transkriptase 1 uL 10 U/uL

RNase freies Wasser variabel

Endvolumen 20 uL

Die Synthese erfolgte in einem Thermoblock bei 55°C fiir 30 min. Die Reaktion wurde

gestoppt, indem die Enzyme bei 99°C (5 min) inaktiviert wurden.
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2.2.9 Quantitative PCR (qPCR)

Die synthetisierte Doppelstrang-DNA  wurde mit dem Fluoreszenzfarbstoff
SYBR® Green markiert und auf dem Prinzip der quantitativen Polymerase-Ketten-Reaktion
(qPCR) amplifiziert. SYBR® Green bindet bei einer Anregung mit Licht der Wellenlinge
A=494 nm an doppelstringige DNA und emittiert bei einer Wellenlinge von A=521 nm. Die
Messung der Fluoreszenz erfolgt nach jedem Amplifikationszyklus der PCR. Der Anstieg der
Fluoreszenz ist hierbei proportional zur Menge der gebildeten Amplifikate [139]. Die
Quantifizierung erfolgt in der exponentiellen Phase, da hier die Menge der gebildeten
PCR-Produkte pro durchlaufenden Zyklus verdoppelt wird. Der verwendete threshold wird
automatisch vom ViiA7 qPCR Cycler bestimmt [140]. Das entsprechende Pipettierschema fiir
den qPCR-Ansatz ist in Medium 5 enthalten.

Medium 5: qPCR-Ansatz. For: forward, rev: reverse.

Substanz Menge
Primer for (100 pmol/uL) 1,0 uL
Primer rev (100 pmol/uL) 1,0 pL
RNase freies Wasser 9,3 uL
Template cDNA (10 ng) 1,2 uLL
2x SYBR® Green PCR Master Mix 12,5 pL

Aus diesem Ansatz wurden zweimal 25 pL fiir die Doppelbestimmung in eine 96-Well
Platte pipettiert und mit dem ViiA7 qPCR Cycler analysiert. Der Ablauf des qPCR-Programms
ist in Tabelle 7 aufgefiihrt.

Tabelle 7: Ablauf der qPCR zur Bestimmung von Genexpressionen.

qPCR-Schritt Temperatur Zeit Zyklen
Denaturierung 50°C 2 min

Denaturierung 95°C 10 min

Hybridisierung 95°C I5s 40
Elongation 60°C 1 min

Jede Probe und jedes Gen wurden im Duplikat gemessen und ein Mittelwert aus den

Einzelwerten gebildet. Der Mittelwert der Zyklusanzahl der Ziel-mRNA-Amplifikation
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(ACr-Wert Zielgen) wurde von dem Mittelwert der Zyklusanzahl des Haushaltsgens abgezogen
(ACT-Wert Haushaltsgen) und die Zweierpotenz gebildet (27Pierenz ACT) Dijeser Wert zeigt den
Expressionsunterschied des Zielgens an. SDHA wurde als Haushaltsgen in Mausgewebeproben
und HPRT1 in Rattengewebeproben verwendet. SDHA wurde als Haushaltsgen fiir
Mausproben auf Grundlage einer vorherigen Studie ausgewéhlt [131]. Durch Verwendung von
NormFinder und BestKeeper wurde HPRT1 als stabilstes exprimiertes Gen in verschiedenen
Rattengeweben identifiziert [141]. Genexpressionsinderungen nach experimenteller
Behandlung wurden relativ zur entsprechenden Kontrolle angegeben. Alle PCR-Primer
Sequenzen der verwendeten Primer fiir qPCR sind in Tabelle 5 enthalten. Neu generierte Primer
wurden zundchst probeweise in einer qPCR eingesetzt und nach Auftrennung des
PCR-Produkts in einem Agarosegel mittels Gel Purification Kit von QIAGEN aufgereinigt.
AnschlieBend wurde die Probe durch das BMFZ sequenziert und mit der Sequenzdatenbank

von NCBI abgeglichen, um die Spezifitit der Primer zu iiberpriifen.

Um ausschlieen zu konnen, dass Artefakte wie zum Beispiel Primer-Dimere bei der
PCR gebildet wurden, wurde zuséitzlich eine Schmelzkurvenanalyse von dem ViiA7 qPCR
Cycler durchgefiihrt. Hierbei wird die doppelstringige DNA durch langsames Erhitzen zum
»Schmelzen gebracht und denaturiert. Die Fluoreszenzsignale werden kontinuierlich
gemessen. Die Schmelztemperatur ist spezifisch fiir die Amplifikate. Durch das Aufbrechen
des Doppelstrangs 16st sich der fluoreszierende Farbstoff SYBR® Green was einen Abfall des
Fluoreszenzintensitit zur Folge hat. Bei einer erfolgreichen Amplifikation eines

PCR-Produktes zeigt der Schmelzkurvenverlauf einen einzigen Peak auf.

2.2.10 Western Blot-Analyse

Zum qualitativen und quantitativen Nachweis von Proteinen in den kultivierten
Rattenastrozyten wurden die behandelten Zellen auf Eis mit kaltem PBS (w/0) gewaschen.
Nach Zugabe von 200 pL Proteinlyse-Puffer (Medium 3) wurden die Zellen mit einem
Zellschaber abgekratzt und anschlieend 10 s mit Ultraschall behandelt, um die Lipidmembran
aufzubrechen. Die Suspension wurde bei 20000 rcf fiir 10 min und bei 4°C zentrifugiert. Der
Uberstand wurde abgenommen und die Proteinkonzentration im Uberstand mittels Bradford-
Methode spektrometrisch bei einer Wellenldinge von 2A=595 nm mit einem
UV-VIS-Spektrometer gemessen [142]. Jede Probe wurde dreifach gemessen und die

Extinktionswerte gemittelt. Die Messung erfolgte in einer Einwegkiivette mit dem
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Mischungsverhéltnis 1:200 (Proteinprobe/Bradford-Reagenz). Nach der Bestimmung der

Konzentrationen wurden flir die Western Blot-Analyse pro Probe 80 ng Protein eingesetzt.

Die jeweilige Proteinprobe wurde mit 20 uL. Auftrag-Puffer versetzt und fiir 3 min bei
95°C denaturiert. Pro Lane wurden 80 pg Protein eingesetzt. Die Zusammensetzung des

Auftrag-Puffers ist in Medium 6 enthalten.

Medium 6: Auftrag-Puffer (2xSDS-Puffer/1M DTT)

Substanz Menge

SDS (10%) 18 mL

ddH>O (destilliertes Wasser) 4,5 mL

1 M Tris (pH 6,8) 4,5 mL

Glycerol 9mL

Bromphenolblau (1%) 6 mL

Verdiinnung 800 uL +200 uL 1M DTT

Fiir die Western Blot-Analyse von Zellkulturiiberstinden wurden 2 mL Medium am
Ende der Experimente abgenommen. Die Uberstinde wurden 4,5 h bei 30°C in einem
Vakuumkonzentrator auf ein Volumen von etwa 500 pL eingeengt. 80 uL Probe wurden mit
20 pL Auftragspuffer versetzt und anschlieBend in SDS-PAA-Gelen (SDS-Polyacrylamid)

aufgetrennt.

Als Molekulargewichtsmarker wurde der Precision Plus Protein Standard von BioRad
verwendet. Zur Auftrennung wurden in Abhédngigkeit der Molekulargewichtsgrofle der
nachzuweisenden Proteine SDS-PAA Gele mit den Konzentrationen 10% (TROVE2, CARMI1,
ASCT2) und 12% (LCN2) angesetzt. Die Zusammensetzungen der jeweiligen Trenn- und

Sammelgele sind in Medium 7 enthalten.

Medium 7: Polyacrylamid-Gele 10%, 12% und Sammelgel

Substanz 10% SDS-PAA 12% SDS-PAA Sammelgel
H-O 1,9 mL 1,6 mL 0,66 mL
30% Acrylamid Mix 1,7 mL 3,2mL 0,17 mL
1,5 M Tris (pH 8,8) 1,3 mL 1,3 mL -

1,0 M Tris (pH 6,8) - - 0,13 mL

10% SDS 0,05 mL 0,05 mL 0,01 mL
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10% APS 0,05 mL 0,05 mL 0,001 mL
TEMED 0,002 mL 0,002 mL 0,001 mL

Die Proben liefen in das Sammelgel bei einem angelegten Strom von 80 Volt ein und
wurden nachfolgend bei 120 Volt im Trenngel aufgetrennt. Je kleiner die Proteine (kDa-Grofe),
desto schneller migrieren sie durch das Gel. Die Zusammensetzung des verwendeten
Elektrophoresepuffers ist in Medium 8 gezeigt. Dieser bewirkt, dass die Gele nicht austrocknen

und der angelegte Strom durch das Gel fliefen kann.

Medium 8: Elektrophoresepuffer

Substanz Menge (ad 5 L)
SDS 25¢

Tris 755 ¢

Glycin 470 g

Die in dem Gel enthaltenen Proteine wurden in einem ,,Semidry “-Blot-Aufbau unter
Anlegen einer Spannung auf eine Nitrozellulose-Membran fiir 1,5 h iibertragen. Die im Gel
enthaltenen positiv-geladenen Proteine wandern in Richtung der Membran, da an der darunter
befindlichen Blotting-Kammer eine negative Spannung angelegt ist. Die angelegte Spannung

ergibt sich aus der folgenden Formel 1.

Formel 1:

mA = Lange Membran (cm) X Breite Membran (cm) X 0,8

Die Zusammensetzungen der verwendeten Transfer- und Waschpuffer sind in Medium

9-11 enthalten.

Medium 9: 10xTransferpuffer

Substanz Menge (ad 5 L)
SDS 15¢g
Tris 290 g

Glycin 145 ¢
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Medium 10: 10xTBS

Substanz Menge (ad 5 L, pH 7,6)
Tris 120 g
NaCl 435 ¢

Medium 11: TBS-T

Substanz Menge (ad 5 L, pH 7,6)
10x TBS 120 g

ddH>O 435 ¢

Tween-20 10 mL

Im Anschluss wurden die Proteine auf der Membran mit Ponceau S-Losung angefirbt,
um die gleichmiBige Ubertragung der Proteine aus dem Gel und die Probenbeladung zu
iiberpriifen. Die Membran wurde fiir 1 h bei RT mit Blocklésung (5% BSA in TBS-T; tris
buffered saline-tween 20) inkubiert, um proteinfreie Stellen auf der Membran abzuséttigen und
eine unspezifische Antikorperbindung zu verhindern. Die Primédrantikdrper wurden {iber Nacht
bei 4°C inkubiert (TROVE2 1:10000 CARM1 1:1000, LCN2 1:1000 ASCT2 1:1000 in TBS-T
+ 5% BSA). Nach dreimaligem Waschen mit TBS-T am folgenden Tag wurden die Membranen
mit horseradish-peroxidase (HRPOD)-gekoppelten gegen rabbit- oder mouse-IgG gerichtete
Sekundirantikorper (1:10000 in TBS-T + 5% BSA) bei RT fiir 1 h inkubiert. Ungebundene
Antikdrper wurden durch dreimaliges Waschen mit TBS-T entfernt. Durch die Aktivitéat der
HRPOD entsteht Chemilumineszenz im sichtbaren Wellenldngenbereich. Diese wurde mittels
dem ChemiDoc MP BioRad Detektionsgerit detektiert und mit der Image Lab Software

ausgewertet.

Fiir die Uberpriifung der Beladung wurden die Membranen nachfolgend fiir 1 h bei RT
mit einer Losung inkubiert, in der Antikorper gegen GAPDH geldst waren (1:10000 in TBS-T
+ 5% BSA). Die Proteinspiegel wurden jeweils mittels Image Lab Software densitometriert und
die raw digital signal intensities flir die Quantifizierung verwendet. Die Expressionsspiegel der
Zielproteine wurden zur entsprechenden GAPDH Intensitidt normalisiert und in Relation zur

entsprechenden Kontrolle angegeben.



2 Material und Methoden 44

2.2.11 Immunfluoreszenzanalysen

Die Immunfluoreszenzanalyse beruht auf dem Prinzip der Proteinmarkierung durch
primidre Antikorper, die spezifisch an das Zielprotein binden. Ein gegen den Priméarantikorper
gerichteter Sekunddrantikorper, an dem ein Fluorochrom gekoppelt ist, kann durch Licht einer
spezifischen Wellenldnge angeregt werden. Die im Fluorochrom angeregten Elektronen
emittieren Photonen mit einer geringeren Energie, die detektiert werden kann. Eine Ubersicht
der Anregungs- und Emissionswellenldngen der verwendeten Fluorochrome ist in Tabelle 8

enthalten.

Tabelle 8: Anregungs- und Emissionswellenldngen der verwendeten Fluorochrome.

Fluorochrom Anregungsmaximum Emissionsmaximum
ALEXA Fluor 488 493 nm 519 nm
ALEXA Fluor 647 651 nm 667 nm
Cy3 550 nm 570 nm
FITC 492 nm 520 nm
Hoechst34580 371 nm 440 nm

Immunfluoreszenzanalysen an Astrozyten

Fiir Inmunfluoreszenzanalysen an kultivierten Rattenastrozyten wurden Astrozyten, die
auf einer 100 mm Schale kultiviert wurden, zweimal mit PBS (w/0) gewaschen und fiir 5 min
mit 5 mL Trypsin im Inkubator inkubiert. Danach wurden 17 mL DMEM+10% FBS
hinzugegeben und jeweils 1 mL von der erhaltenen Zellsuspension auf
MatTex-Zellkulturschalen aus Glas (@ 60 mm), Ibidi-Zellkulturschalen aus Glas/Plastik (@ 35
mm) oder Deckgldsern ausgesit. Die Zellen wurden weiterkultiviert, bis eine Konfluenz von

etwa 80-90% erreicht war, und im Anschluss die Experimente gestartet.

Am Ende des Experiments wurde das Medium abgesaugt und die Zellen wurden
zweimal mit kaltem PBS (w/o) gewaschen. AnschlieBend wurden die Zellen mit eiskaltem
Methanol (-20°C) oder 4% Paraformaldehyd fiir 5 min bei RT fixiert und erneut zweimal mit
kaltem PBS (w/o) gewaschen. Das Blockieren erfolgte mit 5% BSA und 0,1% Triton-X-100
(gelost in PBS (w/0)) fiir 30 min bei RT. Die Priméirantikdrper wurden in PBS (w/0) mit 5%
BSA angesetzt und jeweils fiir 2 h bei RT inkubiert (TROVE2 (1:1200), CARM1 (1:400),
LCN2 (1:100), ASCT2 (1:100) und 8-OHG (1:250)). AnschlieBend wurden die Zellen dreimal
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mit PBS gewaschen, um ungebundene Antikérper zu entfernen. Nachfolgend wurden die Zellen
fir 1 h bei RT mit Hoechst34580 (1:5000) und FITC- oder Cy3-konjugierten
Sekundirantikdrpern inkubiert, die gegen mouse- oder rabbit-1IgG (1:200) gerichtet waren und
die in PBS (w/0) mit 5% BSA gelost wurden. Nach erneutem dreimaligem Waschen wurden
die Zellen mit PBS (w/o) iiberschichtet und mit dem Cell Observer.Z1 von ZEISS und

Epifluoreszenzmikroskopie untersucht.

Die anti-8OH(d)G Immunreaktivitdt wurde ausgewertet, in dem die raw fluorescence
intensities mittels Fiji Software gemessen und quantifiziert wurden [143]. Die
Fluoreszenzintensititen wurden auf die Anzahl der Zellkerne in dem jeweiligen Bild
normalisiert. Die Fluoreszenzintensititen in den AllStars siRNA-transfizierten Zellen wurden
gleich 1 gesetzt und die bei den anderen Konditionen gemessenen Fluoreszenzintensitdten sind
in Relation dazu angegeben. Fiir die Quantifizierung von pyknotischen Zellkernen, die
kondensiertes Chromatin enthalten, wurden die Zellkerne mittels Analyse Paritcles Funktion
der Fiji Software gezéhlt [143]. Die pyknotischen Zellkerne sind in Relation zu allen Zellkernen

angegeben, die in dem analysierten Bild enthalten sind.

Fluoreszenzmikroskopischer Nachweis der Seneszenz-assoziierten p-Galaktosidase-

Aktivitit mit C12-FDG in Astrozyten

Seneszente Zellen zeigen eine erhdhte semnescence-associated p-galactosidase
(SA-B-Gal) Aktivitdt, die bei einem pH-Optimum von 6,0 detektiert werden kann. Fiir die
Messung der SA-B-Gal-Aktivitdt wird dafiir eine Alkalisierung von Lysosomen mit
Bafilomycin Al durchgefiihrt [144]. Als fluorogenes Substrat der SA-B-Gal wurde
5-Dodecanoylaminofluorescein di- [ -D-Galactopyranosid (Ci2-FDG) verwendet. Das

angewendete Protokoll beruht auf der folgenden Quelle [144].

Zur lysosomalen Alkalisierung wurde das Medium abgesaugt und frisches DMEM ohne
FBS mit 100 mM Bafilomycin A1 (geldst in DMSO) hinzugegeben und die Zellen fiir 1 h bei
37°C und 5% CO; inkubiert. Am Ende der Inkubation wurde Ci2-FDG (geldst in DMSO,
Stockkonzentration 20 mM) 1:10 verdiinnt in DMEM ohne FBS und davon wurden 33 pL auf
2 mL DMEM auf Zellen gegeben und fiir weitere 2 h bei 37°C und 5% CO; inkubiert. 10 min
vor Ablauf der Inkubation wurde Hoechst34580 (1:5000) hinzugegeben, um die Zellkerne zu
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farben. Die Zellen wurden dreimal mit PBS (w/0) gewaschen und direkt im Anschluss mit dem

Observer.Z1 von ZEISS aufgenommen.

Die Ci2-FDG-Fluoreszenz wurde ausgewertet, in dem die raw fluorescence intensities
mittels Fiji Software gemessen und quantifiziert wurden [143]. AnschlieBend wurde die
gemessene Fluoreszenz auf die Anzahl der Zellkerne normalisiert, die in dem analysierten Bild
enthalten sind. Die Fluoreszenzintensititen der Kontrolle wurden gleich 1 gesetzt und die

Fluoreszenzintensititen der behandelten Zellen in Relation dazu angegeben.
Fluoreszenzanalysen an Gehirnschnitten von Maus und Ratte

Die praparierten Hirnhemisphédren von Méusen und Ratten wurden mit einem Kryotom
in horizontaler Schnittrichtung mit 50 uM Schichtdicke geschnitten und in PBS (w/0)
aufgenommen. Zu Beginn der Farbung wurden die Schnitte fiinfmal mit PBS (w) fiir 10 min
gewaschen und anschlieBend in Blockldsung (PBS w/ + 10% BSA und 1% Saponin) fiir 1 h bei
RT und unter langsamem Schiitteln inkubiert. Die Schnitte wurden dann in PBS (w/ mit 2%
BSA und 0,1% Saponin) fiir 48 h bei 4°C mit Antikorper gegen TROVE2 (1:1.200), CARM1
(1:400), LCN2 (1:100), ASCT2 (1:100) und/oder GFAP (glial fibrillary acidic protein) (1:400)
inkubiert. Die Ko-Fiarbung mit GFAP diente zur Markierung von Astrozyten [145].
AnschlieBend wurden die Schnitte erneut fiinfmal mit PBS w/ gewaschen und fiir weitere 24 h
bei 4°C mit Hoechst34580 (1:5000) und FITC-, ALEXA Fluor 488- oder ALEXA Fluor 647-
konjugierten Sekundérantikorpern, die gegen mouse- oder rabbit-1gG (1:200) gerichtet waren,
inkubiert. AbschlieBend wurden die Schnitte erneut fiinfmal mit PBS (w) gewaschen, auf
Objekttrager aufgezogen und mit Fluoromount-G eingedeckelt und die Deckglidser mit

Zaponlack fixiert.

2.2.12 Mikroskopie

Epifluoreszenzmikroskopie

Die Fluoreszenzmikroskopie wurde mit einem Cell ObserverZ.1 (ZEISS) durchgefiihrt.
Die Bilder wurden mit einem LD LCI Plan-Apochromat 25x/0,8 Imm Korr DIC M27 Objektiv
unter Verwendung von Wasser als Immersionsmittel und einer AxioCamMR3 aufgenommen.

Die Bilder wurden mit der AxioVision Software akquiriert und prozessiert.
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Konfokale Laserscanning Mikroskopie

Die konfokale Laserscanning Mikroskopie wurde mittels LSM880 (ZEISS)
durchgefiihrt. Zur Anregung der Fluorochrome wurden drei Laser mit den Wellenldngen 405,
488 und 543 nm verwendet. Die Bilder wurden mit einem Plan-Apochromat 40x/24° Objektiv

aufgenommen und mit der ZEN2.0 Software prozessiert.

2.2.13 Massenspektrometrie (MS)

Die Mausgehirnproben aus den Regionen zerebraler Kortex, Hippocampus und
Zerebellum (WT und LGS-KO, jeweils n=4) und in PBS (w/0) geerntete Rattenastrozyten (4
Gruppen, jeweils n=5) wurden zur Quantifizierung unterschiedlich abundanter Proteine in den

untersuchten Proben massenspektrometrisch analysiert.

Die massenspektrometrische Proteomanalyse besteht aus verschiedenen Schritten.
Zunichst werden die Proteine aus Gewebe oder Zellen isoliert und mittels ,,In-Gel““-Verdau fiir
die Analyse vorbereitet. Da die massenspektrometrische Analyse aus ganzen Proteinen weniger
sensitiv ist und sich die Gesamtmasse fiir die Identifizierung nicht eignet, werden die Proteine
enzymatisch in Peptide gespalten. In einem weiteren Schritt werden die Peptide einzeln
chromatografisch aufgetrennt, um dann mittels Elektrospray-Ilonisationsquelle in kleinen hoch-
geladenen Tropfchen vernebelt zu werden. Nach der Vernebelung werden mehrfach protonierte
Peptide in das Massenspektrometer eingeleitet und dort weiter analysiert. Bei der
Tandem-Massenspektrometrie werden zundchst Vorlduferionenspektren (MS1) aufgenommen.
AnschlieBend werden einzelne Vorlduferionen isoliert, fragmentiert und Fragmentspektren
(MS2 oder MS/MS) aufgenommen. Durch den computerbasierten Abgleich mit Informationen
aus einer Proteinsequenz-Datenbank lassen sich anschlieBend Peptide und Proteine

identifizieren. [146]

Die quantitative Analyse erfolgte durch LFQ (label free quantification) auf Ebene der
Vorlduferionenintensititen [147, 148]. Die Proteomanalysen wurden durch das BMFZ der

Heinrich-Heine-Universitét in Diisseldorf durchgefiihrt.
Probenvorbereitung

Die Gewebeproben oder Zellen wurden durch Zugabe eines Lysispuffer aufgeschlossen,

mit Ultraschall behandelt und abzentrifugiert. Dadurch wurden zelluldre Riickstinde aus den
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Proben entfernt. Im Uberstand befanden sich die extrahierten Proteine. Die
Proteinkonzentrationen wurden mittels Pierce 660 nm Protein Assay bestimmt. Es wurden 5 pg
Protein jeder Probe auf ein 4-12%iges Bis-Tris-PAA-Gel aufgetragen und mit einer Laufweite
von etwa 5 mm fiir die ,,one-shot“ Analyse aufgetrennt. Zusatzlich wurden 2 pg Protein jeder
Probe auf ein Gel aufgetragen und fiir iiber 1 h der Grof8e nach aufgetrennt. Die einzelnen
Banden wurden anschlieBend per Silberfarbung eingefdarbt. Anhand des entstandenen
Bandenmusters kann beurteilt werden, ob die Proteine eventuell degradiert vorliegen und eine

weitere Prozessierung der Proben dadurch nicht moglich ist.

Sind die Proteine nicht degradiert, so wurden die Protein-enthaltenen Gelstiicke aus dem
ersten Gel ausgeschnitten, gewaschen und weiter prozessiert durch Proteinreduktion mit 10 mM
Dithiolthreitol und Alkylierung mit 55 mM lodacetamid. Weiterhin wurden die Proteine durch
0,1 pg Trypsin (in 100 mM Ammoniumhydrogencarbonat gelost in Wasser) enzymatisch
verdaut (16 h, 37°C). Die resultierenden Peptide wurden zweifach mit einer 1:1 (v/v) Mischung
aus Acetonitril und 0,1% Trifluoressigsdure aus dem Gel extrahiert. AnschlieBend wurden die

Peptide getrocknet und in 0,1% Trifluoressigsdure resuspendiert.
Chromatografische Auftrennung

Die extrahierten Peptide wurden durch Fliissigchromatographie physikalisch
aufgetrennt. Hierbei sind die Peptide in der mobilen Phase gelost und wechselwirken je nach
Beschaffenheit unterschiedlich stark mit der unpolaren stationiren Phase. Je stirker die

Wechselwirkung, desto langer verbleibt das Peptid in der Saule.

Fiir die ,,one-shot“ Analyse wurden 500 ng der extrahierten Peptide pro Lauf mit einem
Ultimate 3000 RSLC (Rapid Separation Liquid Chromatography) System chromatographisch
aufgetrennt. Zunidchst wurden die Peptide durch eine 7Trap-Séule (3 um C18-Sdulenmaterial
PartikelgroBe, 100 A PorengroBe, 75 um Innendurchmesser, 2 cm Linge) fiir 10 min mit 0,1%
Trifluoressigsédure als mobile Phase konzentriert. Weiterhin wurden die Peptide in einer
analytischen Siule bei 60°C aufgetrennt (2 um C18-Siulenmaterial PartikelgroBe, 100 A
Porengrofle, 75 um Innendurchmesser, 25 cm Lénge) bei einem 2 h-Gradienten von 4 bis 40%
Losung B (Losung A: 0,1% (v/v) Ameisensdure in Wasser, Losung B: 0,1% (v/v)
Ameisensdure, 84% (v/v) Acetonitril in Wasser) wird die Polaritdt der mobilen Phase iiber den

genannten Zeitraum verdndert.
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Massenspektrometrische Analyse

Die Gewebeproben wurden mit einem Q Exactive™ Plus Hybrid Quadrupol-Orbitrap
Massenspektrometer analysiert [147]. Vorlduferionenspektren wurden in der Orbitalfalle des
Instruments aufgenommen und anschlieBend wurde eine datenabhéngige Top-10 Methode
angewendet. Bis zu 10 Vorldufer-lonen wurden durch den eingebauten Quadrupol ausgewahlt
und durch kollisionsinduzierte Dissoziation mit hoherer Energie fragmentiert. Die
Fragmentspektren wurden in der Orbitalfalle aufgenommen. Fiir die Analyse der
Rattenastrozyten wurde ein Fusion Lumos Hybrid Massenspektrometer mit aktiviertem
erweitertem  Peak-Erkennungsmodus  verwendet. Im  ersten  Schritt  wurden
Vorlduferionenmassenspektren in der Orbitalfalle im Profilmodus aufgenommen (Auflosung
120.000, Massenbereich 200-2.000 m/z, maximale Fiillzeit 60 ms, Zielwert fiir automatische
Verstiarkungsregelung 250.000). Im zweiten Schritt wurden fiir maximal 2 s Vorlduferionen
(Ladungsstatus Plus 2- Plus 7, Minimalintensitdt 5.000) durch den Quadrupol innerhalb eines
1,6 m/z Isolationsfensters isoliert, durch kollisionsinduzierte Dissoziation fragmentiert und
Fragmentspektren in der linearen lonenfalle aufgenommen (,,7apid Scan Rate, maximale
Fiillzeit 50 ms, Zielwert fiir die automatische Verstirkungsregelung 10.000). Bereits
fragmentierte Vorlduferionen wurden von der weiteren Isolation fiir die ndchsten 60 s

ausgeschlossen.
Computergestiitzte Massenspektrometrische Datenanalyse

Die Identifizierung und Quantifizierung der Peptide und Proteine basierend auf der
markierungsfreien Quantifizierung von massenspektrometrischen Vorlauferionen-Intensititen
wurde mit der MaxQuant Software ausgefiihrt (MPI fiir Biochemie, Planegg, Deutschland)
[149]. Die MaxQuant Version 1.6.2.10 wurde fiir die Analyse des zerebralen Kortex und der
Zerebellum-Proben verwendet sowie die Versionen 1.6.3.4 fiir die Analyse der Hippocampus-
Proben und 1.6.10.43 fiir die Analyse der Rattenastrozyten. Die Suchen wurden auf Basis von
Sequenz-Datasets durchgefiihrt, die von der UniProtKB Proteom Sektion heruntergeladen
wurden: Mus musculus UP000000589 (zerebraler Kortex und Zerebellum: 52548
Proteinsequenzen wurden am 18. Januar 2018 heruntergeladen; Hippocampus: 53451
Sequenzen am 10. August 2018 heruntergeladen) und Rattus norvegicus UP000002494
(Astrozyten: 29951 Proteinsequenzen am 26. Maidrz 2020 heruntergeladen). Die
Carbaminomethylierung der Cysteine wurde als fixiert angenommen und die

Methioninoxidierung und N-terminale Acetylierung der Proteine als variable Modifikationen.
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Die markierungsfreie Quantifizierung LFQ- sowie die ,,match between runs*“-Funktionen waren
aktiviert. Die Proteine und Peptide wurden akzeptiert bei einer Falscherkennungsrate (FDR,
false discovery rate) von 1%. Nur Proteine, die mit mindestens zwei verschiedenen Peptiden
identifiziert wurden und mindestens drei (vier bei den Rattenastrozyten) valide quantitative
Werte in mindestens einer Gruppe aufzeigten, wurden fiir weitere Berechnungen und
Kalkulationen verwendet. Die massenspektrometrischen Proteomdaten wurden durch das
ProteomeXchange Consortium via PRIDE unter PXD022312 6ffentlich zugénglich gemacht
[150].

2.2.14 Gene Ontology (GO)

Enriched gene ontology (GO) Zusammenhinge wurden innerhalb der differentiell exprimierten
Proteine durch das Tool ,,Gene Ontology enRIchment alaLysis and visualization tool* (Gorilla)
unter Verwendung der zwei Listen-Optionen (in ihrer Haufigkeit verdnderte Proteine gegen alle

erfassten Proteine) miteinander analysiert [151].

2.2.15 Microarray-Analyse in Maushirngeweben

Die Transkriptomanalysen im Mausgehirn wurden mittels Genexpressions-Microarrays
durchgefiihrt. Fiir die Hybridisierung der Transkripte wird die labile RNA zunichst in die
stabilere cDNA umgeschrieben. Die DNA-Molekiile werden enzymatisch durch Restriktions-
Endonukleasen fragmentiert und die Fragmente an das Fluorophor gekoppelt
(Streptavidin-phycoerythrin Konjugat). Die Fragmente binden auf dem Chip an immobilisierte,
komplementire Oligonukleotidproben. Die ungebundenen Fragmente werden durch Waschen
entfernt. Durch Anregung der hybridisierten fluoreszenzmarkierten cDNA-Fragmente mit einer
spezifischen Wellenlédnge wird eine Fluoreszenz induziert, die detektiert werden kann. Im
aufgenommenen Fluoreszenzemissionsmuster kann computerbasiert bestimmt werden, an
welcher Lokalitdt und in welcher Intensitét die Fluoreszenzsignale detektiert werden. Aus der
Position der gebundenen Fluoreszenzsignale 14sst sich die Identitét des Transkripts bestimmen,
da die Position der Oligonukleotidproben auf dem Array bekannt ist [152]. Die Intensitét des
Signals erlaubt Riickschliisse auf die Menge der gebundenen cDNA-Molekiile und dadurch auf
die Transkriptionslevel [152].
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Die Microarray-Analyse wurde von der IMGM Laboratories GmbH unter Nutzung des
Affymetrix Clariom™ S Array in Kombination mit zufélligem Priming durchgefiihrt. Durch
die Nutzung von zufilligen Primern werden alle RNAs fiir die cDNA-Synthese abgedeckt.
RNA wurde aus dem zerebralen Kortex, Hippocampus und Zerebellum der Mausgehirnproben
mit dem RNeasy Lipid Tissue Kit isoliert. Dabei wurde ein DNase-Verdau auf der Séule
entsprechend den Herstellerangaben eingeschlossen. Die aufgereinigte RNA wurde mit dem
NanoDrop ND-1000 quantifiziert und die RNA infegrity der Proben wurde mit dem 2100
Bioanalyser verifiziert. Die RIN-Werte (RNA integrity numbers) der Proben von WT- und
LGS-KO-Maus waren in den einzelnen Hirnregionen nicht signifikant unterschiedlich
(8,63+0,02 vs. 8,60+0,04 (zerebraler Kortex), 8,58+0,02 vs. 9,08+0,23 (Hippocampus) und
8,98+0,05 vs. 8,78+0,08 (Zerebellum). Die fiir die Durchfiihrung der Microarray-Analysen vom
Hersteller vorgegebenen Anforderungen fiir Mindestmenge, Reinheit und RIN-Werte waren
erfullt. Affymetrix empfiehlt eine Mindestmenge an cDNA von > 6 pg um den
Hybridisierungsschritt optimal durchzufiihren. Weiterhin sollte fiir die geforderte Reinheit der
Quotient von A260/A280 bei >1,9 liegen, um eine Abwesenheit von kontaminierenden
Proteinen anzuzeigen und der A260/A230 sollte bei >2,0 liegen, um andere organische
Verunreinigungen auszuschlieBen. Die RIN-Werte liegen in einem Bereich von 1-10. Ein
RIN-Wert von 10 zeigt eine exzellente RNA-Qualitét an, wohingegen ein RIN-Wert von 1 eine

massive Degradation anzeigt.

Jede Probe wurde auf einem seperaten Affymetrix Clariom™ S Array hybridisiert. Die
Arrays wurden nach einem one-color Hybridisierungsprotokoll hybridisiert und die Signale mit
dem Affymetrix GeneChip® 3000 Scanner detektiert. Die erhaltenen Daten wurden nachfolgend
mit der Affymetrix GeneChip® Command Console Scan Control Software v4.0.0.1567

prozessiert.

Die aus den Microarrays erhaltenen Daten wurden weiterhin von Frau Dr. Jutta Kollet
(Miltenyi Biotec BV & Co. KG, Bergisch Gladbach, Deutschland) analysiert. Zunédchst wurde
die Homogenitét der Intensitédtsprofile der verschiedenen Arrays bestimmt, der Hintergrund
angepasst und zwischen den Arrays normalisiert. Das Ausbleiben von technischen Artefakten
wie Ausreillern und sogenannten Batch-Effekten wurde durch Untersuchung der Verteilung der
Intensitéten aller Proben mittels Boxplot- und Pearson’s Korrelationsanalysen evaluiert. Fiir die
Normalisierung wurden wurde der Signal Space Transformation Robust Multi-Array algorithm
(SST-RMA) angewendet, um variierende globale Signalintensitdten des Microarray auf einen

uniformen Level anzupassen, um die einzelnen Microarrays fiir die downstream Analyse
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vergleichen zu konnen [153]. Normalisierte Intensitdtswerte wurden log>-transfomiert und fiir
weitere statistische Analysen verwendet. Um differentiell exprimierte Gene zu identifizieren,
wurde ein zweiseitiger Studentischer T-Test mit gleichen Varianzen durchgefiihrt. Multiples
Testen wurde mit der Benjamini und Hochberg-Methode kontrolliert [154]. Gene, die
mindestens eine 1,3-fache Expressionsédnderung und einem unangepassten p-Wert gleich oder
kleiner 0,05 aufwiesen, wurden als differentiell exprimiert im Vergleich von WT- und
LGS-KO-Maus angesehen. Zusétzlich wurden die Gene in allen Proben mit hoheren
Expressionen nach detektierbarer Expression gefiltert. Nur Gene, die eine Mindestintensitét
iiber 5% aller Intensitétswerte in mindestens zwei Proben der Gruppe mit hoherer Expression
iiberschritten, verblieb in der finalen Liste der signifikant verdnderten Gene. Die Ergebnisse der
Gen Array Analyse wurden bei dem Offentlichen genomischen Datenspeicher “Gene
Expression Omnibus” (GEO, Zugangsnummer: GSE159625) von NCBI (National Center for
Biotechnology Information) hochgeladen.

Fiir eine funktionelle Gruppenanalyse wurde das gesamte Datenset einer ,,Genset
enrichment “ Analyse unterzogen, unter Nutzung der CAMERA-Methode aus dem ,,R package
limma*“ [155]. Die CAMERA-Methode wurde auf die Ergebnisse eines linearen
Regressionsmodells und moderater T-Statistik (Bayes fit) angewendet, um zu evaluieren,
welchen Expressionstrend die Gene in dem getesteten Anreicherungs-Genset haben. Die C5
Gene Ontology (GO) Gensetkollektion der MSigDB
(http://software.broadinstitute.org/gsea/msigdb) wurde fiir die Anreicherung von Genen
getestet. Fiir diese Art der Analyse wurden die Transkript-Intensititen auf ein Genlevel
summiert, sofern mehrere Proben fiir ein Gen vorlagen, sodass in der Folge die hieraus
gewonnenen Statistiken und Fold changes von den Ergebnissen aus der oben erwidhnten
differentiell exprimierten Genanalyse leicht abweichen. Mit der CAMERA-Methode wurden
der p-Wert und eine False discovery rate (FDR) als Indikator fiir eine signifikante
Anreicherung fiir die Gensets berechnet. AuBerdem wurde dokumentiert, ob die Mehrzahl der
Gene des jeweiligen Gensets zwischen den Vergleichsgruppen differentiell hoher oder

niedriger exprimiert ist.
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2.2.16 Bioinformatische Auswertung von Microarray-Daten von humanen post

mortem Hirnproben

In der vorliegenden Arbeit wurden Datensdtze reanalysiert, die in fritheren
Genexpressionsanalysen gewonnen wurden [72, 80]. Die Genarray-Daten sind 6ffentlich
zugénglich auf Servern des NCBI (Gene Expression Omnibus, Zugangsnummern GSE41919
und GSE57193) deponiert.

Die diesen Datensitzen zugrundeliegenden Untersuchungen wurden von Miltenyi
Biotec BV & Co. KG (Bergisch Gladbach, Deutschland) mittels Agilent™ whole human
genome microarray unter Verwendung von RNA aus humanen post mortem Hirngewebe

durchgefiihrt und bioinformatisch ausgewertet

Das Alter der Kontrollpatienten und der Patienten mit Leberzirrhose mit und ohne HE
war nicht signifikant unterschiedlich. Fiir weitere Patienteninformationen siehe [61]. Das
Gehirngewebe stammte aus dem zerebralen Kortex (Kohorte 1/ Europédische Kohorte: Grenze

parietaler und occipitaler Kortex; Kohorte 2/ Australische Kohorte: Gyrus fusiformis).

Das Hirngewebe wurde von dem Korper-Spende-Programm der Fakultit fiir Anatomie
der Heinrich-Heine-Universitdt in Diisseldorf oder liber das NSW BTRC (Australian Brain
Donor Program New-South Wales Brain Tissue Ressource Centre) der Universitdt von Sydney,
Australien zur Verfiigung gestellt. Die Spender oder deren Angehorige haben dem Kdrper-
Spende-Programm der Fakultdt fiir Anatomie der Universitidt Diisseldorf eine schriftliche
Einwilligung erteilt, Gewebe fiir wissenschaftliche Untersuchungszwecke zu verwenden. Der
Aufkldrungs- und Einwilligungsprozess der Spender, deren Gehirngewebe vom NSW BTRC
zur Verfligung gestellt wurde, ist in der nachfolgenden Quelle detailliert beschrieben [156].

2.2.17 Uberpriifung der Vitalitit von Astrozyten

Fiir die Uberpriifung toxischer Wirkungen der experimentellen Behandlung auf
Astrozyten wurde die Aktivitdt der Laktat-Dehydrogenase (LDH) im Zellkulturmedium
gemessen. Durch den Zelltod und den damit einhergehenden Strukturverlust der
Doppellipidmembran der Zellen wird die LDH ins Zellkulturmedium freigesetzt. Die Aktivitét

der LDH kann photometrisch bestimmt werden und eine erhohte Aktivitét deutet auf einen
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erhohten Zelluntergang hin. Diese Methode erlaubt jedoch nicht zu unterscheiden, ob die Zellen

aufgrund einer Apoptose, Nekrose oder eines anderen Zelltods zugrunde gegangen sind.

Fiir den Assay wurden 500 pL Testlosung und 400 pL Probe gemischt und die
Absorption bei 365 nm in einem Spektrometer (Ecom6122, Eppendorf) gemessen. Die LDH
baut Pyruvat zu Laktat unter Verbrauch von NADH+H" ab. Dabei ist die Abnahme der
NADH-Absorption ein MaB fiir die Aktivitit der LDH. Jede Probe wurde 2 min gemessen und
dadurch die zeitliche Kinetik der LDH-Aktivitdt bestimmt. Die Zusammensetzung der

Testlosung ist in Medium 12 enthalten.

Medium 12: Testlosung fiir die LDH-Messung

Substanz Menge
Pyruvat Smg
NADH 7,5 mg

TRA (Triethanolamin)-Puffer (100 mM, pH 7,6) 50 mL

2.2.18 Statistische Testung

Alle statistischen Tests wurden an Untersuchungsgruppen mit mindestens drei
unabhidngigen Messwerten durchgefiihrt. Die genaue Anzahl der in den Tests verwendeten
Messwerten ist in der jeweiligen Bild- bzw. Tabellenunterschrift aufgefiihrt. Unabhéngig
bedeutet dabei, dass die Messwerte von Untersuchungen stammen, die an Astrozytenkulturen
durchgefiihrt wurden, die aus unterschiedlichen Ratten préapariert wurden. Bei Experimenten,
die an Leber- oder Hirngewebe durchgefiihrt wurden, stammte das Untersuchungsmaterial aus
unterschiedlichen Méusen bzw. Ratten. Jeder unabhingige Messwert ist in den Grafiken als
einzelner Punkt dargestellt. Die Mittelwerte aller Messwerte sind wie in der jeweiligen
Bildunterschrift aufgefiihrt entweder als arithmetisches oder geometrisches Mittel angegeben.
Die in den Tabellen 9-13 angegebenen Werte entsprechen dem arithmetischen Mittel +

Standardfehler des Mittelwerts (standard error of the mean, SEM).

Die statistische Testung wurde wie in den zu den jeweiligen Abbildungen und Tabellen
angegebenen Bildunterschriften beschrieben durchgefithrt. Die Daten der jeweiligen
Untersuchungsgruppen wurden auf Gauflsche Normalverteilung mit dem Shapiro-Wilk-Test

iberpriift.
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Zwei Untersuchungsgruppen wurden bei Normalverteilung der Messwerte mittels
zweiseitigem Studentischen T-Test bzw. dem Welch-Test bei Vorliegen ungleicher Varianzen
getestet. Dabei wurde beriicksichtigt, ob die Messwerte der Gruppen gepaart oder ungepaart
waren. Bei nicht normalverteilten Daten wurde eine statistische Analyse mit dem

Mann-Whitney-Test durchgefiihrt.

Wurden mehr als zwei Messwertgruppen statistisch miteinander verglichen, wurde
unter Beriicksichtigung, ob die Messwerte gepaart und normalverteilt waren und sich die
Varianzen der Gruppen statistisch unterschieden, eine einfaktorielle Varianzanalyse (One-way-
analysis of variance, One-way-ANOVA) mit Tukey’s oder Dunnet’s post hoc-Test,
Friedmann-Test mit Greenhouse-Korrektur oder Kruskal-Wallis-Test mit Dunn’s post hoc-Test

durchgefiihrt. Ein p-Wert von <0,05 wurde als statistisch signifikant angenommen.

Die Daten der Transkriptom- und Proteomanalysen wurden wie in den jeweiligen
Bildunterschriften angegeben mittels Studentischem T-Test oder ANOVA ausgewertet.
Zusitzlich wurden die p-Werte durch Einbeziehung der Falscherkennungsrate (false discovery
rate, FDR) mit Hilfe der Benjamini-Hochberg Methode korrigiert [154]. Die Reanalyse der aus
den Genarrays stammenden Daten humaner post mortem Hirnproben erfolgte durch
Normalisierung der mRNA-Spiegel aller untersuchten Proben auf das geometrische Mittel der
in der Kontrollgruppe gefundenen Werte. Als Signifikanzkriterien wurde hier eine Verdnderung
des Mittelwerts in der jeweiligen Untersuchungsgruppe von dem >1,5-fachen des Mittelwerts
der Kontrollgruppe und ein p-Wert von <0,05 festgelegt. Die statistische Testung erfolgte
hierbei mit Hilfe der einfaktoriellen Varianzanalyse mit multiplem Vergleich und Tukey’s post

hoc-Test oder dem Kruskal-Wallis-Test.
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3 Ergebnisse

3.1 Validierung des  leberspezifischen  Glutamin-Synthetase

Knockouts und einer Hyperammonimie in LGS-KO-Mausen

Der Knockout des Glutamin-Synthetase-Gens in AlbCre"/Glul”’-Mausen wurde
routineméfig durch qPCR-Analysen in den in der Zucht befindlichen Tieren sowie nach Tétung
der Tiere zum zweiten Mal iiberpriift. Die GS-Spiegel in den Lebern der GluV”’- (WT) und
AlbCre"/Glul"-(LGS-KO) Miuse wurden durch Western Blot-Analysen iiberpriift. Wie in
Abbildung 7 zu erkennen, wird die Glutamin-Synthetase in den Lebern der LGS-KO-Mause

nicht exprimiert.

Leberproben LGS-KO Maus

50kDa ——
37kDa —— L R ————— GAPDH
WT LGS-KO

Abbildung 7: Western Blot-Analyse der Glutamin-Synthetase in Leberproteinproben von WT
und LGS-KO-Maiusen. Die Leberproben aus den WT- und LGS-KO-Méusen wurden, wie im
Material und Methoden Kapitel beschrieben, gewonnen und fiir die Herstellung von
Proteinlysaten fiir die Western Blot-Analyse verwendet (n=3 Mause). GAPDH wurde als
Beladungskontrolle verwendet. Die Daten wurden publiziert in [157].

Die Ammoniakspiegel im peripheren Blut wurden mit dem Ammonia-Checker II
gemessen. Im Vollblut der LGS-KO-Méuse waren die Ammoniakspiegel gegeniiber den
Kontrollen signifikant erhéht (LGS-KO: 140,2+39.4; WT: 72,0£20,6 pmol/L, n=6,
p-Wert=0,03, statistisch ausgewertet mittels Studentischer T-Test und zweiseitiger Testung).
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3.2 Identifikation von Anderungen im Transkriptom und Proteom von

LGS-KO-Mausen mittels Transkriptom- und Proteomanalyse

Fiir genomweite Analysen verdndert-exprimierter Gene und Proteine im Gehirn der
LGS-KO-Maus wurden Hirnproben aus den Regionen zerebraler Kortex, Hippocampus und
Zerebellum entnommen und mit diesen Genarray- und Proteomanalysen durchgefiihrt. Die
verstdrkt, erniedrigt oder unverdndert exprimierten Gene und Proteine in den unterschiedlichen
Hirnregionen der LGS-KO-Maiuse sind nachfolgend grafisch in Kuchendiagrammen
veranschaulicht (Abbildung 8). Weiterhin wurden die Daten der Transkriptom- und
Proteomanalysen in Vulkanplots dargestellt (Abbildung §8). Diese erleichtern die
Identifizierung von Genen und Proteinen, die zugleich einen hohen Fold Change aufweisen und
statistisch signifikant verindert in den LGS-KO-Maiusen vorlagen. Signifikant erhdhte oder

erniedrigte mRNA- oder Proteinspiegel sind rot bzw. griin dargestellt.

Zur Auswertung der Transkriptomanalyse wurden Einschlusskriterien einer mindestens
1,3-fachen Anderung der Expressionsspiegel und ein statistisches Signifikanzniveau von p-
Wert <0,05 gewihlt. Unter diesen Bedingungen waren 214 Gene im zerebralen Kortex, 44 Gene
im Hippocampus und 163 Gene im Zerebellum verdndert exprimiert (Abbildung 8 A-C,
Anhang Tab. 1). Die Anzahl der erhoht oder erniedrigt exprimierten Gene ist in den drei
untersuchten Regionen dhnlich. Abgesehen von Lipocalin-2 (Lcn2), welches durchschnittlich
30-fach erhoht in allen untersuchten Hirnregionen war, sind die restlichen

Genexpressionsdnderungen deutlich geringer.

In den Proteomanalysen waren die Spiegel von 4, 36 und 15 Proteine in den
Proteinproben aus dem zerebralen Kortex, Hippocampus und Zerebellum von LGS-KO-
Mausen signifikant gegeniiber den WT Maéusen unterschiedlich (Abbildung 8 D-F, Anhang
Tabelle 2). Hier wurden Einschlusskriterien eine mindestens 2-fache Expressionsédnderung und
ein p-Wert von <0,05 gesetzt. Gegeniiber den WT-Kontrollen war CARMI1 am stirksten
erniedrigt und TROVE2 am stérksten erhoht im zerebralen Kortex der LGS-KO-Mause.
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Abbildung 8: Transkriptom- und Proteomanalysen in unterschiedlichen Gehirnregionen von
WT- und LGS-KO-Miusen. mRNA oder Protein wurde aus dem zerebralen Kortex (A, D),
Hippocampus (B, E) oder Zerebellum (C, F) aus WT oder LGS-KO-Maiusen isoliert. Die
Genexpression- oder Proteinspiegel wurden durch Affymetrix Clariom™ S Array bzw. mittels
Massenspektrometrie analysiert. Die Expressionsspiegel von einzelnen Genen oder Proteinen
in LGS-KO-Maidusen sind relativ zu den WT-Miusen angegeben und in einem
Kuchendiagramm (jeweils oben) zusammengefasst oder in einem Vulkanplot (jeweils unten)
dargestellt, indem einzelne Gene (A-C) oder Proteine (D-F) durch Punkte reprasentiert werden.
Gene oder Proteine mit geringeren oder hoheren Expressionsspiegel in LGS-KO-Mausen sind
als griine oder rote Punkte farblich dargestellt. Signifikanzniveau: >1,3-fache Veridnderung (A-
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C), >2-fache Verdanderung (D-F) und p <0,05 (n=4; 2-seitiger Studentischer T-Test). Die Daten
wurden publiziert in [157].

3.3 Bioinformatische Analyse verandert-exprimierter Gene im Gehirn
von LGS-KO-Maiusen und Vergleich der Transkriptom- und

Proteomanalysen

Um biologische Prozesse zu identifizieren, die in der LGS-KO-Maus verindert sind,
wurde eine GSEA-Analyse (CAMERA gene set enrichment analysis) unter Verwendung der
GO-Datenbank (gene ontology) durchgefiihrt (Abbildung 9, Anhang Tabelle 3, 4). Hieraus geht
hervor, dass insbesondere Gene im zerebralen Kortex der LGS-KO-Maus verstirkt exprimiert
waren, die funktionell dem ,,RNA Splicing® und der ,,mRNA Prozessierung* zugeordnet

werden konnen (Abbildung 9 A, B).

Kein Gen oder Protein war in allen drei untersuchten Hirnregionen signifikant verdndert
und nur 1 (Gkn3) oder 3 Gene (Lcn2, Twfl, Cadm1) waren gleichsam im zerebralen Kortex
und Hippocampus oder Zerebellum der LGS-KO-Maus veridndert (Abbildung 10 A). Weiterhin
gibt es keine Ubereinstimmungen zwischen verindert exprimierten Genen und den jeweiligen

korrespondierenden Proteinen in den untersuchten Regionen (Abbildung 10 B).

Aus der funktionellen Gruppierung differentiell-exprimierter Gene in den drei
untersuchten Hirnregionen geht hervor, dass die detektierten Genexpressionsverdnderungen im
zerebralen Kortex der LGS-KO-Maus im Zusammenhang stehen mit biologischen Prozessen
wie dem ,,Energiemetabolismus®, der ,,Signalweiterleitung®, der ,,Zellzyklusregulation®, dem
,»ER-Stress* sowie der ,»RNA-Prozessierung* (Abbildung 10 O).
Genexpressionsverdnderungen im Zerebellum stehen im Zusammenhang mit ,,Metabolismus®,
»Signalweiterleitung®, ,oxidativen Stress* und ,,Eisenmetabolismus* (Abbildung 10 C). Im
Hippocampus konnten nur wenige biologische Prozesse identifiziert werden, deren
Expressionsdnderungen zugeordnet werden konnten, wie zum Beispiel die ,,Regulation des
mitotischen Spindelapparats (Abbildung 10 C). Die Analysen zeigen weiterhin, dass die
zerebralen Genexpressionsdnderungen in der LGS-KO-Maus Hirnregionen-spezifisch

auftreten.
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Abbildung 9: Funktionelle Gruppierung von differentiell-exprimierten Genen im zerebralen
Kortex in LGS-KO-Maiusen (A) Cluster Heatmap von differentiell-exprimierten Genen und
deren Bezug zu den héufigsten vorkommenden GO-Kategorien als Cluster dargestellt
(T-Statistik, Bayes Fit; Anhang Tabelle 4) von WT- und LGS-KO-M4iusen (jeweils n=4). Eine
rote oder griine Farbe zeigt eine hohere bzw. niedrigere Expression des jeweiligen Gens in der
entsprechenden Maushirnprobe in Bezug auf den Median aller Proben. (B) Am héufigsten
vorkommende biologische Kategorien der C5 GO-Kollektion reprisentiert durch
Genexpressionsverdnderungen im zerebralen Kortex von LGS-KO-Méusen verglichen mit
WT-Miusen. Griine Balken reprdsentieren eine verminderte Expression, rote Balken
reprasentieren eine erhohte Expression. Die Daten wurden publiziert in [157].
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Abbildung 10: Hirnregionen- und RNA/  Protein-iibergreifender  Vergleich
differentiell-exprimierter Gene und von Proteinen deren Spiegel in LGS-KO-Méusen verdndert
ist. (A) Differentiell-exprimierte Gene (blau) und Proteine mit verdndertem Spiegel (griin) im
zerebralen Kortex, Hippocampus und Zerebellum von LGS-KO-Miusen sind in
Venn-Diagrammen dargestellt. Die Prozentangaben geben den relativen Anteil der differentiell
exprimierten Gene und von Proteinen deren Spiegel in den LGS-KO-M4iusen verdndert waren
in Relation zu allen gemessenen Transkripten bzw. identifizierten Proteinen an. (B)
Schnittmenge von Gen- und Proteinspezies, deren Expression bzw. Abundanz verdndert
gefunden wurde in Transkriptom- (blau) und Proteomanalysen (griin) im zerebralen Kortex,
Hippocampus bzw. Zerebellum. (C) GSEA und funktionelle Gruppierung differentiell
exprimierter Gene in den unterschiedlichen Hirnregionen (GO HALLMARK Genset). Griine
Balken représentieren eine verminderte Expression, rote Balken repridsentieren eine erhdhte
Expression im Vergleich von LGS-KO- mit WT-Miusen (n=4; 2-seitiger Studentischer
T-Test). Die Daten wurden publiziert in [157].

3.4 Validierung in den Transkriptom- und Proteomanalysen verandert
vorgefundener Protein- und mRNA-Spezies mittels Western

Blot-Analyse und qPCR

Fiir weiterfithrende Untersuchungen wurden jeweils 2 in LGS-KO-Méusen differentiell
exprimierte Gene und 2 Proteine deren Spiegel unterschiedlich war, ausgewahlt. Die Selektion
erfolgte dabei aufgrund der GroBe der relevanten Anderung und Annahme, dass diese potenziell
relevant sein konnten fiir die zerebrale Ammoniaktoxizitdt. Die Funktionen des zerebralen
Kortex sind besonders betroffen bei der HE und daher wurden die weiteren Analysen an diesem

Hirngewebe vorgenommen.

Das Gen Lcn2, welches fiir den Eisenchelator Lipocalin-2 kodiert, weist die stérkste
Genexpressionsverdnderung in allen drei untersuchten Gehirnregionen auf (Abbildung 8 A-C).
Len2  war  durchschnittlich  30-fach erhoht in allen untersuchten Hirnregionen der
LGS-KO-Maus, wohingegen die restlichen Genexpressionsdnderungen deutlich geringer
verdndert waren (Abbildung 8 A-C). Unter diesen Genen wurde der Alanin-Cystein-Serin-
Transporter 2 (ASCT?2) identifiziert, der im zerebralen Kortex der LGS-KO-Maus gegeniiber
den WT Maéusen 1,4-fach erhoht war (Abbildung 8 A). Weiterhin wurden aus der
Proteomanalyse die Proteine CARM1 und TROVE2 fiir weitere Untersuchungen ausgewéhlt.
Diese waren im zerebralen Kortex der LGS-KO-Méuse gegeniiber den WT Maiusen am

starksten erniedrigt bzw. erhoht (Abbildung 8§ D).
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Die Asct2 mRNA im zerebralen Kortex der LGS-KO-Maus liegt im Genchip signifikant
erhoht vor, wohingegen in der qPCR eine tendenzielle Erhéhung detektiert wurde
(Abbildung 11 A, B). Das ASCT2 Protein wurde in der Proteomanalyse des zerebralen Kortex
nicht gefunden. In der Western Blot-Analyse wurde hingegen eine signifikante Verminderung

der ASCT?2 Proteinspiegel detektiert (Abbildung 11 C, Abbildung 14).

Die Expression von Len2 mRNA im zerebralen Kortex der LGS-KO-Maus liegt im
Genchip signifikant erh6ht vor und dies konnte in der qPCR bestdtigt werden (Abbildung 11 A,
B). Die Western Blot-Analyse zeigte, dass das LCN2 Protein im zerebralen Kortex der
LGS-KO-Maus signifikant erhoht war (Abbildung 11 C, Abbildung 14). Das LCN2 Protein

konnte in den Proteomanalysen nicht identifiziert werden.

Die Carm] mRNA-Spiegel im zerebralen Kortex der LGS-KO-Maus waren auf Basis der
Genchip-Analyse unverdndert (Abbildung 11 A). Dies wurde in der qPCR bestitigt
(Abbildung 11 B). Dahingegen wurde eine signifikante Verminderung der CARMI
Proteinspiegel in der Proteomanalyse detektiert, die in der Western Blot-Analyse bestitigt

wurde (Abbildung 11 C, Abbildung 14).

In der Genarray-Analyse war die Genexpression von Trove2 nicht verdndert
(Abbildung 11 A), was durch die qPCR bestétigt wurde (Abbildung 11 B). Die Proteomanalyse
zeigte, dass die Proteinspiegel von TROVE2 im zerebralen Kortex der LGS-KO-Maus
gegeniiber den WT Mausen signifikant erhoht waren. Dieses Ergebnis wurde in der Western

Blot-Analyse bestétigt (Abbildung 11 C, Abbildung 14).
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Abbildung 11: mRNA- und Proteinspiegel von Carml, Trove2, Lcn2 und Asct2 im zerebralen
Kortex von WT und LGS-KO-Méusen. Die mRNA-Spiegel wurden mittels Genchip Array (A)
und qPCR (B) gemessen. Die Proteinspiegel wurden mittels Western Blot-Analysen gemessen
und durch densitometrische Analyse quantifiziert (C). Bei der qPCR wurden die
mRNA-Spiegel der Zielgene auf die der Haushaltsgene normalisiert (B) und bei den Western
Blot-Analysen wurden die Signalintensititen der Zielproteine auf die der GAPDH normalisiert
(C). Die Kontrollen wurden auf 1 gesetzt und mRNA- und Proteinspiegel in den
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LGS-KO-Méusen wurden in Relation dazu angegeben. Die Mittelwerte werden als
geometrisches Mittel (A) oder arithmetisches Mittel (B, C) angegeben. Fiir statistische
Analysen wurde der 2-seitige Studentische T-Test durchgefiihrt. *: statistisch signifikant
unterschiedlich zur Kontrolle. n.s.: nicht signifikant unterschiedlich (n=3-7). WT: Glu/”/
Miuse LGS-KO: AlbCre*/Glut™” Miuse. Die Daten zu Len2, Carml und Trove2 wurden
publiziert in [157].

Die Asct2 mRNA im Hippocampus der LGS-KO-Maus liegt im Genchip unverandert
vor, wohingegen in der qPCR eine signifikante Erniedrigung gefunden wurde (Abbildung 12
A, B). Das ASCT2 Protein wurde in der Proteomanalyse des Hippocampus nicht identifiziert.
Auch in der Western Blot-Analyse wurde auf Proteinebene kein Unterschied gefunden

(Abbildung 12 C, Abbildung 14).

Die Genchip-Analysen zeigten, dass die Expression von Len2 mRNA im Hippocampus
der LGS-KO-Maus tendenziell stirker exprimiert war (p=0,06), was in der qPCR nicht bestétigt
wurde (Abbildung 12 A, B). In der Proteomanalyse des Hippocampus der LGS-KO-Maus
wurde LCN2 nicht identifiziert und auch in der Western Blot-Analyse wurde kein Unterschied
gefunden (Abbildung 12 C, Abbildung 14).

Die Genchip-Analysen zeigten, dass die Expression von Carml mRNA im
Hippocampus der LGS-KO-Maus unveriandert war (Abbildung 12 A). Dies wurde in der gPCR
prinzipiell bestitigt, auch wenn hier eine leichte Tendenz zu einer Erniedrigung der Carml
mRNA-Spiegel zu sehen ist (Abbildung 12 B). Die CARM1 Proteinspiegel sind nach den Daten
der Proteomanalyse im Hippocampus nicht signifikant verdndert, was in der Western Blot-

Analyse bestdtigt wurde (Abbildung 12 C, Abbildung 14).

Die Genexpression von Trove2 war entsprechend der Genchip-Analysen im
Hippocampus der LGS-KO-Maiuse nicht verdndert (Abbildung 12 A). Dies wurde in der gPCR
prinzipiell bestétigt (Abbildung 12 B). Auch die TROVE2 Proteinspiegel wurden in der
Proteomanalyse des Hippocampus unverdndert gefunden, was durch die Western

Blot-Analysen bestétigt wurde (Abbildung 12 C, Abbildung 14).



3 Ergebnisse 66

Hippocampus Maus (WT/ LGS-KO)

p=0,06
6 15 20 - n.s.
0 o s 0 o
<2 4] °e £ 40 o g8 159
Z 0 G s 6
x o cé:( v o o
EG 2 1 v oo 10 o8
™~ C Lo =1 o~ 2
£2 . 5 =N
9= Sz 51 02
4y 0 ® a8 051
E’ o ® o] g. © o -f",.
2 : ; 0 L mmbmn —"0 0 | . :
WT LGS-KO WT LGS-KO WT LGS-KO
1.4 4 1,5 4 2,0 4
—_— — (s —
1] @ 1]
5 1.0 o I
< < £ <2 15 n.s.
22 06 g5 101 P=005 85 o o
g = ° n.s. EX o< 40 o
S5 02 SR R
21‘:’ ' e 0® 5.2 0,5 - o >
= 2 Q2 |
_63 021 w® o0 E qg 0.5
T 06 . : 0 0 -
WT LGSKO LGS-KO WT  LGS-KO
n.s.
__ 04, 5 2,0 - 2,0 4
2 hd o ) )
se *t £8 157 ° $E 15 n.s
x 2 0,0 4 © £5 S5 o o
E= Ex o X
‘—2 =5 1‘0' - 5 130_
Eg E N = N 00
=t -04 - e X =
i SE 05 <F 05
g e O
-0,8 - : 0 0 :
WT LGS-KO WT LGS- KO WT LGS-KO
14, 15 - 2,0 -
] m n.s. n
= i = c =
g(g 1,0 <0 o SO 15| n.s.
0 ZE 10 8 g "
&2 06 xs 1 S g o
g2 Y Ex o 5o
o 02 n.s. 8 s s 101 ma
> 2 T > N N
SE e 8 3z 051 N 3 2
S 02— c 0 - ® gw 051
- d 3 Fo
-0,6 T . 0 - S 0 :
WT LGS-KO WT LGS-KO WT LGS-KO

Abbildung 12: mRNA- und Proteinspiegel von Carml, Trove2, Lcn2 und Asct2 im
Hippocampus von WT- und LGS-KO-Maéusen. Die mRNA oder Proteinspiegel von WT- und
LGS-KO-Maiusen wurden mittels Genchip-Array (A) und qPCR (B) und Proteinspiegel wurden
mittels Western Blot- und densitometrischer Analyse gemessen (C). Bei der qPCR-Analyse
wurden die Spiegel der Zielgene auf die des Haushaltsgens normalisiert (B). Die Kontrollen
wurden auf 1 gesetzt und mRNA- und Proteinspiegel in LGS-KO-Méusen wurden relativ zu
den WT-Kontrollen angegeben. Die statistischen Analysen wurden mit dem 2-seitigen
Studentischen T-Test durchgefiihrt. *: statistisch signifikant verdndert zur Kontrolle. n.s.: nicht
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signifikant verdndert zur Kontrolle (n=3-4). Mittelwerte werden angegeben als geometrisches
Mittel (A) oder arithmetisches Mittel (B, C). WT: Glul™ Miuse; LGS-KO: Alb-Cre*/Glul¥!
Mause. Die Daten zu Len2, Carm1 und Trove2 wurden publiziert in [157].

Die Asct2 mRNA im Zerebellum der LGS-KO-Maus liegt im Genchip unverindert vor,
wohingegen in der qPCR eine tendenzielle Erniedrigung gefunden wurde (Abbildung 13 A, B).
Das ASCT2 Protein wurde in der Proteomanalyse des Zerebellum nicht identifiziert,

wohingegen durch die Western Blot-Analyse eine marginale Erhohung gefunden wurde

(Abbildung 13 C, Abbildung 14).

Die Genchip-Analysen zeigten, dass die Expression von Len2 mRNA im Zerebellum
der LGS-KO-Maus signifikant erhdht exprimiert vorliegen, was in der qPCR nicht bestitigt
wurde (Abbildung 13 A, B). In der Proteomanalyse des Zerebellum der LGS-KO-Maus wurde
LCN2 nicht identifiziert und auch in der Western Blot-Analyse wurde keine Verdnderung
gefunden (Abbildung 13 C, Abbildung 14).

Die Genchip-Analysen zeigten, dass die Expression von Carml mRNA im Zerebellum
der LGS-KO-Maus unverindert war (Abbildung 13 A). Dies wurde in der qPCR bestitigt
(Abbildung 13 B). Die CARM1 Proteinspiegel sind nach den Daten der Proteomanalyse im
Zerebellum nicht signifikant verdndert, wohingegen in der Western Blot-Analyse eine

tendenzielle Erh6hung gefunden wurde (p=0,08) (Abbildung 13 C, Abbildung 14).

Die Genexpression von Trove2 war entsprechend der Genchip-Analysen im Zerebellum
der LGS-KO-Maduse nicht verdndert (Abbildung 13 A). Dem entgegen wurden die Trove2
mRNA-Spiegel in der qPCR signifikant erhoht gefunden (Abbildung 13 B). Auch die TROVE2
Proteinspiegel wurden in der Proteomanalyse des Zerebellum unveréndert gefunden, was durch

die Western Blot-Analysen bestétigt wurde (Abbildung 13 C, Abbildung 14).
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Abbildung 13: mRNA- und Proteinspiegel von Carm1, Trove2, Lecn2 und Asct2 im Zerebellum
von WT- und LGS-KO-Méusen. Die mRNA oder Proteinspiegel von WT- und LGS-KO-
Maiusen wurden mittels Genchip-Array (A) und qPCR (B) und Proteinspiegel wurden mittels
Western Blot- und densitometrischer Analyse gemessen (C). Bei der qPCR-Analyse wurden
die Spiegel der Zielgene auf die des Haushaltsgens normalisiert (B). Die Kontrollen wurden auf
1 gesetzt und mRNA- und Proteinspiegel in LGS-KO-Miusen wurden relativ zu den
WT-Kontrollen angegeben. Die statistischen Analysen wurden mit dem 2-seitigen
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Studentischen T-Test durchgefiihrt. *: statistisch signifikant verdndert zur Kontrolle. n.s.: nicht
signifikant verdndert zur Kontrolle (n=3-4). Mittelwerte werden angegeben als geometrisches
Mittel (A) oder arithmetisches Mittel (B, C). WT: Glul’/’ Mause LGS-KO: AlbCre*/Glul™
Maiuse. Die Daten zu Len2, Carm1 und Trove2 wurden publiziert in [157].

Mausgehirn (WT/ LGS-KO)
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Abbildung 14: CARMI1, TROVE2, LCN2 und ASCT2 Proteinspiegel im Gehirn von
LGS-KO-Méusen. Die Proteinlysate wurden aus dem zerebralen Kortex, Hippocampus und
Zerebellum von WT- und LGS-KO-Maéusen prépariert und die Proteinspiegel der ausgewéhlten
Kandidaten durch Western Blot-Analysen untersucht. Es werden reprasentative Blots von WT-
und LGS-KO-Miusen gezeigt. GAPDH wurde als Beladungskontrolle verwendet. Die Daten
zu LCN2, CARMI1 und TROVE2 wurden publiziert in [157].
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3.5 Immunfluoreszenzanalysen von LCN2, ASCT2, CARMI1 und
TROVE?2 im Gehirn von Maus und Ratte

In weiterfiihrenden Experimenten wurde mittels Immunfluoreszenzanalysen untersucht,
in welchen unterschiedlichen Hirnregionen von WT-Méusen und -Ratten die Kandidaten
LCN2, ASCT2, CARMI1 und TROVE2 vorkommen. Hierfiir wurden Gehirnschnitte aus der
Maus und Ratte mit dem Astrozyten-Marker GFAP ko-gefarbt und Immunfluoreszenzanalysen
in verschiedenen Hirnregionen mittels konfokaler Laserscanning Mikroskopie durchgefiihrt. In
diesen  Untersuchungen konnten Neurone ohne zusitzliche Anfirbung eines
Neuronen-spezifischen Markers aufgrund der gut abgrenzbaren Morphologie der neuronalen

Somata von anderen Zellen unterschieden werden.

In der Maus waren die Immunreaktivititen (IR) von LCN2, ASCT2, CARMI und
TROVE2 deutlich in zelluldren Strukturen erkennbar, wohingegen die IR von ASCT2 im
zerebralen Kortex, Hippocampus und Corpus callosum diffus waren (Abbildung 15-17). Die
Immunreaktivitidten von LCN2, CARM1 und TROVE2 sind in neuronalen Somata und auch in
GFAP-exprimierenden Astrozyten erkennbar. Die diffuse Verteilung der ASCT2
Immunreaktivitit erschwerte die Lokalisation von ASCT2 in Neuronen und Astrozyten in den
unterschiedlichen Gehirnregionen deutlich. Dies war insbesondere im zerebralen Kortex der
Fall, da hier die ASCT2-IR zwar mit der von GFAP {iberlagerte, aber nicht ausgepragter als im
umliegenden GFAP-negativen Bereich war (Abbildung 15). Im Hippocampus, Corpus
callosum und Zerebellum wurde hingegen eine gegeniiber dem umgebenden Gewebe verstirkte

ASCT2-IR gefunden, die mit der GFAP-IR iiberlagerte (Abbildung 16-18).

Diese Analysen zeigen, dass LCN2, CARM1 und TROVE?2 in Neuronen und Astrozyten
im zerebralen Kortex, Hippocampus, Corpus callosum und Zerebellum der Maus exprimiert

werden. ASCT2 wurde im Zerebellum auch in einigen Astrozyten gefunden.
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Zerebraler Kortex (Maus)

LCN2 / GFAP / Hoechst ASCT2 / GFAP / Hoechst CARM1/ GFAP / Hoechst TROVEZ2 / GFAP / Hoechst

Abbildung 15: Immunfluoreszenzanalysen von LCN2, ASCT2, CARMI1 und TROVE2 im
zerebralen Kortex in Wildtyp-Mausen. 50 pM dicke Hirnschnitte Zamboni-fixierter Maushirne
wurden frei flottierend mit gegen LCN2, ASCT2, CARMI1 und TROVE2 (rot)- gerichteten
Antikorpern inkubiert. Astrozyten wurden mit Antikorpern gegen GFAP (griin) und Zellkerne
mit dem DNA-Farbstoff Hoechst34580 (blau) angefarbt. Die Analyse erfolgte mit Hilfe der
konfokalen Laserscanning Mikroskopie. Die in den Ubersichtsbildern mit einer Box markierten
Bereiche wurden mittels Zoom-Funktion des LSMS880 gescannt und die erhaltenen
VergroBBerungen jeweils darunter angeordnet. Ein repriasentatives Bild aus drei unabhingigen
Versuchen ist gezeigt. Die Daten zu LCN2, CARM1 und TROVE2 wurden publiziert in [157].
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Hippocampus (Maus)

LCN2 / GFAP / Hoechst ASCT2 / GFAP / Hoechst CARM1/ GFAP / Hoechst ~ TROVEZ / GFAP / Hoechst

Abbildung 16: Immunfluoreszenzanalysen von LCN2, ASCT2, CARMI und TROVE2 im
Hippocampus von Wildtyp-Méusen. 50 uM dicke Hirnschnitte Zamboni-fixierter Maushirne
wurden frei flottierend mit gegen LCN2, ASCT2, CARMI und TROVE2 (rot)- gerichteten
Antikorpern inkubiert. Astrozyten wurden mit Antikorpern gegen GFAP (griin) und Zellkerne
mit dem DNA-Farbstoff Hoechst34580 (blau) angefarbt. Die Analyse erfolgte mit Hilfe der
konfokalen Laserscanning Mikroskopie. Die in den Ubersichtsbildern mit einer Box markierten
Bereiche wurden mittels Zoom-Funktion des LSM880 gescannt und die erhaltenen
VergroBBerungen jeweils darunter angeordnet. Ein repriasentatives Bild aus drei unabhingigen
Versuchen ist gezeigt. Die Daten zu LCN2, CARMI1 und TROVE2 wurden publiziert in [157].
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Corpus callosum (Maus)
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Abbildung 17: Immunfluoreszenzanalysen von LCN2, ASCT2, CARM1 und TROVE2 im
Corpus callosum in Wildtyp-Miusen 50 uM dicke Hirnschnitte Zamboni-fixierter Maushirne
wurden frei flottierend mit gegen LCN2, ASCT2, CARMI1 und TROVE2 (rot)- gerichteten
AntikOrpern inkubiert. Astrozyten wurden mit Antikérpern gegen GFAP (griin) und Zellkerne
mit dem DNA-Farbstoff Hoechst34580 (blau) angefarbt. Die Analyse erfolgte mit Hilfe der
konfokalen Laserscanning Mikroskopie. Die in den Ubersichtsbildern mit einer Box markierten
Bereiche wurden mittels Zoom-Funktion des LSMS880 gescannt und die erhaltenen
VergroBerungen jeweils darunter angeordnet. Ein représentatives Bild aus drei unabhingigen
Versuchen ist gezeigt. Die Daten zu LCN2, CARMI1 und TROVE2 wurden publiziert in [157].
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Zerebellum (Maus)
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Abbildung 18: Immunfluoreszenzanalysen von LCN2, ASCT2, CARM1 und TROVE2 im
Zerebellum von Wildtyp-Méusen. 50 uM dicke Hirnschnitte Zamboni-fixierter Maushirne
wurden frei flottierend mit gegen LCN2, ASCT2, CARMI und TROVE2 (rot)- gerichteten
Antikorpern inkubiert. Astrozyten wurden mit Antikorpern gegen GFAP (griin) und Zellkerne
mit dem DNA-Farbstoff Hoechst34580 (blau) angefarbt. Die Analyse erfolgte mit Hilfe der
konfokalen Laserscanning Mikroskopie. Die in den Ubersichtsbildern mit einer Box markierten
Bereiche wurden mittels Zoom-Funktion des LSM880 gescannt und die erhaltenen
VergroBBerungen jeweils darunter angeordnet. Ein reprisentatives Bild aus drei unabhingigen
Versuchen ist gezeigt. Die Daten zu LCN2, CARMI1 und TROVE2 wurden publiziert in [157].
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Zum Ausschluss von Firbeartefakten, die auf eine unspezifische Bindung der
Sekundarantikorper zuriickzufiihren ist, wurden Sekundirantikorperkontrollen durchgefiihrt
(Abbildung 19). Im Vergleich zu den mit Priméirantikdrpern behandelten Schnitten, wurde in
den ausschlieflich mit Sekundérantikorpern durchgefiihrten Farbungen keine rote oder griine
Fluoreszenz unter vergleichbaren Detektionsbedingungen detektiert. Diese Befunde zeigen,
dass die nach Fiarbung von LCN2, ASCT2, CARMI1 und TROVE2 erhaltenen
Immunofluoreszenzen nicht auf einer unspezifischen Bindung der jeweiligen
Sekundirantikdrper an das Mausgewebe beruhen. Bei diesen Untersuchungen wurde die
Fluoreszenz einerseits mit konfokaler Laserscanning Mikroskopie oder dem ChemiDoc MP
BioRad Detektionssystem erfasst. Das letztere System ermdoglicht es die IR in den
Gehirnschnitten in toto zu erfassen und global iiber den gesamten Schnitt zu vergleichen. Die
Ergebnisse zeigen, dass die spezifische IR von der IR, die vom Sekundérantikdrper ausgeht,

klar abgegrenzt werden kann.
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Abbildung 19: Uberpriifung potenzieller Sekundirantikdrper-vermittelter unspezifischer
Anfarbungen im Gehirn von Wildtyp-Méusen. 50 uM dicke Hirnschnitte Zamboni-fixierter
Maushirne wurden frei flottierend mit oder ohne gegen LCN2, ASCT2, CARM1 oder TROVE2
(rot)- und jeweils GFAP (griin)-gerichteten Antikorpern inkubiert. Alle Hirnschnitte wurden
nachfolgend mit der entsprechenden Fluoreszenz-gekoppelten
Sekundérantikdrper-Kombination —angefirbt. Zusitzlich wurden Zellkerne mit dem
DNA-Farbstoff Hoechst34580 (blau) angefdrbt. Oben: Detektion der Fluoreszenzen der
jeweiligen Fluorochrome mittels konfokaler Laserscanning Mikroskopie im zerebralen
Mauskortex. Unten: Detektion der Rotfluoreszenz im Zerebrum und Zerebellum mittels
ChemiDoc MP Imagers. Ein repréisentatives Bild aus drei unabhéngigen Experimenten ist
gezeigt. Die Daten zu LCN2, CARM1 und TROVE2 wurden publiziert in [157].
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In weiteren Experimenten wurden die Proteine LCN2, ASCT2, CARMI1 und TROVE2

in Gehirnschnitten von adulten Wistar-Ratten mittels Immunfluoreszenzanalyse untersucht.

In der Ratte wurde eine ausgepragte LCN2-, CARM1- und TROVE2-IR im zerebralen
Kortex, Hippocampus und Corpus callosum in neuronalen Somata und GFAP-exprimierenden

Astrozyten gefunden (Abbildung 20-22).

Wihrend eine deutliche ASCT2-IR in allen untersuchten Hirnregionen in Neuronen
gefunden wurde, war ASCT2 im zerebralen Kortex und Corpus callosum, aber nicht im

Hippocampus in Astrozyten lokalisiert.

Die diffuse Verteilung der ASCT2-IR im Hippocampus erschwerte die Lokalisation von
ASCT2 in Astrozyten deutlich (Abbildung 21). Die ASCT2-IR {iiberlagerte sich zwar mit der
von GFAP, aber nicht ausgeprégter als im umliegenden GFAP-negativen Bereich, wodurch
eine astrogliale Lokalisation gestiitzt wiirde. Im zerebralen Kortex und Corpus callosum wurde
hingegen eine gegeniiber dem umgebenden Gewebe verstirkte ASCT2-IR gefunden, die mit

der GFAP-IR iiberlagerte (Abbildung 20, 22).

Diese Analysen zeigen, dass LCN2, CARM1 und TROVE2 in Neuronen und Astrozyten
im zerebralen Kortex, Hippocampus und Corpus callosum der Ratte exprimiert werden. ASCT2
wurde in Neuronen und Astrozyten im zerebralen Kortex und Corpus callosum der Ratte

exprimiert.

Die Untersuchungen wurden auch am Rattengehirn durchgefiihrt, da in nachfolgenden
Untersuchungen die Wirkung von Ammoniak auf die Genexpression und Proteinspiegel von

LCN2, ASCT2, CARM1 und TROVE?2 in kultivierten Rattenastrozyten durchgefiihrt wurde.
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Zerebraler Kortex (Ratte)
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Abbildung 20: Immunfluoreszenzanalysen von LCN2, ASCT2, CARM1 und TROVE2 im
zerebralen Kortex von Wistar-Ratten. 50 uM dicke Hirnschnitte Zamboni-fixierter Rattenhirne
wurden frei flottierend mit gegen LCN2, ASCT2, CARMI1 und TROVE2 (rot)- gerichteten
AntikOrpern inkubiert. Astrozyten wurden mit Antikérpern gegen GFAP (griin) und Zellkerne
mit dem DNA-Farbstoff Hoechst34580 (blau) angefarbt. Die Analyse erfolgte mit Hilfe der
konfokalen Laserscanning Mikroskopie. Die in den Ubersichtsbildern mit einer Box markierten
Bereiche wurden mittels Zoom-Funktion des LSMS880 gescannt und die erhaltenen
VergroBerungen jeweils darunter angeordnet. Ein reprisentatives Bild aus drei unabhidngigen
Versuchen ist gezeigt. Die Daten zu LCN2, CARMI1 und TROVE2 wurden publiziert in [157].
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Hippocampus (Ratte)

LCN2 / GFAP / Hoechst ASCT2/ GFAP [/ Hoechst CARM1/ GFAP / Hoechst ~ TROVEZ2 / GFAP / Hoechst

Abbildung 21: Immunfluoreszenzanalysen von LCN2, ASCT2, CARM1 und TROVE2 im
Hippocampus von Wistar-Ratten. 50 uM dicke Hirnschnitte Zamboni-fixierter Rattenhirne
wurden frei flottierend mit gegen LCN2, ASCT2, CARM1 und TROVE2 (rot)-gerichteten
AntikOrpern inkubiert. Astrozyten wurden mit Antikérpern gegen GFAP (griin) und Zellkerne
mit dem DNA-Farbstoff Hoechst34580 (blau) angefarbt. Die Analyse erfolgte mit Hilfe der
konfokalen Laserscanning Mikroskopie. Die in den Ubersichtsbildern mit einer Box markierten
Bereiche wurden mittels Zoom-Funktion des LSMS880 gescannt und die erhaltenen
VergroBerungen jeweils darunter angeordnet. Ein reprisentatives Bild aus drei unabhidngigen
Versuchen ist gezeigt. Die Daten zu LCN2, CARMI1 und TROVE2 wurden publiziert in [157].
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Corpus callosum (Ratte)

LCN2 / GFAP / Hoechst ASCT2 / GFAP / Hoechst CARM1/ GFAP / Hoechst TROVE2 / GFAP / Hoechst

Abbildung 22: Immunfluoreszenzanalysen von LCN2, ASCT2, CARM1 und TROVE2 im
Corpus callosum von Wistar-Ratten. 50 pM dicke Hirnschnitte Zamboni-fixierter Rattenhirne
wurden frei flottierend mit gegen LCN2, ASCT2, CARMI und TROVE2 (rot)- gerichteten
Antikorpern inkubiert. Astrozyten wurden mit Antikorpern gegen GFAP (griin) und Zellkerne
mit dem DNA-Farbstoff Hoechst34580 (blau) angefarbt. Die Analyse erfolgte mit Hilfe der
konfokalen Laserscanning Mikroskopie. Die in den Ubersichtsbildern mit einer Box markierten
Bereiche wurden mittels Zoom-Funktion des LSMS880 gescannt und die erhaltenen
VergroBerungen jeweils darunter angeordnet. Ein représentatives Bild aus drei unabhidngigen
Versuchen ist gezeigt. Die Daten zu LCN2, CARMI1 und TROVE2 wurden publiziert in [157].
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Zum Ausschluss von Firbeartefakten, die auf eine unspezifische Bindung der
Sekundarantikorper zuriickzufiihren sind, wurden Sekundirantikorperkontrollen durchgefiihrt
(Abbildung 23). Im Vergleich zu den mit den Primérantikdrpern behandelten Schnitten wurde
in den ausschlieBlich mit den Sekundérantikdrpern durchgefiihrten Farbungen keine rote oder
grilne Fluoreszenz unter vergleichbaren Detektionsbedingungen detektiert. Diese Befunde
zeigen, dass die nach Féarbung von LCN, ASCT2, CARMI und TROVE2 erhaltenen
Immunfluoreszenzen nicht auf einer unspezifischen Bindung der jeweiligen
Sekundirantikdrper an das Rattengewebe beruhen. Bei diesen Untersuchungen wurde die
Fluoreszenz einerseits mittels konfokaler Laserscanning Mikroskopie oder dem ChemiDoc MP
BioRad Detektionssystem erfasst. Das letztere System ermdoglicht es die IR in den

Gehirnschnitten in tofo zu erfassen und global iliber den gesamten Schnitt zu vergleichen.
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Abbildung 23: Uberpriifung potenzieller Sekundirantikdrper-vermittelter unspezifischer
Anfarbungen im Rattengehirn. 50 uM dicke Hirnschnitte Zamboni-fixierter Rattenhirne
wurden frei flottierend mit oder ohne gegen LCN2, ASCT2, CARMI1 oder TROVE2 (rot)- und
jeweils GFAP (griin)-gerichteten Antikdrpern inkubiert. Alle Hirnschnitte wurden nachfolgend
mit den entsprechenden Fluoreszenz-gekoppelten Sekundérantikorper-Kombinationen
angefarbt. Zusitzlich wurden die Zellkerne mit dem DNA-Farbstoff Hoechst34580 (blau)
angefarbt. Oben: Detektion der Fluoreszenzen der jeweiligen Fluorochrome mittels konfokaler
Laserscanning Mikroskopie im zerebralen Mauskortex. Unten: Detektion der Rotfluoreszenz
im Zerebrum und Zerebellum mittels ChemiDoc MP Imagers. Ein représentatives Bild aus drei
unabhidngigen Experimenten ist gezeigt. Die Daten zu LCN2, CARM1 und TROVE2 wurden
publiziert in [157].
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3.6 Effekte von NH4Cl auf die mRNA- und Proteinspiegel von
LCN2, ASCT2, CARM1 und TROVE2 in kultivierten

Rattenastrozyten

In einem weiteren Schritt wurden die Spiegel von LCN2, ASCT2, CARMI1 und TROVE2
auf mRNA- und Proteinebene in unbehandelten und mit NH4Cl-inkubierten kultivierten
Rattenastrozyten in vitro analysiert. Etwaige zeit- und konzentrationsabhingige Effekte von

NH4Cl wurden mittels qPCR, Westen-Blot-Analyse und Immunfluoreszenzanalyse untersucht.

3.6.1 LCN2

In der Genarray-Analyse der LGS-KO-Miuse lag LCN2 etwa 30-fach erhoht im
zerebralen Kortex vor. Durch die Inkubation kultivierter Rattenastrozyten mit NH4Cl wurden
die Lcn2 mRNA-Spiegel nicht signifikant verdndert (Abbildung 24 A). Die Lcn2
mRNA-Spiegel stiegen zwar tendenziell zeit- und konzentrationsabhingig nach Inkubation der
kultivierten Rattenastrozyten mit NH4ClI an, jedoch waren die Verdnderungen nicht signifikant

verdndert zu den unbehandelten Kontrollen (Tabelle 9, 10).

In der Proteomanalyse der LGS-KO-Maiuse wurde das LCN2 Protein nicht identifiziert.
Dementgegen wurde ein signifikanter Anstieg der LCN2 Proteinspiegel in kultivierten
Rattenastrozyten nach Inkubation mit NH4Cl (5 mM, 72 h) gefunden (Abbildung 24 B). Eine
zeitabhingige Verdnderung der LCN2 Proteinspiegel wurde nicht detektiert (Tabelle 11).
Zusitzlich stiegen die LCN2 Proteinspiegel konzentrationsabhédngig bei 0,5 mM NH4ClI (72 h)
(Tabelle 12). Der signifikante Anstieg an LCN2 Proteinspiegel nach 72 h Inkubation mit 5 mM
NH4Cl wurde Immunfluoreszenzanalyse bestétigt (Abbildung 24 C).

3.6.2 ASCT2

In der Genarray-Analyse der LGS-KO-Méuse lag ASCT?2 1,4-fach erhoht im zerebralen
Kortex vor. Durch die Inkubation kultivierter Rattenastrozyten mit NH4Cl wurden die Asct2
mRNA-Spiegel signifikant verdndert (Abbildung 24 A). Die Asct2 mRNA-Spiegel waren
signifikant erhoht in kultivierten Rattenastrozyten durch die Inkubation mit NH4CI (5 mM) nach
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24, 48 und 72 h (Tabelle 9). Durch die Inkubation mit 1,0 und 2,5 mM NH4Cl (72 h) wurden
die Asct2 mRNA-Spiegel konzentrationsabhidngig signifikant erhoht (Tabelle 10).

Das ASCT2 Protein wurde in der Proteomanalyse der LGS-KO-Méiuse nicht im
zerebralen Kortex gefunden. Dementgegen stiegen die ASCT2 Proteinspiegel in kultivierten
Rattenastrozyten nach Inkubation mit NH4Cl (5 mM, 72 h) signifikant an (Abbildung 24 B).
Die ASCT2 Proteinspiegel waren nach 24, 48 und 72 h Exposition mit 5 mM NH4Cl signifikant
erhoht. Ebenfalls induzierten NH4Cl-Konzentrationen von 1,0 und 2,5 mM (72 h) signifikant
erhohte ASCT2 Proteinspiegel (Tabelle 11, 12). Somit wurden die ASCT2 mRNA- und
Proteinspiegel durch die Inkubation mit NH4Cl (5 mM, 72 h) signifikant erhoht
(Abbildung 24 A, B). Diese Hochregulation wurde ebenfalls in Immunfluoreszenzanalysen

bestitigt (Abbildung 24 C).

3.6.3 CARMI

Die Carml mRNA-Spiegel lagen in der Genarray-Analyse der LGS-KO-Maus im
zerebralen Kortex unverdndert vor. Durch die Inkubation kultivierter Rattenastrozyten mit
NH4Cl wurden die Carm1 mRNA-Spiegel nicht signifikant verdndert (Abbildung 24 A). Die
Carm]l mRNA-Spiegel lagen nach einer Inkubation mit 5 mM NH4ClI (24 h) erhoht vor und
nahmen zeitabhidngig tendenziell ab (Tabelle 9). Konzentrationsabhingig wurden keine

veranderten Carm1 mRNA-Spiegel gefunden (Tabelle 10).

In der Proteomanalyse der LGS-KO-Méiuse lag CARMI1 signifikant im zerebralen
Kortex verringert vor. Dieser Befund wurde durch Western Blot-Analysen bestitigt
(Abbildung 24 B). Ebenfalls sanken die CARMI Proteinspiegel tendenziell zeit- und
konzentrationsabhingig (Tabelle 11, 12). Die signifikante Verringerung von CARM1-Protein
durch die Inkubation mit NH4Cl (5 mM, 72 h) wurde durch Immunfluoreszenzanalysen

ebenfalls bestitigt (Abbildung 24 C).

3.6.4 TROVE2

In der Genarray-Analyse der LGS-KO-Méuse war die Genexpression von Trove2 im
zerebralen Kortex nicht verdndert. Durch die Inkubation kultivierter Rattenastrozyten mit

NH4Cl wurden die Trove2 mRNA-Spiegel signifikant erhoht (Abbildung 24 A). Zusitzlich
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stiegen die Trove2 mRNA-Spiegel zeit- und konzentrationsabhéngig in kultivierten

Rattenastrozyten an (Tabelle 11, 12).

In der Proteomanalyse der LGS-KO-Méuse lag TROVE2 signifikant erhoht im
zerebralen Kortex vor. Dieser Befund wurde durch Western Blot-Analysen bestdtigt
(Abbildung 24 B). Die Ammoniak-Inkubation kultivierter Rattenastrozyten steigerte ebenfalls
die TROVE2 Proteinspiegel zeit- und konzentrationsabhéngig (Tabelle 11, 12). Die durch
Inkubation mit NH4Cl (5 mM, 72 h) signifikant erhohten Proteinspiegel wurden durch
Immunfluoreszenzanalysen bestétigt (Abbildung 24 C).

Tabelle 9: Effekte von NH4Cl auf die Len2, Asct2, Carm1 und Trove2 mRNA-Expression in
kultivierten Rattenastrozyten- Zeitabhingigkeit. Die Quantifizierung der mRNA-Spiegel
erfolgte per qPCR. Die mRNA-Spiegel von Lcn2, Asct2, Carml und Trove2 in
NH4Cl-inkubierten Astrozyten sind in Relation zu den jeweiligen unbehandelten Kontrollen
angegeben. Statistisch signifikante Unterschiede wurden mit Hilfe des Studentischen T-Tests
(n=4-16; 2-seitige Testung) identifiziert. *: Statistisch signifikant unterschiedlich zur
unbehandelten Kontrolle. n.s.: nicht signifikant unterschiedlich. Die Daten zu Asct2 wurden
von Olivia Knappe erhoben. Die Daten zu Len2, Carm1 und Trove2 wurden publiziert in [157].

NH4Cl (5 mM)
mRNA
24 h 48 h 72 h
Lcn2 0,82 £0,28 n.s. 1,30 £ 0,35 n.s. 1,39 +£ 0,35 n.s.
Asct2 2,19 £0,52 * 298+0,46 * 4,65 +0,90 *
Carml 1,33+0,10 * 1,23 +£0,19 n.s. 1,11 £0,08 n.s.
Trove2 1,33+ 0,15 n.s. 1,29+ 0,10 * 1,39+ 0,07 *

Tabelle 10: Effekte von NH4Cl auf die Carml, Trove2, Lcn2 und Asct2 mRNA-Spiegel
Expressionsverdnderungen in kultivierten Rattenastrozyten- Konzentrationsabhingigkeit. Die
Quantifizierung der mRNA-Spiegel erfolgte per qPCR. Die mRNA-Spiegel von Len2, Asct2,
Carml und Trove2 in NHsCl-inkubierten Astrozyten sind in Relation zu den jeweiligen
unbehandelten Kontrollen angegeben. Statistisch signifikante Unterschiede wurden mit Hilfe
des Studentischen T-Tests (n=6-11; 2-seitige Testung) identifiziert. *: Statistisch signifikant
unterschiedlich zur unbehandelten Kontrolle. n.s.: nicht signifikant unterschiedlich. n.u.: nicht
untersucht. Die Daten zu Asct2 wurden von Olivia Knappe erhoben. Die Daten zu Len2, Carml
und Trove2 wurden publiziert in [157].

NH4Cl (72 h)
mRNA
0,5 mM 1,0 mM 2,5 mM 5,0 mM
Lcn2 1,02 +0,13 n.s. 1,09 £ 0,13 n.s. 1,36 £ 0,27 n.s. 1,397 £ 0,356 n.s.
Asct2 n.u. 1,28+ 0,11 * 1,41+0,12 * 4,65+ 0,90 *
Carml | 0,96 = 0,08 n.s. 1,00 £ 0,09 n.s. 1,08 £ 0,07 n.s. 1,11 £ 0,08 n.s.
Trove2 | 1,07 +£0,04 n.s. 1,28£0,11 * 1,16 £ 0,05 * 1,39 £ 0,07 *
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Tabelle 11: Effekte von NH4Cl auf die Proteinspiegel von LCN2, ASCT2, CARMI1 und
TROVE2 in kultivierten Rattenastrozyten- Zeitabhingigkeit. Proteinspiegel wurden mittels
Western Blot- und densitometrischer Analyse quantifiziert. Die in mit NH4Cl-inkubierten
Astrozyten gefundenen LCN2, ASCT2, CARM1 und TROVE2 Proteinspiegel sind relativ zu
den unbehandelten Kontrollen angegeben. Als Beladungskontrolle diente das GAPDH Protein.
Statistisch signifikante Unterschiede wurden mithilfe des Studentischen T-Tests (n=3-9; 2-
seitige Testung) identifiziert. *: Statistisch signifikant unterschiedlich zur unbehandelten
Kontrolle. n.s.: nicht signifikant unterschiedlich. Die Daten zu ASCT2 wurden von Olivia
Knappe erhoben. Die Daten zu LCN2, CARMI1 und TROVE2 wurden publiziert in [157].

NH4Cl (5 mM)
Protein
24 h 48 h 72 h
LCN2 1,08 +£ 0,08 n.s. 1,23 +£0,12 n.s. 1,29 £ 0,06 *
ASCT2 1,21 £ 0,06 * 1,31 £0,12 * 1,71 £ 0,15 *
CARM1 0,86+ 0,11 n.s. 0,75+ 0,23 n.s. 0,73 £0,06 *
TROVE2 1,14 £ 0,08 n.s. 1,39 +£0,02 * 1,66 £ 0,08 *

Tabelle 12: Effekte von NH4Cl auf die Proteinspiegel von LCN2, ASCT2, CARMI1 und
TROVE2 in kultivierten Rattenastrozyten- Konzentrationsabhingigkeit.  Proteinspiegel
wurden mittels Western Blot- und densitometrischer Analyse quantifiziert. Die in mit NH4CI-
inkubierten Astrozyten gefundenen LCN2, ASCT2, CARM1 und TROVE?2 Proteinspiegel sind
relativ zu den unbehandelten Kontrollen angegeben. Als Beladungskontrolle diente das
GAPDH Protein. Statistisch signifikante Unterschiede wurden mithilfe des Studentischen T-
Tests (n=3-9; 2-seitige Testung) identifiziert. *: Statistisch signifikant unterschiedlich zur
unbehandelten Kontrolle. n.s.: nicht signifikant unterschiedlich. n.u.: nicht untersucht. Die
Daten zu ASCT2 wurden von Olivia Knappe erhoben. Die Daten zu LCN2, CARMI1 und
TROVE2 wurden publiziert in [157].

NH4Cl (72 h)
Protein
0,5 mM 1,0 mM 2,5 mM 5,0 mM
LCN2 1,51 +0,08 * n.u. n.u. 1,29+ 0,06 *
ASCT2 n.u. 1,48 £0,12 * 1,71£0,34ns. | 1,71 £0,15 *
CARMI1 1,16 £ 0,17 n.s. 1,L15+£030ns. | 094+0,10n.s. | 0,73+0,06 *
TROVE2 | 1,04 +0,04 n.s. 1,18+ 0,07 * 1,32+ 0,08 * 1,66 £ 0,08 *
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Abbildung 24: Effekte von NH4Cl auf die mRNA- und Proteinspiegel von LCN2, ASCT2,
CARMI1 und TROVE?2 in kultivierten Rattenastrozyten.Astrozyten wurden mit 5 mM NH4Cl
fiir 72 h inkubiert und mRNA- und Proteinspiegel wurden mittels qPCR (A) bzw. Western
Blot-Analyse  untersucht und  densitometrischer =~ Analyse  quantifiziert  (B).
Immunfluoreszenzanalysen von LCN2, ASCT2, CARMI und TROVE2 in kultivierten
Rattenastrozyten (C). Ein reprédsentatives Bild aus drei unabhingigen Experimenten fiir jede
Bedingung ist gezeigt. Bei der qPCR wurden die Genexpressionen von LCN2, ASCT2,
CARMI1 und TROVE?2 auf die Expressionsspiegel des Haushaltsgens HPRT1 normalisiert (A).
Bei den Western Blot-Analysen wurden die Signalintensitdten von LCN2, ASCT2, CARM1
und TROVE2 auf die der GAPDH normalisiert (B). Unbehandelte Kontrollen wurden auf 1
gesetzt und mRNA- sowie Proteinspiegel in NH4Cl-behandelten Astrozyten sind in Relation
dazu angegeben. Statistisch signifikante Unterschiede wurden mithilfe des Studentischen T-
Tests (2-seitige Testung) identifiziert. *: statistisch signifikant unterschiedlich zur
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unbehandelten Kontrolle. n.s.: nicht signifikant unterschiedlich zur unbehandelten Kontrolle.
Jeder in den Balkendiagrammen dargestellte Punkt entspricht einem unabhéngigen Experiment
(n=3-34). Die Daten zu ASCT2 wurden von Olivia Knappe erhoben. Die Daten zu LCN2,
CARMI1 und TROVE2 wurden publiziert in [157].

Die Inkubation der kultivierten Rattenastrozyten mit weiteren HE-relevanten Faktoren
wie TNF-a (10 ng/mL, 72 h), Diazepam (10 pM, 72 h) und CH3NH3Cl (5 mM, 72 h)
beeinflussten die Proteinspiegel von LCN2, CARM1 und TROVE2 nicht (Abbildung 25,
Tabelle 13).

Kultivierte Rattenastrozyten
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Abbildung 25: Effekte der HE-relevanten Faktoren TNFa, Diazepam und CH3NH;Cl auf die
Proteinspiegel von LCN, CARMI und TROVE2 in kultivierten Rattenastrozyten.
Quantifizierung der LCN2, CARM1 und TROVE?2 Proteinspiegel in unbehandelten oder mit
(A) TNF-a (10 ng/mL, 72 h) bzw. Diazepam (10 uM, 72 h) oder (B) CH3NH3Cl (5 mM, 72 h)-
inkubierten kultivierten Rattenastrozyten. Proteinspiegel wurden mittels Western Blot- und
densitometrischer Analyse untersucht. Bei den Western Blot-Analysen wurden die
Signalintensitidten von LCN2, CARM1 und TROVE?2 auf die der GAPDH normalisiert. Die
Daten zu TNFa und Diazepam wurden publiziert in [157].

Tabelle 13: Effekte von TNFa, Diazepam und MeNH;3Cl auf die Proteinspiegel von LCN2,
CARMI1 und TROVE?2 in kultivierten Rattenastrozyten. Proteinspiegel wurden mittels Western
Blot- und densitometrischer Analyse untersucht. Die Proteinspiegel in den experimentell-
behandelten Proben sind in Relation zu den unbehandelten Kontrollen angegeben. Als
Beladungskontrolle diente GAPDH. *: Statistisch signifikant unterschiedlich zur
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unbehandelten Kontrolle. n.s.: nicht signifikant unterschiedlich (one-way ANOVA mit
Messwiederholung und Dunnet’s post hoc Test mit multiplem Vergleich oder 2-seitigem
Studentischen T-Test; n=3-7). n.u.: nicht untersucht. Die Daten zu TNFa und Diazepam wurden
publiziert in [157].

72 h
Protein TNFa (10 ng/mL) Diazepam (10 nM) CH:NH3Cl1 (5 mM)
LCN2 1,26 £ 0,11 n.s. 0,83 + 0,16 n.s. 1,13+ 0,12 ns.
ASCT2 n.u. n.u. n.u.
CARMI1 1,04 £ 0,15 n.s. 1,00 £ 0,23 n.s. 1,42 £ 0,49 n.s.
TROVE2 0,84 + 0,04 n.s. 0,89 + 0,03 n.s. 1,28 £ 0,15 n.s.

3.7 Effekte einer akuten Ammoniumazetatintoxikation auf die LCN2,

ASCT2, CARMI1 und TROVE?2 Proteinspiegel im zerebralen
Kortex der Ratte

Die Effekte einer akuten Hyperammonémie auf die zerebralen Proteinspiegel von LCN2,
ASCT2, CARMI und TROVE2 wurden an adulten Ratten untersucht, denen einmalig
intraperitoneal 4,5 mmol/Kg Korpergewicht Ammoniumazetat (NHsAc) verabreicht wurde.
Die Tiere wurden nach 24 h getotet, der zerebrale Kortex prapariert und fiir die Herstellung von
Proteinlysaten verwendet. Die nachfolgenden Western Blot-Analysen zeigen, dass die
Proteinspiegel von LCN2 und ASCT?2 in den mit NHsAc-behandelten Ratten signifikant héher
als in den Kontrolltieren war (Abbildung 26). Die CARM1 Proteinspiegel sinken tendenziell
und die TROVE2 Proteinspiegel steigen tendenziell im zerebralen Kortex der mit NHsAc-
behandelten Tiere an. Diese Verdnderungen waren jedoch nicht signifikant unterschiedlich im

Vergleich zu den Kontrollen (Abbildung 26).
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Abbildung 26: Effekte einer Ammoniumazetatbehandlung auf die Proteinspiegel von LCN2,
ASCT2, CARMI1 und TROVE2 im zerebralen Kortex der Ratte. Quantifizierung der LCN2,
ASCT2, CARMI1 und TROVE2 Proteinspiegel in unbehandelten oder mit NHsAc (4,5
mmol/Kg Kdorpergewicht, 24 h) -behandelten Ratten. Proteinspiegel wurden mittels Western
Blot-Analyse untersucht und densitometrischer Analyse quantifiziert. Bei den Western Blot-
Analysen wurden die Signalintensitdten von LCN2, ASCT2, CARM1 und TROVE2 auf die der
GAPDH normalisiert. Die Kontrollen wurden mit der Solvenz Losung von Ammoniumazetat
behandelt. Die Proteinspiegel in den Kontrollen wurden gleich 1 gesetzt und die Proteinspiegel
in den mit NHsAc-behandelten Ratten in Relation dazu angegeben. Statistisch signifikante
Unterschiede wurden mithilfe des Studentischen T-Tests (2-seitige Testung) und dem Mann-
Whitney-Test identifiziert. *: statistisch signifikant unterschiedlich zur unbehandelten
Kontrolle. n.s.: nicht signifikant unterschiedlich zur unbehandelten Kontrolle. Jeder in den
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Balkendiagrammen dargestellte Punkt entspricht einem unabhéngigen Experiment (n=6). Die
Daten zu LCN2, CARM1 und TROVE2 wurden publiziert in [157].

3.8 Mechanismen und potenzielle Konsequenzen durch Ammoniak
veranderter LCN2, ASCT2, CARM1 und TROVE2

Proteinspiegel in kultivierten Astrozyten

3.8.1 Das Eisenionen-bindende Protein LCN2

In vorherigen Studien wurde gezeigt, dass die Inkubation kultivierter Rattenastrozyten
mit NH4Cl die intrazelluldren Spiegel freier Eisenionen erhoht [61, 83]. Da LCN2 freies Eisen
cheliert, wurde mithilfe des Eisenchelators 2°,2"-Bipyridin (BIP) untersucht, ob die beobachtete
Hochregulation von LCN2 Protein in den mit NH4Cl-inkubierten Astrozyten eine Folge der

Hochregulation freier Eisenionen ist.

Wie in Abbildung 27 erkennbar ist, steigerte die Inkubation kultivierter
Rattenastrozyten mit NH4Cl (5 mM, 72 h) die LCN2-Proteinspiegel im Zelllysat, wohingegen
die Inkubation mit BIP (150 uM, 72 h) die basalen LCN2-Proteinspiegel verringerte.
Verglichen mit den Zellen, die mit BIP behandelt wurden, waren die LCN2-Proteinspiegel in
den Lysaten, die mit BIP+NH4Cl inkubiert wurden nicht hoher, aber gegeniiber den

unbehandelten Astrozyten verringert.

Das LCN2-Protein war im Zellkulturmedium-Uberstand der mit BIP, NH4Cl oder
BIP+NH4Cl inkubierten Astrozyten gegeniiber der Kontrolle tendenziell, aber nicht signifikant,
erhoht (Abbildung 27).
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Abbildung 27: Effekte von NH4Cl und des Eisenchelators BIP auf die Proteinspiegel von
LCN2 in Proteinlysaten kultivierter Rattenastrozyten und im Zellkulturiiberstand. LCN2-
Protein wurde in Proteinlysaten und im Zellkulturiiberstand mittels Western Blot-Analysen
detektiert und die Proteinspiegel densitometrisch quantifiziert. Bei den Western Blot-Analysen
der Zelllysate wurden die Signalintensititen von LCN2 auf die der GAPDH normalisiert.
Unbehandelte Kontrollen wurden auf 1 gesetzt und die Proteinspiegel in den mit
BIP-behandelten Astrozyten in Relation dazu angegeben. Die Statistische Analyse wurde
mittels one-way ANOVA, Kruskal-Wallis-Test und Friedman-Test, gefolgt von Dunn’s post
hoc durchgefiihrt. *: statistisch signifikant verdndert gegeniiber der unbehandelten Kontrolle.
n.s.: nicht signifikant veridndert. Jeder in den Balkendiagrammen dargestellte Punkt entspricht
einem unabhingigen Experiment (n=6-15). Die Daten wurden publiziert in [157].

3.8.2 Der Glutamintransporter ASCT2

Friithere Studien zeigten, dass die Inkubation kultivierter Rattenastrozyten mit NH4ClI
die intrazelluldiren Glutamin-Spiegel erhoht und Glutamin-vermittelten oxidativen und
ER-Stress sowie Seneszenz induziert [57, 61]. Hierbei wurde eine mitochondriale
Glutaminolyse als Trigger fiir oxidativen Stress diskutiert. In nachfolgenden Experimenten
wurde daher eine Beteiligung des mitochondrialen Glutamintransporters ASCT2 an der

Ammoniak-vermittelten Induktion von oxidativem und ER-Stress sowie Seneszenz untersucht.
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Initial wurden Effekte einer Hemmung von ASCT2 mit O-Benzyl-L-Serin (BS, 10 mM,
24 h) auf die Viabilitdt kultivierter Astrozyten untersucht. Wie in Abbildung 28 erkennbar ist,
steigerte weder die Inkubation der Astrozyten mit NH4Cl, BS oder beiden Substanzen die LDH-
Aktivitdt im Zellkulturiiberstand nach 24 h. Dies deutet darauf hin, dass weder NH4Cl noch BS

in Ab- oder Anwesenheit von NH4Cl toxisch auf die Astrozyten wirkt.

Um die Bedeutung des ASCT?2 fiir durch NH4Cl-vermittelten oxidativen und ER-Stress
sowie Seneszenz zu iiberpriifen, wurden die mRNA-Spiegel von HO1, grp78, Gadd45a und
p21 mittels qPCR gemessen. BS hemmte die durch NH4Cl-induzierte Hochregulation von HO1,
grp78 und Gadd45a vollstindig (Abbildung 28 B). Demgegeniiber steigerte BS bereits in
Abwesenheit von NH4Cl die mRNA-Spiegel von p21 aber verhinderte einen weiteren durch
NH4Cl-vermittelten Anstieg (Abbildung 28 B).
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Abbildung 28: Effekte des ASCT2-Hemmstoffes O-Benzyl-L-Serin in unbehandelten und mit
NH4Cl-inkubierten Astrozyten auf die LDH-Aktivitdt im Zellkulturiiberstand sowie den
mRNA-Spiegeln von HO1, grp78, Gadd45a und p21. Die Zellen wurden wie angegeben mit
O-Benzyl-L-Serin und oder NH4Cl inkubiert oder blieben unbehandelt. (A) Bestimmung der
LDH-Aktivitdt im Zellkulturiiberstand. (B) Quantifizierung der mRNA-Spiegel von HO1,
grp78, GADD450 und p21. In jeder Probe wurden die Expressionsspiegel von HO1, grp78, p21
und Gadd45a auf die des Haushaltsgens HPRT1 normalisiert. Die Genexpressionsspiegel in
den mit NH4Cl und/oder O-Benzyl-L-Serin -behandelten Astrozyten sind relativ angegeben zu
denen, die in den jeweiligen Kontrollen gefunden wurden. Die Statistische Analyse wurde
mittels one-way ANOVA und Dunnet’s post hoc-Test durchgefiihrt. *: statistisch signifikant
verdndert zur unbehandelten Kontrolle. n.s.: nicht signifikant verdndert (n=4-7). Die Daten
wurden von Olivia Knappe erhoben.
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3.8.3 Die Methyltransferase CARM1

CARMI1 fungiert als Co-Aktivator bei der Transkription spezifischer Gene und
vermittelt Proliferation [64-67]. In vorherigen Studien wurde gezeigt, dass NH4Cl in
Rattenastrozyten in vitro Seneszenz induziert [57, 61]. Um zu untersuchen, ob die
Herunterregulation von CARMI1 in NH4Cl-inkubierten Astrozyten die Viabilitdt kultivierter
Astrozyten, oxidativen Stress, ER-Stress oder Seneszenz beeinflusst, wurden Rattenastrozyten

in den nachfolgenden Untersuchungen in vitro mit CARM1-Inhibitor (CARM1") behandelt.

Hierfiir wurden die kultivierten Astrozyten mit CARMI1' (Konzentrationen: 5 und
15 uM) fiir 24 h inkubiert und die Morphologie der Zellen wurde lichtmikroskopisch untersucht
(Abbildung 29 A). Dabei zeigten sich in den mit dem Inhibitor inkubierten Zellen im Vergleich
zur Kontrolle auffillige morphologische Verinderungen. Die Zellkorper sind in den mit
CARMI'-behandelten Zellen abgerundet, zusammengezogen und kontrastreicher. Bei
Verwendung von 15 uM CARMI1' war die Wachstumsfliche nicht mehr konfluent bewachsen

und es waren deutliche Liicken im Zellrasen erkennbar.

Toxische Effekte der CARM 1-Inhibition wurden durch Bestimmung der LDH-Aktivitét
im Zellkulturiiberstand bestimmt. Wihrend 5 uM CARMI1! keinen Effekt ausiibte, steigerte
15 uM CARMI1' die LDH-AKktivitdt in den Zellkulturiiberstinden der Astrozyten mehr als
S5-fach gegeniiber den unbehandelten Kontrollen (Abbildung 29 B).

In weiteren gPCR-Untersuchungen wurden Effekte von CARM1' auf die Expression
von Surrogatmarkern fiir oxidativen (HO1) und ER-Stress (grp78) und Seneszenz (p21,
GADD450) untersucht. Die Inkubation der Astrozyten mit 5 und 15 uM CARMI1' steigerte die
mRNA-Spiegel von HO1, grp78 und p21, aber nicht der von GADD45a (Abbildung 29 C).

In einem weiteren Versuch wurde die Bildung des fluorogenen Ci2-FDG durch die SA-
B-Gal in mit 5 uM CARMI' (24 h) inkubierten Astrozyten in einer Lebendzellfirbung
untersucht. Die Ci2-FDG-Fluoreszenz war in den mit CARMI1'-behandelten Astrozyten
signifikant erh6ht gegeniiber der unbehandelten Kontrolle (Abbildung 29 D).

Diese Untersuchungen zeigen, dass die Inhibition von CARM1 die Morphologie der
Astrozyten verdndert und die Expression von Surrogatmarkern fiir oxidativen- und ER-Stress

steigert und in der hoheren Konzentration von 15 pM zytotoxisch auf die Astrozyten wirkt.
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Abbildung 29: Effekte einer CARM1-Inhibition auf die Zellmorphologie, LDH-Freisetzung
und mRNA-Spiegel von Surrogatmarkern von oxidativem und ER-Stress sowie Seneszenz in
kultivierten Rattenastrozyten. Astrozyten wurden mit dem CARM1-Inhibitor (CARMI1', 5 und
15 uM) fiir 24 h inkubiert. (A) Lichtmikroskopische Analyse der Zellmorphologie. (B)
Bestimmung der LDH-Aktivitit im Zellkulturiiberstand. (C) Quantifizierung der
mRNA-Spiegel von HOI1, grp78, GADD45a. Und p2l. In jeder Probe wurden die
Expressionsspiegel von HO1, grp78, p21 und Gadd45a auf die des Haushaltsgens HPRT1
normalisiert. Die Genexpressionsspiegel in den mit CARM1'-behandelten Astrozyten sind
relativ angegeben zu denen, die in den jeweiligen Kontrollen gefunden wurden. (D)
Fluoreszenzmikroskopische Analyse von Ci2-FDG und Quantifizierung der Fluoreszenz bei
Normalisierung auf die Zellzahl. Die unbehandelte Kontrolle wurde gleich 1 gesetzt. Statistik:
ANOVA mit multiplem Vergleich und Friedman-Test (Dunn’s und Dunnett’s post hoc-Test)
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und 2-seitigem Studentischen T-Test. *: statistisch signifikant unterschiedlich zur
unbehandelten Kontrolle. n.s.: nicht signifikant unterschiedlich zur unbehandelten Kontrolle.
Jeder in den Balkendiagrammen dargestellte Punkt entspricht einem unabhédngigen Experiment
(n=3-5). Die Daten wurden publiziert in [157].

3.8.4 Das RNA-bindende Protein TROVE2

In folgenden Untersuchungen wurde eine mogliche Bedeutung des RNA-bindenden
Proteins TROVE?2 fiir durch Ammoniak-induzierten oxidativen und ER-Stress sowie Seneszenz
in kultivierten Rattenastrozyten untersucht. Hierfiir wurde TROVE2 in den Astrozyten mithilfe
von siRNA herunterreguliert. Dafiir wurden Zellen fiir 24 h entweder mit Kontroll-siRNA
(AllStars) oder der gegen TROVE2 gerichteten siRNA inkubiert. Nachfolgend wurden die
Astrozyten fiir 24 oder 72 h mit NH4CI (5 mM) inkubiert (Abbildung 30 A). Diese Behandlung
steigerte die LDH-Aktivitét im Zellkulturiiberstand nicht (Abbildung 30 B).

qPCR-Untersuchungen zeigten, dass der Knockdown von Trove2 die Trove2 mRNA
nach 24 h und die TROVE2 Proteinspiegel nach 72 h verminderte und die durch NH4Cl
(5§ mM)-induzierte Steigerungen der Trove2 mRNA und des TROVE2 Proteins vollstindig
hemmte (Abbildung 30 A). Diese Behandlung hatte keinen Einfluss auf die durch NH4ClI-
gesteigerten mRNA-Spiegel von HO1, grp78, p21 und Gadd45a (Abbildung 31).

Diese Ergebnisse zeigen, dass weder NH4Cl noch eine siRNA-vermittelte
Herunterregulation von TROVE2 noch die Kombination von beiden zytotoxisch auf die
Astrozyten wirkt und dass eine Herunterregulation von TROVE?2, die durch NH4Cl-induzierte

Hochregulation von oxidativen und ER-Stress Markern nicht hemmt.
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Abbildung 30: Effekte eines TROVE2-Knockdowns mittels TROVE2-siRNA in
unbehandelten und mit NH4Cl-inkubierten Astrozyten auf die LDH-Aktivitit im
Zellkulturiiberstand. (A) Die Astrozyten wurden mit siRNA gegen TROVE2 oder mit Kontroll-
siRNA (AllStars) fiir 24 h inkubiert und entweder unbehandelt oder mit 5 mM NH4Cl fiir
weitere 24 h oder 72 h inkubiert. Die Quantifizierung von TROVE2 mRNA- oder
Proteinspiegel erfolgte durch qPCR oder Western Blot-Analysen. Proteinspiegel wurden
mittels Western Blot- und densitometrischer Analyse quantifiziert. Bei den Western Blot-
Analysen wurden die Signalintensititen von TROVE2 auf die der GAPDH normalisiert.
Kontroll-siRNA-behandelte Astrozyten wurden auf 1 gesetzt und die Proteinspiegel in den
anderen Experimenten relativ dazu angegeben. (B) Bestimmung der LDH-Aktivitit im
Zellkulturiiberstand. Statistik: one-way ANOV A mit Friedman-Test gefolgt vom Dunnet’s post
hoc multiplem Verlgeichstest. *: statistisch signifikant verédndert zur unbehandelten Kontrolle.
n.s. nicht statistisch signifikant verdndert zur Kontrolle. #: statisch signifikant veréndert zu
NH4Cl und Kontroll-siRNA-behandelten Astrozyten. n.s.: nicht statistisch signifikant verandert
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zur Kontrolle. Jeder in den Balkendiagrammen dargestellte Punkt entspricht einem
unabhingigen Experiment (n=3-7). Die Daten wurden publiziert in [157].
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Abbildung 31: Effekte eines TROVE2-Knockdowns mittels TROVE2-siRNA auf die
mRNA-Spiegel von Surrogatmarkern fiir oxidativem und ER-Stress in kultivierten
Rattenastrozyten. Die Zellen wurden wie angegeben mit siRNA gegen TROVE2 oder mit
Kontroll-siRNA (AllStars) fiir 24 h inkubiert und blieben entweder unbehandelt oder wurden
mit 5 mM NH4Cl fiir weitere 72 h inkubiert. Quantifizierung der mRNA-Spiegel von HO1,
grp78, GADD450 und p21. In jeder Probe wurden die Expressionsspiegel von HO1, grp78, p21
und Gadd45a auf die des Haushaltsgens HPRT1 normalisiert. Die mRNA-Spiegel sind relativ
angegeben zu den mit AllStars siRNA-transfizierten Kontrollen. Statistik: one-way ANOVA
mit Messwiederholung und Geisser-Greenhouse Korrektur, gefolgt durch Dunnet’s post hoc
multiplem Vergleichstest. *: statistisch signifikant verdndert zur unbehandelten Kontrolle. n.s.:
nicht signifikant veridndert. Jeder in den Balkendiagrammen dargestellte Punkt entspricht einem
unabhédngigen Experiment (n=4-7). Die Daten wurden publiziert in [157].

In weiteren Untersuchungen wurden Effekte eines TROVE2-Knockdowns auf durch
NH4Cl-induzierte Verdnderungen des Proteoms in kultivierten Astrozyten untersucht
(detaillierte Informationen zu den Ergebnissen sind im Anhang in den Tabellen 5, 6 vorhanden).
Hierflir wurden Proteinlysate kultivierter Astrozyten einer massenspektrometrischen Analyse

unterzogen.
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Die prozentualen Anteile hoch- oder herunterregulierter Proteine sind in
Kuchendiagrammen dargestellt (Abbildung 32 A). Die Proteine, die nach NH4Cl-Inkubation
entweder in den mit Kontroll- oder TROVE2-siRNA transfizierten Zellen in signifikant
geringerem oder groflerem Umfang gefunden wurden, sind jeweils in den Vulkanplots griin
oder rot dargestellt. Es wurden insgesamt 2401 Proteine in dieser Proteomanalyse detektiert

(Abbildung 32 A).

Durch NH4Cl in den mit Kontroll- oder TROVE2-siRNA transfizierten Zellen nicht
bzw. quantitativ verdnderte Proteine sind in Venn-Diagrammen in Abbildung 32 B dargestellt.
Die Spiegel von 71 Proteinen wurden durch NH4Cl ausschlieBlich in den mit Kontroll-siRNA-
behandelten Astrozyten verdndert. Davon waren 36 signifikant verringert und 35 signifikant
erhoht im Vergleich zu den unbehandelten Kontroll-siRNA transfizierten Zellen. Die Spiegel
von 84 Proteinen wurden durch NH4Cl gleichsam in den mit Kontroll- oder TROVE2-siRNA-

behandelten Zellen verdndert. Davon waren 27 signifikant verringert und 57 signifikant erhdht.

56 Proteine waren exklusiv in den mit TROVE2-siRNA transfizierten Zellen signifikant
verdndert nach NH4Cl-Inkubation. Davon waren die Spiegel von 23 signifikant verringert und

von 33 signifikant erh6ht gegeniiber der Kontrolle.

Die in TROVE2-siRNA transfizierten Zellen durch NH4Cl quantitativ verdnderten
Proteine sind insbesondere an der ,,RNA- und DNA-Prozessierung® beteiligt (Abbildung 32 C).
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Abbildung 32: Effekte eines TROVE2-Knockdowns auf durch NH4Cl-herbeigefiihrte
Verdnderungen im Proteom kultivierter Rattenastrozyten. Die Astrozyten wurden inkubiert fiir
24 h mit gegen TROVE2 gerichtete siRNA oder mit Kontroll-siRNA (AllStars) und blieben
nachfolgend entweder unbehandelt oder wurden mit 5 mM NH4Cl fiir weitere 72 h inkubiert.
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Proteinspezies wurden mittels Massenspektrometrie identifiziert und quantifiziert. (A) Effekte
des siRNA-vermittelten Knockdowns von TROVE2 auf NH4Cl-induzierte Verdnderungen im
Proteom. In den mit NH4Cl-inkubierten Astrozyten quantitativ verdndert gefundene Proteine
sind relativ zu denen in der unbehandelten Kontrolle angegeben und in einem Kuchendiagramm
(A, oben) und in einem Vulkanplot (A, unten) dargestellt. Jeder Punkt im Vulkanplot
reprasentiert ein spezifisches Protein (A, unten). Proteine, die quantitativ geringer oder hoher
in den mit NH4Cl-inkubierten Astrozyten gefunden wurden, sind durch griine oder rote Punkte
dargestellt. Das Signifikanzniveau wurde durch eine >0,5-fache Verdnderung gegeniiber der
jeweiligen unbehandelten Kontrolle und einem p-Wert <0,05 (n=4; 2-seitiger Studentischer
T-Test) festgelegt. (B) Vergleich von durch NH4Cl-induzierten Anderungen der Proteinspiegel
in mit Kontroll- oder mit TROVE2-siRNA-behandelten Astrozyten. (C) Proteine, die an der
Transkription, Prozessierung und dem Transport von RNA beteiligt sind und deren Spiegel
exklusiv durch NH4Cl in mit Kontroll- oder TROVE2-siRNA inkubierten Astrozyten verandert
war. Die Daten wurden publiziert in [157].

In weiteren Untersuchungen wurde iiberpriift, ob das in die RNA-Qualitdtskontrolle

involvierte Protein TROVE?2 die intrazelluldren Spiegel oxidierter RNA beeinflusst.

Hierfir wurden analog zu den oben beschriebenen Versuchen kultivierte
Rattenastrozyten mit Kontroll (AllStars)- und TROVE2-siRNA und nachfolgend mit NH4ClI (5
mM, 72 h) inkubiert. Danach wurde in den Zellen oxidierte DNA und oxidierte RNA durch
Anfarbung mit einem Antikorper detektiert, der gegen 8-OH(d)G und 8-OHG gerichtet ist.
Gegeniiber den mit AllStars-siRNA inkubierten Kontrollen wurde in den mit TROVE2-siRNA
inkubierten Zellen eine erhdhte 8-OH(d)G-Immunreaktivitit gefunden (Abbildung 33). In
vielen der mit TROVE2 siRNA-inkubierten Zellen war eine auffillige Anderung der
Zellkernmorphologie beobachtbar. Diese Kerne waren kleiner und zirkuldr gegeniiber der eher
,bohnenféormigen“ Morphologie, die in den Kontrollen beobachtet wurden und wie sie

charakteristisch sind fiir pyknotische Zellkerne (Abbildung 33).
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Abbildung 33: Effekte eines siRNA-vermittelten Knockdowns von TROVE?2 in unbehandelten
und mit NH4Cl-inkubierten Astrozyten auf die Oxidation von RNA und die
Zellkernmorphologie. Die Astrozyten wurden inkubiert fiir 24 h mit gegen TROVE2 gerichteter
siRNA oder mit Kontroll-siRNA (AllStars) und blieben nachfolgend entweder unbehandelt
oder wurden mit 5 mM NH4Cl fiir weitere 72 h inkubiert. (A) Die Zellen wurden fixiert und
nachfolgend mit einem gegen 8OH(d)G-gerichteten Antikdrper und mit Hoechst34580
inkubiert. Ein reprisentatives Bild aus drei unabhingigen Experimenten fiir jede Bedingung ist
gezeigt. Die 8OH(d)G-Immunreaktivititen wurden quantifiziert und auf die Zellzahl
normalisiert. (B) Darstellung der Zellmorphologie in der Ubersicht und nach VergroBerung
durch Aufnahme der Hoescht34580 Fluoreszenz. Ein morphologisch verdnderter Zellkern ist
durch einen weillen Pfeil exemplarisch markiert. Die unbehandelten Kontrollen wurden gleich
1 gesetzt. Statistik: one-way ANOV A mit Messwiederholung, gefolgt durch Dunnet’s multiplen
Vergleich post hoc-Test *: statistisch signifikant verédndert zur unbehandelten Kontrolle. Jeder
in den Balkendiagrammen dargestellte Punkt entspricht einem unabhéngigen Experiment (n=5-
6). Die Daten wurden publiziert in [157].
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3.9 Lcn2, Asct2, Carm1 und Trove2 mRNA-Spiegel in humanen post

mortem Hirnproben von Zirrhose Patienten mit und ohne HE

Die mRNA-Spiegel von Lcn2, Asct2, Carm1 und Trove2 wurden in post mortem Hirnen
von Zirrhose Patienten mit und ohne HE in Datensédtzen untersucht, die aus zwei
Transkriptomanalysen vorheriger Arbeiten hervorgegangen sind [72, 80]. Dabei wurden zwei
unterschiedliche Patientenkohorten untersucht und entsprechend der Probenherkunft der
HE-Patienten als ,,européische* (Abbildung 34 A) oder ,,australische Kohorte (Abbildung 34
B) benannt.

Die Analyse der Transkriptomdatensitze der europdischen Kohorte zeigte gegeniiber den
Patienten, die frei waren von einer Leber- und Gehirnerkrankung (Kontrollen) keinen Anstieg
der Lecn2 mRNA-Spiegel in den Zirrhose Patienten mit und ohne HE. Demgegeniiber war die
Lcn2-mRNA in den Zirrhose Patienten mit HE in der australischen Kohorte tendenziell erhoht,
erreichte jedoch mit einem p-Wert von 0,07 nicht das Signifikanzniveau von p <0,05

(Abbildung 34 A, B).

In der europdischen Kohorte waren die Asct2 mRNA-Spiegel in den Proben der Zirrhose
Patienten mit HE gegeniiber den Patienten, die frei waren von einer Leber- und
Gehirnerkrankung (Kontrollen) signifikant héher (Abbildung 34 A). Ein dhnlicher Trend war
auch in der australischen Kohorte erkennbar, allerdings wurde mit einem p-Wert von 0,10 nicht
das Signifikanzniveau von p <0,05 erreicht (Abbildung 34 B). Diese ist moglicherweise auf die

geringe N-Zahl von 4 Proben in jeder Gruppe zuriickzufiihren.

Die mittleren mRNA-Spiegel von Carml waren in den Proben der Patienten mit
Leberzirrhose mit HE in beiden Kohorten niedriger als in der jeweiligen Kontrolle (Patienten
ohne Leber- und Gehirnerkrankung), aber nicht statistisch signifikant unterschiedlich
(Abbildung 34 A, B).

Gegeniiber den jeweiligen Kontrollen (Patienten ohne Leber- und Gehrinerkrankung),
waren die mRNA-Spiegel von Trove2 signifikant erhoht in den post mortem Hirnproben der

Zirrhose Patienten mit HE in beiden untersuchten Kohorten (Abbildung 34 A, B).

Im Vergleich zwischen den post mortem Hirnproben der Zirrhose Patienten mit HE und
den Zirrhose Patienten ohne HE gab es keine signifikanten Verdnderungen der mRNA-Spiegeln

von Len2, Asct2, Carm1 und Trove2 in beiden untersuchten Kohorten (Abbildung 34 A, B).
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Abbildung 34: Expression von Len2, Asct2, Carml und Trove2 mRNA-Spiegel in humanen
post mortem Hirnproben von Kontrollen und Patienten mit Leberzirrhose mit oder ohne HE.
Die Lcn2, Asct2, Carml und Trove2 mRNA-Spiegel wurden durch Reanalyse von 2
vorhandenen Transkriptomdatensdtzen, die aus Proben gewonnen wurden, die aus
unabhingigen Kohorten stammten. Das Gehirngewebe wurde dem zerebralen Kortex
entnommen, entweder an der Grenze parietaler/ occipitaler Kortex (,,européische® Kohorte) (A)
oder dem Gyrus fusiformis (,,australische* Kohorte) (B). Die mRNA-Spiegel aller Proben
wurden normalisiert auf das geometrische Mittel der Kontrollgruppe. Die p-Werte wurden
berechnet mit one-way ANOVA und multiplem Vergleich, gefolgt von Tukey’s post hoc-Test
oder Kruskal-Wallis-Test, gefolgt vom Dunn’s post hoc-Test (n=3-8). Die Daten zu Lcn2,
Carml und Trove2 wurden publiziert in [157].



106

4 Diskussion

4.1 Quantitativ veranderte mRNA- und Protein-Spezies im zerebralen

Kortex, Hippocampus und Zerebellum der LGS-KO-Maus

Bislang sind in der Literatur nur wenige Befunde zu quantitativen Anderungen von
mRNA- und Proteinspezies im Gehirn der LGS-KO-Maus zu finden. Ziel der vorliegenden
Arbeit war es, mittels Transkriptom- und Proteomanalysen umfassende Anderungen im
Transkriptom und Proteom zu identifizieren. Insgesamt wurden 214, 44 und 163
mRNA-Spezies sowie 4, 36 und 15 Proteine gefunden, die quantitativ signifikant im zerebralen
Kortex, dem Hippocampus oder dem Zerebellum der LGS-KO-Maus verdndert waren. Diese

Unterschiede waren Hirnregionen-spezifisch und bislang vollig unbekannt.

Dabei waren die Ergebnisse der Transkriptom- und Proteom-Untersuchungen nicht
kongruent. Die meisten korrespondierenden Proteine, der in unterschiedlicher Quantitdt im
zerebralen Kortex der LGS-KO-Maus nachgewiesenen mRNA-Spezies, wurden nicht in der
massenspektrometrischen Analyse gefunden. Nur 21 Proteinprodukte der 214 verdnderten
mRNA-Spezies konnten auch in der massenspektrometrischen Analyse charakterisiert werden.
Diese waren aber quantitativ gegeniiber den WT-Kontrollen unverdndert. In der
Proteomanalyse der Proben aus dem Hippocampus konnten die zu den 44 verdnderten
mRNA-Spezies korrespondierten Proteine nicht identifiziert werden. Auch im Zerebellum
wurden die meisten korrespondierenden Proteine zu den quantitativ unterschiedlich im
Zerebellum  der LGS-KO-Maus  gefundenen  mRNA-Spezies nicht in  der
massenspektrometrischen Analyse identifiziert. Nur 14 Proteinprodukte der 163 verdnderten
mRNA-Spezies wurden auch in der Proteomanalyse gefunden. Diese waren jedoch quantitativ

gegeniiber den WT-Kontrollen nicht veridndert.

Zu den 4 Protein-Spezies, die quantitativ unterschiedlich im zerebralen Kortex der
LGS-KO-Maus vorlagen, wurden auch die korrespondierenden mRNA-Spezies in der
Transkriptomanalyse gefunden. Von den 36 quantitativ unterschiedlich im Hippocampus der
LGS-KO-Maus gegeniiber dem WT gefundenen Protein-Spezies, wurden von 32 auch die
korrespondierenden mRNAs in der Genarray-Analyse gemessen. In den Proben aus dem
Zerebellum wurden von den 15 in den LGS-KO-Maiusen gegeniiber den WT-Méusen
quantitativ unterschiedlichen Proteinen, von insgesamt 13 Protein-Spezies die jeweils

korrespondierende mRNA-Spezies in der Genarray-Analyse identifiziert.
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Diese  Ergebnisse  konnten — darauf  zuriickzufiihren  sein, dass  die
Genexpressionsdnderungen nicht auf Proteinebene sichtbar werden oder die quantitative
Anderung der Proteine auf posttranskriptionellen Mechanismen beruht. Dariiber hinaus
konnten die uneinheitlich vorgefundenen quantitativen Anderungen der Protein- und jeweiligen
mRNA-Spezies auch fehlerhaften Ergebnissen der Transkription- bzw. Proteomanalyse oder

unterschiedlichen Sensitivitdten der verwendeten Techniken zugesprochen werden.

Daher miissen im Einzelfall, so wie es in der vorliegenden Arbeit getan wurde, die in der
Transkriptom- und Proteomanalyse gefundenen Anderungen fiir jede Spezies durch alternative
Methoden wie qPCR bzw. Western Blot-Analyse iiberpriift werden. Die Analysen zeigten fiir
die ausgewihlten mRNA - und Protein-Spezies ASCT2 und LCN2 bzw. CARM1 und TROVE2,
dass die im Genchip bzw. der Transkriptomanalyse gefundenen Anderungen in der
LGS-KO-Maus nur teilweise bestitigt werden konnten. Wihrend die an den Proben aus dem
zerebralen Kortex gewonnenen Ergebnisse prinzipiell bestéitigt werden konnten, waren die
Ergebnisse der qPCR und des Western Blot mit Proben aus den anderen Hirnregionen teilweise

nicht deckungsgleich mit den Daten der Transkriptom- und Proteomanalysen.

In den nachfolgenden Untersuchungen wurde mit Proben aus dem zerebralen Kortex
gearbeitet, da Storungen im zerebralen Kortex fiir kognitive Beeintrdchtigungen bei der HE

bedeutsam sein konnen.

4.2 Im Gehirn der LGS-KO-Maus verdnderte biologische Prozesse

Die biologischen Prozesse, die den identifizierten Genexpressionsdnderungen in der
LGS-KO-Maus zugrunde liegen, stehen im Zusammenhang mit bereits etablierten
Pathomechanismen der HE wie oxidativem Stress [86, 158], ER Stress [77, 159],
Zellproliferation [61, 62, 160], Energie- [113] und Eisenmetabolismus [61].

In Ubereinstimmung damit, sind Surrogatmarker fiir oxidativem Stress wie oxidierte
RNA und Proteintyrosinnitrierung im zerebralen Kortex, dem Hippocampus und dem

Zerebellum der LGS-KO-Maus gegeniiber den WT-Kontrollen erhoht [131].

Die Untersuchungen der Proteom- und Transkriptomanalysen der vorliegenden Arbeit,
die am Mausgehirn durchgefiihrt wurden, zeigen auerdem keine Verdnderungen, die auf das

Vorliegen einer zerebralen Inflammation hinweisen. Dieser Befund stimmt mit den Ergebnissen
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von Qvartskhava et al. [131] iiberein, die unverdnderte mRNA- und Proteinspiegel der
Mikrogliaaktivierungsmarker Cluster of differentiation (CD14) und dem /lonized calcium-
binding protein I (Ibal) und der pro-inflammatorischen Zytokine Interleukine (IL) IL-1p, IL6
und TNF-o im zerebralen Kortex der LGS-KO-Maus zeigen. Wie die Untersuchungen der
vorliegenden Arbeit auBBerdem zeigen, waren diese Marker auch im Hippocampus oder dem
Zerebellum der LGS-KO-Maiuse unverdndert. Diese Ergebnisse lassen vermuten, dass bei den

LGS-KO-Miusen keine Neuroinflammation in diesen Hirnregionen vorliegt.

In einer friheren Arbeit von Chepkova et al. wurden an LGS-KO-Maiusen
Untersuchungen zur synaptischen Plastizitit und Neurotransmission durchgefiihrt, bei denen
reduzierte Amplituden der Long-term portentiation (LTP) im Hippocampus und Striatum

gefunden wurden.

In dieser Studie wurden signifikant verringerte mRNA-Spiegel der N-methyl-D-aspartate
receptor (NMDAR)-Rezeptoruntereinheit GluN2B-mRNA im Hippocampus gefunden, welche
die reduzierte High-frequency stimulation-induced long-term potentiation (HFS-LTP) im
Hippocampus der LGS-KO-Maus und die beeintrdchtigte synaptische Plastizitét erklaren [133].
Daneben wurden weitere Gene gefunden (mGIluR1, A1R, B2m und HSP90), deren
mRNA-Spiegel im Hippocampus der LGS-KO-Maéuse verdndert waren [133].

Diese Unterschiede wurden in der hier vorliegenden Genarray-Analyse im Hippocampus
jedoch nicht gefunden. Dies erklédrt sich am ehesten dadurch, dass im Gegensatz zu den
Genarray-Analysen, die quantitative mRNA-Analyse mittels qPCR, wie sie in der
Chepkova-Arbeit durchgefiihrt wurden, bekanntermallen erheblich sensitiver ist [161]. Die
geringe Sensitivitdt von Genarray-Analysen erkliart moglicherweise auch die auffillig geringe
Anzahl an Unterschieden im hippocampalen Transkriptom der LGS-KO-Maiuse, die in der

vorliegenden Arbeit gefunden wurden.

In der Arbeit von Chepkova et al. wurden zusdtzlich im Striatum verdnderte
mRNA-Spiegel des D1 dopamine receptor (D1R), des Type 1 muscarinic cholinergic receptor
(M1R) und des Choline-acetyl-transferase (ChAT) gefunden, welche mdglicherweise die
beeintrachtigte corticostriale Neurotransmission in den Gehirnen der LGS-KO-Maiuse erklért

[133].

Neben dem globalen Hirnregionen-spezifischem Vergleich quantitativer Anderungen

von mRNA und Protein im Gehirn der LGS-KO-Méuse konnte eine potenzielle Bedeutsamkeit
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der selektierten Kandidaten im Hinblick auf etablierte Pathomechanismen der HE

nachgewiesen werden.

4.3 Regulation des LCN2-Proteins durch intrazellulare freie

Eisenionen

In allen untersuchten Hirnregionen der LGS-KO-Maus lag die Lecn2 mRNA quantitativ
deutlich hoher vor als in den WT-Kontrollen. Da der Eisenchelator LCN2 ein in den zelluldren
Eisenmetabolismus involviertes Protein ist und Ammoniak die intrazelluldre Eisenhomdostase
beeintrachtigt und einen Anstieg der Spiegel an freien Eisenionen in den Astrozyten induziert,

wurde LCN2 weitergehend untersucht.

In vitro Untersuchungen an kultivierten Rattenastrozyten zeigten eine signifikante
Erhohung der Proteinspiegel von LCN2 nach Ammoniak-Inkubation. Dies spricht dafiir, dass
eine systemische Hyperammondmie auch im Gehirn der LGS-KO-Maiuse fiir die dort
beobachtete LCN2-Hochregulation verantwortlich sein konnte. Die basalen Expressionsspiegel
wie auch die Ammoniak-induzierte Heraufregulation des LCN2-Proteins wurde vollstindig

durch den Eisenchelator BIP gehemmt.

Dies deutet darauthin, dass die intrazelluldren Spiegel an freien Eisenionen die
Proteinspiegel von LCN2 beeinflussen. In diesem Sinne kann vermutet werden, dass die durch
Ammoniak gesteigerten Spiegel an freien Eisenionen in den Astrozyten einen Anstieg der
LCN2 Proteinspiegel vermitteln. LCN2 konnte freie Eisenionen chelieren und dariiber die

Spiegel an freien Eisenionen absenken.

Friithere Untersuchungen lassen vermuten, dass der Eisenionenexport liber Ferroportin in
den Astrozyten durch Ammoniak gehemmt wird [61]. Interessanterweise konnte das
LCN2-Protein nach Behandlung der Zellen mit Eisenchelatoren erhdht im Zellkulturmedium
und verringert in der Zelle nachgewiesen werden. Der Grund hierfiir ist gegenwirtig unklar,
aber es kann vermutet werden, dass liber die Sekretion von LCN2 die Zelle dem Mangel an
Eisenionen in der Zelle entgegenwirkt. Dies spricht auch dafiir, dass die Hochregulation von
LCN2 in der Zelle durch Ammoniak einen Schutzmechanismus darstellt, um iiberschiissiges
Eisen zu binden. Dies ist insbesondere deshalb von Bedeutung, da ungebundene Eisenionen

iiber oxidativen Stress Seneszenz in Astrozyten induzieren [57, 61]. Die Steigerung der
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LCN2-Proteinmenge in Astrozyten kann daher auch als Schutzmechanismus interpretiert

werden, der Ammoniak-induzierter Seneszenz entgegenwirkt [61].

LCN2 ist ebenfalls an synaptischer Plastizitét beteiligt und ein Knockdown von LCN2
fiihrt zu gesteigertem Angstempfinden bei Méausen [107, 109]. Damit konnten die erhohten
LCN2-Protein- und mRNA-Spiegel im zerebralen Kortex der LGS-KO-Mause das in fritheren
Untersuchungen bereits gefundene verringerte Angstempfinden der LGS-KO-Miuse im

,O-Maze“-Test erklaren [131].

Eine Reihe von Studien belegt, dass erhohte Spiegel an freien Eisenionen im Gehirn
neurodegenerative Erkrankungen und Alterungsprozesse induzieren [98]. Dieser Mechanismus
wird kausal fiir Beeintrachtigungen der kognitiven Fiahigkeiten und Motorfunktionen bei
Alzheimer, Parkinson und Huntington angenommen [162-164]. Auch eine erhohte
Eisenakkumulation in Gehirnen von Patienten mit Acaeruloplasmindmie beeintrichtigt
astrogliale und neuronale Funktionen und steht im Zusammenhang mit Neurodegeneration

[165, 166].

Interessanterweise zeigen die bioinformatischen Analysen der vorliegenden Studie auch
erhohte Lecn2 mRNA-Spiegel in post mortem Gehirnproben von Patienten mit Leberzirrhose
und HE. Bei diesen Patienten wurden bereits in einer vergangenen Studie verdnderte
mRNA-Spiegel von in den Eisenstoffwechsel involvierten Genen gefunden, die auf eine
Storung der zerebralen Eisenhomdostase bei Patienten mit Leberzirrhose und HE hinweisen
[61]. Fir eine erhohte Konzentration freier Eisenionen spricht hier insbesondere die
beobachtete Hochregulation des Eisenspeicherproteins Ferritin und der aus Him Eisenionen-

freisetzenden HO1 [61].

Deshalb kann vermutet werden, dass die Hochregulation von Lecn2 mRNA auch im
Gehirn der HE-Patienten einen potenziellen Schutzmechanismus darstellt, um {ber die
Chelierung von ungebundenen freien Eisenionen oxidativem Stress und damit Seneszenz

entgegenzuwirken.
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4.4 Rolle des ASCT?2 fiir oxidativen- und ER-Stress und Seneszenz in

mit Ammoniak-inkubierten Astrozyten

Die Asct2 mRNA-Spiegel lagen im zerebralen Kortex der LGS-KO-Maus hoher vor als
in den WT-Kontrollen. Auch die Ammoniak-Inkubation kultivierter Rattenastrozyten steigerte
die ASCT2 mRNA- und Proteinspiegel, was darauf hindeutet, dass eine systemische
Hyperammonédmie auch im Gehirn der LGS-KO-Méuse fiir die dort beobachtete ASCT2

Hochregulation verantwortlich sein konnte.

Da die Bildung dieses Glutamintransporters im Gehirn gesteigert ist, wurde der ASCT2

fiir weitergehende Untersuchungen ausgewéhlt.

In der vorliegenden Arbeit wurde gezeigt, dass ASCT2 im Gehirn von Maus und Ratte
exprimiert wird. Eine starke Expression wurde insbesondere in Neuronen beider Nager
gefunden. In der Ratte wurde zudem der ASCT2 auch in Astrozyten im zerebralen Kortex
nachgewiesen. In der Maus gelang hingegen kein eindeutiger Nachweis, da eine klare
Abgrenzung gegeniiber dem umliegenden Gewebe nicht moglich war. Diese Daten stimmen
mit denen von Gliddon et al. iiberein, die ebenfalls ASCT2 im Mausgehirn nicht in Astrozyten

gefunden haben [125].

Eine Reihe von Studien belegt, dass Rattenastrozyten den ASCT2 exprimieren [167-169].
Weiterhin gibt es Befunde, die vermuten lassen, dass die Kulturbedingungen einen Einfluss auf
die ASCT2 mRNA- und Proteinspiegel in kultivierten Zellen haben [170]. Dies kann ein
Anhaltspunkt dafiir sein, dass metabolische Faktoren die Expression des ASCT2 in Astrozyten
beeinflussen. Dies ist bereits bei Tumorzellen sehr lange bekannt, die den ASCT2 aufgrund

eines erhohten Glutaminbedarfs hochregulieren [171-173].

In der vorliegenden Arbeit wurde in kultivierten Astrozyten untersucht, welche
Bedeutung der ASCT2 fiir durch Ammoniak-induzierten oxidativen Stress und ER-Stress und
Seneszenz in Astrozyten in vitro hat. Dies wurde durch Verwendung des ASCT2-Hemmstoffs
O-Benzyl-L-Serin (BS) untersucht. BS hemmte tatsdchlich die Ammoniak-induzierte
Hochregulation des oxidativen Stressmarkers HO1, des ER-Stressmarkers GRP78 sowie des

Seneszenz-Markers GADD45q.

Interessanterweise wurde in der Arbeit von Yoo ef al. gezeigt, dass ASCT2 auch in

Mitochondrien exprimiert werden kann und dort als Glutaminimporter fungiert [123]. Vor dem
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Hintergrund, dass die mitochondriale  Glutaminolyse bedeutsam fiir  durch
Ammoniak-induzierten oxidativen Stress ist [174], lassen diese Ergebnisse es moglich
erscheinen, dass der ASCT2 den Import von Glutamin in die Mitochondrien in Ammoniak-
behandelten Astrozyten vermittelt. Diese Annahme miisste durch weitere Untersuchungen

belegt werden.

Die Asct2 mRNA-Spiegel waren auch in den untersuchten post mortem Gehirnproben
von Patienten mit Leberzirthose und HE erhoht. Da bei diesen Patienten ebenfalls eine
verstarkte Glutaminbildung in den Astrozyten anzunehmen ist, konnte der ASCT2 auch in
diesen Zellen hochreguliert und potenziell bedeutsam sein fiir oxidativen und ER-Stress sowie
Seneszenz bei der HE. Weitere Untersuchungen sind erforderlich, um diesen Zusammenhang

zu verifizieren oder falsifizieren.

4.5 Die Rolle von CARMI fur oxidativen und ER-Stress sowie

Seneszenz

Die Proteinspiegel der Methyltransferase CARMI1 waren im zerebralen Kortex der
LGS-KO-Maus im Vergleich zum WT etwa 2-fach niedriger. CARMI fordert die
Zellproliferation, indem es die pS3-vermittelte Transkription von p21 und Gadd45a blockiert
[59, 60]. Zudem methyliert CARM1 Transkriptionsfaktoren, die zur Ko-Aktivierung von
Genen fiihrt, die an der Zelldifferenzierung beteiligt sind [60, 64, 65]. Damit wirkt es der

Seneszenz prinzipiell entgegen.

Die in vitro Untersuchungen an kultivierten Rattenastrozyten zeigten, dass die
Proteinspiegel von CARMI durch Inkubation mit Ammoniak signifikant verringert werden.
Dies deutet darauf hin, dass die systemische Hyperammonédmie in der LGS-KO-Maus auch

ursédchlich fiir die dort beobachtete CARM1-Herunterregulation sein konnte.

Um eine potenzielle Rolle der durch Ammoniak-induzierten Herunterregulation von
CARMI fiir die Induktion von Seneszenz in den Astrozyten zu untersuchen, wurden in vitro
Experimente  in  kultivierten = Rattenastrozyten  durchgefiihrt, in  denen  die
CARMI1-Herunterregulation durch den CARMI1-Inhibitor imitiert wurde. Dies resultierte in
einer Expressionssteigerung der Seneszenz-Marker p21 und GADD45a, wie sie in dhnlicher

Weise auch in den mit NH4Cl-inkubierten Astrozyten gefunden wurde. Dieser Befund kann
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dahingehend interpretiert werden, dass die in den mit NH4Cl-inkubierten Astrozyten
beobachtete Herunterregulation von CARMI1 die p53-abhéngige Induktion von Seneszenz nicht
ausreichend blockieren kann. Um diese Moglichkeit weitergehend zu untersuchen, miisste
iiberpriift werden, ob NH4Cl die CARMI1 vermittelte Methylierung von p53 hemmt. In
Ubereinstimmung mit der Rolle von CARM1 fiir die Transkription Zellzyklus-inhibitorischer
Gene, wurde eine gesteigerte p21-Expression und eine verringerte CARM1 Expression auch

bei seneszenten Zellen beobachtet [57, 175].

Interessanterweise verdanderte sich die Zellmorphologie der Astrozyten erheblich und die
Aktivitit der LDH im Zellkulturiiberstand stieg deutlich an, wenn eine hohe
CARMI-Inhibitorkonzentration gewdhlt wurde. Dies deutet darauf hin, dass der
CARM I -Inhibitor in héheren Konzentrationen toxisch auf die Astrozyten wirkt. Dies konnte
einerseits durch unspezifische Effekte des Inhibitors vermittelt sein, aber andererseits konnte
dies die Folge einer vollstindigen Hemmung von CARMI1 in den Astrozyten sein und darauf
hindeuten, dass CARM1 fiir die Vitalitit der Astrozyten essenziell ist. Die letztere Vermutung
erscheint aber fraglich, da bislang in CARM1-KO-Méuse keine zerebralen Beeintrachtigungen
beobachtet wurden [66, 176, 177].

Auch die durch Ammoniak-induzierte Heraufregulation der HO1, welche wiederum die
Expression des ER-Stressmarkers GRP78 steigert [61], konnte alleinig durch Inkubation des
CARMI-Inhibitors erzielt werden. Damit aktiviert CARMI-Inhibitor einen &hnlichen
Signalweg, der in die Seneszenz der Astrozyten miindet, wie die Inkubation der Zellen mit

NH4Cl.

Interessanterweise wird die Transkription von GRP78 durch die Histon-Acetyltransferase
p300 vermittelt [178], die als bekanntes Substrat der CARM1 gilt und eine Komplexbildung
der transkriptionellen Aktivitidt von p300 entgegenwirkt [179]. Damit kdnnten die durch NH4Cl
in den Astrozyten verringerten CARMI1 Proteinspiegel auch im Zusammenhang mit der

Hochregulation von GRP78 stehen.

Die vorgestellten FErgebnisse unterstreichen eine Rolle fiir CARMI1 bei der
Zellzyklusprogression und legen eine Bedeutung fiir durch Ammoniak-induzierten oxidativen

und ER-Stress sowie zelluldre Seneszenz nahe.

Eine Relevanz von CARMI fiir die Pathogenese der HE wird auch dadurch verstérkt,

dass die Carm1 mRNA-Spiegel im Gehirn von Patienten mit Leberzirrhose und HE tendenziell
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verringert waren. Diese Unterschiede waren jedoch nicht signifikant, was darauf
zuriickzufiihren sein konnte, dass CARMI moglicherweise exklusiv in Astrozyten
herunterreguliert ist, aber nicht in anderen Zelltypen und dadurch die relativen Anderungen

verringert werden.

Zur Aufklarung der Rolle von CARMI1 fiir die Pathogenese der HE sind weitergehende
Untersuchungen notwendig. Hier kdnnte z.B. {iberpriift werden, ob eine Uberexpression von

CARMI die durch Ammoniak-induzierte Seneszenz in den Astrozyten blockiert.

4.6 Die Bedeutung von TROVEX fiir die RNA-Qualitédtskontrolle

Die Proteinspiegel des RNA-bindenden Proteins TROVE2 waren in den Proteinproben
des zerebralen Kortex der LGS-KO-Maiuse im Vergleich zu den Wildtypen ca. 2-fach erhdht.
TROVE?2 ist fiir die Qualititskontrolle ribosomaler RNA bedeutsam und die Expression von
TROVE2 wird durch oxidativen Stress gesteigert [90, 180]. Da Ammoniak in Astrozyten
RNA-Oxidation und hier insbesondere auch die Oxidation ribosomaler RNA induziert, wurde

die Rolle von TROVE2 weitergehend untersucht.

Die in vitro Untersuchungen an kultivierten Rattenastrozyten zeigten, dass die
Proteinspiegel von TROVE2 durch Inkubation mit Ammoniak signifikant gesteigert werden.
Dies spricht dafiir, dass die systemische Hyperammonidmie in der LGS-KO-Maus prinzipiell
ursdchlich sein konnte fiir die dort beobachtete Erhohung der Proteinspiegel von TROVE2.

Durch Herunterregulation von TROVE2 mittels siRNA wurde die durch Ammoniak
gesteigerte Expression der Seneszenzmarker p21 und GADD450 nicht beeinflusst. In
unbehandelten Astrozyten beeinflusste der Knockdown von TROVE2 die Expression dieser
Marker nicht. Dies ldsst vermuten, dass eine TROVE2-abhingige RNA-Qualitdtskontrolle

nicht im Zusammenhang mit der Induktion von Seneszenz steht.

Zur Identifikation von Prozessen, die durch den siRNA-vermittelten Knockdown von
TROVE2 beeinflusst werden, wurde der Einfluss eines TROVE2-Knockdowns auf das Proteom
unbehandelter und mit Ammoniak-inkubierten Astrozyten untersucht. Diese Analyse zeigte,
dass die Spiegel von an RNA- und DNA-Prozessierungsprozessen beteiligten Proteinen durch
den TROVE2 Knockdown verdndert wurden. Wéhrend die Inkubation mit Ammoniak in den

Kontroll-transfizierten Zellen Proteine herunterregulierten, die an der DNA-Replikation
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beteiligt sind, wurden durch den TROVE2-Knockdown Proteine heraufreguliert, die am
Transport, dem Splicing und der Transkription von RNA beteiligt sind.

Interessanterweise wurde durch den TROVE2-Knockdown das Protein Upstream binding
transcription factor 1 (Ubtfl) heraufreguliert, welches essenziell fiir die Transkription
ribosomaler RNA ist [181]. Dieses konnte fiir den mit dem TROVE2-Knockdown

einhergehenden Verlust der rRNA-Qualitétskontrolle substituieren.

Weiterhin wurden die Spiegel oxidierter RNA durch den Knockdown von TROVE2

erhoht, jedoch wurde die durch Ammoniak-induzierte Erh6hung nicht synergistisch gesteigert.

Dies konnte darauf zuriickzufiihren sein, dass die ribosomale RNA den weitaus groften
Anteil an allen oxidierten RNA-Spezies in den kultivierten Astrozyten hat. Moglicherweise
konnte keine weitere Steigerung der Spiegel oxidierter RNA durch den TROVE2-Knockdown

mit der fiir die Quantifizierung verwendeten Immunfluoreszenzanalyse detektiert werden.

Ein weiterer interessanter Aspekt war, dass sich die Zellkerne kultivierter
Rattenastrozyten morphologisch verdnderten nach Knockdown von TROVE2. Diese
Veridnderungen waren auch in den mit Ammoniak-inkubierten Zellen zu finden. Da die
LDH-Freisetzung nicht erhoht war, ist nicht davon auszugehen, dass die Ursache fiir diese
morphologischen Verdnderungen Zelltod ist. Die beobachte Chromatinkondensation kdnnte
jedoch Folge sein von durch Ammoniak oder TROVE2-Knockdown induziertem oxidativem
Stress. In diesem Zusammenhang wurden #hnliche morphologische Verdnderungen des
Zellkerns in anderen Zelltypen nach Behandlung mit Stressoren beobachtet, die ebenfalls

oxidativen Stress induzieren [182, 183].

Uber welchen Mechanismus TROVE2 durch Ammoniak in den Astrozyten hochreguliert
wird, ist unbekannt. Es ist denkbar, dass Ammoniak TROVE2-reprimierende microRNAs
herunterreguliert, so wie es bereits fiir die Hochregulation der HO1 gezeigt wurde [83]. In
diesem Zusammenhang wurde gezeigt, dass die Hochregulation von TROVE2 in
Astrozytomzellen einhergeht mit einer verringerten Expression der TROVE2 mRNA-
bindenden miRNA miR-128 [184].

Eine Relevanz von TROVE?2 fiir die Pathogenese der HE wird auch dadurch nahegelegt,
dass die Trove2 mRNA-Spiegel in post mortem Hirnproben von Patienten mit Leberzirrhose
und HE signifikant erhoht vorlagen im Vergleich zu Patienten mit Leberzirrhose ohne HE und

Kontrollpatienten.
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4.7 Limitationen der vorliegenden Arbeit

In der vorliegenden Arbeit wurden erstmalig globale Hirnregionen-spezifische
Anderungen der LGS-KO-Maus auf mRNA- und Proteinebene identifiziert. Jedoch ist zu
beriicksichtigen, dass im Rahmen dieser Studie nicht alle identifizierten Unterschiede
spezifisch durch zusitzliche Techniken, wie der qPCR und Western Blot-Analyse validiert

werden konnten.

Aufgrund der groBBen Anzahl an verdnderten mRNA- und Protein-Spezies (417 mRNA-
und 55 Protein-Spezies) konnte der GroBteil der identifizierten Verédnderungen nicht validiert

werden.

Da es keine Uberschneidungen zwischen den Transkriptom- und Proteomanalysen gab
und sich die Ergebnisse dieser Analysen stark unterschieden, kann nicht ausgeschlossen
werden, dass die Proteom- und Transkriptomanalysen auch falsch-negative bzw. -positive
Ergebnisse erbrachten. Dies muss im Einzelfall fiir jede Verdnderung durch alternative

Techniken gepriift werden.

Die Veranderungen der ausgewidhlten Kandidaten wurden zwar in den jeweiligen
Hirnregionen jeweils mittels gPCR und Western Blot-Analyse validiert, jedoch bleibt offen, ob
die beobachteten Verdanderungen im Gehirn der LGS-KO-Maiuse auch in Astrozyten erfolgten.
Dies konnte durch Immunfluoreszenzanalysen in weiteren Untersuchungen tiberpriift werden.
Dabei konnte auch untersucht werden, ob die durch Ammoniak in Astrozyten induzierbaren
Anderungen der Proteinspiegel der ausgewihlten Kandidaten auch in anderen Hirnzellen
erfolgen. Parallel dazu konnten weitere in vitro Experimente an Neuronen oder Mikroglia

durchgefiihrt werden, dhnlich wie es fiir die Astrozyten in der vorliegenden Arbeit getan wurde.

Zudem sollten die an den post mortem humanen Hirnproben gemachten Beobachtungen
mittels qPCR und Western Blot-Analyse validiert werden. Auch hier konnten
Immunfluoreszenzanalysen an humanen fixierten Gehirnschnitten durchgefiihrt werden, um
zelltypspezifische Anderungen der Kandidatenproteinspiegel zu untersuchen. Dies wiirde
ebenso die Frage kldren, ob die selektierten Kandidaten auch im menschlichen Gehirn in

Astrozyten exprimiert werden.
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5 Ausblick

Die umfassenden Ergebnisse der vorliegenden Arbeit zeigen bislang unbekannte
Veranderungen im zerebralen Transkriptom und Proteom von hyperammonédmischen

leberspezifischen Knockout-Mausen.

In weiterfiihrenden Untersuchungen mussten aufgrund der begrenzten Bearbeitungsdauer
des Themas Kandidaten selektiert werden. Die dabei unberiicksichtigt-gebliebenen im Gehirn
der LGS-KO-Miduse gefundenen quantitativ verdnderten individuellen mRNA- und
Proteinspezies konnen eine Grundlage fiir zukiinftige Untersuchungen von zerebraler
Ammoniaktoxizitit darstellen. Von besonderer Bedeutung ist hierbei die Vielfalt der in den
LGS-KO-Mausen verdndert vorgefundenen biologischen Prozesse. Dies offeriert auBerdem die
Moglichkeit, die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit im Kontext anderer neurologischer

Erkrankungen, bei denen dhnliche biologischen Prozesse verandert sind, zu betrachten.
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Anhang

Anhang Tabelle 1: Differentiell exprimierte Gene im zerebralen Kortex, Hippocampus
und Zerebellum von LGS-KO-M:iusen. Die analysierte mRNA wurde aus den Hirnregionen
zerebraler Kortex (ZK), Hippocampus (H) oder Zerebellum (ZB) aus WT oder
LGS-KO-Miusen isoliert, um Genexpressionsspiegel mittels Affymetrix Clariom™ S Array zu
analysieren. Die statistische Auswertung erfolgte mittel 2-seitigem Studentischen T-Test mit

gleichen Varianzen; angepasster p-Wert (Benjamini-Hochberg Methode [154]).

Gehirnregion Genname p-Wert | angep. p-Wert | Fold change | log, ratio
ZK Len2 0.03 0.84 28.26 4.82
ZK Plekha2 0.05 0.84 2.38 1.25
ZK Prss23 0.02 0.84 2.20 1.14
ZK Serpina3n 0.04 0.84 2.03 1.02
ZK Cdh19 0.00 0.84 1.89 0.92
ZK Mctpl 0.02 0.84 1.89 0.92
ZK Deptor 0.02 0.84 1.83 0.87
ZK Prkca 0.05 0.84 1.81 0.86
ZK Tiparp 0.03 0.84 1.67 0.74
ZK Htrlf 0.05 0.84 1.60 0.67
ZK Fbxl1120s 0.03 0.84 1.59 0.67
ZK Htr2a 0.02 0.84 1.58 0.66
ZK Ppplcc 0.03 0.84 1.57 0.66
ZK Ano3 0.02 0.84 1.57 0.65
ZK Ppfia2 0.04 0.84 1.56 0.64
ZK Gpx6 0.02 0.84 1.51 0.59
ZK Tmem68 0.02 0.84 1.49 0.57
ZK Postn 0.01 0.84 1.49 0.57
ZK Fgf9 0.04 0.84 1.48 0.57
ZK Dcakd 0.01 0.84 1.48 0.57
ZK Mtrfll 0.01 0.84 1.48 0.57
ZK Dgat216 0.03 0.84 1.48 0.57
ZK Top2b 0.01 0.84 1.48 0.56
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ZK Cds5 0.00 0.84 1.47 0.56
ZK Zfp518b 0.03 0.84 1.46 0.55
ZK Vma2l 0.01 0.84 1.46 0.54
ZK CdcaTl 0.04 0.84 1.45 0.53
ZK Ctsm 0.02 0.84 1.43 0.51
ZK Adal 0.02 0.84 1.43 0.51
ZK Tars 0.00 0.84 1.42 0.51
ZK Cdol 0.04 0.84 1.42 0.51
ZK Serpinil 0.05 0.84 1.42 0.51
ZK Fam81b 0.01 0.84 1.42 0.50
ZK Nol10 0.01 0.84 1.41 0.50
ZK Fam171b 0.03 0.84 1.41 0.50
ZK Slclas 0.04 0.84 1.41 0.50
ZK Dhx40 0.00 0.84 1.41 0.50
ZK Ociad2 0.02 0.84 1.41 0.49
ZK Zfp953 0.01 0.84 1.41 0.49
ZK Tax1bpl 0.00 0.84 1.41 0.49
ZK Zarl 0.02 0.84 1.39 0.48
ZK Cyp2rl 0.05 0.84 1.39 0.48
ZK Mplkip 0.02 0.84 1.38 0.47
ZK Lyar 0.00 0.84 1.38 0.47
ZK Chstl1 0.04 0.84 1.37 0.45
ZK Lilra6 0.04 0.84 1.36 0.45
ZK Akap13 0.02 0.84 1.36 0.45
ZK Nup43 0.01 0.84 1.36 0.44
ZK Uspé6nl 0.01 0.84 1.36 0.44
ZK Ttc41 0.01 0.84 1.36 0.44
ZK Elmo2 0.03 0.84 1.36 0.44
ZK Klhl7 0.00 0.84 1.35 0.44
ZK Zfp182 0.00 0.84 1.35 0.44
ZK Rmdn2 0.00 0.84 1.35 0.44
ZK 1120ra 0.04 0.84 1.35 0.44
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ZK Setdb2|Phfl 1c|Phfl1d 0.05 0.84 1.35 0.43
ZK Strip2 0.05 0.84 1.35 0.43
ZK Btbd1 0.05 0.84 1.34 0.42
ZK Rab2b 0.00 0.84 1.34 0.42
ZK Ufll 0.02 0.84 1.34 0.42
ZK Gm12657 0.05 0.84 1.34 0.42
ZK Wwdr55 0.01 0.84 1.34 0.42
ZK Fam76b 0.04 0.84 1.34 0.42
ZK Vep 0.01 0.84 1.34 0.42
ZK Ginl 0.04 0.84 1.33 0.42
ZK Rap2c 0.00 0.84 1.33 0.42
ZK Cmcl 0.01 0.84 1.33 0.42
ZK Rnf149 0.00 0.84 1.33 0.42
ZK Hces 0.00 0.84 1.33 0.41
ZK Z1p943 0.03 0.84 1.33 0.41
ZK Atpafl 0.00 0.84 1.33 0.41
ZK 1110017D15Rik 0.01 0.84 1.33 0.41
ZK Cenpw 0.03 0.84 1.33 0.41
ZK Slc26a7 0.00 0.84 1.33 0.41
ZK Musk 0.01 0.84 1.33 0.41
ZK Cdc40 0.04 0.84 1.33 0.41
ZK Cfap36 0.02 0.84 1.33 0.41
ZK Mgp 0.04 0.84 1.32 0.41
ZK Piga 0.04 0.84 1.32 0.40
ZK Ztp759 0.05 0.84 1.32 0.40
ZK Twfl 0.03 0.84 1.32 0.40
ZK Jak2 0.04 0.84 1.32 0.40
ZK Mtol 0.04 0.84 1.32 0.40
ZK Enox2 0.05 0.84 1.32 0.40
ZK Bmil 0.04 0.84 1.32 0.40
ZK Msrb2 0.01 0.84 1.31 0.39
ZK Htatsf1 0.00 0.84 1.31 0.39
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ZK Mrc2 0.04 0.84 1.31 0.39
ZK Cdkn2aip 0.05 0.84 1.31 0.39
ZK Smapl 0.04 0.84 1.31 0.39
ZK Strpl 0.04 0.84 1.31 0.39
ZK Mgst3 0.04 0.84 1.31 0.39
ZK Mtif3 0.02 0.84 1.31 0.39
ZK Snx6 0.05 0.84 1.30 0.38
ZK 1700001J11Rik 0.02 0.84 1.30 0.38
ZK Zfp605 0.02 0.84 1.30 0.38
ZK Suptl6 0.02 0.84 1.30 0.38
ZK Parva 0.04 0.84 1.30 0.38
ZK Znrdl 0.00 0.84 1.30 0.38
ZK Echdcl 0.03 0.84 1.30 0.38
ZK Cecr2 0.03 0.84 1.30 0.38
ZK Rwdd4a 0.04 0.84 1.30 0.37
ZK Cxcl5 0.03 0.84 1.30 0.37
ZK Myoc 0.03 0.84 -1.88 -0.91
ZK Kenc4 0.01 0.84 -1.61 -0.69
ZK Fmnll 0.01 0.84 -1.61 -0.69
ZK Gli3 0.05 0.84 -1.60 -0.68
ZK Erich3 0.04 0.84 -1.54 -0.62
ZK Erich6 0.04 0.84 -1.54 -0.62
ZK Zdbf2 0.03 0.84 -1.51 -0.60
ZK Clql2 0.05 0.84 -1.51 -0.59
ZK Tssk5 0.00 0.84 -1.51 -0.59
ZK Hsdl11bl 0.05 0.84 -1.50 -0.59
ZK Hbqlb 0.01 0.84 -1.48 -0.57
ZK Kndcl 0.03 0.84 -1.46 -0.55
ZK Rpe65 0.02 0.84 -1.46 -0.54
ZK Ccedc136 0.01 0.84 -1.46 -0.54
ZK Aloxe3 0.04 0.84 -1.45 -0.54
ZK Tmem145 0.00 0.84 -1.45 -0.54
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ZK Dgkq 0.03 0.84 -1.44 -0.53
ZK Hs3st4 0.03 0.84 -1.44 -0.53
ZK Gkn3 0.02 0.84 -1.43 -0.52
ZK Tmem?211 0.03 0.84 -1.43 -0.52
ZK Olfr1030 0.03 0.84 -1.43 -0.51
ZK Epb4114b 0.02 0.84 -1.42 -0.51
ZK Nudt7 0.02 0.84 -1.42 -0.50
ZK Vgll3 0.04 0.84 -1.41 -0.50
ZK Olfr122 0.02 0.84 -1.41 -0.50
ZK Hecwl 0.03 0.84 -1.41 -0.50
ZK Plekhg4 0.03 0.84 -1.41 -0.49
ZK Nrbp2 0.04 0.84 -1.41 -0.49
ZK L3mbtl1 0.02 0.84 -1.40 -0.49
ZK Tnfrsf22 0.00 0.84 -1.40 -0.49
ZK Reg3b 0.05 0.84 -1.40 -0.49
ZK Gm4988 0.05 0.84 -1.40 -0.48
ZK Srcinl 0.04 0.84 -1.39 -0.48
ZK Cdk3-ps 0.01 0.84 -1.39 -0.47
ZK FInb 0.00 0.84 -1.39 -0.47
ZK Ltk 0.01 0.84 -1.38 -0.47
ZK Adaml1 0.01 0.84 -1.38 -0.46
ZK Cacnalb 0.05 0.84 -1.38 -0.46
ZK Gm17679 0.01 0.84 -1.37 -0.46
ZK LOC100862269 0.01 0.84 -1.37 -0.46
ZK Gm17297 0.01 0.84 -1.37 -0.46
ZK Respl8 0.03 0.84 -1.37 -0.45
ZK LOC101056159 0.01 0.84 -1.37 -0.45
ZK Slc25a28 0.00 0.84 -1.37 -0.45
ZK Gmo6307 0.03 0.84 -1.36 -0.45
ZK Sh3bpl 0.00 0.84 -1.36 -0.45
ZK Aqp3 0.01 0.84 -1.36 -0.44
ZK Prss2 0.03 0.84 -1.36 -0.44
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ZK Sgoll 0.01 0.84 -1.35 -0.44
ZK Kenk9 0.00 0.84 -1.35 -0.44
ZK Wnk2 0.03 0.84 -1.35 -0.44
ZK St6galnac5 0.03 0.84 -1.35 -0.43
ZK Pask 0.00 0.84 -1.35 -0.43
ZK Tex21 0.05 0.84 -1.34 -0.42
ZK Flotl 0.03 0.84 -1.34 -0.42
ZK Qtrtl 0.00 0.84 -1.34 -0.42
ZK 4930572003Rik 0.02 0.84 -1.34 -0.42
ZK Gm10065 0.02 0.84 -1.34 -0.42
ZK E230025N22Rik 0.00 0.84 -1.34 -0.42
ZK Olfr899|250 0.00 0.84 -1.34 -0.42
ZK Cadml 0.01 0.84 -1.34 -0.42
ZK Ol1r207|208|209 0.04 0.84 -1.34 -0.42
ZK Chst8 0.05 0.84 -1.34 -0.42
ZK Galr2 0.00 0.84 -1.33 -0.42
ZK Ayml 0.03 0.84 -1.33 -0.42
ZK Krt13 0.04 0.84 -1.33 -0.41
ZK Frmpd3 0.02 0.84 -1.33 -0.41
ZK Keng4 0.02 0.84 -1.33 -0.41
ZK Fam?205c¢ 0.01 0.84 -1.33 -0.41
ZK 1700001P0O1Rik 0.01 0.84 -1.33 -0.41
ZK Tef 0.03 0.84 -1.33 -0.41
ZK Adgral 0.05 0.84 -1.33 -0.41
ZK Vwa5b2 0.00 0.84 -1.33 -0.41
ZK Bmper 0.01 0.84 -1.33 -0.41
ZK Adamts17 0.02 0.84 -1.33 -0.41
ZK Hspal2a 0.05 0.84 -1.32 -0.41
ZK Tbcld2 0.04 0.84 -1.32 -0.41
ZK Wntl10b 0.01 0.84 -1.32 -0.40
ZK Itgad 0.03 0.84 -1.32 -0.40
ZK Smim9 0.02 0.84 -1.32 -0.40
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ZK Sult2a5 0.02 0.84 -1.32 -0.40
ZK Gm9961 0.03 0.84 132 -0.40
ZK Mittp 0.04 0.84 132 -0.40
ZK FIt3 0.03 0.84 132 -0.40
ZK 1700084J12Rik 0.02 0.84 132 -0.40
ZK Mapkapk2 0.01 0.84 132 -0.40
ZK Mtchl 0.01 0.84 132 -0.40
ZK Gm3238 0.00 0.84 -1.32 -0.40
ZK Fbxo2 0.01 0.84 132 -0.40
ZK Smim22 0.03 0.84 132 -0.40
ZK Olfr1474 0.05 0.84 132 -0.40
ZK Tmem132¢ 0.01 0.84 131 -0.39
ZK Tip2 0.04 0.84 131 -0.39
ZK Fam13c 0.02 0.84 131 -0.39
ZK Nkx1-1 0.02 0.84 131 -0.39
ZK Nmnat2 0.02 0.84 131 -0.39
ZK Olfr1168 0.02 0.84 131 -0.39
ZK Mageb16-psl 0.01 0.84 131 -0.39
ZK Col9a2 0.02 0.84 131 -0.39
ZK Zfhx2 0.02 0.84 -1.31 -0.39
ZK Sle17a2 0.01 0.84 131 -0.39
ZK C77080 0.02 0.84 131 -0.38
ZK Plbd2 0.01 0.84 -1.30 -0.38
ZK Trim43a 0.01 0.84 -1.30 -0.38
ZK Uggt2 0.01 0.84 -1.30 -0.38
ZK Dusp28 0.01 0.84 -1.30 -0.38
ZK Card 0.05 0.84 -1.30 -0.38
ZK Cfap206 0.02 0.84 -1.30 -0.38
ZK Itga8 0.01 0.84 -1.30 -0.38
ZK Gprl19 0.02 0.84 -1.30 -0.37
ZK Gdf7 0.01 0.84 -1.30 -0.37
H Fam184b 0.01 0.84 -1.41 -0.50
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H Adam3 0.01 0.84 -1.40 -0.49
H Acoxl 0.01 0.84 -1.38 -0.47
H MIkI 0.04 1.00 -1.37 -0.46
H Dusp9 0.01 0.84 -1.36 -0.45
H Zik1 0.02 1.00 -1.35 -0.44
H Sppl2c 0.00 0.00 -1.35 -0.43
H Cypt12 0.01 0.84 -1.34 -0.42
H Gkn3 0.03 1.00 -1.33 -0.41
H Grap2 0.03 1.00 132 -0.40
H Hist3h2ba 0.01 0.84 132 -0.40
H Snapc2 0.00 0.00 -1.32 -0.40
H Prm2 0.00 0.00 131 -0.39
H Hist3h2bb-ps 0.02 1.00 131 -0.39
H Cdh7 0.05 1.00 131 -0.39
H Rhox4f 0.04 1.00 131 -0.39
H Gm14743 0.04 1.00 -1.30 -0.38
H AY761184 0.03 1.00 -1.30 -0.38
H Ftsj3 0.01 0.84 -1.30 -0.38
H Shroom3 0.03 1.00 -1.30 -0.38
H Acot2 0.04 1.00 -1.30 -0.37
H Gm5820|Arhgap26 0.01 0.84 1.46 0.54
H Olfr167 0.00 0.00 1.43 0.52
H Cd55b 0.01 0.84 1.42 0.50
H Gm9ss1 0.00 0.00 1.40 0.48
H Ccdc96 0.01 0.84 1.39 0.47
H Masp2 0.03 1.00 1.37 0.46
H Dnah6 0.01 0.84 1.37 0.45
H Krt10 0.03 1.00 1.37 0.45
H Scnnla 0.01 0.84 1.35 0.43
H 1700123101Rik 0.05 1.00 1.35 0.43
H Ptpn21 0.01 0.84 1.35 0.43
H Ge 0.01 0.84 1.34 0.42
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H Ripk2 0.00 0.00 1.34 0.42
H Sp6 0.05 1.00 1.34 0.42
H Apex2 0.01 0.84 1.33 0.42
H Olfr1414 0.00 0.00 1.33 0.41
H Mustn1 0.00 0.00 1.32 0.40
H Rpl 0.01 0.84 1.32 0.40
H Tektl 0.03 1.00 1.31 0.39
H Six6 0.02 1.00 1.30 0.38
H Gm20731 0.05 1.00 1.30 0.38
H 4930538K 18Rik 0.01 0.84 1.30 0.38
H KIhl10 0.01 0.84 1.30 0.38

ZB LCN2 0.04 0.81 29.22 4.87

ZB Glra3 0.04 0.81 472 2.24

ZB Tpbg 0.03 0.81 2.09 1.07

ZB Cdh9 0.04 0.81 1.99 0.99

ZB Glra4 0.04 0.81 1.85 0.89
ZB Scg2 0.03 0.81 1.80 0.84
ZB 1700086L 19Rik 0.02 0.81 1.75 0.80
ZB Fam169a 0.04 0.81 1.71 0.77
ZB Gm3532 0.03 0.81 1.66 0.73
ZB Smim3 0.04 0.81 1.62 0.70
ZB Lix1 0.01 0.81 1.60 0.67
ZB D430019H16Rik 0.03 0.81 1.59 0.67
ZB Prkar2b 0.04 0.81 1.59 0.67
ZB AU041133 0.05 0.81 1.58 0.66
ZB Sorcsl 0.01 0.81 1.54 0.62
ZB Kenell 0.02 0.81 1.53 0.62
ZB D830030K20Rik 0.04 0.81 1.50 0.59
ZB Dbnl 0.02 0.81 1.47 0.56
ZB Lrrc9 0.01 0.81 1.47 0.56
ZB Caly 0.03 0.81 1.47 0.55
ZB Ehd4 0.01 0.81 1.46 0.54
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7B Grin2b 0.05 0.81 1.44 0.53
ZB Nkain4 0.03 0.81 1.43 0.52
7B Ly6cl 0.05 0.81 1.42 0.51
ZB Serpinb6b 0.02 0.81 1.42 0.51
ZB Ramp?2 0.03 0.81 1.42 0.50
ZB Plekhg5 0.00 0.00 1.42 0.50
7B Lmo4 0.00 0.00 1.41 0.50
ZB Cd34 0.04 0.81 1.41 0.50
7B Tmem14a 0.02 0.81 1.41 0.50
ZB Syn3 0.05 0.81 1.41 0.49
ZB Chrm3 0.02 0.81 1.40 0.49
ZB Rpgrip1l 0.01 0.81 1.40 0.48
ZB BC030499 0.00 0.00 1.39 0.48
ZB Pyurf 0.02 0.81 1.39 0.48
ZB Higdla 0.02 0.81 1.39 0.47
ZB 3110052MO02Rik 0.00 0.00 1.38 0.46
ZB Mgstl 0.05 0.81 1.38 0.46
7B Gm20026 0.01 0.81 1.37 0.46
ZB Fgf2 0.04 0.81 1.37 0.45
ZB Ccdc32 0.04 0.81 1.37 0.45
7B Ttpal 0.00 0.00 1.35 0.44
7B Gm3755 0.02 0.81 1.35 0.44
ZB Ndn 0.04 0.81 1.35 0.44
7B Lrrc74b 0.01 0.81 1.35 0.44
7B Npasl 0.04 0.81 1.35 0.43
7B EgIn3 0.03 0.81 1.35 0.43
ZB Cadml 0.03 0.81 1.34 0.42
7B Dmpl 0.04 0.81 1.34 0.42
7B Napll5 0.04 0.81 1.33 0.41
7B Slc25a33 0.04 0.81 1.33 0.41
7B Asap3 0.01 0.81 1.33 0.41
7B Zcchcel8 0.02 0.81 1.33 0.41
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7B Irx1 0.05 0.81 1.33 0.41
7B Kpna2 0.00 0.00 1.32 0.41
7B Bmp2 0.00 0.00 1.32 0.41
7B E130311K13Rik 0.03 0.81 1.32 0.40
7B Ccdc65 0.02 0.81 1.32 0.40
7B Dcaf1211 0.05 0.81 1.32 0.40
ZB Pde8b 0.05 0.81 1.32 0.40
7B Gmg8050 0.05 0.81 1.32 0.40
7B L3mbtl3 0.03 0.81 1.32 0.40
7B Mlec 0.04 0.81 1.31 0.39
7B Sparc 0.03 0.81 1.31 0.39
7B Clgaltl 0.05 0.81 1.31 0.39
7B Icam2 0.01 0.81 1.31 0.39
ZB Cep63 0.00 0.00 1.31 0.39
7B Olfr1499 0.02 0.81 1.31 0.39
7B Slc25a48 0.00 0.00 1.31 0.39
7B Rgll 0.04 0.81 1.31 0.39
ZB Gm3642|LOC100504218 0.04 0.81 1.31 0.39
7B Muml1l1 0.02 0.81 1.31 0.39
7B Gstol 0.05 0.81 1.31 0.38
7B Prkarlb 0.03 0.81 1.30 0.38
7B Samd15 0.02 0.81 1.30 0.38
7B Twfl 0.02 0.81 1.30 0.38
7B Pdgfd 0.00 0.00 1.30 0.38
7B Abat 0.04 0.81 1.30 0.38
7B Xrcebbpl 0.04 0.81 1.30 0.37
7B Adgrf2 0.03 0.81 -1.54 -0.62
7B Gm4461 0.04 0.81 -1.53 -0.62
7B Olfr1006 0.00 0.00 -1.53 -0.61
7B Pkdl111 0.00 0.00 -1.49 -0.57
7B Rufy4 0.00 0.00 -1.49 -0.57
7B Tmem266 0.04 0.81 -1.48 -0.57
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7B Icos 0.05 0.81 -1.44 -0.53
7B Tas2r143 0.01 0.81 -1.43 -0.52
7B Septl2 0.02 0.81 -1.43 -0.52
7B Gm10944 0.02 0.81 -1.42 -0.50
7B Atohl 0.01 0.81 -1.41 -0.50
7B Slc22al4 0.02 0.81 -1.40 -0.49
ZB Gm13304 0.03 0.81 -1.40 -0.49
7B Ccl21b|Gm13304 0.03 0.81 -1.40 -0.49
7B Erich6b 0.00 0.00 -1.39 -0.48
7B Gm14477 0.01 0.81 -1.39 -0.47
7B Gm14475|Gm14477 0.01 0.81 -1.39 -0.47
7B Olfr1026 0.04 0.81 -1.39 -0.47
7B Zfp703 0.02 0.81 -1.38 -0.46
7B Gm14483 0.03 0.81 -1.37 -0.46
7B Gm14477|14475/14476/14482 | 0.03 0.81 -1.37 -0.46
7B Gm14479|14482 0.03 0.81 -1.37 -0.46
7B Gm14476|14478|14482 0.03 0.81 -1.37 -0.46
7B Gm14482|14501 0.03 0.81 -1.37 -0.46
7B Defa20 0.01 0.81 -1.37 -0.46
7B Gm15308 0.01 0.81 -1.37 -0.46
7B Hmx1 0.03 0.81 -1.37 -0.45
7B Krtap5-1 0.02 0.81 -1.37 -0.45
7B Gm26657 0.01 0.81 -1.36 -0.45
ZB Pate2 0.01 0.81 -1.35 -0.44
7B Olfr1431 0.03 0.81 -1.35 -0.44
7B Abhdl6a 0.02 0.81 -1.35 -0.44
7B Fam132a 0.01 0.81 -1.35 -0.44
7B Olfr869 0.02 0.81 -1.35 -0.43
7B Gm5464 0.02 0.81 -1.35 -0.43
7B Kcnjl4 0.02 0.81 -1.35 -0.43
7B Hnf4g 0.04 0.81 -1.35 -0.43
7B H2-Eb2 0.03 0.81 -1.35 -0.43
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7B Amelx 0.03 0.81 -1.35 -0.43
7B Cldn20 0.03 0.81 -1.34 -0.42
7B Maml2 0.03 0.81 -1.34 -0.42
ZB Car9 0.04 0.81 -1.34 -0.42
7B Atxn712 0.01 0.81 -1.33 -0.42
7B Gm13304 0.03 0.81 -1.33 -0.41
7B Ccl21c|Gm21541 0.03 0.81 -1.33 -0.41
7B D630045J12Rik 0.00 0.00 -1.33 -0.41
7B Lrrcl6b 0.01 0.81 -1.33 -0.41
ZB Atpl0d 0.02 0.81 -1.33 -0.41
7B Ccl2 0.01 0.81 -1.33 -0.41
7B BC049762 0.00 0.00 -1.33 -0.41
7B Abcad 0.01 0.81 -1.33 -0.41
ZB Micalcl 0.05 0.81 -1.33 -0.41
7B I12a 0.04 0.81 -1.32 -0.41
7B Acsm?2 0.02 0.81 -1.32 -0.40
7B Defb22 0.05 0.81 -1.32 -0.40
7B Rfpl4 0.04 0.81 -1.32 -0.40
7B Gm7849(7861 0.00 0.00 -1.32 -0.40
7B Gm7861|7849 0.00 0.00 -1.32 -0.40
7B A430105119Rik 0.04 0.81 -1.32 -0.40
7B Olfrs3 0.02 0.81 -1.32 -0.40
7B Neurogl 0.01 0.81 -1.32 -0.40
7B Olfr466 0.00 0.00 -1.32 -0.40
7B Olfr273 0.00 0.00 -1.31 -0.39
7B Cldnl5 0.01 0.81 -1.31 -0.39
7B Rhox2h 0.04 0.81 -1.31 -0.39
7B Slc6al9 0.04 0.81 -1.31 -0.39
7B Gm11541 0.02 0.81 -1.31 -0.39
7B Ddah2 0.01 0.81 -1.31 -0.39
7B Apcs 0.01 0.81 -1.31 -0.39
7B Dlgap3 0.02 0.81 -1.31 -0.39
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7B Discl 0.02 0.81 -1.31 -0.39
ZB Avil 0.02 0.81 -1.31 -0.39
7B Hsd17b3 0.03 0.81 -1.31 -0.39
7B NuP2101 0.04 0.81 -1.31 -0.39
ZB Bpifa3 0.02 0.81 -1.31 -0.39
ZB Gpha2 0.01 0.81 -1.31 -0.38
7B Eifdebpl 0.03 0.81 -1.30 -0.38
ZB Lrrc30 0.01 0.81 -1.30 -0.38
ZB Gm13769 0.00 0.00 -1.30 -0.38
ZB Olfr1506|Gm13769 0.00 0.00 -1.30 -0.38
ZB Efna4 0.04 0.81 -1.30 -0.38
/B Cclll 0.05 0.81 -1.30 -0.37
/B Reg4 0.03 0.81 -1.30 -0.37
ZB Ercc6l 0.03 0.81 -1.30 -0.37
Anhang Tabelle 2: Durch Proteomanalyse identifizierte Proteine deren

Expressionsspiegel verindert vorliegen im zerebralen Kortex (ZK), Hippocampus (H)

oder Zerebellum (ZB) der LGS-KO-Maus. Es wurde ein 2-seitiger gepaarter Studentischer

T-Test angewendet; der q-Wert entspricht dem angepassten p-Wert (Benjamini-Hochberg

Methode [154]).

Gehirnregion| Genname p-Wert q-Wert log; ratio
ZK Trove2 0.00 0.10 1.94
ZK Prmt5 0.02 0.30 1.30
ZK Myhll 0.01 0.22 -1.49
ZK Carml 0.01 0.05 -2.40
H Mcu 0.00 0.00 2.85
H Rab8a; Rab13 0.01 0.44 1.78
H Crym 0.02 0.46 1.68
H Cpne6 0.00 0.21 1.65
H Hmgcl 0.00 0.15 1.64




H Tenm?2 0.00 0.13 1.64
H Shisa6 0.05 0.52 1.58
H Icam5 0.03 0.48 1.58
H Sec1412 0.01 0.48 1.53
H Grial 0.01 0.46 1.50
H Cpne7 0.01 0.41 1.49
H Ptk2b 0.02 0.45 1.39
H Gria2 0.02 0.42 1.37
H Psd3 0.01 0.45 1.36
H Strn4 0.05 0.49 1.20
H Gprinl 0.01 0.41 1.10
H Dip2b 0.00 0.32 -1.02
H Nefl 0.02 0.40 -1.19
H Kcna2 0.04 0.50 -1.22
H Marcks 0.04 0.51 -1.25
H T£;Gm20425 0.04 0.51 -1.32
H Gap43 0.04 0.50 -1.34
H Nefm 0.00 0.31 -1.37
H Lgi3 0.03 0.46 -1.38
H Mag 0.01 0.41 -1.43
H Slc6all 0.02 0.42 -1.45
H Itgbl 0.00 0.18 -1.46
H Neth 0.01 0.40 -1.49
H Vwa8 0.03 0.49 -1.50
H Myold 0.01 0.39 -1.55
H Vatll 0.00 0.05 -1.60
H Kenj10 0.05 0.50 -1.66
H Ahil 0.01 0.47 -1.78
H A2m 0.03 0.43 -1.85
H Serpinala-1d 0.00 0.00 -1.89
H Pcskln 0.00 0.00 -2.79
ZB Mtx2 0.00 0.00 3.50
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7B Mylk 0.00 0.00 2.16
ZB 2310061104Rik 0.01 0.06 1.84
7B Agap3 0.01 0.05 1.57
ZB Ccdc92 0.01 0.08 1.47
ZB Clybl 0.02 0.20 1.33
ZB UPF0568 0.03 0.29 -1.12
/B Ppmlg 0.01 0.05 -1.22
7B Trappc3 0.04 0.34 -1.30
ZB Sart3 0.02 0.20 -1.36
ZB Ighm 0.03 0.19 -1.67
ZB Apex1 0.00 0.00 -1.97
ZB Pdelc 0.01 0.05 -2.19
ZB S100al 0.01 0.05 -2.19
ZB Arl6ip5 0.01 0.04 -2.27
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Anhang Tabelle 3: Funktionelle Gruppierung von differentiell exprimierten Genen im

zerebralen Kortex, Zerebellum und Hippocampus der LGS-KO-Maus durch Anwendung

der CAMERA Methode mit dem R package limma und dem HALLMARK Genarchiv aus

der Molecular Signatures Database. NGene: Anzahl der Gene im Genset. Richtung: Trend der

Expression fiir die Mehrheit der Gene in der getesteten Gruppe relativ zur Referenzgruppe.

p-Wert: Studentischer T-Test, unangepasster p-Wert; FDR: angepasster p-Wert (Benjamini-

Hochberg Methode [154]).

Region Genset NGene | Richtung | p-Wert FDR
MYC TARGETS V1 245 Hoch 4.37E-09 | 2.18E-07
OX. PHOSPHORYLATION 236 Hoch 8.76E-06 | 2.19E-04
ig MTORCI1 SIGNALING 283 Hoch 6.08E-04 | 1.01E-02
E G2M CHECKPOINT 292 Hoch 5.56E-03 | 6.95E-02
% PROTEIN SECRETION 140 Hoch 7.62E-03 | 7.12E-02
N DNA REPAIR 186 Hoch 8.92E-03 | 7.12E-02
PI3K AKT MTOR SIGNALING 181 Hoch 9.97E-03 | 7.12E-02
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UNF. PROTEIN RESSPONSE 166 Hoch 1.15E-02 | 7.16E-02
FATTY ACID METABOLISM 226 Hoch 4.20E-02 |2.30E-01
KRAS SIGNALING DN 383 Runter 4.82E-02 |2.30E-01
OX. PHOSPHORYLATION 236 Hoch 8.11E-21 |4.06E-19
MTORCI1 SIGNALING 283 Hoch 1.33E-10 | 3.33E-09
MYC TARGETS V1 245 Hoch 2.44E-10 | 4.06E-09
PROTEIN SECRETION 140 Hoch 2.50E-06 | 3.12E-05
ADIPOGENESIS 291 Hoch 3.22E-05 | 3.22E-04
CHOLESTEROL HOMEOSTASIS 102 Hoch 1.64E-04 | 1.37E-03
GLYCOLYSIS 290 Hoch 2.43E-04 | 1.74E-03
£ FATTY ACID METABOLISM 226 Hoch 3.69E-04 | 2.31E-03
_?Z UNF. PROTEIN RESPONSE 166 Hoch 8.03E-04 |4.46E-03
E’ ROS PATHWAY 67 Hoch 1.08E-03 | 5.41E-03
DNA REPAIR 186 Hoch 4.57E-03 | 2.08E-02
MYC TARGETS V2 63 Hoch 8.77E-03 | 3.63E-02
ANDROGEN RESPONSE 172 Hoch 9.43E-03 | 3.63E-02
KRAS SIGNALING UP 315 Hoch 2.87E-02 | 1.02E-01
HEME METABOLISM 281 Hoch 3.51E-02 | 1.15E-01
PI3K AKT MTOR SIGNALING 181 Hoch 3.68E-02 | 1.15E-01
HYPOXIA 313 Hoch 4.77E-02 | 1.40E-01
. MITOTIC SPINDLE 342 Runter 1.00E-02 | 5.01E-01
é“ PANCREAS BETA CELLS 53 Hoch 2.78E-02 | 5.36E-01
g APICAL JUNCTION 354 Runter 3.83E-02 | 5.36E-01
§ PI3K AKT MTOR SIGNALING 181 Runter 4.29E-02 |5.36E-01

NGene: Anzahl der Gene; FDR: false discovery rate.

Anhang Tabelle 4: Funktionelle Gruppierung von differentiell exprimierten Genen im
zerebralen Kortex, Zerebellum und Hippocampus unter Anwendung der CAMERA
Methode aus dem R package limma und der CS Genset Kollektion aus der Molecular

Signatures Database. NGene: Anzahl der Gene im Genset. Richtung: Trend der Expression fiir
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die Mehrheit der Gene in der getesteten Gruppe relativ zur Referenzgruppe. p-Wert: Moderate

T-Statistik (Beyes Fit); FDR: angepasster q-Wert (Benjamini-Hochberg Methode [154]).

Genset NGene | Richtung | p-Wert FDR
gg:gﬁa,srfl)é;cslNG—vIA—TRANSESTERIFICATI 292 Hoch 2.93E-07 | 1.81E-03
GO_MRNA_PROCESSING 442 Hoch 1.54E-06 | 4.74E-03
GO_RNA_SPLICING 387 Hoch 2.91E-06 | 5.62E-03
GO_SPLICEOSOMAL_COMPLEX 189 Hoch 3.64E-06 | 5.62E-03
GO_CORNIFIED_ENVELOPE 57 Runter 6.16E-06 | 7.59E-03
GO_KERATIN FILAMENT 78 Runter 1.46E-05 | 1.50E-02
GO_RNA PROCESSING 843 Hoch 2.68E-05 | 2.19E-02
GO_MRNA METABOLIC PROCESS 610 Hoch 2.83E-05 | 2.19E-02
GO_RNA POLYMERASE COMPLEX 125 Hoch 3.54E-05 | 2.42E-02
GO_EXORIBONUCLEASE ACTIVITY 32 Hoch 4.67E-05 | 2.88E-02
;g:gigﬁ%}éaggﬂ)gIESTER—BOND—HYDROLY 34 Hoch 7.72E-05 | 4.33E-02
GO_MITOCHONDRIAL TRANSLATION 110 Hoch 9.64E-05 | 4.96E-02
gg6g§§§]ﬁ§ CTED_RNA_POLYMERASE II_H 102 Hoch 1.08E-04 | 4.96E-02
GO_INTERMEDIATE FILAMENT 180 Runter 1.13E-04 | 4.96E-02
GO POLY A RNA BINDING 1340 Hoch 1.23E-04 | 4.96E-02
GO _NUCLEAR TRANSCRIBED MRNA CATAB

OLIC PROCESS DEADENYLATION DEPENDE |61 Hoch 1.29E-04 | 4.96E-02
NT _DECAY

Anhang Tabelle 5: Durch Proteomanalyse identifizierte Proteine deren Expressionsspiegel

durch Ammoniumchlorid in beiden Testgruppen, AllStars (Kontrolle) wie auch TROVE2

siRNA transfizierten kultivierten Rattenastrozyten verdndert vorliegen. Statistik: 2-seitiger

gepaarter Studentischer T-Test; q-Wert: angepasster p-Wert (Benjamini-Hochberg Methode

[154]).

Genname

AllStars TROVE?2 siRNA

p-Wert | q-Wert | log; ratio | p-Wert

q-Wert | log; ratio




Aars 0.003 | 0.015 1.02 0.001 0.01 0.94
Acox1 0.035 | 0.063 -0.79 0.009 | 0.03 -0.75
Acsbgl 0.010 | 0.038 -0.63 0.012 | 0.04 -0.59
Adgrgl 0.023 | 0.069 -0.56 0.042 | 0.09 -0.54
Ahnak 0.008 | 0.028 0.85 0.002 | 0.02 0.58
Ahnak?2 0.006 | 0.008 2.10 0.000 | 0.00 1.35
Akapl2 0.013 | 0.044 0.76 0.001 0.01 0.60
Aldhl18al 0.001 | 0.014 1.27 0.023 | 0.03 1.17
Aoxl 0.014 | 0.042 0.64 0.048 | 0.07 1.05
Asns 0.001 | 0.000 1.70 0.005 | 0.00 1.65
Atp6v1b2 0.007 | 0.040 0.58 0.004 | 0.03 0.50
Atp6v1h 0.004 | 0.027 0.72 0.005 | 0.03 0.52
Bcat2 0.018 | 0.053 0.59 0.019 | 0.06 0.62
Bgn 0.013 | 0.041 -0.60 0.006 | 0.02 -0.70
Btf314 0.023 | 0.035 1.54 0.005 | 0.01 1.20
Cars 0.041 | 0.043 1.75 0.017 | 0.02 1.40
Cp 0.033 | 0.056 -0.83 0.019 | 0.05 -0.71
Creld2 0.001 | 0.000 3.22 0.002 | 0.00 3.03
Ctsa 0.001 | 0.011 -1.04 0.002 | 0.01 -0.87
Ctsb 0.001 | 0.016 -1.27 0.001 0.01 -0.94
Ctsd 0.006 | 0.017 -1.09 0.003 | 0.01 -0.93
Dnajc3 0.026 | 0.036 1.57 0.016 | 0.02 1.18
Dnase?2 0.037 | 0.053 -1.02 0.004 | 0.02 -0.63
Eif3g 0.016 | 0.053 0.58 0.000 | 0.01 0.84
Eprs 0.009 | 0.031 0.73 0.007 | 0.03 0.62
Fthl 0.006 | 0.018 1.67 0.036 | 0.03 1.94
Ftll 0.002 | 0.000 3.41 0.001 0.00 3.44
Gba 0.017 | 0.040 0.76 0.000 | 0.00 0.85
Ghitm 0.005 | 0.014 1.57 0.003 | 0.01 2.15
Glgl 0.003 | 0.029 -0.59 0.005 | 0.03 -0.54
Gpnmb 0.036 | 0.053 0.96 0.047 | 0.07 1.10
H2afy 0.005 | 0.030 -0.69 0.006 | 0.03 -0.61




H2afy2 0.020 | 0.027 -2.19 0.004 | 0.01 -0.87
Hmox1 0.009 | 0.030 1.19 0.002 | 0.00 1.19
Hsp90bl 0.016 | 0.034 1.03 0.004 | 0.01 1.03
Hspa5 0.010 | 0.019 1.60 0.002 | 0.01 1.46
Hspa9 0.014 | 0.037 1.00 0.005 | 0.01 0.95
Hyoul 0.009 | 0.026 1.09 0.007 | 0.01 1.07
Iars 0.014 | 0.042 0.79 0.035 | 0.08 0.55
Lama5 0.001 | 0.000 3.77 0.009 | 0.00 3.68
Lampl 0.003 | 0.018 0.81 0.000 | 0.01 0.73
Lamp2 0.042 | 0.063 0.93 0.001 0.01 0.84
Lars 0.007 | 0.040 0.53 0.012 | 0.03 0.66
Lgals3bp 0.001 | 0.000 2.47 0.001 0.00 243
Lgmn 0.003 | 0.018 -2.80 0.003 | 0.00 -3.24
Limchl 0.042 | 0.090 -0.64 0.047 | 0.07 -0.87
Lmodl 0.011 | 0.042 -0.65 0.002 | 0.01 -0.72
Lonpl 0.016 | 0.042 0.70 0.020 | 0.06 0.63
Manf 0.016 | 0.035 1.04 0.002 | 0.00 1.04
Map4 0.017 | 0.019 3.69 0.017 | 0.02 2.04
Mgll 0.046 | 0.077 0.83 0.013 | 0.05 0.56
Mrohl 0.007 | 0.029 0.96 0.047 | 0.09 0.59
Mtfr1l 0.047 | 0.059 1.13 0.023 | 0.06 0.70
Npr3 0.031 | 0.070 0.66 0.024 | 0.05 0.82
Nsflle 0.001 | 0.010 0.91 0.002 | 0.02 0.60
Osbpl5 0.015 | 0.039 -0.89 0.038 | 0.07 -0.85
P4hal 0.036 | 0.090 -0.59 0.009 | 0.03 -0.65
Parpl4 0.025 | 0.063 -0.62 0.000 | 0.00 -1.63
Pcdhgc3 0.043 | 0.053 -1.19 0.029 | 0.04 -1.15
Pck2 0.026 | 0.069 0.59 0.008 | 0.03 0.61
Pdia4 0.016 | 0.040 0.82 0.003 | 0.01 0.84
Pdia6 0.034 | 0.092 0.54 0.008 | 0.04 0.56
Pitrm1 0.008 | 0.036 0.71 0.004 | 0.03 0.60
Pla2g7 0.008 | 0.016 2.15 0.016 | 0.02 1.87

LI
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Plod3 0.026 | 0.033 -1.73 0.028 | 0.04 -1.08

Prdx4 0.004 | 0.040 -0.52 0.006 | 0.03 -0.53

Retsat 0.010 | 0.041 -0.67 0.016 | 0.05 -0.61

RGD1304704| 0.022 | 0.042 0.86 0.013 | 0.04 0.62

Sars 0.003 | 0.017 1.06 0.002 | 0.01 0.76

Scn7a 0.009 | 0.032 -0.73 0.012 | 0.05 -0.59

Sdf211 0.017 | 0.021 3.15 0.006 | 0.01 2.67

Shmt2 0.003 | 0.016 0.97 0.004 | 0.01 1.08

Sorll 0.004 | 0.010 -2.38 0.002 | 0.00 -2.54

Sortl 0.000 | 0.000 -3.87 0.000 | 0.00 -4.14

Synpo 0.020 | 0.036 1.16 0.015 | 0.02 1.27

Timp3 0.002 | 0.027 0.61 0.006 | 0.03 0.56

Tmpo 0.020 | 0.048 0.69 0.003 0.01 0.91

Tnkslbpl 0.036 | 0.040 1.52 0.002 | 0.00 1.86

Tpml 0.020 | 0.047 -0.72 0.001 0.01 -0.81

Tppl 0.010 | 0.034 -0.81 0.000 | 0.00 -0.63

Vamp?2 0.003 | 0.018 0.95 0.050 | 0.07 1.03

Vapb 0.004 | 0.030 0.68 0.039 | 0.08 0.63
Wars 0.025 | 0.041 1.09 0.001 0.01 0.79
Zpll 0.046 | 0.069 0.91 0.003 | 0.02 0.68

Anhang Tabelle 6: Durch Proteomanalyse identifizierte Proteine deren Expressionsspiegel
durch Ammoniumchlorid entweder in AllStars (Kontrolle) oder in TROVE2 siRNA
transfizierten kultivierten Rattenastrozyten veridndert vorliegen. Statistik: 2-seitiger gepaarter

Studentischer T-Test; q-Wert: angepasster p-Wert (Benjamini-Hochberg Methode [154]).

Experimentelle Bedingung Genname p-Wert | q-Wert | Fold change

AllStars siRNA Abcal 0.031 |0.042629 -1.074
AllStars siRNA Adgrl3 0.030 |0.056485 -0.758
AllStars siRNA Atplb2 0.011 |0.050133 -0.513
AllStars siRNA Atp2cl 0.037 |0.056916 -0.923

AllStars siRNA B2m 0.014 ]0.039958 -0.691




AllStars siRNA Clec2d11 0.018 0.0275 -1.366
AllStars siRNA Clptm1 0.016 |0.064493 -0.500
AllStars siRNA Cnnm3 0.024 [0.058588 -0.638
AllStars siRNA Ctgf 0.031 [0.044171 -1.766
AllStars siRNA Ctsl 0.040 |0.103235 -0.508
AllStars siRNA Dipk2a 0.047 |0.110483 -0.525
AllStars siRNA Entpd2 0.045 [0.095589 -0.610
AllStars siRNA Erlecl 0.035 [0.041825 -1.283
AllStars siRNA Fzd2 0.045 |0.042235 -2.017
AllStars siRNA Gpc4 0.041 [0.039542 -1.999
AllStars siRNA H3f3c 0.005 [0.033172 -0.595
AllStars siRNA Histlhlc 0.010 [0.039139 -0.645
AllStars siRNA Hist1h4b 0.032  [0.068821 -0.680
AllStars siRNA Hist2h3c2 0.001 [0.027892 -0.520
AllStars siRNA Hspala 0.003  [0.034357 -0.532
AllStars siRNA Jup 0.012 0.04308 -0.613
AllStars siRNA LOC100909666 | 0.002 0.012 -1.698
AllStars siRNA Lpgatl 0.048 |0.078583 -0.846
AllStars siRNA Lypdl 0.016 |0.028121 -1.866
AllStars siRNA Mlcl 0.021 |0.042356 -1.075
AllStars siRNA Mprip 0.047 [0.099915 -0.611
AllStars siRNA Mrc2 0.046 |0.067034 -0.989
AllStars siRNA Pigt 0.003 |0.025872 -0.597
AllStars siRNA Pkp4 0.046 0.103 -0.558
AllStars siRNA Ptk7 0.020 |0.067184 -0.550
AllStars siRNA Rpl6 0.011 |0.041832 -0.567
AllStars siRNA RT1 0.030 [0.073238 -0.607
AllStars siRNA Scpepl 0.028 |0.055642 -0.727
AllStars siRNA Selll 0.049 |0.058161 -1.211
AllStars siRNA Smarca4 0.025 |0.040554 -1.447
AllStars siRNA Snx17 0.039 [0.087745 -0.646
AllStars siRNA Akap2 0.008 0.019 1.693

LIII



AllStars siRNA Apeh 0.035 |0.069926 0.698
AllStars siRNA Arhgef2 0.037 10.048421 1.180
AllStars siRNA Atp6vla 0.000 0.009 0.616
AllStars siRNA Atp6vld 0.016 |0.026435 1.320
AllStars siRNA Atp6vlel 0.049 |0.108195 0.550
AllStars siRNA Bclafl 0.042 | 0.040909 2.293
AllStars siRNA Caldl 0.027 |0.061295 0.655
AllStars siRNA Dyncl1li2 0.008 |0.038173 0.581
AllStars siRNA Echdcl 0.021 0.04 0.889
AllStars siRNA Eif4b 0.047 10.092839 0.683
AllStars siRNA Flrt3 0.028 0.03865 1.306
AllStars siRNA Gosr2 0.027 ]0.088214 0.518
AllStars siRNA Homer3 0.033 0.042919 1.109
AllStars siRNA Hook3 0.013 |0.053024 0.536
AllStars siRNA Ipo4 0.042 |0.079285 0.724
AllStars siRNA Lama3 0.018 ]0.035308 1.179
AllStars siRNA Lamtorl 0.013 0.05271 0.539
AllStars siRNA Lipa 0.019 0.048 0.687
AllStars siRNA LOC100362339| 0.004 |0.043188 0.512
AllStars siRNA LOC100911774| 0.047 ]0.090184 0.718
AllStars siRNA Metap2 0.037 |0.048403 1.119
AllStars siRNA Nars 0.013 |0.042353 0.688
AllStars siRNA Osbp 0.046 | 0.104093 0.541
AllStars siRNA Pdk3 0.003 |0.027022 0.617
AllStars siRNA Rec2 0.003 10.013091 2.141
AllStars siRNA Rpl19 0.043 0.107318 0.512
AllStars siRNA Scd4 0.038 |0.078136 0.682
AllStars siRNA Sec23b 0.024 |0.075023 0.531
AllStars siRNA Sorbs3 0.006 |0.043824 0.569
AllStars siRNA Sqgstm1 0.019 |0.042346 0.746
AllStars siRNA Srrm2 0.002 0 2.650
AllStars siRNA Ube2m 0.034 |0.090753 0.560

LIV



AllStars siRNA Wipil 0.042 |0.092588 0.622
AllStars siRNA Yars 0.006 |0.040684 0.560
TROVE2 siRNA Actcl 0.004 10.027282 -0.518
TROVE2 siRNA Atxnl0 0.009 10.035818 -0.574
TROVE2 siRNA Car9 0.039 |0.082835 -0.630
TROVE2 siRNA Cav2 0.016 0.06608 -0.527
TROVE2 siRNA Cnn2 0.046 |0.086079 -0.635
TROVE2 siRNA Ddx46 0.030 |0.032764 -1.628
TROVE2 siRNA Derll 0.023 | 0.057534 -0.654
TROVE2 siRNA Ece2 0.002 0.01175 -0.759
TROVE2 siRNA Fam91lal 0.048 |0.079675 -0.803
TROVE2 siRNA Fryl 0.007 ]0.034227 -0.554
TROVE2 siRNA Hspg?2 0.034 |0.045366 -1.190
TROVE2 siRNA Mépr 0.008 10.033049 -0.584
TROVE2 siRNA Npr2 0.022 0.071978 -0.530
TROVE2 siRNA P3h3 0.028625310.043115| -0.986967
TROVE2 siRNA P4htm 0.009018 |0.009895| -1.45901
TROVE2 siRNA Palld 0.0040352| 0.028 -0.536609
TROVE2 siRNA Pdgfrb 0.0359956|0.045714 | -1.24406
TROVE2 siRNA Slc27a3 0.0071481]0.028354 | -0.623804
TROVE2 siRNA Tagln 0.0076396|0.014894 | -1.07435
TROVE2 siRNA Tgfblil 0.0050393|0.004364 | -1.91087
TROVE2 siRNA Tgm?2 0.008785410.036147 | -0.574899
TROVE2 siRNA Thbsl 0.0146673)0.023082| -1.19125
TROVE2 siRNA Tmx2 0.0050899|0.032781 | -0.547495
TROVE2 siRNA Acot2 0.0461041|0.085722| 0.632925
TROVE2 siRNA Adck4 0.0074013]0.032386| 0.612784
TROVE2 siRNA Alad 0.0090047| 0.045 0.517258
TROVE2 siRNA Arl8a 0.0104998|0.045677| 0.552529
TROVE2 siRNA Blmh 0.0288118|0.051382| 0.871589
TROVE2 siRNA Calr 0.0008437| 0.01 0.552935
TROVE2 siRNA Cnpy3 0.0018663|0.025587| 0.510243

LV



TROVE2 siRNA Dars?2 0.012305210.023158 | 1.08818
TROVE2 siRNA Dnajbl1 0.0215521]0.070851 | 0.530547
TROVE2 siRNA Dynlt3 0.049491410.067723 | 1.11873
TROVE2 siRNA Eif4g3 0.0066153|0.023362| 0.693206
TROVE2 siRNA Enpp5 0.021448210.037964 | 0.883526
TROVE2 siRNA Ewsrl 0.0202941|0.019245| 2.71806
TROVE2 siRNA Gcat 0.005929810.033703 | 0.526786
TROVE2 siRNA Gmppb 0.0315508|0.033878 | 1.49042
TROVE2 siRNA Gns 0.0034969|0.024444 | 0.650307
TROVE2 siRNA Gotl 0.0339125|0.078503 | 0.618721
TROVE2 siRNA Isynal 0.0471249|0.074267| 0.842102
TROVE2 siRNA Lamcl 0.0430725]0.048339| 1.50825
TROVE2 siRNA Limal 0.048259210.090298 | 0.606647
TROVE2 siRNA LOC100911677|0.0051638|0.033318 | 0.544754
TROVE2 siRNA Mia3 0.0242047| 0.07329 | 0.540488
TROVE2 siRNA Oat 0.0002836| 0.0115 0.504705
TROVE2 siRNA Pkn3; Set 0.0304797|0.083128 | 0.526203
TROVE2 siRNA Rab3gapl 0.013621 | 0.0248 1.0433

TROVE2 siRNA Slcla2 0.04485280.082829 | 0.702597
TROVE2 siRNA Snrnp40 0.0002794| 0.01122 | 0.502009
TROVE2 siRNA Tars 4.068E-05 0 0.718027
TROVE2 siRNA Thrap3 0.044825 | 0.042678 | 2.00952
TROVE2 siRNA Triobp 0.049948210.071579| 1.01118
TROVE2 siRNA Ubtf 0.017542810.049061 | 0.645736
TROVE2 siRNA Ufsp2 0.031223410.053188 | 0.923438
TROVE2 siRNA Vps52 0.0070432| 0.032 0.599428
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