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I.  EINLEITUNG 

 

Die Leberzirrhose als Folgezustand verschiedener chronischer Lebererkrankungen ist mit 

einer Inzidenz von etwa 250/100.000/Jahr ein sehr häufiges und sozialmedizinisch 

bedeutsames Krankheitsbild (<1>). Allein in Deutschland leiden etwa 1,5 bis 2,5 Millionen 

Menschen an chronischen Lebererkrankungen; ca. 1 Millionen befinden sich im Endstadium 

der Erkrankung, der Leberzirrhose. Vergesellschaftet mit der fortschreitenden Leberzirrhose 

sind Veränderungen des zentralen Nervensystems, das heißt Veränderungen der 

Persönlichkeit und zerebralen Leistungsfähigkeit, zusammengefasst unter dem Begriff der 

hepatischen Enzephalopathie (HE). 

 

 

 

I.1) Pathogenese der Leberzirrhose und der hepatischen Enzephalopathie 

 

Morphologisches Korrelat der Leberzirrhose ist der Untergang des Leberzellgewebes im 

Sinne von Reduktion und Umstrukturierung funktionsfähigen Leberparenchyms. Auslöser ist 

eine kontinuierlich fortschreitende Zellnekrose, welche zur Entstehung diffuser 

Vernarbungsprozesse führt. Es bilden sich bindegewebige Septen und Regeneratknoten, die 

schließlich auch die vaskuläre und lobuläre Architektur der Leber zerstören.  

Pathogenetisch sind eine Vielzahl schädigender Agentien bekannt, die diese progrediente 

Leberzellnekrose herbeiführen können: Chronischer Alkoholabusus, Infektionen mit 

hepatotropen Viren (Hepatitis-B-, Hepatitis-C-Virus, Delta-Virus), biliäre Erkrankungen, 

Autoimmun- oder Stoffwechselerkrankungen, aber auch Toxine (zu denen neben Giftstoffen 

auch zahlreiche Medikamente gehören). Hauptursache für die Entstehung einer Leberzirrhose 

ist in den Entwicklungsländern der chronische Verlauf einer Hepatitis-B-Infektion. In den 

Industrienationen ist zu 80 % der Fälle Alkoholabusus das auslösende Agens; ca. 190 der 

250/100.000 jährlich neu auftretenden Fälle von Leberzirrhose sind ethyltoxischer Genese 

(<2>). Unter Abusus versteht man den langjährigen Konsum von mehr als 40 g (Männer) 

bzw. 20g (Frauen) reinem Alkohol/Tag. 40 g reiner Alkohol entsprechen bereits 1,0 l Bier 

bzw. 0,4 l Wein. Nach 20 Jahren regelmässigen Alkoholkonsums befinden sich 50 % der 

Menschen im irreversiblen Stadium der Erkrankung, der Leberzirrhose (<3>).  

Funktionell bedeutet die Leberzirrhose sowohl einen parenchymatösen als auch einen 

zirkulatorischen Funktionsverlust. Die parenchymatöse Insuffizienz bedingt eine 
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unzureichende Synthese respektive einen ungenügenden Abbau der in der Leber 

verstoffwechselten Substanzen.  Klinisch manifest wird dies z.B. durch eine veränderte 

Fettverteilung aufgrund des verminderten Steroidabbaus, durch vermehrte Blutungsneigung 

aufgrund fehlender Synthese von Gerinnungsfaktoren oder durch die Ausbildung eines 

Ikterus aufgrund von Leberzellnekrosen. Die Zerstörung der vaskulären Architektur der Leber 

bedingt eine Widerstandserhöhung im portalen Kreislauf. Die portale Hypertension 

verursacht die Ausbildung von Kollateralkreisläufen; es entstehen Varizen bevorzugt im 

Bereich des Magens (Corpus-, Fundusvarizen) sowie Ösophagusvarizen. Hieraus können sich 

weitere Komplikationen entwickeln: Blutungen aus den Kollateralkreisläufen, Splenomegalie, 

Aszites. Das Lebenszeitrisiko für die Entwicklung eines hepatozellulären Karzinoms liegt 

zwischen 25 % bei ethyltoxischer Genese der Zirrhose und 50-55 % bei viraler Ätiologie 

(<3>). 

Die unzureichende Entgiftungsfunktion der Leber manifestiert sich zerebral unter dem 

Erscheinungsbild der hepatischen Enzephalopathie (HE). Eine Schlüsselrolle spielt hierbei die 

mangelhafte Ammoniakentgiftung (<4> bis <7>). Aber auch weitere, im Darm entstehende 

Substanzen wie Mercaptane, Phenole sowie physiologisch vorkommende Stoffe (Fettsäuren, 

GABA)  können von der insuffizienten Leber nicht mehr ausreichend abgebaut bzw. entgiftet 

werden, überschreiten schließlich die Blut-Hirn-Schranke und wirken im ZNS toxisch (<8>). 

Desweiteren kommt es zu vermehrter Ausschüttung intrazerebraler Neurotransmitter, vor 

allem von Serotonin und GABA, sowie zu einem Anstieg an GABA- und Glycinrezeptoren. 

Dies sowie die Zunahme sogenannter „falscher“ Neurotransmitter (z.B. Oktopamin) werden 

für die psychischen und neurologischen Symptome verantwortlich gemacht (<6>,<9> bis 

<12>). Klinisch stellt sich die HE als Störung der Bewusstseinslage sowie der intellektuellen 

Funktion und des Verhaltens dar (<7>). Ausschlaggebend für die Stadieneinteilung ist das 

Ausmaß der Vigilanzstörungen sowie der neuromuskulären Veränderungen  (Tabelle 1). 
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Grad Bewusstsein intellektuelle 

Funktion 

Verhalten / 

Persönlichkeit 

neuromuskuläre 

Zeichen 

o normal 

 

normal normal normal 

I geistesabwesend, 

Schlafstörungen 

verminderte 

Aufmerksamkeit 

Euphorie,  

Ängstlichkeit 

gestörte 

Handschrift, Tremor

II Somnolenz Desorientierung 

für Zeit und Ort 

deutliche 

Verhaltensstörung 

 

Asterixis, Ataxie, 

Hyporeflexie 

III Stupor grobe 

Desorientierung 

(zur Person) 

massive 

Persönlichkeits-

veränderungen 

Hyperrreflexie, 

Rigor, fehlender 

Babinski-Reflex 

IV Koma 

 

          --           -- fehlende Antwort 

 
Tabelle 1:  
Stadieneinteilung der HE unter klinischen Gesichtspunkten: 
Einteilung der Schweregrade einer hepatischen Enzephalopathie anhand des mentalen Status 
und neuromuskulärer Zeichen (modifiziert nach  <13>) 
 

 

I.2) Die Bedeutung der Astrozyten im Rahmen der HE 

 

Astrozyten, die Makroform der Neuroglia,  sind sternförmige, zur Phagozytose fähige Zellen. 

Die Verbindung der Astrozyten mit Neuronen und Blutgefässen  dient dem Stoffaustausch. 

Sie bilden die sogenannte Gliagrenzmembran (Membrana limitans gliae superficialis et 

perivascularis, Blut-Hirn-Schranke). Im Rahmen der Detoxifikation kommt den Astrozyten 

eine besondere Bedeutung zu: Als einzige Zellpopulation im ZNS sind sie in der Lage, 

Ammoniak aus dem Plasma aufzunehmen und durch eine ATP abhängige 

Amidierungsreaktion (Glutamat → Glutamin) zu eliminieren. Die dazu notwendige 

Glutaminsynthetase ist ausschließlich im endoplasmatischen Retikulum der Astrozyten 

lokalisiert. Im Rahmen der Leberzirrhose kommt es zur Akkumulation von Ammoniak bzw. 

Glutamin  in den Astrozyten. Glutamin führt zu Störungen der zellulären Homöostase im 

Sinne einer Astrozytenschwellung  und bereits frühzeitig zur Entwicklung eines Hirnödems 

(<5>, <7>, <10>, <14> bis <18>).  Veränderungen des Zellvolumens der Astrozyten werden 



 8

jedoch nicht nur durch Glutamin, sondern auch z.B. durch Benzodiazepine oder 

Hyponatriämie induziert. Diese führen ebenfalls rasch zur Entstehung eines zerebralen Ödems 

sowie sekundär zu Beeinträchtigungen neuronaler Funktionen (<9>, <10>, <19> bis <26>). 

Störungen der Zellhydratation, ob durch extrazelluläre Osmolaritätsänderungen oder 

Akkumulation toxischer Substrate intrazellulär, verändern maßgeblich die Regulation der 

Zellfunktionen. Dies betrifft nicht nur den Zellstoffwechsel sondern auch die Ebenen der 

Signaltransduktion und Genexpression (<27> bis <36>).  

Die „swelling-Hypothesis“ zur Pathogenese der HE besagt, dass sowohl durch die 

Ammoniakakkumulation als auch zahlreiche weitere Faktoren (s.o.) eine 

Astrozytenschwellung ausgelöst wird, welche eine Kaskade neuronaler Veränderungen nach 

sich zieht (<9>, <19>, <37>). So ist beispielsweise die Kommunikation zwischen Astrozyten 

und Neuronen allein durch die Verringerung des Extrazellulärraumes im Rahmen der 

Astrozytenschwellung erheblich erschwert. Tierexperimentelle Untersuchungen belegen die 

zentrale Bedeutung der Astrozytenschwellung in der Pathogenese der HE (<24>, <27>). 

Durch Hemmung der Glutaminsynthetase kann die Astrozytenschwellung antagonisiert und 

die neurologischen Symptome der HE können deutlich reduziert werden (<38> bis <44>). 

Histologisch zeigt die Astroglia neben vergrößerten chromatinarmen Kernen und prominenten 

Nukleoli intranukleäre Glykogeneinschlüsse. Die Schwellung der Astroglia, die man als 

sogenannte „Alzheimer-II-Glia“ bezeichnet, ist nicht pathognomonisch für die HE. Sie tritt 

auch im Rahmen anderer Erkrankungen auf (<45>).  

Die Fülle der bereits vorliegenden Arbeiten lässt entscheidende Zusammenhänge zwischen 

Zellschwellung sowie dem Einfluss toxischer Substrate, hier vor allem Ammoniak, auf 

Abläufe im astrozytären Zellstoffwechsel und die Genexpression vermuten. Das Ausmaß der 

Auswirkungen von Zellvolumenänderungen auf die Genexpression ist jedoch noch 

größtenteils ungeklärt. 
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I.3) Entwicklung der Methode und Zielsetzung der Arbeit 

 

Die Umsetzung genetischer Informationen entscheidet über sämtliche im Organismus 

ablaufende Vorgänge: Entwicklung und Differenzierung, Homöostase, Reaktionen auf äußere 

Einflüsse, Alterungsprozesse sowie den natürlichen, den sogennannten programmierten 

Zelltod (Apoptose) aber auch über pathologische Veränderungen wie z.B. die Entstehung  

eines Karzinoms. Höhere Organismen besitzen einen Pool von etwa 30.000  verschiedenen 

Genen, von denen in jeder einzelnen Zelle etwa 15.000 exprimiert werden.  Aus diesem 

Grunde ist die Analyse von Veränderungen der Genexpression in der Zelle von höchstem 

Interesse für die Erforschung von Erkrankungen. 

Bis vor einigen Jahren stand hierfür nur die Methode der substraktiven oder differentiellen 

Hybridisierung zur Verfügung (<46> bis <48>). Sie erlaubt jedoch lediglich den Vergleich 

zwischen zwei Zellspezies und kann auch nur qualitative Unterschiede herausstellen. Dies 

bedeutet, dass nur untersucht werden kann, ob in der einzelnen Zelle genetische 

Informationen in Form von mRNA vorliegen, die die andere Zellspezies nicht aufweist. Eine 

Aussage über das Ausmaß der Genexpression kann man allerdings nicht machen. Die 

Methode der differentiellen mRNA-Analyse (<49>) ermöglicht nicht nur die Untersuchung 

aller von einer einzigen Zelle exprimierten mRNA, sondern auch die Erforschung jeglicher 

Änderungen der Genexpression in einer Zelle, d.h. quantitative Unterschiede z.B. im Zuge 

zellulärer Prozesse. Liang und Pardee (<49>) gehen davon aus, dass prinzipiell jede mRNA 

mittels reverser Transkription in cDNA umgeschrieben werden kann und anschließend  eine 

Amplifikation mit Hilfe der Polymerase-Kettenreaktion (polymerase chain reaction, PCR) 

erfolgen kann. Nach mathematischen Berechnungen zusammengestellte Primerkombinationen 

werden genutzt, bei denen jedes Primerpaar eine gewisse Chance hat, eine bestimmte Anzahl 

von Sequenzen in dem Pool von cDNA zu identifizieren. Ein solches Primerpaar besteht 

immer aus einem sogenannten 3`-Primer, der in typischer Weise an die Poly-A-Sequenz der 

mRNA bindet und einem 5`- Primer, welcher in unterschiedlicher Entfernung zum 3´- Primer 

bindet. So entstehen verschieden lange cDNA-Stücke, die elektrophoretisch aufgetrennt 

werden können. Die Methode der differentiellen mRNA-Analyse wurde modifiziert und 

erweitert zur differential display reverse transkriptase-PCR-Methode  (DDRT-PCR, <50>). 

In der vorliegenden Arbeit sollten mittels DDRT-PCR Aufschlüsse über die komplexen 

Veränderungen der Genexpression in Astrozyten unter dem Einfluss von Ammoniak sowie 

Veränderungen des Zellvolumens gewonnen werden. Neben einem normoosmolaren 

Kontrollansatz (305mosmol/l) wurden primäre Astrozyten der Ratte hypoosmolarem Medium 
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(205mosmol/l) sowie normosmolarem Medium unter Zugabe von 5 mmol/l 

Ammoniumchlorid ausgesetzt. Die Expression der durch DDRT-PCR identifizierten osmo- 

und ammoniumregulierten Gene sollte durch Northern-Blot-Analysen überprüft und 

charakterisiert werden (siehe Abschnitt I.2). 
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II) MATERIAL UND METHODEN 

 

 

II.1) Materialien 

 

Die Chemikalien und Biochemikalien wurden von Qiagen (Hilden), Biometra (Göttingen), 

Eurogentec (Seraing, Belgien), Roche (Mannheim), Amersham-Pharmacia (Freiburg), 

Invitrogen (San Diego, USA), Applied Biosystems (Weiterstadt), Millipore (Eschborn),  

Biochrom (Berlin), Merck (Darmstadt) und Sigma-Aldrich (Deisenhofen) bezogen oder von 

der hauseigenen Apotheke in der höchst verfügbaren Reinheit. 

 

 

II.2) Präparation und Kultivierung von Astrozyten aus der Ratte 

 

Primäre Hirnastrozyten wurden durch die Arbeitsgruppe für molekulare Neurobiologie 

(Abteilungsleiter Prof. Dr. H.W. Müller, Neurologische Klinik, Universitätsklinikum 

Düsseldorf) aus den Großhirnhemisphären neugeborener Wistarratten isoliert wie in <51> 

beschrieben. Die Kultivierung erfolgte in 250 ml Gewebekulturflaschen in Dulbecco´s 

modified eagles medium (Biochrom, Berlin) unter Zusatz von 10 % fötalem Rinderserum bei 

37 °C, 95 % Luftfeuchtigkeit und 5 % CO2. Die Reinheit der Zellkulturen wurde durch 

immunzytochemisches Färben von glial fibrillary acidic proteins (GFA-Proteinen) bestimmt 

und betrug >95 %. Das Kulturmedium wurde dreimal pro Woche ausgetauscht. Nach etwa 2 

bis 3 Wochen waren die Kulturen nahezu konfluent und die Zellen wurden mittels 0,5% 

Trypsin in Kalzium freiem Phosphatpuffer (PBS) vom Flaschenboden gelöst und in 

Gewebekulturplatten mit je 6 Vertiefungen (Costar, Cambridge, Großbritannien) 

subkultiviert. Um Unterschiede in der Genexpression zu detektieren, wurden die Zellen unter 

verschiedenen Testbedingungen inkubiert: Neben einem unbehandelten normoosmolaren 

Kontrollansatz (305 mosmol/l) wurde ein Teil der Astrozyten für  8 bzw. 72 Stunden 

hypoosmolarem (205 mosmol/l) sowie normoosmolarem Medium unter Zusatz von 

Ammoniumchlorid (5mmol/l) ausgesetzt. Die Osmolarität wurde durch Veränderung der 

NaCl-Konzentration variiert. 
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II.3) Isolierung von Gesamt-RNA aus Astrozyten  

 

Die Gesamt-RNA aus Rattenastrozyten wurde extrahiert mittels RNeasy Total RNA kits 

(Qiagen, Hilden) nach Protokoll des Herstellers. 

 

 

II.4)   Differentielle mRNA-Analyse mittels Polymerase-Kettenreaktion (DDRT-PCR) 

II.4a) Reverse Transkription 

 

Die Transkription der mRNA in cDNA erfolgte mittels spezifischem Startermolekülset Gene 

Exscreen Primer Kit (Biometra, Göttingen) wie bei Bauer et al. beschrieben (<50> und  

Abbildung 1). 

200 ng RNA wurden mit 0,25 µmol/l  3´-Primer (s. II.4.b und Tabelle 2) für 10 min. bei 70°C 

und für weitere 3 min auf Eis inkubiert. Anschließend wurde das Reaktionsgemisch dazu 

pipettiert zu einem Gesamtvolumen von 20 µl (1x Reaktionspuffer (Eurogentec, Seraing, 

Belgien), 5mmol/l MgCl2, 50 U RNAse-Inhibitor, 5 mmol/l dNTPs  (Pharmacia, Freiburg), 20 

U AMV Reverse Transkriptase (Promega, Heidelberg)). Nach Durchmischung erfolgte eine 

Inkubation für 10 min bei Raumtemperatur, anschließend für 60 min bei 42 °C  und für 5 min 

bei 95°C. Das Gemisch wurde auf Eis abgekühlt und die DNA sofort amplifiziert oder bei -20 

°C gelagert. 
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Abbildung 1:  
Schematische Darstellung der Durchführung der differentiellen mRNA-Analyse: 
Die Transkription der mRNA in c-DNA erfolgt wie in II.4  beschrieben mittels 
Startermolekülset, die anschließendee Vervielfältigung der cDNA mittels PCR. Die cDNA-
Fragmente werden im Polyacrylamidgel aufgetrennt. Die Banden werden mittels 
Silberfärbung dargestellt, um gegenüber dem Kontrollansatz differentielle Banden sichtbar zu 
machen. 
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II.4.b) DNA - Amplifikation mittels PCR 

 

Die PCR wurde in  10 µl Reaktionsansätzen durchgeführt (1x Reaktionspuffer, 0,1 mmol/l 

dNTP´s, 1,5 mmol/l MgCl2, 1 U Taq-Polymerase (Eurogentec),  3 µl einer 1:10 Verdünnung 

der jeweiligen cDNA mit dem entsprechend II.4.a) eingesetzten 0,25 µmol/l 3´-Primer sowie 

0,25 µmol/l 5´-Primer , Tabelle 2). 

Die Reaktion  erfolgte im Thermocycler PE 9600 (Perkin Elmer, Überlingen), welcher 

zunächst für 10 min auf 94 C° vorgeheizt wurde. Anschließend wurden 40 Zyklen 

durchlaufen mit je: 

30 sec bei 94° C (Denaturierung), 60 sec bei 40° C (Annealing), 30 sec bei 72° C 

(Polymerisation), die Reaktion wurde beendet durch Herunterkühlen auf 4 C°. 

Die Primer für die einzelnen Reaktionen wurden aus 26 verschiedenen 5´-Primern (Tabelle 2: 

U 1-26) sowie 12 verschiedenen 3´-Primern (Tabelle 2: D 1-12)  ausgewählt (Biometra, 

Göttingen). Nach Voruntersuchungen und mathematischen Berechnungen (<50>) erwiesen 

sich diese Primer als die Geeignetsten, eine bestimmte Anzahl von Sequenzen in dem Pool 

von cDNA zu identifizieren (Tabelle 2; modifiziert). Die 3`-Primer bestehen aus einer 

Aufeinanderfolge von 11 Thymidinbasen (T 11- ; s. Tab. 2)  sowie 2 variablen Basen am 3´- 

Ende (CA, CG, CT, CC,  GA, GG, GT, GC, AA, AG, AT, AC). Diese Aufeinanderfolge 

gewährleistet die Bindung des Primers an die Poly-A-Sequenz, während die 5´-Primer 

Dekamere aus unterschiedlichen Basen sind, die in verschiedener Entfernung zum 3´-Primer 

binden. So entstehen unterschiedlich lange cDNA-Stücke, die anschließend elektrophoretisch 

aufgetrennt werden können.  
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 3´-DownstreamPrimer (D) 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

 T 11- C
A 

CG CT CC GA GG GT GC A
A 

AG AT AC

5´-UpstreamPrimer (U)     1 TAC AAC GAG G x x x x x x x   x x 

2 TGG ATT GGT C x x x x x x   x x 

5 GGA ACC AAT C x x x x x     

6 AAA CTC CGT C x x x x x     

8 TGG TAA AGG G x x     

9 TCG GTC ATA G x x     

10 GGT ACT AAG G x x x x x x x x x x 

11 TAC CTA  AGC G x x x x   x x x x 

12 CTG CTT GAT G x x x x x x x x x 

13 GTT TTC GCA G x x     

14 GAT CAA GTC C x x     

15 GAT CCA GTA C x x     

16 GAT CAC GTA C x x x x x x x x x 

17 GAT CTG ACA C x x     

18 GAT CTC AGA C x x     

19 GAT CAT AGC C x x     

20 GAT CAA TCG C x x     

21 GAT CTA ACC G x x     

22 GAT CGC ATT G x x     

23 GAT CTG ACT G x x x x x x x x x x x 

24 GAT CAT GGT C x x x x x   x x x x 

25 GAT CAT AGC G x     

26 GAT CTA AGG C x x     

 

Tabelle 2:  

Auflistung der 5`-Primer U 1 bis U 26 sowie 3`- Primer D 1 bis D12.  
Die 3´-Primer bestehen alle aus einer Aufeinanderfolge von 11 Thymidinbasen (T 11), 
variabel sind nur die beiden endständigen Basen. Die 5´-Primer sind Dekamere aus 
unterschiedlichen Basen. Die in der vorliegenden Arbeit verwendeten Primerkombinationen 
sind mit einem „x“markiert. Es wurden insgesamt 108 Primerkombinationen eingesetzt. 
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II.4.c) Elektrophoretische Auftrennung von PCR - Produkten in Polyacrylamidgelen 

 

Um Unterschiede in der Genexpression unter den verschiedenen Testbedingungen zu 

detektieren, erfolgte die elektrophoretische Auftrennung der cDNA-Fragmente in einem 

10%igen Polyacrylamidgel (PAA-Gel, Clean Gel DNA Analysis Kit, Amersham Pharmacia, 

Freiburg) nach Herstellerangaben.  

Je 5 µl PCR-Produkt wurden mit 2 µl Sequenzier-Stop-Lösung (Clean Gel DNA Analysis Kit) 

aufgetragen und anschließend elektrophoretisch aufgetrennt. Zur Größenbestimmung im Gel 

wurden 1 µg DNA-Längenstandard aufgetragen (Smart ladder, Eurogentec). Die 

elektrophoretische Auftrennung erfolgte bei 200 V (23 mA) für 10 min und 15 °C. Danach 

wurde die Spannung auf 600 V (30mA) erhöht und nach weiteren 50 min bei 15 °C wurde der 

Lauf beendet. 

 

 

II.4.d) Silberfärbung von DNA in Polyacrylamidgelen 

 

Zur Darstellung der cDNA-Fragmente in den PAA-Gelen wurde eine Silberfärbung gemäß 

Standardprotokoll (Silver Staining Protocol for Nucleic Acids, Amersham-Pharmacia, 

Freiburg) durchgeführt.  

 

 

II.5) Elution differentieller cDNA-Fragmente 

 

DNA-Banden gleicher Größe, die im Vergleich zum normoosmolaren Kontrollansatz 

unterschiedlich konzentriert erschienen, wurden mit einem Skalpell aus dem Gel 

herausgeschnitten und in 20 µl Aqua bidest. aufgenommen. Anschließend wurden die Proben 

2 min bei 95 ° erhitzt und danach für 1 min  bei 1000 x g zentrifugiert (Tischzentrifuge Mikro 

24-48, Hettich, Tuttlingen). 
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II.6) Reamplifizierung von geleluierten cDNA-Fragmenten 

 

Die eluierten und in Aqua bidest. aufgenommenen DNA-Fragmente wurden in einer weiteren 

PCR auf ihre Spezifität hin überprüft. In einem Volumen von 50 µl Reaktionsgemisch wurden 

10 µl des Eluats sowie die analog zur ersten PCR-Reaktion entsprechenden 3`- und 5`-Primer 

verwendet ( je 0,25 µmol/l  3`- bzw. 5`-Primer, 1x Reaktionspuffer, 0,2 mmol/l  dNTP´s, 1,5 

mmol/l MgCl2,  2,5 U Taq-Polymerase). Die Reaktion erfolgte im Thermocycler PE 9600 wie 

unter II.4.b) beschrieben. 

 

 

II.7) Agarosegelelektrophorese 

 

Die Identifikation und Auftrennung der PCR-Produkte wurde in einem 1-2%igen Agarosegel 

in TAE-Puffer (40 mmol/l Tris, 0,11 % (v/v) Essigsäure, 1 mmol/l EDTA pH 8,0) 

durchgeführt. Die Geltaschen wurden mit je 16,5 µl Lösung beladen (15 µl Probenvolumen 

plus 1,5 µl 10 x DNA-Auftragspuffer (0,25% (w/v) Bromphenol, 0,25% (w/v) Xylencyanol, 

30% (v/v) Glycerin, 890 mmol/l Tris/HCl, 890 mmol/l Borsäure, 25 mmol/l Na-EDTA, pH 

8,0). Für die Längenberechnung der DNA wurde  5 µl DNA-Längenstandard zusätzlich 

aufgetragen (Smart Ladder; Eurogentec). Unter Zusatz von 0,2 µg/ml Ethidiumbromid 

(Roche, Mannheim) wurden die Banden unter UV-Licht (300 nm) visualisiert und 

fotographisch festgehalten (Polaroid MP4+ Instant Camerasystem ). 

 

 

II.8) Aufreinigung der PCR-Produkte mittels Millipore-Ultrafiltration 

 

Die Aufreinigung der PCR-Produkte als Vorbereitung für die Klonierung erfolgte mit Hilfe 

der Filtereinheit Ultrafree-MC 30.000 NMWL (Millipore, Eschborn) gemäß Protokoll des 

Herstellers. Das Retentat betrug am Ende ca. 5 µl, welche in 30µl Aqua bidest. steril 

aufgenommen und bis zur Klonierung bei -20 C° eingefroren wurden. 
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II.9) Klonierung von reamplifizierter DNA 

 

Für die Klonierung der differentiellen geleluierten cDNA - Fragmente wurde der TOPO TA 

Cloning Kit (Invitrogen, San Diego, USA) verwendet. Die TA-Klonierung (Taq amplifizierte 

Klonierung) macht sich die Eigenschaft der bei der PCR eingesetzten Taq-Polymerase 

zunutze, an den 3`-Enden des PCR-Produkts ein überzähliges Adenosin anzuhängen 

(Abbildung 2). In Kombination mit einem entsprechend linearisierten Vektor mit 

„überstehendem“ Thymidin-Ende wird eine besonders effektive Ligation erreicht. 4 µl des 

PCR-Produktes wurden gemäß Anleitung des Herstellers mit 1 µl salt solution sowie 1 µl 

Vektor pCR-XL-TOPO (beides TOPO TA Cloning Kit, Invitrogen, San Diego, USA) versetzt. 

Die Hälfte eines Ansatzes wurde zu den kompetenten Zellen (TOP 10 E.coli-cells, Invitrogen, 

San Diego, USA) gemäß Protokoll des Herstellers gegeben und die Transformation 

durchgeführt. Anschließend wurden die Zellen  auf  Luria-Bertani-Nährböden (LB: 0,5 % 

w/v NaCl, 1 % w/v Trypton, 1,5 % w/v Agar, 0,5 % w/v Hefeextrakt und 35 µg/ml Zeozin, 

pH 7,5) ausplattiert und über Nacht bei 37°C inkubiert (<52>).  
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* *

 
 
 
 
 
 
Abbildung 2: 
Karte des pCR-XL-TOPO-Vektors. 
Die Karte zeigt eine Übersicht des Klonierungsvektors pCR-XL-TOPO mit seiner 
multicloning-Sequenz. Die Schnittstellen der Restriktionsendonukleasen sind angegeben, die 
der in der vorliegenden Arbeit verwendeten Restriktionsendonukleasen EcoR I ist mit einem 
* markiert (s. II.12).  Die Gesamtlänge des Vektors beträgt 3519 Nukleotide. 
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II.10) Selektion und Anzucht von Bakterienkolonien 

 

Ausgewählte Bakterienkolonien wurden mittels Impföse in je 2ml LB-Zeozin-Medium (35 µg 

/ml) übertragen (<52>). Die Anzucht der Bakterien erfolgte im Rundschüttler über Nacht bei 

37 °C und 220 rpm. 

 

 

II.11) Präparation von Plasmid-DNA 

 

Die Präparation der Plasmid-DNA erfolgte nach der Methode von Current Protocols in 

Molecular Biology (<53>) mit dem QIAprep Spin Miniprep Kit (Qiagen, Hilden) gemäß 

Anbieterprotokoll. 

 

 

II.12) Restriktionsendonukleaseverdau von DNA  

 

Der Restriktionsansatz enthielt 0,5-1,0 µg Plasmid-DNA/10µl in 1x Reaktionspuffer H mit 

0,5-5 U Restriktionsenzym Eco R I / µg DNA (Roche, Mannheim). Die Plasmid-DNA wurde 

eine Stunde bei 37 °C verdaut. Anschließend erfolgte eine elektrophoretische Auftrennung 

der DNA wie in II.7) beschrieben.  

 

 

II.13) Enzymatische Sequenzierung von DNA  

 

Als DNA-Sequenzierungsmethode wurde die enzymatische Sequenzierung mit universellen 

fluoreszenzmarkierten Sequenzierprimern gemäß <54> eingesetzt. Alle Reaktionen wurden 

mit dem ABI Prism BigDye Terminator Cycle Sequencing Kit (Applied Biosystems, 

Weiterstadt) durchgeführt. Die Sequenzanalyse der klonierten Genfragmente erfolgte mit 

M13-forward Primer sowie M13-reverse Primer (Amersham Pharmacia,  Freiburg). 

Die Vorbereitung der Reaktionskomponenten sowie der Proben erfolgte gemäß Protokoll des 

Herstellers für die automatische Sequenzgelelektrophorese mit ABI 373 (Applied Biosystems, 

Weiterstadt).  Die Sequenzierreaktion wurde im Thermocycler PE 9600 durchgeführt wie in 

<50> beschrieben. Anschließend wurden die DNA-Fragmente mittels Ethanol-/Acetat-

Fällung aufgereinigt. Der Überstand wurde abpipettiert und verworfen, die Pellets wurden in 
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einer Vakuumzentrifuge getrocknet. Sie wurden entweder sofort der automatischen 

Sequenzgelelektrophorese zugeführt oder bei 4°C gelagert. 

Die Herstellung des Polyacrylamidgels sowie die Vorbereitung der Glasplatten erfolgte nach 

den Anweisungen des Herstellers für die automatische Sequenzgelelektrophorese mit dem 

ABI 373-Sequenzierautomaten. Die Pellets wurden vor dem Auftragen auf das Gel 10 min. 

bei Raumtemperatur inkubiert, gründlich durchmischt (Vortexer) sowie kurz zentrifugiert und 

für 5 min bei 90 °C denaturiert, anschließend sofort in Eiswasser gestellt. Der Lauf erfolgte 

über 8 h bei 2500 V, 40mA, 30 W. Nach Beendigung wurden die Fluoreszenzsignale mittels 

Sequencing Analysis Software (Applied Biosystems, Weiterstadt) analysiert. 

 

 

II.14) Datenbankrecherche 

 

Die Sequenzanalysen erfolgten anhand der Datenbanken des National Center for 

Biotechnology Information (NCBI ). Die Programme BLASTN und BLASTX (<54>) wurden 

für Homologievergleiche mit Sequenzen in den Datenbanken des European Molecular 

Biology Laboratory (EMBL) sowie des National Institute of Health (NIH) genetic sequence 

database (GenBank) verwendet. 

 

 

II.15) Northern Blot Analyse 

 

Gesamt-RNA aus nahezu konfluenten primären Astrozytenkulturen wurde mittels Rneasy 

Total RNA-Kit (Qiagen, Hilden) nach Protokoll des Herstellers isoliert. Desweiteren wurde 

Gewebe aus Gehirn, Duodenum, Leber, Milz, Niere und Hoden der Wistarratten isoliert und 

jeweils 1 g des entsprechenden Gewebes wurde sofort nach der Präparation in 10 ml 

Guanidin-Isothiocyanat-Lösung auf Eis mittels eines Ultra-Turrax-Gerätes homogenisiert. 

Anschließend wurde die Gesamt-RNA wie in <55> beschrieben isoliert. Die Northern-Blot-

Methode sowie die Hybridisierung der Nukleinsäuren wurden gemäß <32> und <33> 

durchgeführt.    

 

 

 

II.16) Statistik 
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Alle Daten sind als Mittelwerte ± Standardfehler des Mittelwertes (SEM) angegeben. 

Mindestens drei unabhängige Experimente wurden durchgeführt. Für die statistische 

Auswertung wurde der zweiseitige Student-t-Test angewendet. P <0,05 wurde als signifikant 

verschieden bewertet. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

III. Ergebnisse 
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III.1) Differentielle mRNA-Analyse zur Identifikation osmo- und ammoniumregulierter 
Gene in primären Astrozyten 

 
Die differentielle mRNA-Analyse (differential display polymerase chain reaction, DDRT-

PCR) wurde für die Identifizierung osmo- und ammoniumregulierter Gene in primären 

Astrozyten eingesetzt. Sie ermöglicht die Detektion von Unterschieden in der Genexpression 

zwischen verschiedenen Versuchsansätzen. Primäre Astrozyten wurden in normoosmolarem 

Medium angezüchtet (305 mosmol/l) und für 8 bzw. 72 Stunden in demselben bzw. 

hypoosmolarem (205mosmol/l) oder normosmolarem Medium unter Zusatz von 5mmol/l 

Ammoniumchlorid inkubiert (Abbildung 3). Die Gesamt-RNA wurde extrahiert, revers 

transkribiert und mittels PCR mit insgesamt 108 ausgewählten Primerpaaren amplifiziert 

(Tabelle 2). 17 cDNA-Fragmente zeigten unter den beschriebenen Versuchsbedingungen  

differierende mRNA-Spiegel (cDNA 1-17, Tabelle 3). Sie wurden nach Klonierung 

sequenziert. Eine  Suche in der NCBI-Datenbank ergab eine über 92%ige Übereinstimmung 

für 4 dieser cDNA- Fragmente, benannt UW 16, UW 17, UW 27 und SK 29 mit Abschnitten 

von Genen, die für Elongin A (<57>), Clusterin (<58>), kelch motif containing protein 

(KMCP, <59>) und prolin rich protein expressed in brain (PRPB, <60>) kodieren. Keine 

wesentlichen Übereinstimmungen mit bekannten Genen  wurden für die übrigen 13 cDNA-

Fragmente gefunden (siehe VII.). 
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cDNA: Klon Nr.: Fragment- 
größe: 

Primer- 
kombination: 

Access. 
Nummer: 

Homologien mit: 

1 UW16 161 bp U24 /D11 L 46816 Elongin A 
2 UW17 266 bp U24 /D11 L08235 Clusterin 
3 UW27 298 bp U26 /D11 AB026190 KMCP 
4 UW28 432 bp U25 /D11  * 
5 UW35 286 bp U25 /D11  * 
6 UW48 188 bp U24 /D12  * 
7 SK1 351 bp U16 /D 5   * 
8 SK10 265 bp U24 /D 6   * 
9 SK14 288 bp U24 /D 5   * 
10 SK16 176 bp U16 /D 7   * 
11 SK17 162 bp U16 /D 7   * 
12 SK21 174 bp U 2 / D 5   * 
13 SK23 321 bp U 2/  D 5   * 
14 SK27 236 bp U 1/  D 8   * 
15 SK34 340 bp U 3/  D 8   * 
16 SK29 217 bp U 1/  D 8   AF085348 PRPB  
17 SK38 203 bp U 1/  D 8   * 

 
Tabelle 3: 
Liste der cDNA-Produkte, die nach Klonierung sequenziert wurden 
17 cDNA-Fragmente zeigten unter dem Einfluss von Hypoosmolarität bzw. Ammoniak im 
Vergleich zum Kontrollansatz eine unterschiedliche Ausprägung der Genexpression. Sie 
wurden kloniert wie in II.9) beschrieben und anschließend enzymatisch sequenziert. Der 
Vergleich mit der NCBI-Datenbank ergab für 4 dieser Klone, benannt UW 16, UW 17, UW 
27 und SK 29 eine mehr als 92 %ige Übereinstimmung mit  den bereits bekannten Genen 
Elongin A, Clusterin, kelch motif containing protein (KMCP) sowie prolin rich protein 
expressed in brain (PRPB).Die gesamte Sequenz der Gene kann unter der angegebenen 
Accession-Nr. in der NCBI-Datenbank eingesehen werden. Für die übrigen 13 cDNA-
Fragmente konnten bisher keine wesentlichen Übereinstimmungen im Vergleich mit 
bekannten Genen festgestellt werden (mit * markiert). 
 
 



 25

 
 
 
 
Abbildung 3: 
Auftrennung von DDRT-PCR-Produkten  in 10%igem Polyacrylamidgel.  
Primäre Astrozyten wurden in normoosmolarem Medium angezüchtet (305 mosmol/l) und 
zum Zeitpunkt 0 für 8 bzw. 72 Stunden demselben bzw. hypoosmolarem (205mosmol/l) 
Medium oder normosmolarem Medium unter Zusatz von 5mmol/l Ammoniumchlorid 
zugeführt. Die Gesamt-RNA wurde extrahiert, revers transkribiert und mittels PCR mit 
ausgewählten  Primerpaaren (GeneExScreen, Biometra) amplifiziert (aus <61>). 
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III.1.1) Expression von RNA-Transkripten für Elongin A 
 
 
Das 161 bp große Amplifikationsprodukt UW 16 entspricht den Nukleotidpositionen 519-680 

der mRNA von Elongin A  (Abbildung 4). Zur Amplifikation wurde das Primerpaar U24/D11 

verwendet. Ammoniumchlorid führt in Rattenastrozyten zu einem signifikanten 

zeitabhängigen Anstieg der Elongin A mRNA-Spiegel verglichen mit dem normoosmolaren 

Kontrollansatz. Geringe, aber doch signifikante Unterschiede (19+/-5%) wurden ebenso nach 

24 -stündiger hypoosmolarer Inkubation in den Astrozyten gefunden (Abbildung 5). Elongin 

A-mRNA wird außerdem auch in anderen Geweben der Ratte wie Hoden, Milz, Niere und 

Duodenum exprimiert. (Abbildung 6). Elongin A ist als Transkriptionsfaktor für den 

ungestörten Ablauf des Zellzyklus von Bedeutung  (<62> bis <65>). 

 
 
 
UW 16: 5   tcatggtcacgagaggagagatgaaaggaagaggtgtcacaaagtgtcaccaccatattc 64 
           |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Elong: 519 tcatggtcacgagaggagagatgaaaggaagaggtgtcacaaagtgtcaccaccatattc 578 
 
                                                                        
UW 16: 65  ttcagaccccgagtcgtctgactatggtcatgttcaatctcctccaccttcaagtcccca 124 
           |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Elong: 579 ttcagaccccgagtcgtctgactatggtcatgttcaatctcctccaccttcaagtcccca 638 
 
                                                      
UW 16: 125 tcaaatgtatacagacctctctaggtccccagagatggacca 166 
           |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Elong: 639 tcaaatgtatacagacctctctaggtccccagagatggacca 680 
 
 
Abbildung  4:  
Sequenzvergleich zwischen der Sequenz des Klons UW 16 mit den Nukleotidpositionen 
519-680 von Elongin A 
Die Nukleotidpositionen 5-166 der Sequenz des Klons UW 16 zeigen eine vollständige 
Übereinstimmung mit den Nukleotidpositionen 519-680 von Elongin A mRNA (aus <61>). 
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Abbildung 5: 
Zeitlicher Verlauf der Effekte von 
Hypoosmolarität (oben), Hyperosmolarität 
(Mitte) und Ammoniak (unten) auf die 
Elongin-A-mRNA-Spiegel in Ratten- 
astrozyten. 
Die Zellen wurden in normoosmolarem 
Medium (305mosmol/l) mit oder ohne 
Ammoniumchlorid (5mmol/l), hypo- 
(205mosmol/l) oder hyperosmolarem 
(405mosmol/l) Medium inkubiert. Die 
Osmolarität wurde durch Veränderung der 
NaCl-Konzentration variiert. Zu den 
angegebenen Zeitpunkten wurde die RNA 
isoliert und eine Northern-Blot-Analyse 
durchgeführt. Die mittleren mRNA-Werte 
bei normoosmolarer Inkubation wurden 
gleich 100 % gesetzt; alle anderen mittleren 
mRNA-Werte wurden in prozentuale 
Relation dazu gestellt. Die angegebenen 
Werte entsprechen ±SEM und resultieren 
aus 4-5 verschiedenen Experimenten pro 
Versuchsbedingung. Mit einem ∗ markierte 
Werte sind signifikant unterschiedlich vom 
Kontrollwert (P<0,05) 
Wie die nebenstehenden Grafiken zeigen, 
steigen die Spiegel von Elongin A unter 
allen Versuchsbedingungen zwar zeitlich 
unterschiedlich, jedoch signifikant an. 
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Abbildung 6 : 
Detektion von mRNA-Spiegeln mittels Northern-Blot-Analyse in verschiedenen Geweben 
der Ratte 
Northern-Blot-Analyse  der mRNA von PRPB, Clusterin, Elongin A, KMCP und GAPDH. 
Dazu wurden Astrozyten, Gehirn, Dünndarm, Hoden, Milz, Niere und Leber von Wistarratten 
isoliert und die Gesamt-RNA präpariert. Es wurden 15 µg Gesamt- RNA pro Laufspur 
eingesetzt (aus <61>). 
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III.1.2)  Expression von RNA-Transkripten für Clusterin 
 
Der Klon UW 17 wurde amplifiziert mit der Primerkombination U24/D11. Er ist identisch mit 

den Nukleotidpositionen 348 bis 614 der mRNA des 1644 bp großen sulfatisierten 

Glykoproteins Clusterin ( auch beschrieben als testosteron repressed protsate message 2 oder 

Apolipoprotein oder sulfated glycoprotein; <66>, <67>) Eine Ausnahme stellt der 

Basenaustausch an Position 601 (T->C) dar, der in dem Ersatz Asn -> Asp an Codon 102  

resultiert (Abbildung 7). Wie in der Northern-Blot-Analyse gezeigt,  stellt sich ein geringer, 

aber signifikanter Anstieg von 20-30 % in der Clusterin-mRNA-Konzentration sowohl durch 

Hypoosmolarität als auch durch Ammoniumchlorid dar und zwar 4 Stunden nach Wechsel 

des Mediums, verglichen mit dem Kontrollansatz (Abbildung 8). Eine Clusterin-mRNA 

wurde außerdem detektiert in Hirn, Hoden, Milz, Niere und Leber, in geringem Umfang auch 

im Dünndarm der Ratte (Abbildung 6). Zusätzlich wurden mRNA-Signale, die für Clusterin-

Isoformen kodieren, im Hoden gefunden. Clusterin ist von Bedeutung für die Zytoprotektion.  

Es dient als Proteinschutz unter verschiedenen Stressbedingungen und wird bei 

neurodegenerativen Erkrankungen vermehrt exprimiert (<66>, <68> bis <70>). 

 
 
UW 17: 5   catggtcctgggagagcaggagttctctgacaatgagctccaagaactgtccactcaagg 64 
           |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Clust: 348 catggtcctgggagagcaggagttctctgacaatgagctccaagaactgtccactcaagg 407 
 
 
UW 17: 65  aagtaggtatgttaataaggagattcagaacgccgtccagggggtgaagcacataaagac 124 
           |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Clust: 408 aagtaggtatgttaataaggagattcagaacgccgtccagggggtgaagcacataaagac 467 
 
UW 17: 125 cctcatagaaaaaaccaacgcagagcgcaagtccctgctcaacagtttagaggaagccaa 184 
           |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Clust: 468 cctcatagaaaaaaccaacgcagagcgcaagtccctgctcaacagtttagaggaagccaa 527 
 
UW 17: 185 aaagaagaaagagggtgctctagatgacaccagggattctgaaatgaagctgaaggcttt 244 
           |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Clust: 528 aaagaagaaagagggtgctctagatgacaccagggattctgaaatgaagctgaaggcttt 587 
 
UW 17: 245 cccggaagtgtgtgacgagaccatgat 271 
           ||||||||||||| ||||||||||||| 
Clust: 588 cccggaagtgtgtaacgagaccatgat 614 
 
 
Abbildung 7:  
Sequenzvergleich zwischen dem Klon UW 17 mit den Nukleotidpositionen 348-614 von 
Clusterin 
Die Nukleotidpositionen  5 bis 271 des Klons UW 17 zeigen eine 99% ige Übereinstimmung 
mit den Nukleotidpositionen 348 bis 614 der mRNA von Clusterin. Ein Basenaustausch zeigt 
sich an Position 601. 
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Abbildung 8:   
Zeitlicher Verlauf der Effekte von 
Hypoosmolarität (oben), Hyperosmolarität 
(Mitte) und Ammoniak (unten) auf die 
Clusterin-mRNA-Expression in Ratten- 
astrozyten.  
Die Zellen wurden in normoosmolarem 
Medium (305mosmol/l) mit oder ohne 
Ammoniumchlorid (5mmol/l), hypo- 
(205mosmol/l) oder hyperosmolarem  
(405mosmol/l) Medium inkubiert. Die 
Osmolarität wurde durch Veränderung der 
NaCl-Konzentration variiert. Zu den 
angegebenen Zeitpunkten wurde die RNA 
isoliert und eine Northern-Blot-Analyse 
durchgeführt. Die mittleren mRNA-Werte 
bei normoosmolarer Inkubation wurden 
gleich 100 % gesetzt; alle anderen dazu in 
prozentualer Relation. Die angegebenen 
Werte entsprechen ±SEM und resultieren 
aus 4-5 verschiedenen Experimenten pro 
Versuchsbedingung. Mit einem ∗ markierte 
Werte sind signifikant unterschiedlich vom 
Kontrollwert (P<0,05). Ein geringer, jedoch 
signifikanter Anstieg von 20-30% zeigt sich 
unter dem Einfluss von Hypoosmolarität 
sowie Ammoniumchlorid mit einem 
Maximum nach 4 Stunden. 
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III.1.3) Expression von RNA-Transkripten für kelch motif containing protein (KMCP) 
 
 
Der 364 Basenpaare große Klon UW 27, amplifiziert durch die Primerkombination U 26/  

D11 (Abbildung 11) entspricht zu 92 % der Nukleotidsequenz 856 bis 1154 der für das 

menschliche kelch motif containing protein (KMCP) kodierenden mRNA. Auf Proteinebene 

wurde eine 97 %ige Übereinstimmung gefunden. Allerdings fanden sich nur wenige 

Ähnlichkeiten zur KMCP-mRNA für die Nukleotide in Position 1 - 65 des UW 27. Wie durch 

die DDRT-PCR in Astrozyten nachgewiesen, wurde eine KMCP-mRNA-Expression vor 

allem durch Hypoosmolarität induziert. In der Northern-Blot-Analye zeigten sich sowohl bei 

Hypo- als auch  Hyperosmolarität um nahezu  80 % erhöhte mRNA-Spiegel im Gegensatz 

zum normoosmolaren Medium nach 1 bis 24 Stunden. Im Gegensatz zu Clusterin, Elongin A 

und PRPB wurden die mRNA-Spiegel des KMCP durch Ammoniumchlorid nicht wesentlich 

verändert (Abbildung 12 A, B). Die Funktion des KMCP ist noch nicht hinreichend geklärt. 

Allgemein nehmen Kelchmotiv beinhaltende Proteine an verschiedenen Zellfunktionen wie 

Organisation von Plasmamembranen und Zellstrukturen sowie an der Genexpression teil 

(<59>, <71>, <72>). 

 

 

 

 

 

 

 

  

 



 32

 
 
 
Abbildung 11:  
Sequenzvergleich zwischen dem Klon  UW 27 und der Nukleotidsequenz 856-1154 des 
KMCP. 
Identische Nukleotide sind durch Querstriche angezeigt und die Sequenzen der zur 
Amplifikation verwendeten Primer sind unterstrichen. 
 

Abbildung 12 A: 

Effekte der Osmolaritätsveränderungen auf 
KMCP- und GADPH-mRNA Spiegel in 
primären Rattenastrozyten. 
Die Zellen wurden über 24 Stunden in 
unterschiedlich osmolarem Medium sowie 
unter Zusatz von 5 mmol/l Ammoniumchlorid 
inkubiert. Die Osmolaritätsänderungen wurden 
durch Änderungen der NaCl-Konzentration 
erreicht. Anschließend wurde die RNA isoliert 
und der Northern-Blot-Analyse für KMCP 
sowie GADPH zugeführt (10µg RNA pro 
Laufspur. Aus <61>).  
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Abbildung 12 B: 
Zeitlicher Verlauf der Effekte von 
Hypoosmolarität (oben), Hyperosmolarität 
(Mitte) und Ammoniak (unten) auf die mRNA-
Expression in Rattenastrozyten. 
Die Zellen wurden in normoosmolarem Medium 
(305mosmol/l) mit oder ohne Ammoniumchlorid 
(5mmol/l), hypo- (205mosmol/l) oder 
hyperosmolarem (405mosmol/l) Medium 
inkubiert. Die Osmolarität wurde durch 
Veränderung der NaCl-Konzentration variiert. Zu 
den angegebenen Zeitpunkten wurde die RNA 
isoliert und eine  Northern-Blot-Analyse 
durchgeführt. Die mittleren mRNA-Werte bei 
normoosmolarer Inkubation wurden gleich 100 % 
gesetzt; alle anderen mRNA-Werte wurden in 
prozentualer Relation dazu angegeben. Die 
angegebenen Werte entsprechen ±SEM und 
resultieren aus 4-5 verschiedenen Experimenten 
pro Versuchsbedingung. Mit einem ∗ markierte 
Werte sind signifikant unterschiedlich vom 
Kontrollwert (P<0,05). 
Sowohl hypo- als auch hyperosmolares Medium 
führen zu bis zu 80 % erhöhten mRNA-Spiegeln 
für KMCP. Keine signifikanten Veränderungen 
wurden unter dem Einfluss von Ammoniumchlorid 
festgestellt. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 



 34

III.1.4) Expression von RNA-Transkripten für  prolin rich protein expressed in brain 
 (PRPB) 
 
Das 287 Basenpaare lange Amplifikationsprodukt  SK 29  (Abbildung 9) wurde amplifiziert 

mit der Primerkombination U1/D8. Die Sequenz von SK 29 ist zu 97 % identisch mit der 

Nukleotidsequenz 10-217 der cDNA von Maus-PRPB (aus <61>). Beide Sequenzen waren 

identisch auf Proteinebene mit Ausnahme einer Asn → Ser-Transition an Kodon 20. Die 

Northern-Blot-Analyse zeigte einen zeitabhängigen Anstieg der mRNA-Spiegel von 29 +/- 6 

% in hypoosmolarem Medium sowie einen Anstieg von 64 +/-38 %  unter Inkubation mit 

Ammoniumchlorid nach 8 Stunden. Demgegenüber beeinflusste ein hyperosmolares Medium 

die PRPB-Expression nicht signifikant (Abbildung 10). Verschiedene PRPB-Transkripte 

kodieren für letzlich 4 PRPB-Isoformen, die vermehrt in Astrozyten, Gehirn, Hoden, Milz 

und Niere, weniger in Duodenum und Leber der Ratte exprimiert werden (Abbildung 6). 

PRPB wird in verschiedenen Bereichen des Gehirns exprimiert, zudem stellen prolinreiche 

Proteine Transkriptionsfaktoren dar und können mit osmoregulativen Proteinen interagieren 

(<60>, <73>). 

 

 
 
 
Abbildung 9:  
Sequenzvergleich zwischen dem Klon SK 27 und der Nukleotidsequenz 10-217 von PRPB 
Es zeigt sich eine 97% ige Übereinstimmung der Nukleotidpositionen 70-277 des Klons SK 
29 mit der Nukleotidsequenz 10-217 von PRPB mRNA. Identische Nukleotide sind durch 
Verbindungslinien dargestellt. Die für die Amplifikation verwendeten Primersequenzen 
D8/U1 sind unterstrichen. 
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Abbildung 10: 
Zeitlicher Verlauf der Effekte von 
Hypo- (oben), Hyperosmolarität 
(Mitte) und Ammoniak (unten) auf die 
PRPB-mRNA-Expression in Ratten- 
astrozyten. 
Die Zellen wurden in normoosmolarem 
Medium (305mosmol/l) mit oder ohne 
Ammoniumchlorid (5mmol/l), hypo- 
(205mosmol/l) oder hyperosmolarem 
(405mosmol/l) Medium inkubiert. Die 
Osmolarität wurde durch Veränderung 
der NaCl-Konzentration variiert. Zu den 
angegebenen Zeitpunkten wurde die 
RNA isoliert und eine Northern-Blot-
Analyse durchgeführt. Die mittleren 
mRNA-Werte wurden gleich 100 % 
gesetzt; alle anderen mittleren mRNA-
Werte wurden in prozentualer Relation 
dazu angegeben. Die angegebenen 
Werte entsprechen ±SEM und 
resultieren aus 4-5 verschiedenen 
Experimenten pro Versuchsbedingung. 
Mit einem ∗ markierte Werte sind 
signifikant unterschiedlich vom 
Kontrollwert (P<0,05). 
PRPB zeigt signifikant erhöhte mRNA-
Spiegel in hypoosmolar inkubiertenn 
Astrozyten sowie besonders unter dem 
Einfluss von Ammoniumchlorid. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
IV.  DISKUSSION 
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Die Hepatische Enzephalopathie (HE) als Funktionsstörung der Astrozyten tritt bereits 

frühzeitig im Rahmen einer Leberzirrhose auf. Aufgrund des unzureichenden hepatischen 

Stoffwechsels steigt die Konzentration an Ammoniak im Blut. Astrozyten sind als einzige 

Zellpopulation des ZNS in der Lage, zerebral akkumulierendes Ammoniak über eine 

Glutaminsynthese zu entgiften. Ansteigende Glutaminspiegel verursachen eine 

Astrozytenschwellung, die bereits vor klinischer Manifestation der HE bei Patienten mit 

Leberzirrhose auftritt (<19>, <45>, <82>).  

Die Methode des DDRT-PCR wurde angewandt, um Gene in primären Rattenastrozyten zu 

identifizieren, die auf Veränderungen des Zellvolumens und/oder auf Ammoniumzugabe mit 

vermehrter bzw. veminderter Expression  reagieren. Hohe Konzentrationen an Ammonium 

führen zu einer Zellschwellung, jedoch können diese den Zellstoffwechsel zusätzlich 

zellvolumenunabhängig beeinflussen (<74>). Nach Klonierung und Sequenzierung wurden 4 

osmo- bzw. ammoniumabhängige Gene identifiziert, die im Datenbankvergleich Homologien 

mit bereits bekannten Genen zeigten: Diese kodieren für Elongin A, Clusterin, kelch motif 

containing protein  (KMCP) und prolin rich protein expressed in brain (PRPB). 

Die mRNA-Spiegel von Elongin A, Clusterin und PRPB zeigen unter dem Einfluss von 

Ammoniumchlorid und Hypoosmolarität eine relevante Zunahme ihrer Konzentration wie in 

Northern-Blot-Analysen gezeigt wurde. Die mRNA-Expression von KMCP ist osmoreguliert, 

wird aber durch Ammoniumchlorid nur unwesentlich beeinflusst. 

Im Vergleich mit normoosmolaren Kontrollansätzen steigen die mRNA-Spiegel von Elongin 

A während Hypoosmolarität sowie in Ammoniumchlorid enthaltendem Medium an. Der 

Elongin-Komplex stimuliert die Rate von Transkription und Elongation der RNA-Polymerase 

II. Er besteht aus den Einheiten A, B und C mit weiteren Untereinheiten. Elongin A zeigt sich 

als die aktive Transkriptionskomponente und Elongin B und C als regulative Untereinheiten 

(<62> , <63>, <75>). Elongin A mRNA wird ubiqitär exprimiert, das Protein ist auf dem 

Zellkern lokalisiert. Die Vermutung, dass Elongin A in allen Genen zu einem Anstieg der 

mRNA-Kettenverlängerung führt, konnte durch in-vivo-Studien nicht bestätigt werden. 

Dennoch reguliert Elongin A die Transkription in zahlreichen Genen (<64>, <65>). Es ist 

nicht essentiell für die Lebensfähigkeit einer Zelle, jedoch notwendig für den geordneten 

Ablauf des Zellzyklus. Die vorliegenden Ergebnisse deuten darauf hin, dass Elongin A 

mRNA in Astrozyten vermehrt durch Hypoosmolarität und Ammonium exprimiert wird. 

Welche Bedeutung dies für die Transkription weiterer Gene hat, ist bisher nicht geklärt. Es 

wurde bereits die negative Beeinflussung durch das von Hippel-Lindau-
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Tumorsuppressorprotein auf den Elongin-Komplex gezeigt:  Es kann fest an den Elongin 

B/C-Komplex binden und somit die Aktivierung von Elongin A verhindern (<63>). 

Clusterin ist ein sulfatisiertes Glykoprotein der Grössenordnung 70-80 kD. Es wird vor allem 

an Stellen von Gewebeschädigung oder bei zellulärem Stress exprimiert, was zu der Annahme 

führt, es spiele eine Rolle im Rahmen der Zytoprotektion (<67> bis <70>). Clusterin ist 

assoziiert mit Lipiden im Zytoplasma und in der Zerebrospinalflüssigkeit. Darüber hinaus 

wird es in Form von Lipidpartikeln von Hepato- und Astrozyten sezerniert. Seine 

cholesterinähnlichen Eigenschaften dienen offensichtlich als Proteinschutz unter 

Stressbedingungen. Ansteigende Clusterinkonzentrationen stehen in Verbindung mit dem 

programmierten Zelltod in verschiedenen Geweben (<67>, <68>). Clusterin wird außerdem 

vermehrt exprimiert  bei einigen neurodegenerativen Erkrankungen einschließlich Morbus 

Alzheimer, Epilepsie und Retinitis pigmentosa (<67>, <69>, <70>). Bei der Alzheimer-

Erkrankung steigt die Clusterinexpression und das Protein wird in ß-Amyloidablagerungen 

gefunden. Bei an Alzheimer erkrankten Patienten wurden in Biopsien von Cortex und 

Hippocampus um 40 % höhere Konzentrationen an Clusterin als in der Kontrolle gefunden 

(<69>, <70>). In der vorliegenden Studie wurde eine ammoniumchlorid- und 

hypoosmolaritätinduzierte Heraufregulierung der Clusterin-mRNA-Spiegel von etwa 30% in 

Astrozyten nachgewiesen. Es sollte angemerkt werden, dass diese Versuche nur einen  

Kurzzeiteffekt der für die HE relevanten Faktoren darstellen, da die Inkubationszeit maximal 

24 Stunden betrug. Interessanterweise wurde berichtet, dass ähnlich wie Clusterin zwei 

weitere Apolipoproteine (D und E) Veränderungen in ihrer Expression im Gehirn der Ratte 

erfahren als Antwort auf Störungen der Zellfunktion (<76>, <77>). Bei Kompression des 

Nervus Ischiadicus beispielsweise steigt die Konzentration an Apolipoprotein D im Zuge der 

Regeneration des Nerven auf das 40-fache an gegenüber nicht geschädigten 

Ischiadicusnerven (<76>). Während der ZNS-Entwicklung steigt bei der Ratte die 

Konzentration an Apolipoprotein E an, aber, als spezifische Antwort auf Störungen z.B. des 

Zellstoffwechsels verschwindet dieses Protein plötzlich aus den Zellkernen der Astroglia 

(<77>). 

Desweiteren identifizierte die vorliegende Arbeit  KMCP als ein osmosensitives Gen in 

Astrozyten, welches offensichtlich nur wenig durch hohe extrazelluläre 

Ammoniumkonzentrationen beeinflusst wird. Sowohl hypo- als auch hyperosmolares 

Medium führen nach 1-24 Stunden zu bis zu 80 % höheren mRNA-Spiegeln als unter 

Normalbedingungen. KMCP-cDNA  wurde unlängst  aus menschlichem Gehirn isoliert und 

wurde bisher nur in der Genbank Database beschrieben (<59>). In der vorliegenden Studie 
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wurden 2 KMCP-mRNA Transkripte in Rattenstrozyten, Hoden und Niere entdeckt, aber nur 

eines fand sich im gesamten Hirngewebe. Im Duodenum, Leber und Milz wurde keine 

KMCP-mRNA Expression gefunden. 

Die Funktion des KMCP ist bislang noch nicht geklärt. KMCP enthält mehrere sogenannte 

Kelchmotive, welche aus einem sechsblättrigen Tandemelement bestehen. Ein Kelchmotiv 

wurde als erstes in der Sequenz des Drosophila Kelch ORF 1 Proteins (<71>) identifiziert. 

Die wiederholten Kelchmotive erscheinen in zahlreichen verschiedenen Polypeptiden und 

enthalten zahlreiche potentielle Protein-Protein-Kontaktseiten. Mitglieder der 

Kelchrepeatsuperfamilie sind sowohl intrazellulär als auch membranständig und nehmen an 

zahlreichen Zellfunktionen teil: In der Koordination von Morphologie und Wachstum, in der 

Organisation von Plasmamembranen oder Organellstrukturen. Sie spielen eine Rolle in der 

Genexpression, werden von Viren benutzt und können so an der viralen Pathogenese beteiligt 

sein (<72>, <78>). Da einige dieser Mechanismen ebenso durch die Zellhydratation reguliert 

werden, ist es durchaus denkbar, dass KMCP ebenso in diesen osmoregulierten Stoffwechsel 

einbezogen ist. Weiterhin sind verschiedene Mitglieder der Kelchmotiv-Familie assoziiert mit 

Aktin und dem zytoskelettalen Netzwerk (<72>, <78>). Im Kontrast dazu führt eine 

Ammoniak induzierte Zellschwellung zu einer Herabregulierung von GFAP, einem 

astrozytenspezifischen intermediären Filamentprotein (<79>).  

PRPB wurde bislang nur in verschiedenen Bereichen des Gehirns der Maus sowie in der 

humanen Myeloblasten-Zellinie KG1 (<60>, <80>)identifiziert. Während der Embryogenese 

der Maus wird es außerdem im Verlaufe der Entwicklung des Herzens exprimiert (<60>). In 

der adulten Maus zeigt sich eine unterschiedlich starke Expression in den verschiedenen 

Bereichen des Gehirns, in anderen Geweben wird PRPB nicht exprimiert, so dass die 

Vermutung nahe liegt, dass PRPB von großer Bedeutung für die Gehirnfunktion ist (<60>). 

Andererseits zeigten PRPB-Knockout-Mäusen keine offensichtlichen Anomalien. Sie sind 

lebensfähig und fertil (<60>). Daraus lässt sich schließen, dass PRPB zumindest keine 

essentielle Funktion im Gehirn der Mäuse hat. In der vorliegenden Studie fanden sich 4 

verschiedene Isoformen der PRPB-mRNA der Ratte und zwar nicht nur im Gehirn sondern 

auch in anderen Geweben. Hier sind weitere Untersuchungen angezeigt um die 

unterschiedlichen PRPB-mRNA Strukturen zwischen Ratte und Maus zu differenzieren. Wie 

die Bezeichnung schon nahelegt, ist die dominierende Aminosäure des PRPB-Proteins das 

Prolin mit 18 %. Prolinreiche Proteine kommen in zahlreichen Organismen vor. Einige von 

ihnen stellen Transkriptionsfaktoren dar (<73>). Diese Proteine weisen die Eigenschaft auf, 

hydrophobe Regionen innerhalb direkter Protein-Protein-Interaktionen zu bilden, d.h. sie 
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haben die Möglichkeit der Interaktion mit osmoregulativen Proteinen. Die genaue 

Identifikation der Funktion des PRPB bleibt noch zu detektieren, möglicherweise mit Hilfe 

der Genanalyse verwandter Gene. 

Insgesamt zeigen die vorliegenden Ergebnisse, dass die DDRT-PCR ein sinnvolles Werkzeug 

ist, um Veränderungen der mRNA-Spiegel in Rattenastrozyten zu analysieren. Die 

Identifikation von osmo- und ammoniumregulierten Genen offeriert die Möglichkeit, 

unerkannte molekulare Mechanismen der HE aufzudecken. Weiter Nachforschungen sind 

notwendig, um die Funktion der identifizierten Gene für die HE aufzuklären. Möglichkeiten 

bieten sich bereits in Form der cDNA-Arrays (<81>) und Genchips sowie eines in -vivo 

arbeitenden Modells. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

V.) Zusammenfassung 
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In der vorliegenden Arbeit wurden Gene in primären Astrozyten identifiziert, welche durch 

Veränderungen des Zellvolumens sowie unter dem Einfluss von Ammoniak Unterschiede in 

ihrer Expression aufweisen. 

Im Rahmen der Leberzirrhose und hepatischen Enzephalopathie (HE) kommt den Astrozyten 

als Makroform der Neuroglia eine besondere Bedeutung zu: Als einzige Zellpopulation im 

ZNS vermögen sie Ammoniak, welches aufgrund des Entgiftungsdefizits der Leber vermehrt 

zerebral anflutet, zu eliminieren. Das dabei gebildete Glutamin führt jedoch zu einer 

Astrozytenschwellung, die nach der „swelling-Hypothese“ den Stoffaustausch beeinträchtigt. 

Ammoniak hat somit eine Schlüsselfunktion für die Entstehung und Progredienz der HE, 

weitere Faktoren sind jedoch ebenfalls von entscheidender Bedeutung. Die differentielle 

mRNA-Analyse mittels Polymerase-Kettenreaktion (DDRT-PCR) ermöglicht die Detektion 

von Veränderungen der Genexpression unter verschiedenen Versuchsbedingungen. An 

isolierten primären Rattenastrozyten wurden die Auswirkungen von Zellvolumenänderungen 

sowie der Einfluss von Ammoniak auf die Genexpression untersucht. Dabei wurden vier, im 

Zusammenhang mit der HE bisher nicht bekannte Gene gefunden, die durch Veränderungen 

des Zellvolumens und/oder unter dem Einfluss von Ammoniak in ihrer Expression modulär 

wurden. Durch Sequenzvergleich mit der NCBI-Datenbank wurden sie als für Elongin A, 

Clusterin, kelch motif containing protein (KMCP) sowie prolin rich protein expressed in 

brain (PRPB) kodierend identifiziert. Die bisherigen Erkenntnisse zu diesen Proteinen lassen 

zum Teil entscheidende Funktionen im Organismus vermuten, so sind bereits erhöhte 

Clusterinspiegel im Rahmen anderer Erkrankungen des ZNS beschrieben. Elongin A ist als 

Transkriptionsfaktor im Zellzyklus von Bedeutung. KMCP hat zahlreiche intra- und 

extrazelluläre Funktionen und ist vermutlich auch in den osmoregulativen Stoffwechsel mit 

einbezogen. PRPB ist bislang nur wenig identifiziert, prolinreiche Proteine weisen jedoch 

hydrophobe Regionen auf, die insbesondere die Möglichkeit zur Interaktion mit 

osmoregulativen Proteinen haben.  

Die Ergebnisse weisen die DDRT-PCR als geeignete Methode zur Analyse von 

Veränderungen der mRNA-Spiegel in Rattenastrozyten aus. Die Identifikation sowohl osmo- 

als auch ammoniumregulierter Gene offeriert die Möglichkeit, bisher unerkannte molekulare 

Mechanismen der HE zu identifizieren. Um die Funktion dieser identifizierten Gene im 

Zusammenhang mit der HE aufzuklären, sind weitere Nachforschungen im Rahmen eines in-

vivo arbeitenden Modells notwendig. 
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VII.) Anhang  
 
cDNA-Produkte, nach Klonierung sequenziert, bisher ohne Homologien: 
 
Sequenzen der übrigen 10 cDNA-Fragmente, für die bisher in der NCBI-Datenbank keine 
relevanten Übereinstimmungen mit bereits bekannten Genen gefunden werden konnten. Die 
Buchstaben A, C, G und T stehen für die Basen Adenin, Cytosin, Guanin und Thymin, aus 
denen sich DNA zusammensetzt. 
 
SK 1 (DNA-Fragmentlänge 351 bp): 
 
GATCACGTACCCCAGTTTACAAGTAGAGTTAGAAGGTAATTTCAGGAGTTGTGCC
CTCCCTTCACTGAGAGGATTTCAGAGATAAAACCCAGGTTGTCAGTCTTGATGGC
AAATGCTTATACACACTGAATCATCTCACGGGCTTGGAATTTTTATTNATTTTTAA
ATGTTCATTTACAACTCAATGACTTTTTGGATGACATTTTCATACATAAATATCAT
CACACACTTTTCTTAGTGAGTCTTTAAAAATCTATGTGTAGGCATATATTTGTGTG
TTTGGGTGTGCACGCGCATATGTGTGTGCCTGCATGTATGTATATATGTGTGTTTG
TACGTGATCAAGGGCGAATTC 
 
 
SK 10 (DNA-Fragmentlänge 265 bp): 
 
TATAGAAAATAGTNNAANGATGTCCCGANATNNNATNCACGCCGGAGACCGTAN
TNNGACNGACCGTGGCATTGTTGATNCNGNTTTNNGATCNCCCNGCNANTTCCNT
GTNAGTAGAANTCNCANTCCCCTCAANTGGAATCTGTNGNNTGACATCTTCTTNN
ATCNGANTGNGGTCTNATTCTATCCCTGCNTGCTACTNNCANATTGGNANCCTGA
ANTCTTTTTCATANCCCGGGTTCTNCTTTCCACCAGAGCNTAGGTC 
 
 
SK 14 (DNA-Fragmentlänge 288 bp): 
 
GATCATGGTCTCAACNCNAAAGACAACCTNTCAACTTCNCACTTGTGGNCACTTT
CCTCCCTCANCCNTCACAAATCCAGGAACATGCNCAGTGNCACCTGGTNCTTAGC
AAGGTGGGTTNGTGAACCGGGTGATTGCTTGTCTTTAGACTCNAAGCNCCGAGGA
AATCACAAGNTCACTANGGAACANTAACANACNAACCNTCGAACCANAAACCAA
AGGCNATGTGTCTGCATCCNAATTTCTGCTTTGAGCTTTACAGCACCCACGAACTC
ATCTTCCCGGAAC 
 
 
SK 16 (DNA-Fragmentlänge 176 bp): 
 
GCCCTTTATTTTTTTTTGGNCCATTGAAANTATNNTATCCNTCCNTCCAGANTGAC
NNATAAANNATGGATTTTGTTATTTTNATNGTCCGATGAANAATCTAAAATTGCTT
GAAACAGATTTNATCNCNCCCACNGTNTTAANCGGGGGANGANTGGGGANCATT
TTAAATATGG 
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SK 17 (DNA-Fragmentlänge 162 bp): 
 
TGATCACGTACAGGAAGAANGTGTTTGCTTCGCGCTGGGTNCANGGTNTGTTCTT
GAAGCACANGGAAANATTCTAGAGAANATANTCAAAAAATGTCAGATNATCCAC
TCCACACCGGATANTGTGACTGACAGATTGTGGNATTGTTGATATAATTTCA 
 
 
SK 21 (DNA-Fragmentlänge 174 bp): 
 
TGGATTGGNCNCNAAACCTCTAAANANGATAAGGGAAAGTANATCAGAAGNNTC
NGTACTANAGTATACGTNTNCNGANANGTNAGGACNCANGCGTGTCCANATAGA
GTTCTNATTCTGANCTCCTGTGGGCAGGTTNATNCCACNCTGNCNCNTTCTGGACT
AACCAGGAC 
 
 
SK 23 (DNA-Fragmentlänge 321 bp): 
 
TGGATTGGTCGGTGTCATTTGATGAACTACACAGGCAGAACTAATANAGTACGAG
TCAATGTCCAGTTTATTCATTAACTACGCTTGACACGTATGAATCACACAGACTGT
GTCCGTAAATAGACTAGACATATAATAAATATTGATTCANNCTTGTCTNTATANA
ACTTTAAATTAGGTATATACGTTCTCCNTTCNAGTGAAACAAANAAAATGATGTC
NAAGGAGTTTCNTGTATATCACCAAGTAAAATGATATGGAGACAANTGGCTGGGT
GGAGCTTATCTGANAGAAAGAGAACTGTGAAATGTGAGCCCACGTC 
 
 
SK 27 (DNA-Fragmentlänge 236 bp): 
 
TACAACNAGGCGCCNAGAAATGCAACTGNTNTGGTGGGGACTGTGGCTACCCCN
GCTATTAACAAATCTTGGAAAANCAATCTCTNANTATACNTGTGGAGCACCACTA
GCTGGTGGCAGCCTGAGGAATATGTCNGGTCTGACGAAATNCTGGACTCCCAGNA
NGNTGCACCCGGTGGGTNCGCNGTNTCNGATATTGTCCTCTGCNTGTTCATGGTG
GGGACTGTGGCAGGCC 
 
 
SK 34 (DNA-Fragmentlänge 340 bp): 
 
CTTTCTACCCTGCCTTGTATCACTTGATATCAAACTATAGGTACTTTTCCCTGTTCT
TAAGTATTTATTAAAAACATAACTTACAATAATTATATAATGTNTCATTTATTTTA
TTTGATAATTTTATTTTTGTTGANCACATAGCAAGCNTTTCATTTTCATCTNATTTT
TCACTATAAATAATATGGCAAAAAAAAAAAAAGGGCGAATTCTGCAGATATCCA
TCACACTGGCGGCCGCTCGAGCATGCATCTANAGGGCCCAATTCGCCCTATAGTG
AGTCGTATTACAATTCNCTGGCCGTCGTTTTACNACGTCGTGACTGGGAAAACCCT
GGCGTTACC 
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SK 38 (DNA-Fragmentlänge 203 bp): 
 
TACANNGAGGCGCCAGGAAATGCAGCTGACATGGTGGGGACTGTGGCAGCCCCT
GGATGAACAAAGCTTGGACGATAGAGCTCTGAGTATGCAGGTGGAGCATCAGTA
TAGGGTGGAGCCTGAGGAAGATGTAAGGTCTGAGGATATACTGGATTCCCAGGA
GGCTGCACAGGGTAGGTAGGCTGTGTTGGGCAAANAA 
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VIII.)  Abkürzungen: 

 

A  Adenin 

ATP  Adenosintriphosphat  

bidest.  bidestillata 

bp  Basenpaar 

C  Cytosin 

cDNA  copyDNA 

C°  Grad Celcius 

ca.  circa 

CO2  Kohlendioxid 

d  Tag 

DDRT-PCR differential display reverse transkriptase-polymerase chain reaction 

DNA  Desoxyribonukleinsäure 

dNTP  Desoxynucleosidtriphosphat 

ddNTP  Dideoxynucleosidtriphosphat 

Eco R I Escherichia coli Restriktionsendonuklease I 

EDTA  Ethylendiamintetraacetat, Dinatriumsalz 

EtBr  Ethidiumbromid 

FBS  fötales Rinderserum 

G  Guanin 

g  Erdbeschleunigung 

GABA  γ-Aminobuttersäure 

GFA  glial fibrillary acidic protein 

h  Stunde 

HE  Hepatische Enzephalopathie  

kb  Kilobasen 

kD  Kilo-Dalton 

KCl  Kaliumchlorid 

KMCP  kelch motif containing protein 

LB  Luria Bertani 

m  milli 

M  molar 

mA  milli-Ampere 
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MgCl  Magnesiumchlorid 

min.  Minute 

mRNA  messenger RNA 

NaCl  Natriumchlorid 

Na-Acetat Natriumacetat 

NCBI  national center for biotechnology information 

NIH  national institute of health 

ng  Nanogramm 

PAA  Polyacrylamid 

PBS  Kalzium-freier Phosphatpuffer 

PCR  polymerase chain reaction 

PRPB  prolin rich protein expressed in brain 

RNA  Ribonukleinsäure 

rpm  Umdrehungen pro Minute 

sec.  Sekunde 

T  Thymin 

TAE  Tris/Acid/EDTA 

TBE  Tris/Borat/EDTA 

TEMED N,N,N`,N`-Tetramethylethylendiamin 

Tris  Tris(hydroxymethyl)aminomethan 

Tris-HCl Tris-Salzsäure 

U  Units 

UV-Licht Ultraviolettlicht 

V  Volt 

Vol  Volumen 

W  Watt 

ZNS  Zentralnervernsystem 

µ  mikro 
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XI.) Zusammenfassung der Dissertation (Abstract) 

 Die hepatische Enzephalopathie als Funktionsstörung der Astrozyten: 

Identifikation osmo- und ammoniumregulierter Gene mittels differentieller mRNA-Analyse 

In der vorliegenden Arbeit wurden Gene in primären Astrozyten identifiziert, welche durch 

Veränderungen des Zellvolumens sowie unter dem Einfluss von Ammoniak Unterschiede in ihrer 

Expression erfahren. 

Im Rahmen der Leberzirrhose und hepatischen Enzephalopathie (HE) kommt den Astrozyten als 

Makroform der Neuroglia eine besondere Bedeutung zu: Als einzige Zellpopulation im 

Zentralnervensystem (ZNS) vermögen sie Ammoniak, welches aufgrund des Entgiftungsdefizits der 

Leber vermehrt zerebral anflutet, zu eliminieren. Das dabei gebildete Glutamin führt jedoch zu einer 

Astrozytenschwellung, die nach der „swelling-Hypothese“ den Stoffaustausch beeinträchtigt. 

Ammoniak hat somit eine Schlüsselfunktion für die Entstehung und Progredienz der HE, weitere 

Faktoren sind jedoch ebenfalls von entscheidender Bedeutung. Die differentielle mRNA-Analyse 

mittels Polymerase-Kettenreaktion (DDRT-PCR) ermöglicht die Detektion von Veränderungen der 

Genexpression unter verschiedenen Versuchsbedingungen. An isolierten primären Rattenastrozyten 

wurden die Auswirkungen von Zellvolumenänderungen sowie der Einfluss von Ammoniak auf die 

Genexpression untersucht. Dabei wurden vier, im Zusammenhang mit der HE bisher nicht bekannte 

Gene gefunden, die durch Veränderungen des Zellvolumens und/oder unter dem Einfluss von 

Ammoniak in ihrer Expression moduliert wurden. Durch Sequenzvergleich mit der NCBI-Datenbank 

(national center for biotechnology information) wurden sie als für Elongin A, Clusterin, kelch motif 

containing protein (KMCP) sowie prolin rich protein expressed in brain (PRPB) kodierend 

identifiziert. Die bisherigen Erkenntnisse zu diesen Proteinen lassen zum Teil entscheidende 

Funktionen im Organismus vermuten, so sind bereits erhöhte Clusterinspiegel im Rahmen anderer 

Erkrankungen des ZNS beschrieben. Elongin A ist als Transkriptionsfaktor im Zellzyklus von 

Bedeutung. KMCP hat zahlreiche intra- und extrazelluläre Funktionen und ist vermutlich auch in den 

osmoregulativen Stoffwechsel mit einbezogen. PRPB ist bislang nur wenig charakterisiert, 

prolinreiche Proteine weisen jedoch hydrophobe Regionen auf, die insbesondere die Möglichkeit zur 

Interaktion mit osmoregulativen Proteinen haben.  

Die Ergebnisse weisen die DDRT-PCR als geeignete Methode zur Analyse von Veränderungen der 

mRNA-Spiegel in Rattenastrozyten aus. Die Identifikation sowohl osmo- als auch 

ammoniumregulierter Gene offeriert die Möglichkeit, bisher unerkannte molekulare Mechanismen der 

HE zu identifizieren. Um die Funktion dieser identifizierten Gene im Zusammenhang mit der HE 

aufzuklären, sind weitere Nachforschungen im Rahmen eines in-vivo arbeitenden Modells notwendig. 
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