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I 

I. Zusammenfassung  

Ammoniak ist ein Haupttoxin bei der Hepatischen Enzephalopathie (HE) und dessen 

Entgiftung über die Bildung von Glutamin in Astrozyten spielt eine wichtige Rolle für 

die pathophysiologischen Veränderungen im Gehirn im Rahmen dieser Erkrankung. 

Die zugrundeliegenden Mechanismen sind derzeitig nicht vollständig verstanden, aber 

es wurde vermutet, dass dabei der Hydrolyse von Glutamin durch eine in Astrozyten 

exprimierte Glutaminase eine Bedeutung zukommt.  

In der vorliegenden Arbeit wurde anhand von Immunfluoreszenzanalysen nachgewie-

sen, dass Rattenastrozyten in vitro und im Rattenhirn in situ die kidney-type Gluta-

minase (KGA) und die Glutaminsynthetase (GS) koexprimieren. Auch mittels Western-

Blot-Analyse konnte das KGA-Protein in Astrozyten in vitro nachgewiesen und gezeigt 

werden, dass die Inkubation mit NH4Cl (5 mmol/l) deren Proteinkonzentration zeitab-

hängig steigert. Dieser Effekt war reversibel und 24 Stunden nach Wegnahme von 

NH4Cl waren die KGA-Proteinspiegel auf das Niveau der Kontrollen abgefallen. Wei-

tere Immunfluoreszenzanalysen zeigten, dass die KGA u.a. in den Mitochondrien lo-

kalisiert ist und dass NH4Cl die KGA-Proteinkonzentration in den Mitochondrien stei-

gert. Die NH4Cl-induzierte Hochregulation des KGA-Proteins wurde durch die Gluta-

minsynthetasehemmstoffe Methionin-Sulfoximin (MSO) und Phosphinothricin (PPT) 

sowie durch siRNA-vermittelten Knockdown der Glutamin-Fruktose-Amido-Transfera-

sen 1 und 2 (GFAT1/2) gehemmt. Eine Hemmung der GS durch MSO und PPT allein 

reduzierte bereits die KGA-Proteinspiegel. Im Gegensatz zum Protein wurde die 

mRNA-Konzentration der KGA durch NH4Cl (5 mmol/l) in einem Beobachtungszeit-

raum von 72 Stunden nicht verändert. Der Knockdown der KGA hemmte außerdem 

die durch NH4Cl-induzierte Hochregulation des endoplasmatisch-retikulären (ER) 

Stress-Marker Proteins GRP78 und der Hämoxygenase 1, die eine wichtige Rolle für 

durch Ammoniak induzierten oxidativen Stress spielt. Auch die Proliferationshemmung 

mit NH4Cl inkubierter Astrozyten wurde durch einen siRNA-vermittelten Knockdown 

der KGA verhindert.   

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit deuten auf eine wichtige Rolle der KGA-ver-

mittelten Hydrolyse von Glutamin für durch NH4Cl induzierten und Glutaminsynthese-

abhängigen oxidativen und ER-Stress sowie Seneszenz in kultivierten Rattenastrozy-

ten hin.  



 

II 

II. Abstract  

Ammonia is a major toxin in HE and its detoxification via the synthesis of glutamine in 

astrocytes plays an important role for pathophysiological changes in the brain in HE. 

The underlying mechanisms are currently not fully understood, but it has been sug-

gested that glutamine, which becomes hydrolysed by a glutaminase which is expres-

sed in astrocytes, may play an important role for astrocyte dysfunction in the pathoge-

nesis of HE. 

In the present work it was demonstrated by means of immunofluorescence analyses 

that rat astrocytes in vitro and in the rat brain in situ coexpress kidney-type glutaminase 

(KGA) and glutamine synthetase (GS). The KGA protein in astrocytes was also de-

tected in vitro by means of Western blot analysis. Incubation with NH4Cl (5 mmol/l) 

increased KGA protein expression in a time dependent way. This effect was reversible 

and 24 hours after removal of NH4Cl KGA protein levels had fallen to the level of the 

controls. Further immunofluorescence analyses showed that the KGA is localized in 

the mitochondria and that NH4Cl increases the KGA protein level in the mitochondria. 

The NH4Cl-induced upregulation of the KGA protein was inhibited by the glutamine 

synthetase inhibitors methionine sulfoximine (MSO) and phosphinothricin (PPT) as 

well as by siRNA-mediated knockdown of glutamine fructose amido transferases 1 and 

2 (GFAT1/2). Inhibition of GS by MSO and PPT alone already reduced the KGA protein 

level. In contrast to the protein, KGA mRNA levels were not changed by NH4Cl (5 

mmol/l) within an observation period of 72 hours. The knockdown of KGA also inhibited 

the NH4Cl-induced upregulation of the endoplasmic-reticular (ER) stress marker pro-

tein GRP78 and of heme oxygenase 1, which play an important role for ammonia-

induced oxidative stress. The ammonia-induced proliferation inhibition of the ast-

rocytes was also prevented by an siRNA-mediated knockdown of KGA. 

The results of the present work suggest an important role of KGA-mediated hydrolysis 

of glutamine for the ammonia-induced and glutamine synthesis-dependent induction 

of oxidative and ER stress and senescence in cultured rat astrocytes. 
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1 Einleitung 

1.1 Die hepatische Enzephalopathie 

1.1.1 Definition, Epidemiologie und Klinik 

Die „hepatische Enzephalopathie“ (HE) ist ein lebensbedrohliches neuropsychiatri-

sches Syndrom, welches als Folge eines akuten oder chronischen Leberversagens 

auftreten kann (Häussinger und Sies 2013; Häussinger 2018; Häussinger et al. 2022). 

Der HE liegt in 97 % der Fälle eine Leberzirrhose zugrunde (Häussinger und Sies 

2013; Häussinger 2018) und ungefähr 30 bis 70 % aller Leberzirrhose-Patienten ent-

wickeln im Verlauf der Erkrankung eine HE (Schepke et al. 2001; Häussinger und Sies 

2013). 

Die häufigsten Ursachen der Leberzirrhose sind in den Industrieländern chronischer 

Alkoholabusus, virale Hepatitiden und die nichtalkoholische Steatohepatitis. Zu den 

selteneren Ursachen zählen unter anderem die Autoimmunhepatitis, die primär biliäre 

Cholangitis, die primär sklerosierende Cholangitis, Stoffwechselerkrankungen, eine 

sekundäre Eisenüberladung und kardiale Erkrankungen (Häussinger 2018).  

Klinisch manifestiert sich die HE in Folge einer akuten Leberschädigung vorwiegend 

durch eine Hirndrucksymptomatik (Wettstein et al. 2003). 

Bei chronischen Lebererkrankungen manifestiert sich die HE durch Vigilanzstörungen, 

neurologische und psychiatrische sowie motorische Symptome. Die Vigilanzstörungen 

variieren zwischen mentaler Verlangsamung (Grad I) bis Koma (Grad IV) (Ferenci et 

al. 2002; Häussinger und Blei 2008). Zu den motorischen Symptomen der HE zählen 

Ataxie, Mini-Asterixis und Asterixis (Butz et al. 2010).  

1.1.2 Klassifizierung und Einteilung der HE 

Die manifeste HE kann mit Hilfe der West-Haven-Kriterien in die Schweregrade I bis 

IV eingeteilt werden (Atterburry et al. 1978; Vilstrup et al. 2014). Bei HE-Patienten, die 

klinisch unauffällig sind, kann eine sog. „minimale HE“ (mHE) vorliegen. Diese ist nicht 

durch spezifische klinische Symptome definiert (Groeneweg et al. 1998; Ferenci et al. 

2002), sondern kann nur mittels neuropsychiatrischer oder neurophysiologischer Tests 

diagnostiziert werden (Kircheis et al. 2002). Damit wird die mHE durch den jeweiligen 

verwendeten Test definiert (Kircheis et al. 2014). Die Testverfahren sind dabei weder 
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standardisiert noch validiert und häufig korrelieren die Ergebnisse der verschiedenen 

Tests nicht miteinander (Amodio et al. 1996; Montagnese et al. 2011; Vilstrup et al. 

2014; Häussinger 2018). Derzeitig existiert kein Goldstandard in der Diagnostik der 

mHE. 

Bei ungefähr 20 bis 84% aller Leberzirrhosepatienten ist nach Literaturangaben eine 

mHE diagnostizierbar (Zeegen et al. 1970; Gilberstadt et al. 1980; Marchesini et al. 

1980; Gitlin et al. 1986; Joelsson et al. 1986; Sood et al. 1989; Moore et al. 1989; Koch 

et al. 1990; Schomerus und Schreiegg 1993; Yang et al. 1998; Groeneweg et al. 2000; 

Das et al. 2001; Saxena et al. 2001; Romero-Gómez et al. 2007; Sharma et al. 2007). 

Dabei ist die Prävalenz abhängig von Art und Anzahl der zur Diagnosestellung ange-

wandten Tests, der getesteten Population und der Definition der mHE (Quero und 

Schalm 1996). 

Auf der 12. ISHEN Konferenz 2005 auf Schloss Burg in Deutschland wurde daher eine 

neue Einteilung der HE in geringgradige (HE0, mHE, HE I und HE II) und hochgradige 

(HE III und HE IV) HE vorgeschlagen, um eine klarere Trennung zwischen den HE-

Graden 0-II, die klinisch unauffällig und damit schwer definierbar sein können, und der 

höhergradigen HE zu ermöglichen (Tabelle 1) (Häussinger 2006).  

Schweregrad Symptome 

HE0 Klinisch unauffällig 

Geringgradige HE   

-minimale HE (mHE) Keine sichtbaren Symptome, nur über psycho-
metrische/ neurologische Tests detektierbar 

-manifeste HE  

Grad I (HE I) 

 

Persönlichkeitsveränderungen, verkürzte 
Konzentrationszeit, Verwirrung, gestörter 
Schlaf-Wach-Rhythmus, Mini-Asterixis 

Grad II (HE II) Lethargie, Fatigue, Desorientiertheit, Asterixis, 
Vergesslichkeit 

Hochgradige HE  

Grad III (HE III) Somnolenz, Stupor 

Grad IV (HE IV) Koma 

Tabelle 1: Schweregradeinteilung der HE nach West-Haven-Kriterien und Einordnung in die 
Klassifikation des 12. ISHEN Kongresses 2005 in Schloss Burg (Häussinger und Sies 2013). 
Reprinted from Archives of Biochemistry and Biophysics; Vol. 536; Häussinger, D.; Sies, H.; p. 98, 
Hepatic Encephalopathy. Clinical Aspects and Pathogenetic Concept (2013) with permission from 
Elsevier (Häussinger und Sies 2013). 
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Des Weiteren können entsprechend ihrer Ätiologie drei verschiedene HE-Typen un-

terschieden werden. Typ A ist eine Enzephalopathie infolge eines akuten Leberversa-

gens. Typ B beschreibt eine Form der Enzephalopathie bei portosystemischem By-

pass ohne Lebererkrankung. Typ C ist Folge einer portalen Hypertonie bzw. chroni-

scher Lebererkrankung und kann nach Dauer und Charakteristik der neurologischen 

Symptome noch weiter in eine episodische, persistierende oder minimale HE unterteilt 

werden (Ferenci et al. 2002). 

Auch hinsichtlich des zeitlichen Verlaufs kann die HE eingeteilt werden: So können die 

Symptome episodisch auftreten, rezidivieren (Intervall zwischen den Symptomen 

sechs Monate oder weniger) oder persistieren (anhaltenden Symptome) (Vilstrup et al. 

2014). 

1.1.3 Diagnostik 

Grundlage der Diagnosestellung der HE sind die West-Haven-Kriterien sowie für die 

Beurteilung der Vigilanz in den Graden III und IV die Glasgow-Coma-Scale (GCS) 

(Ferenci et al. 2002; Häussinger 2018). Nach der Glasgow-Coma-Scale wird die Vi-

gilanz des Patienten mit einer Punktzahl von 3 (Koma) bis 15 (unauffällig) bewertet. 

Grundlage dieser Bewertung sind das Augenöffnen sowie die Art der verbalen und 

motorischen Reaktionen auf bestimmte Reize (Teasdale, G, Jennett, B 1974). 

In der Anamnese wird insbesondere eruiert, ob bereits vorherig HE-Episoden aufge-

treten sind und ob HE-präzipitierende Faktoren vorliegen (Romero-Gómez et al. 2015). 

Hier kann der Ammoniakspiegel erste Hinweise auf das Vorliegen einer HE geben. 

Der normale Serumammoniakspiegel liegt unterhalb von 35 µmol/l (Khan et al. 2016). 

Jedoch können HE-Patienten auch normale Ammoniakspiegel aufweisen und Men-

schen mit erhöhten Ammoniakspiegeln gesund sein (Ninan und Feldman 2017). In 

einer Studie von Gundling et al. wurde für Ammoniakspiegel von über 55 µmol/l eine 

Sensitivität von 47,2 % und eine Spezifität von 78,3 % zur Diagnose der HE angege-

ben (Gundling et al. 2013). Beim akuten, aber nicht beim chronischen Leberversagen 

korrelieren die Serumammoniakspiegel mit den HE-Schweregraden (Abou-Assi und 

Vlahcevic 2001; Weissenborn et al. 2007). Dennoch sind hohe Ammoniakspiegel mit 

einer schlechteren Prognose in Hinblick auf die Mortalität und das Transplantationsri-

siko von Zirrhose-Patienten assoziiert (Mallet et al. 2018). 
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Bei der Diagnose der HE ist es wichtig, mögliche andere Ursachen der Symptomatik 

auszuschließen, da diese einer spezifischen Therapie bedürfen. Dazu gehören eine 

Hypoglykämie, Hypothyreose, Hypoxie oder unerwünschte Arzneimittelwirkungen 

(Montagnese et al. 2012; Romero-Gómez et al. 2015). Bildgebende Verfahren werden 

hauptsächlich zum Ausschluss der Differentialdiagnosen genutzt, wie beispielsweise 

zerebrale oder subdurale Blutungen (Wettstein et al. 2003; Romero-Gómez et al. 2015; 

Häussinger 2018). HE-spezifische morphologische CT-Veränderungen sind nicht 

bekannt (Wettstein et al. 2003), in wenigen Fällen sind eine Atrophie im frontalen Kor-

tex oder ein mildes Hirnödem nachweisbar (McPhail et al. 2012). Daher wird eine ge-

nerelle CT-Diagnostik bei Verdacht auf HE nicht empfohlen. In einer Studie von Kumar 

et al. wiesen nur 4 % der mit HE-Verdacht vorgestellten Patienten Auffälligkeiten in der 

CT auf (Kumar et al. 2018). 

Mit Hilfe einer speziellen MRT-Technik, dem sog. „Quantitative Water Imaging“, kann 

das geringgradige Hirnödem bei Patienten mit HE nachgewiesen werden (Shah et al. 

2008). Diese Technik wird jedoch noch nicht in der Routine-Diagnostik angewendet. 

 

Ein international etabliertes, in der Klinik angewendetes diagnostisches Verfahren ist 

die kritische Flimmerfrequenz-Analyse (Critical Flicker Frequency, CFF). Diese hat 

sich unter den neurophysiologischen Tests zur HE-Diagnostik als sensitive, einfach 

durchführbare, objektive und kostengünstige Methode durchgesetzt (Häussinger 

2018). Bei diesem Verfahren wird eine Lichtquelle wechselseitig ein- und ausgeschal-

tet. Die Frequenz dieses Vorgangs wird schrittweise abgesenkt bis der Patient erkennt, 

dass die Lichtquelle nicht permanent leuchtet, sondern flackert (Kircheis et al. 2002). 

Dieser kritische Punkt bestimmt den CFF-Wert, der in Hertz angegeben wird. Seine 

Bestimmung ist reproduzierbar und weitestgehend unabhängig vom Alter, Zeitpunkt 

der Untersuchung, Bildungsstand oder von Trainingseffekten der Patienten. Mit einem 

Schwellenwert von 39 Hertz kann mittels der CFF zwischen Gesunden (HE0) und Pa-

tienten mit manifester HE differenziert werden (Kircheis et al. 2014). Dabei beträgt die 

Sensitivität 98 % und die Spezifität 94 % (Häussinger 2018). Die CFF ermöglicht au-

ßerdem Aussagen hinsichtlich der Prognose des Patienten nach Anlage eines Trans-

jugulären Intrahepatischen Portosystemischen Shunts (TIPS) und des Auftretens er-

neuter HE-Episoden und erlaubt eine Verlaufsbeurteilung (Kircheis et al. 2014; Häus-

singer 2018).  
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1.1.4 Therapie 

Die Therapie der HE bei akutem oder chronischem Leberversagen unterscheidet sich 

grundsätzlich. 

Bei akutem Leberversagen stehen neben der Reduktion der systemischen Ammoni-

akspiegel insbesondere die Wiederherstellung der Leberfunktion und hirndrucksen-

kende Maßnahmen im Vordergrund (Wettstein und Häussinger 2003).  

Bei chronischem Leberversagen unterscheidet man die Therapie einer akuten HE-Epi-

sode von sekundärprophylaktischen Maßnahmen. Das wichtigste Ziel der Therapie ist 

es, HE-auslösende Faktoren zu eliminieren (Häussinger und Blei 2008; Häussinger 

und Sies 2013). Dazu zählen Strategien zur Senkung der Ammoniakspiegel, die anti-

biotische Behandlung von Infektionen, die Normalisierung von Elektrolyt- und Blutzu-

ckerspiegeln, das Stillen von Blutungen sowie das Vermeiden HE-Episoden-auslösen-

der Medikamente, wie beispielsweise Diuretika (Häussinger und Sies 2013).  

Als Akuttherapie einer HE-Episode beispielsweise im Rahmen einer gastrointestinalen 

Blutung, aber auch sekundärprophylaktisch, kommen nicht-resorbierbare Dissaccha-

ride (Laktulose, Laktitol) zum Einsatz (Häussinger 2018). Diese beschleunigen die 

Darmpassage und vermindern dadurch die Proteolyse-vermittelte Erhöhung der Am-

moniakspiegel (Wettstein und Häussinger 2003; Vilstrup et al. 2014).  

Daneben werden nicht-resorbierbare Antibiotika wie insbesondere Rifaximin für die 

Eradikation der Darmflora eingesetzt (Häussinger 2018; Bajaj et al. 2020). Rifaximin 

senkt das Risiko einer HE-Episode und der Hospitalisierung (Wettstein und Häussin-

ger 2003; Vilstrup et al. 2014; Bajaj et al. 2020). 

Zur medikamentösen Therapie einer refraktären HE werden verzweigtkettige Ami-

nosäuren (BCAA) eingesetzt, da die BCAA-Spiegel im Serum von HE-Patienten er-

niedrigt sind. Jedoch hat dieser Therapieansatz keinen Effekt auf Lebensqualität und 

Mortalität (Holeček 2017), die Therapiekosten sind hoch und die Compliance ist gering 

(Bajaj et al. 2020).  

Obwohl die Zinkspiegel im Serum von HE-Patienten erniedrigt sind (Marchesini et al. 

1996; Katayama et al. 2018), ist der therapeutische Nutzen einer Supplementation von 

Zink umstritten (Reding et al. 1984; Riggio et al. 1992; Himoto et al. 2007). Belegt ist 
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hingegen, dass sie therapeutisch wirksam ist bei Dunkeladaptationsstörung bei Pati-

enten mit Leberzirrhose (Häussinger 2018).  

L-Ornithin-L-Aspartat, welches die Ammoniakspiegel senkt, wird sowohl zur Behand-

lung einer manifesten HE-Episode als auch prophylaktisch eingesetzt (Häussinger 

2018). 

Aktuell befinden sich weitere medikamentöse Therapieansätze im klinischen (Po-

lyethylenglykol, Albumin, Ornithinphenylacetat, Glycerolphenylbutyrat, Stuhltranspla-

tation) oder präklinischen Stadium (Liposom-unterstützte Peritonealdialyse, GABA-

Rezeptor-modulierende-Steroid-Antagonisten, GS-Ersatz) (Romero-Gómez et al. 

2015; Bajaj et al. 2020). Durch den Einsatz der rekombinanten GS AM-535 konnten 

im Tiermodell effektiv die Ammoniakspiegel bei Leberzirrhose und Enzymdefekten des 

Citratzyklus reduziert werden (Bajaj et al. 2020). 

Eine weitere Möglichkeit der Sekundärprophylaxe liegt darin, insbesondere bei pro-

teinintoleranten Zirrhose-Patienten, die Eiweiße aus pflanzlichen Quellen oder Milch-

produkten zu beziehen (Häussinger 2018). Gleichzeitig sollte eine ausreichende Pro-

teinzufuhr gewährleistet sein, da eine exzessive Proteinaufnahme zu einem Anstieg 

der Blut-Ammoniakkonzentration führt, eine zu geringe Proteinaufnahme aber eine Ab-

nahme der Muskelmasse und damit des extrahepatischen Ammoniakabbaus bewirkt 

(Zhan und Stremmel 2012). Eine eiweißfreie Ernährung wird nur nach gastrointestina-

len Blutungen und zeitlich sehr begrenzt empfohlen (Häussinger 2018). Insgesamt 

sind 75 % der HE-Patienten von einer Proteinmangelernährung betroffen (Vilstrup et 

al. 2014). Weitere Ernährungsempfehlungen beziehen sich unter anderem auf die täg-

liche Energiezufuhr und die Häufigkeit der Nahrungsaufnahme (Vilstrup et al. 2014). 

Bislang existieren keine spezifischen Therapieansätze im klinischen Alltag, die auf die 

Beseitigung des geringgradigen Hirnödems und den zerebralen oxidativ/ nitrosativen 

Stress abzielen. Insbesondere bei der Verwendung von Antioxidantien ist jedoch Vor-

sicht geboten, da reaktive Stick- und Sauerstoffspezies auch Signalmetabolite im Stoff-

wechsel des Gesunden sind und z.B. eine Bedeutung haben für die Regulation des 

Blutdrucks (Stauss und Persson 2000).  

Derzeitig ist die Lebertransplantation die einzige kurative Therapiemaßnahme bei Le-

berzirrhose und folglich bei der HE (Wettstein und Häussinger 2003). 
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1.2 Erklärungsansätze zur Pathogenese der HE  

Die Pathogenese der HE ist bislang nicht vollständig verstanden und es wurden eine 

Reihe von Erklärungen in der Literatur diskutiert (für eine Übersicht sei der Leser auf 

die nachfolgenden Übersichtsarbeiten verwiesen: Häussinger et al. 2002; Ciećko-Mi-

chalska et al. 2012; Häussinger und Sies 2013; Butterworth 2014; Liu et al. 2021). Es 

ist jedoch allgemein anerkannt, dass Astrozyten eine bedeutende Rolle für die Patho-

genese der HE spielen. Die HE wird daher auch als primäre Gliopathie bezeichnet, bei 

der die neurologischen Beeinträchtigungen als Folge der initialen Astrozytenfunktions-

störung gesehen werden (Norenberg 1987; Norenberg 1996; Hazell und Butterworth 

1999; Häussinger und Schliess 2008). Die Bedeutung der Astrozyten für die Pathoge-

nese der HE wurde in Arbeiten deutlich, die in HE-Tiermodellen morphologische Ver-

änderungen der Astrozyten im Gehirn zeigten, die man als Alzheimer Typ II Astrozyten 

bezeichnet (Norenberg 1977; Norenberg 1998). Gregorios und Kollegen fanden ähnli-

che morphologische Veränderungen in kultivierten Rattenastrozyten, die mit Ammo-

niak inkubiert wurden (Gregorios et al. 1985). 

Es herrscht weiterhin Einigkeit darüber, dass der Anstieg der Ammoniakspiegel im Blut 

maßgeblich für die Pathogenese der HE ist (Butterworth et al. 1987). Dabei sind die 

Mechanismen der Ammoniak-Toxizität weiterhin nicht vollständig verstanden (Hazell 

und Butterworth 1999; Norenberg et al. 2004; Häussinger und Görg 2019; Häussinger 

et al. 2022).  

Zur Aufklärung des Pathomechanismus wurden MR-spektroskopische Untersuchun-

gen am Patienten sowie eine Vielzahl von molekularbiologischen Analysen an kulti-

vierten Hirnzellen und Tiermodellen zur HE, an kultivierten Rattenastrozyten, sowie an 

post mortem Hirnproben von Leberzirrhose-Patienten mit HE durchgeführt. Die hier 

erhobenen Befunde begründen und stärken die sog. Schwellungshypothese zur Pa-

thogenese der HE. Nach dieser ist die HE Folge einer Astrozytenschwellung und der 

Bildung von zerebralem oxidativen Stress (Häussinger et al. 1994; Häussinger et al. 

2000; Häussinger und Sies 2013; Häussinger und Görg 2019; Häussinger et al. 2022). 

1.2.1 Schwellungshypothese zur Pathogenese der HE 

Nach der sog. Schwellungshypothese ist die HE die klinische Manifestation eines ge-

ringgradigen Hirnödems, welches begleitet wird von zerebralem oxidativ/ nitrosativem 
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Stress (Häussinger und Sies 2013; Häussinger 2018). Im Jahr 1994 gelang es erst-

malig mittels MR-spektroskopischer Untersuchungen die Ausbildung eines geringgra-

digen Hirnödems bei HE-Patienten durch Häussinger und Kollegen nachzuweisen 

(Häussinger et al. 1994). Diese Befunde wurden durch Shah und Kollegen im Jahr 

2008 (Shah et al. 2008) unter Verwendung der sog. „Quantitative Water Imaging“ 

Technik bestätigt. Häussinger und Kollegen vermuteten bereits 1994, dass es bei Le-

berzirrhose-Patienten mit HE im Gehirn zu einer Glutaminakkumulation in den Astro-

zyten kommt, die diese anfänglich noch durch Freisetzung des Osmolyts myo-Inositol 

kompensieren können (Häussinger et al. 1994). Im weiteren Verlauf der Ammoniakent-

giftung erschöpft sich aber die volumenregulatorische Kapazität der Astrozyten. In der 

Folge bildet sich durch eine osmotische Schwellung der Astrozyten ein geringgradiges 

Hirnödem aus (Häussinger et al. 2000; Häussinger und Sies 2013) (siehe Abb. 1). In 

dieser Situation ist der Astrozyt vulnerabel gegenüber der schwellungsauslösenden 

Wirkung weiterer HE-relevanter Faktoren. Die Bedeutung der Glutaminbildung für die 

Astrozytenschwellung wurde auch im HE-Tiermodell (WISTAR-Ratten) unter Verwen-

dung des Glutaminsynthetasehemmstoffs Methionin-Sulfoximin (MSO) von Takahashi 

und Kollegen gezeigt und in der sog. „glutamine osmotic hypothesis“ beschrieben 

(Takahashi et al. 1991). 

 

Abb. 1: Ausbildung und Exazerbation des Hirnödems bei der hepatischen Enzephalopathie. Die 
HE ist die klinische Manifestation eines geringgradigen Hirnödems, welches unter dem Einfluss HE-
präzipitierender Faktoren exazerbiert. Reprinted from Archives of Biochemistry and Biophysics; Vol. 
536; Häussinger, D.; Sies, H.; p. 98, Hepatic Encephalopathy. Clinical Aspects and Pathogenetic 
Concept (2013) with permission from Elsevier (Häussinger und Sies 2013). 
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Zu den HE-relevanten Faktoren gehören Ammoniak, Benzodiazepine vom Diazepam-

Typ, Hyponatriämie und pro-inflammatorische Proteine (siehe Abb. 2). HE-relevante 

Faktoren können aus HE-präzipitierenden Faktoren hervorgehen: So ist eine gastroin-

testinale Blutung und die nachfolgende Eiweißverwertung mit einer Erhöhung der Am-

moniakspiegel im Blut assoziiert. Dies erklärt, warum stark heterogene HE-präzipitie-

rende Faktoren eine HE auslösen können (siehe Abb. 2). Unter dem gemeinsamen 

Einfluss weiterer HE-relevanter Faktoren, die ebenfalls eine Astrozytenschwellung in-

duzieren, kann das geringgradige Hirnödem exazerbieren und eine HE-Episode aus-

gelöst werden (Häussinger und Sies 2013). 

Zu den HE-präzipitierenden Faktoren zählen gastrointestinale Blutungen, Weichteil-

blutungen, Traumata, Infektionen/Sepsis, Medikamente wie Diuretika oder Sedativa, 

Elektrolytentgleisungen, metabolische Azidose, spontanbakterielle Peritonitis, über-

mäßige Proteinzufuhr oder Nierenfunktionseinschränkungen (Häussinger 2018). 

 

Abb. 2: HE-präzipitierende und -relevante Faktoren. Die heterogene Gruppe HE-präzipitierender 
Faktoren induziert über die Bildung HE-relevanter Faktoren eine Astrozytenschwellung und oxidativ/ 
nitrosativen Stress (Abbildung erstellt auf Grundlage von Häussinger und Schliess 2008). 

 

Weitere Untersuchungen zeigen, dass eine Astrozytenschwellung oxidativ/ nitrosati-

ven Stress induziert und dieser wiederum eine Astrozytenschwellung triggern kann 

(Lachmann et al. 2013). Die durch HE-relevante Faktoren ausgelöste Astrozyten-

schwellung sowie die Bildung von oxidativ/ nitrosativem Stress verstärken sich dabei 

wechselseitig und induzieren hierüber einen circulus vitiosus (Häussinger 2006; Häus-

singer und Sies 2013). In der Folge kommt es zu Veränderungen der Genexpression 

(Görg et al. 2013a) und Signalübertragung (Keitel et al. 2010), zu verstärkter RNA-

Oxidation (Görg et al. 2008), Protein-Tyrosin-Nitrierung (Montoliu et al. 2011) und der 

Mobilisierung von Zink, welche ebenfalls die Genexpression beeinflusst (Kruczek et al. 

2009; Görg et al. 2013b). In der Gesamtheit beeinträchtigt dies astrozytäre und in der 
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Folge neuronale Funktionen. Die Kommunikation von Astrozyten und Neuronen wird 

gestört und die synaptische Plastizität beeinträchtigt. Die dadurch herbeigeführte Stö-

rung oszillatorischer Netzwerke spiegelt sich in den Symptome wider (Häussinger und 

Sies 2013) (siehe Abb. 3).  

 

Abb. 3: Schwellungshypothese zur Pathogenese der HE. Die Schwellungshypothese postuliert, 
dass die verschiedenen HE-relevanten Faktoren zu einer Astrozytenschwellung und oxidativ/ 
nitrosativem Stress führen. Astrozytenschwellung und oxidativ/ nitrosativer Stress verstärken sich dabei 
wechselseitig und triggern über verschiedene Mechanismen die kognitiven und motorischen Symptome 
der HE. Reprinted from Archives of Biochemistry and Biophysics; Vol. 536; Häussinger, D.; Sies, H.; p. 
99, Hepatic Encephalopathy. Clinical Aspects and Pathogenetic Concept (2013) with permission from 
Elsevier (Häussinger und Sies 2013). 

 

1.2.2 Die Trojan-Horse-Hypothese 

Die besondere Bedeutung von oxidativ/ nitrosativem Stress für die Pathogenese der 

HE ist unbestritten. Die Mechanismen der Bildung werden derzeitig intensiv beforscht 

und in diesem Zusammenhang sind auch Mitochondrien als wichtige Quelle der ROS-

Bildung beschrieben worden (Norenberg et al. 2004; Görg et al. 2015). 

Die sog. Trojan-Horse-Hypothese nach Albrecht und Norenberg postuliert die Bildung 

reaktiver Sauerstoffspezies in Mitochondrien in mit Ammoniak behandelten Astrozyten 

als Folge einer Glutaminase-vermittelten Hydrolyse von Glutamin. Danach soll im Rah-

men der Ammoniakentgiftung gebildetes Glutamin nach Transport in die Mitochondrien 
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über die dort lokalisierte mitochondriale Phosphat-aktivierte Glutaminase (PAG) zu 

Glutamat und Ammoniak hydrolysiert werden. Über den dadurch bedingten Anstieg 

der mitochondrialen Ammoniakkonzentration sollen die Bildung reaktiver Sauer-

stoffspezies, die Mitochondrial Permeability Transition (MPT) und mitochondriale Dys-

funktion induziert werden (Albrecht und Norenberg 2006; Albrecht et al. 2010; Rama 

Rao und Norenberg 2014). Albrecht und Norenberg vertreten die Ansicht, dass Am-

moniak über mitochondrialen ROS und MPT-Induktion eine Astrozytenschwellung in-

duziert (siehe Abb. 4) (Albrecht und Norenberg 2006). Diese Annahmen beruhen auf 

Untersuchungen an kultivierten Rattenastrozyten, in denen der Glutaminase-Hemm-

stoff 6-Diazo-5-oxo-L-Norleucin (DON) (Shapiro et al. 1979) eingesetzt wurde. 

 

Abb. 4: Trojan Horse-Hypothese. Ammoniak, welches in Form von Glutamin in die Mitochondrien 
transportiert wird, vermittelt über die Bildung von ROS in den Mitochondrien und die Induktion der MPT 
eine Störung der Astrozytenfunktion. In der Folge kommt es zur Ausbildung einer HE. Reprinted from 
Hepatology, Vol. 44, Albrecht, J.; Norenberg, M. D., Glutamine: A Trojan Horse in Ammonia 
Neurotoxicity, p.792 (2006) with permission from John Wiley and Sons (Albrecht und Norenberg 2006). 
 

1.3 Die Glutaminase 

1.3.1 Isoformen  

In Säugetieren werden die Glutaminase-Isoformen von zwei paralogen Genen, GLS-1 

(auch als GLS bezeichnet) und GLS-2, die auf unterschiedlichen Chromosomen loka-

lisiert sind, kodiert (Curthoys 1995; Aledo et al. 2000). Das GLS-1-Gen, welches sich 

auf Chromosom 2 befindet und aus 19 Exonen über 82 kb (Kilobasen) besteht (Porter 

et al. 2002), kodiert für die GLS-Transkripte KGA und Glutaminase C splice variant 
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(GAC) (kidney/K-Typ-Isoenzym), welche posttranskriptionell durch gene-splicing ge-

bildet werden (Curthoys 1995; Elgadi et al. 1999) sowie für Glutaminase M splice va-

riant (GAM), welches durch Einschluss der Introne 2-3 in die mRNA gebildet wird und 

keine katalytische Aktivität besitzt (Elgadi et al. 1999). Das KGA-Transkript wird aus 

den Exonen 1-14 sowie 16-19 und das GAC-Transkript aus den Exonen 1-15 gebildet. 

Damit ist das GAC-Transkript mit Ausnahme der C-terminalen Region identisch zum 

KGA-Transkript (Katt et al. 2017). Die Auswirkungen der Unterschiede in der C-termi-

nalen Region auf die Funktion und Aktivität der Glutaminase-Isoformen ist nicht be-

kannt (Elgadi et al. 1999). 

Das durch das GLS-Gen kodierte KGA-Transkript macht in Mäuse- und Rattengehir-

nen über 90% der Glutaminase-Transkripte aus (Martín-Rufián et al. 2012). 

Das KGA-Protein der Ratte besteht aus 674 Aminosäuren und bildet ein Heterotetra-

mer, das aus einem 65- und einem 68-kDa-Peptid im Verhältnis 3:1 besteht (Shapiro 

et al. 1987; Shapiro et al. 1991). Diese Peptide werden aus einem 74-kDa-Vorläufer in 

den Mitochondrien gebildet (Perera et al. 1990; Katt et al. 2017). 

Das GLS-2-Gen auf Chromosom 12 (Aledo et al. 2000) enthält Informationen für die 

zwei GLS-2-Transkripte, GAB und LGA (liver/L-Typ-Isoformen), die durch unterschied-

liche Transkriptionsinitiation und Nutzung alternativer Promotoren entstehen (Martín-

Rufián et al. 2012). 

1.3.2 Organspezifische und zelluläre Expression der Glutaminase  

Die unterschiedlichen Glutaminase-Isoformen werden nicht ubiquitär, sondern organ-

spezifisch exprimiert: Die GLS-1-Genprodukte werden hauptsächlich in extrahepati-

schen Geweben wie der Niere und dem Gehirn exprimiert, wohingegen die GLS-2-

Genprodukte in der Leber, im Gehirn (Olalla et al. 2002), im Pankreas und in Immun- 

sowie Tumorzellen lokalisiert sind (Aledo et al. 2000; Gómez-Fabre et al. 2000; Pérez-

Gómez et al. 2003; Castell et al. 2004; Campos-Sandoval et al. 2015). Die Gluta-

minase-Isoformen werden somit teilweise in denselben Organen (Aledo et al. 1998), 

wie beispielsweise dem Gehirn (Aledo et al. 2000; Gómez-Fabre et al. 2000; Olalla et 

al. 2002) und teilweise in denselben Zelltypen koexprimiert (Porter et al. 1995; Porter 

et al. 2002; Cardona et al. 2015).  
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Auch in kultivierten Rattenastrozyten wurden GLS-1- und -2-Genprodukte nachgewie-

sen (Schousboe et al. 1979; Kvamme et al. 1982). Die Arbeiten von Cardona und Kol-

legen zeigen, dass beide Glutaminase-Isoformen auf mRNA- und Proteinebene in Ast-

rozyten in vitro, sowie im Ratten- und humanen Gehirn exprimiert und katalytisch aktiv 

sind (Cardona et al. 2015) (siehe Abb. 5). Dabei wurden Unterschiede in der intrazel-

lulären Lokalisation der Isoformen deutlich: Während die KGA nur in den Mitochond-

rien (innere mitochondriale Membran) exprimiert wird, konnten die GLS-2-Genpro-

dukte sowohl in den Zellkernen (GAB) als auch in den Mitochondrien nachgewiesen 

werden (Shapiro et al. 1985; Kvamme et al. 2001; Olalla et al. 2002; Campos-Sandoval 

et al. 2015; Cardona et al. 2015). Dies überschneidet sich mit Untersuchungen an 

Neuronen des Ratten- und Affenkortex, in denen die LGA in den Nuklei und die KGA 

in den Mitochondrien der Neurone nachgewiesen wurde (Olalla et al. 2002). 

 

Abb. 5: Elektronenmikroskopischer Nachweis der KGA-mRNA (Pfeile) in den Mitochondrien von 
Astrozyten (A-F) und Neuronen (G-H) im Rattenhirn. Reprinted from GLIA, Vol. 63, Cardona, C. et 
al., Expression of Gls and Gls2 Glutaminase Isoforms in Astrocytes, p.372 (2015) with permission from 
John Wiley and Sons (Cardona et al. 2015).  

 

1.3.3 Funktionen der Glutaminase im Gehirn 

Die Glutaminase vermittelt die hydrolytische Desaminierung von Glutamin zu Glutamat 

unter Freisetzung von Ammoniak (Krebs 1935; Curthoys 1995). Sie ist im Gehirn an 
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wichtigen physiologischen Prozessen beteiligt (Wang et al. 2017), wie z.B. der Ener-

giesynthese oder der Synthese der Neurotransmitter Glutamat und GABA (Hertz 1979; 

Hertz 2004; Schousboe et al. 2013). Wang und Kollegen postulierten eine Funktion 

der GLS-1-Genprodukte für die Differenzierung, Proliferation und die Vitalität von Neu-

ronen (Wang et al. 2014). Ihre Untersuchungen an Mäusen, welche die Glutaminase 

C (GAC) überexprimieren, zeigen jedoch auch, dass eine Überexpression der GAC 

strukturelle (Dichteverlust der Synapsen) und funktionelle Veränderungen im Gehirn 

bewirkt (Neuroinflammation und Beeinträchtigung von Kognition und Lernen) (Wang 

et al. 2017).  

1.3.4  Regulation der Aktivität der KGA 

Derzeitig ist nicht vollständig geklärt, über welche Mechanismen die Aktivität des KGA-

Proteins reguliert wird. 

In vitro wurde eine Regulation der KGA durch die zytosolischen Phosphatspiegel beo-

bachtet (Errera und Greenstein 1949; Curthoys 1995; Kvamme et al. 2001), jedoch 

sind dazu wesentlich höhere Phosphat-Konzentrationen notwendig als sie im Serum 

vorkommen (Katt und Cerione 2014). Auch Kvamme und Kollegen gehen davon aus, 

dass die Phosphatkonzentration selbst nicht der Hauptregulator der Glutaminase in 

vivo sein kann, da die zellulären Phosphatspiegel relativ konstant sind (Kvamme et al. 

2001). 

Auf Ebene der Transkription konnten Gao und Kollegen zeigen, dass der onkogene 

Transkriptionsfaktor c-Myc die miRNA-23a und -23b inhibiert und hierüber die Expres-

sion der Glutaminase-mRNA gesteigert wird (Gao et al. 2009). Wang et al. beobach-

teten an humanen Brustkrebszellen, dass auch der Transkriptionsfaktor NF-κB in die 

Transkription von GLS-1 involviert sein kann (Wang et al. 2010). Die Aktivität des KGA-

Proteins kann vermutlich auch durch Phosphorylierung beeinflusst werden. Thanga-

velu und Kollegen konnten zeigen, dass die Phosphorylierung und Aktivität der KGA 

durch Aktivierung des Raf-MEK-Erk-Signalwegs über den epidermalen Wachstums-

faktor gesteigert wird (Thangavelu et al. 2012).  

Die KGA-Aktivität kann auch über synthetische Inhibitoren gehemmt werden. Dazu 

zählt das Glutamin-Analogon DON (Shapiro et al. 1979), welches an das aktive Zent-

rum des Enzyms bindet und dieses irreversibel und kompetitiv hemmt (Katt und Ceri-

one 2014). Die Spezifität der Hemmwirkung von DON ist allerdings äußerst gering 
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(Ortlund et al. 2000). So hemmt DON nicht nur die KGA, sondern auch andere Gluta-

min-verwendende Enzyme (Pinkus 1977; Shapiro et al. 1979; Ortlund et al. 2000) und 

kann Apoptose hervorrufen (Hiramoto et al. 1996) durch DNA-Einzelstrangbrüche bzw. 

Schädigung der inneren mitochondrialen Membran (Wu et al. 1999). Ein weiterer 

Hemmstoff der KGA, der deutlich spezifischer wirkt und die KGA allosterisch und nicht-

kompetitiv hemmt, ist Bis-2-(5-phenylacetamido-1,3,4-thiadiazol-2-yl)ethyl-Sulfid 

(BPTES) (Thangavelu et al. 2012). Weitere nicht-kompetitive Hemmstoffe mit hoher 

Spezifität sind „968“ (Wang et al. 2010; Katt und Cerione 2014) und CB-839 (Zimmer-

mann et al. 2019).  

1.4 Seneszenz 

Ein charakteristisches Merkmal seneszenter Zellen ist, dass sie das Proliferationspo-

tenzial verlieren (Herranz und Gil 2018). Seneszenz wurde initial als Austritt von Zellen 

aus dem Zellzyklus als Folge einer begrenzten Proliferationskapazität kultivierter hu-

maner Fibroblasten beschrieben (Hayflick und Moorhead 1961; Hayflick 1965). Diese 

Form der Seneszenz wurde als replikative Seneszenz bezeichnet. Nachfolgend fand 

man jedoch heraus, dass Seneszenz auch eine Reaktion auf verschiedene Stressoren 

wie z.B. reaktive Stick- und Sauerstoffspezies sein kann (Kuilman et al. 2010) und 

bezeichnete diese Form als zelluläre Seneszenz. Die Seneszenz wird über die Akti-

vierung verschiedener Seneszenz-vermittelnder Signalkaskaden aktiviert. Hierzu zählt 

die Aktivierung des Zellzyklus-Masterregulators p53, der eine Transkriptionssteige-

rung der Seneszenz-vermittelnden Gene p21 und GADD45(Growth arrest and DNA-

damage-inducible protein alpha) bewirkt (Duan et al. 2005). Die Proteinprodukte dieser 

Gene gelangen in den Zellkern, wo sie als Transkriptionsrepressoren wirken. Hierüber 

verhindern sie den Übertritt in die nächste Phase des Zellzyklus und bewirken damit 

den Arrest der Zellen im Zellzyklus (Hollander et al. 1999; Chen 2000). Von großer 

Bedeutung ist, dass seneszente Zellen nicht nur die Fähigkeit verlieren zu proliferieren, 

sondern auch weitere spezifische Funktionen. So verlieren seneszente Astrozyten die 

Fähigkeit, synaptische Kontakte zu stabilisieren. In der Folge werden diese gelöst und 

die Neurotransmission beeinträchtigt (Kawano et al. 2012). Daher wurde vermutet, 

dass die Astrozyten-Seneszenz dazu beiträgt, dass die kognitive Beeinträchtigung bei 
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Patienten mit Leberzirrhose nach Auflösen einer akuten HE-Episode nicht vollständig 

reversibel sind (Bajaj et al. 2010, Riggio et al. 2011).  

Kürzlich wurde gezeigt, dass die durch Ammoniak induzierte Seneszenz Folge einer 

Transkriptionshemmung der microRNA pri-miR326-3p ist, welche über eine verstärkte 

O-GlcNAcylierung bislang unbekannter Proteine vermittelt wird. Hierdurch werden die 

Hämoxygenase-1- (HO1) und Nox4-mRNA-Spiegel gesteigert, welche über die Frei-

setzung von zweiwertigen Eisenionen aus Häm und der Bildung von Wasserstoffper-

oxid die Bildung von Hydroxylradikal-Anionen in der Fenton-Reaktion triggern. Hier-

durch wird RNA oxidiert, die p53 aktiviert und Transkription von p21 und GADD45α 

gesteigert, sowie eine Proliferationshemmung in den Astrozyten induziert (siehe Abb. 

6) (Görg et al. 2015; Oenarto et al. 2016; Görg et al. 2019; Häussinger und Görg 2019; 

Häussinger et al. 2022).  

 

Abb. 6: Mechanismus der durch Ammoniak induzierten RNA-Oxidation und Seneszenz in 
kultivierten Rattenastrozyten. Ammoniak führt über eine O-GlcNAcylierung bisher unbekannter 
Proteine und nachfolgender Herunterregulation von miR326-3p zu einer Hochregulation der HO1 und 
NOX4, die wiederum RNA-Oxidation und Seneszenz in Astrozyten hervorrufen. GS: 
Glutaminsynthetase, GFAT1,2: Glucosamine-fructose-6-phosphate aminotransferase. OGT: N-
acetylglucosaminyltransferase. O-GlcNAc: O-linked β-N-acetylglucosamine, HO1: Hämoxygenase 1, 
NOX4: NADPH-Oxidase 4. (Abbildung erstellt auf Grundlage von Görg et al. 2019). 
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1.5 Ziele der Arbeit 

Das Ziel der vorliegenden Arbeit war es zu überprüfen, ob die kidney-type Glutaminase 

in Rattenastrozyten in vitro und im Rattenhirn in situ vorhanden ist. An kultivierten Rat-

tenastrozyten sollte überprüft werden, ob Ammoniak die mRNA- und Proteinkonzent-

ration der KGA beeinflusst. Nachfolgend sollten Mechanismen, durch die Ammoniak 

die mRNA- und Proteinspiegel der KGA beeinflusst und die Rolle der KGA für durch 

Ammoniak induzierten oxidativen Stress und Seneszenz untersucht werden.
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2 Material und Methoden 

2.1 Material-Tabellen 

2.1.1 Antikörper 

Zielprotein,  
Klonalität,  
Wirt 

Hersteller,  

Katalog-Nr. 

Verwendung, 

Verdünnung 

ANT 

monoklonal 

mouse 

Abcam, Cambridge, 

UK 

Kat.-Nr.: #ab110322 

Immunfluoreszenzanaly-
sen, 1:100 

KGA 

polyklonal 

rabbit 

Abcam, Cambridge, 

UK 

Kat.-Nr.: #ab93434 

Western-Blot, 1:5000  

Immunfluoreszenzanaly-
sen,  
- 1:500/1:200 in kultivier-
ten Rattenastrozyten 

- 1:200 in Rattenhirn-
schnitten 

GS 

monoklonal 

mouse 

Becton Dickinson, 

Heidelberg, Deutschland 

Kat.-Nr.: #610518 

Immunfluoreszenzanaly-
sen, 1:150  

GRP78  

monoklonal 

mouse 

Becton Dickinson, 

Heidelberg, Deutschland 

Kat.-Nr.: #610978 

Western-Blot, 1:5000 

HO1 

polyklonal 

rabbit 

StressGen Enzo Life 

Sciences GmbH, Lörrach,  

Deutschland 

Kat.-Nr.: #ADI-SPA-895  

Western-Blot, 1:1000 

GAPDH 

monoklonal 

mouse 

Biodesign International,  

Saco, USA 

Kat.-Nr.: #H86504M 

Western-Blot, 1:5000 
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2.1.2 Sekundärantikörper 

Anti-mouse HRPOD  

goat 

Biorad, München, 

Deutschland 

Kat.-Nr.: #170-6516 

Western-Blot, 1:10000  

Anti-rabbit HRPOD 

goat 
 

Dako, Biozol, Eching, 

Deutschland 

Kat.-Nr.: #P0448 

Western-Blot, 1:10000 

Anti-mouse FITC 

goat 

Jackson Corp., West Grove, 

USA 

Kat.-Nr.: #715-096-150 

Immunfluoreszenzanaly-
sen, 1:200 

Anti-rabbit CY3  

goat 

Jackson Corp., West Grove,  

USA 

Kat.-Nr.: #711-166-152 

Immunfluoreszenzanaly-
sen, 1:200 

Anti-rabbit FITC 

donkey 

Jackson Corp., West Grove, 

USA 

Kat.-Nr.: #711-096-152 

Immunfluoreszenzanaly-
sen, 1:200  

Anti-mouse Alexa Fluor 

488 

Jackson Laboratories, 
Maine, USA 

Immunfluoreszenzanaly-
sen, 1:200 

Anti-rabbit Alexa Fluor 

647 

Jackson Laboratories, 
Maine, USA 

Immunfluoreszenzanaly-
sen, 1:200 

 

2.1.3 Chemikalien 

Chemikalien Hersteller 

Acrylamid 4K-Lösung 30 % AppliChem, Darmstadt, Deutschland 

Ammoniumchlorid Merck, Darmstadt, Deutschland 

Ammoniumpersulfat (APS) Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutsch-

land 
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Bradfordproteinassay BioRad, München, Deutschland 

Bovines Serumalbumin (BSA) PAA-Laboratories, Linz, Deutschland 

Dimethylsulfoxid (DMSO) Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutsch-

land 

Ethanol Merck, Darmstadt, Deutschland 

Fluoromount-GTM SouthernBiotech, Birmingham, Verei-

nigtes Königreich 

Glutamin Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutsch-

land 

Glutaraldehyd Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutsch-

land 

H2O2 Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutsch-

land 

Immersionsöl ZEISS, Jena, Deutschland 

Isopropanol Merck, Darmstadt, Deutschland 

Methanol Merck, Darmstadt, Deutschland 

Methylammoniumchlorid Merck, Darmstadt, Deutschland 

ß-Mercaptoethanol  Merck, Darmstadt, Deutschland 

MSO Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutsch-

land 

NH4Cl Merck, Bad Soden, Deutschland 

Paraformaldehyd Merck, Darmstadt, Deutschland 
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Phophate-Buffered Saline 

(PBS) w/o Ca2+ /Mg2+ 

Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland 

Penicillin/Streptomycin  Cytogen, Sinn, Deutschland 

PPT AK Scientific Inc., Union City, CA, 

USA  

 

Ponceau-S-Färbelösung Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutsch-

land 

Protease-Inhibitor-Cocktail-Tablets Roche Diagnostics, Penzberg, 

Deutschland 

Pyruvat Merck, Darmstadt, Deutschland 

Tetramethylethylendiamin 

(TEMED) 

Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutsch-

land 

Tumornekrosefaktor (TNF)-alpha Roche Diagnostics, Penzberg, 

Deutschland 

Tris(hydroxymethyl)-aminomethan  

(Tris) 

VWR BDH Prolabo Chemicals, Darm-

stadt, Deutschland 

Triton-X 100 Sigma- Aldrich, Taufkirchen, Deutsch-

land 

Tween 20 Merck, Darmstadt, Deutschland 
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2.1.4 Reagenzien für die siRNA-Transfektion 

Chemikalien Hersteller 

siRNA GFAT1 

(Rn_MGC95214_1) 

Qiagen, Hilden, Deutschland 

Kat.-Nr.: #SI01914759 

siRNA GFAT2 

(Rn_RGD: 1303097_2) 

Qiagen, Hilden, Deutschland 

Kat.-Nr.: #SI01974126 

siRNA GLS1 

(NM_001109968) 

Qiagen, Hilden, Deutschland 

Kat.-Nr.: #SI01517103 

AllStarsTM Negative Control siRNA Qiagen, Hilden, Deutschland 

Kat.-Nr.: #SI03650318 

HiPerfect transfection reagent Qiagen, Hilden, Deutschland 

Kat.-Nr.: #301704 

2.1.5 Farbstoffe 

Farbstoff Hersteller 

Hoechst 34580  Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland 

SYBR Green Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland 

2.1.6 Zellkulturreagenzien 

Reagenz Hersteller 

Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium 

(DMEM) 

Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland 

Fetal Bovine Serum (FBS) Biochrom, Berlin, Deutschland 

Penicillin/Streptomycin  Cytogen, Sinn, Deutschland 

EDTA Cytogen, Sinn, Deutschland 
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2.1.7 Molekularbiologische Kits 

First Strand cDNA-Synthesis-Kit Qiagen, Hilden, Deutschland 

Molekulargewichtsmarker (Dual Color 

Protein Standard) 

Bio-Rad Laboratories, München, 

Deutschland 

RNeasy-Mini-Kit Qiagen, Hilden, Deutschland 

Western Lightning Plus ECLTM Amersham, Waltham, Niederlande 

2.1.8 Spezielle Lösungen für die Western-Blot-Analysen 

Puffer Zusammensetzung 

Blotting-Puffer 39 mmol/l Glycin; 48 mmol/l Tris/HCl; 

0,03 % SDS; 20 % Methanol 

5-fach Elektrophoresepuffer 1,73 mmol/l SDS; 125 mmol/l Tris; 1,25 

mmol/l Glyzin 

Proteinlysepuffer 10 mmol/l Tris/HCl Puffer (pH 7,4); 1 % 

Triton X-100; 150 mmol/l NaCl; 1 mmol/l 

EDTA; 1 mmol/l EGTA; 20 mmol/l NaF; 

0,2 mmol/l Phenylmethylsulfonylfluorid 

und 0,5 % Nonidet-P-40 

SDS-Auftragspuffer 220 mmol/l Tris/HCl (pH 8,8); 22,5 

mmol/l EDTA; 9 % SDS; 40 % Glycerin; 

0,125 % Bromphenolblau; 200 mmol/l 

DTT 

Tris-buffered saline with Tween20 

(TBS-T) 

Tris 20 mmol/l; pH7,5; NaCl 150 mmol/l; 

0,1 % Tween-20 

10-fach TBS-T 1,98 mmol/l Tris; 1,488 mmol/l NaCl; pH 

7,6 
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Waschpuffer Tris-gepufferte Kochsalzlösung (TBS) + 

0,1% Tween 

2.1.9 Spezielle Lösungen für PCR 

RLT-Puffer Qiagen, Hilden, Deutschland 

2.1.10 Materialien und Geräte 

Material/Gerät Hersteller 

Analysenwaage (Kern 770) Kern & Sohn, Balingen-Frommern, 

Deutschland 

Brutschrank (Heracell150) Heraeus, Hanau, Deutschland 

CellObserver Z1  ZEISS, Oberkochen, Deutschland 

ChemiDoc MP BioRad Detektionsgerät BioRad Laboratories, Feldkirchen, 

Deutschland 

Deckgläser (12 mm) Glaswarenfabrik Karl Hecht GmbH, 

Sondheim, Deutschland 

Ein-Kanal-Pipetten Eppendorf, Hamburg, Deutschland 

Einmalspritzen (1 ml) Braun, Melsungen, Deutschland 

Einwegküvetten Sarstedt AG & Co, Nümbrecht, Deutsch-

land 

Elektrophoresekammer Biometra GmbH, Göttingen, Deutsch-

land 

Elektroblottingkammer Biometra GmbH, Göttingen, Deutsch-

land 
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Fluorimeter (Fluoroskan Ascent™ FL) Fisher Scientific, Langenselbold, 

Deutschland 

Glaspipetten Brand, Wertheim, Deutschland 

Glasplatten Biometra GmbH, Göttingen, Deutsch-

land 

Hamilton-Spritze Fisher Scientific GmbH,  

Schwerte, Deutschland 

Kodak Digital Image Station (4000MM) Eastman Kodak Co., Rochester, USA 

Konfokales Laserscanning-Mikroskop 

(LSM880)  

ZEISS, Jena, Deutschland 

Konfokales Laserscanning-Mikroskop 

(LSM510meta) 

ZEISS, Jena, Deutschland 

Kunststoffstripetten (5 ml/ 10 ml, 25 ml) Corning Costar GmbH, Bodenheim, 

Deutschland 

MatTek-Schale (60 mm, Glas) MatTek Corporation, Ashland, USA 

Magnetrührer (MR 2000) Heidolph Instruments, Schwabach, 

Deutschland 

Nanodrop (1000 Spectrophotometer) NanoDrop Technologies, Wilmington, 

USA 

Nitrozellulose-Transfermembran 

Protran® 

Whatman, Dassel, Deutschland 

Objektträger Engelbrecht, Edermünde, Deutschland 

Pipettenspitzen StarLab, Ahrensburg, Deutschland 
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Präzisionswaage Kern (440-47N) Kern & Sohn, Balingen-Frommern, 

Deutschland 

Reaktionsgefäße (Safe-lock) Eppendorf, Hamburg, Deutschland 

Realtime-PCR-Cycler (ABI 7500) Applied Biosystems, Carlsbad, Kalifor-

nien, USA 

Röhrchen (Greiner,14 ml/50 ml) Falcon, Heidelberg, Deutschland 

Roller (SRT1) Stuart Scientific, Staffordshire, USA 

Schlauchpumpe (505 S) Watson-Marlow, Rommerskirchen, 

Deutschland 

Schüttelinkubator Ecotron INFORS HAT, Einsbach, Deutschland 

Stereolupe MZ8 Leica Microsystems, Wetzlar, Deutsch-

land 

Schüttler (GFL-3017) Watson-Marlow, Rommerskirchen, 

Deutschland 

Sterile Filter (Filtropur, 0,20 µm) Millipore, Eschborn, Deutschland 

ThermoMixer® C Eppendorf, Hamburg, Deutschland 

Ultraschallstab Hielscher Ultrasonics GmbH, Teltow, 

Deutschland 

Ultrazentrifuge (J2-HS) Amersham Biosciences, Freiburg, 

Deutschland 

ViiA7 qPCR cycler Applied Biosystems®, Life Technolo-

gies, Darmstadt; Thermo Fisher Scienti-

fic, Waltham, USA 
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24-Well-Platte Greiner bio-one, Frickenhausen, 

Deutschland 

96-Well-Platte Applied Biosystems, Carlsbad, Kalifor-

nien, USA 

Whatman-Filterpapier Whatman, Dassel, Deutschland 

Zellkulturflaschen (cellstar) Greiner bio-one, Frickenhausen, 

Deutschland 

Zellkulturschalen (60 mm/ 100 mm) Falcon, Heidelberg, Deutschland 

Zellschaber Corning Costar GmbH, Bodenheim 

Deutschland 

Zentrifugationsröhrchen (13x51 mm) Beckman, Krefeld, Deutschland 

Zentrifuge (5415D) Eppendorf, Hamburg, Deutschland 

Zentrifuge (Rotina 420R) Hettich, Tuttlingen, Deutschland 

2.1.11 Primer für die Realtime-PCR 

Ziel cDNA Sequenz Hersteller 

KGA  

forward 

5’-GCG AAG GCA AGG AGA 

TGG TG -3’ 

Eurofins Scientific, Ebers-

berg, Deutschland 

KGA  

reverse 

5’-CTC TTT CAA CCT GGG ATC 

AGA TGT TC -3’ 

Eurofins Scientific, Ebers-

berg, Deutschland 

HPRT1  

forward 

5´-TGC TCG AAT GTC ATG AAG 

GA-3´ 

Eurofins Scientific, Ebers-

berg, Deutschland 

HPRT1  

reverse 

5´-CAG AGG GCC ACA ATG TGA 

TG-3´ 

Eurofins Scientific, Ebers-

berg, Deutschland 
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2.2 Methoden 

2.2.1 Präparation und Kultivierung von Astrozyten aus dem zerebralen  
Rattenkortex  

Der Kopf neugeborener WISTAR-Ratten wurden nach Dekapitation für zehn Sekunden 

in einer 70%-igen Ethanollösung inkubiert. Nach Entfernung der Haut sowie der me-

chanischen Eröffnung des Schädels folgte die Entnahme des Gehirns sowie dessen 

Teilung entlang des Interhemisphärenspalts unter Zuhilfenahme einer Stereolupe. Im 

Anschluss wurden die Meningen entfernt, der zerebrale Kortex frei präpariert und mit 

einem Skalpell zerkleinert. Nach Transfer in 10 ml DMEM + 10 % Penicillin/Streptomy-

cin und 10 % FBS wurde das Gewebe für eine Minute bei  

1500 U/min zentrifugiert, der Überstand verworfen und das Gewebesediment in 2 ml 

Zellkulturmedium (10 % Penicillin/Streptomycin + 10 % FBS) überführt. Daraufhin 

wurde das Gewebe mit Hilfe einer Pasteurpipette titruiert und 8 ml DMEM (1000 mg/l 

D-Glucose, 10 % FBS) hinzugefügt. Die so gewonnene Suspension aus Zellen und 

Geweberesten wurde durch sterile Nylongaze (Maschenweite 60 µm) filtriert und in 

zwei Gewebekulturflaschen transferiert, die man mit dem Zellkulturmedium auf ein 

Endvolumen von 20 ml auffüllte. Die Zellen wurden dann für sieben Tage im Brut-

schrank inkubiert (95 % Wasserdampfsättigung, 10 % CO2, 37 °C). In einem nachfol-

genden Schritt wurden durch 12-stündiges Schütteln der Kulturen bei  

200 U/min und 37°C in einem Schüttelinkubator andere Zelltypen wie Mikroglia, Neu-

rone oder Oligodendrozyten entfernt (Booher und Sensenbrenner 1972). Mittels Licht-

mikroskopie wurde das Wachstum der Zellen kontinuierlich überwacht und nach Errei-

chen einer konfluenten Astrozytenkultur wurden die Astrozyten auf weitere Kulturbe-

hältnisse ausgesät. Dazu wurde den Zellkulturflaschen zum Zweck der Ablösung der 

Astrozyten von der Oberfläche ein Gemisch aus 0,05 % EDTA und 0,02 % Trypsin in 

PBS hinzugefügt. Der Inhalt einer Flasche wurde dann auf zwei neue Flaschen verteilt 

und bis zur Konfluenz im Brutschrank aufbewahrt. Im Anschluss wurden die Astrozyten 

auf Zellkulturschalen mit 100 oder 60 mm Durchmesser oder auf Deckgläsern von  

12 mm Durchmesser (in 24-Well-Platten) ausplattiert. Das aus DMEM + 10 % FBS 

bestehende Zellkulturmedium wurde alle 48 Stunden ausgetauscht und das Wachstum 

der Astrozyten lichtmikroskopisch überprüft. Alle Arbeiten mit den Astrozyten wurden 

an der sterilen Laborbank verrichtet.  



Material und Methoden 

29 

Die Präparation der Rattenastrozyten wurde von Frau Vanessa Herbertz und Frau Dr. 

Ayse Karababa durchgeführt (Organentnahme-Projektnummer der Zentralen Einrich-

tung für Tierforschung und wissenschaftliche Tierschutzaufgaben (ZETT): O78/08). 

2.2.2 Immunfluoreszenzanalysen 

Bei Immunfluoreszenzanalysen werden Proteine mit Antikörpern nachgewiesen, die 

gegen spezifische Epitope des jeweiligen Proteins gerichtet sind. Diese „Primäranti-

körper“ können nachfolgend mit Hilfe von mit Fluoreszenzfarbstoff-beladenen sekun-

dären Antikörpern markiert werden. Diese Sekundärantikörper sind gegen Proteine der 

Spezies gerichtet, in welcher der Primärantikörper hergestellt wurde. Unter Zuhilfe-

nahme der konventionellen Epifluoreszenzmikroskopie werden nachfolgend an die Se-

kundärantikörper gekoppelte Fluorochrome mit einer Lichtquelle angeregt und deren 

Emission im für das jeweilige Fluorochrom typischen Emissionswellenlängenbereich 

mit Hilfe von Filtern detektiert. Immunfluoreszenzanalysen ermöglichen es, die relative 

Häufigkeit und die Verteilung von Proteinen in Zellen und Geweben zu erfassen 

(Coons und Kaplan 1950). Durch die Verwendung von Antikörpern, die in unterschied-

lichen Wirten hergestellt wurden, können auch mehrere Proteine gleichzeitig nachge-

wiesen werden. In der vorliegenden Arbeit wurde der CellObserver Z1 (ZEISS, Ober-

kochen, Deutschland) für die Aufnahmen verwendet.  

2.2.3 Konfokale Laserscanning-Mikroskopie 

Die konfokale Laserscanning-Mikroskopie ist eine technisch aufwendigere Form der 

Fluoreszenzmikroskopie, mit der Licht aufgenommen werden kann, welches aus einer 

definierten optischen Ebene stammt. Dafür werden mit Fluorochromen markierte Pro-

ben mit Hilfe eines Lasers in der fokalen Ebene angeregt und Licht, welches aus an-

deren Ebenen als der Fokusebene stammt, mit Hilfe einer Lochblende von der Detek-

tion ausgeschlossen. Dadurch wird es möglich, Aufnahmen mit hoher Auflösung und 

gleichzeitig einem sehr hohen Signal-zu-Rausch-Verhältnis bzw. mit einem hohen 

Kontrast anzufertigen. Die Anregung erfolgt mit Lasern, die monochromates Licht einer 

definierten Wellenlänge mit hoher Energiedichte erzeugen, wodurch eine spezifische 

Anregung und Fluoreszenzdetektion von mehreren gleichzeitig verwendeten Farbstof-

fen möglich wird. Da bei der konfokalen Laserscanning-Mikroskopie die Detektion auf 

eine definierte optische Ebene begrenzt werden kann, können Aussagen darüber ge-

troffen werden, ob zwei Fluorochrome in sehr enger räumlicher Nähe zueinanderste-

hen. Dabei ist zu beachten, dass die optische Auflösung physikalisch begrenzt ist. Im 
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Gegensatz zur konventionellen Epifluoreszenzmikroskopie entsteht das Bild bei der 

konfokalen Laserscanning-Mikroskopie durch sequenzielles Anregen und Aufnehmen 

definierter Bereiche der zu scannenden Probe. In der vorliegenden Arbeit wurde dies 

mit den verwendeten Lasern sequenziell durchgeführt.  

Zum Einsatz kamen dabei die konfokalen Laserscanning-Mikroskope LSM880 und 

LSM510meta von ZEISS (Oberkochen, Deutschland). Die für die jeweiligen Aufnah-

men verwendeten Objektive und die respektiven Vergrößerungen sind in den Abbil-

dungslegenden angegeben. 

2.2.4 Nachweis der KGA und der GS in Rattenhirnschnitten  

Zum Nachweis des KGA- und des GS-Proteins im Rattenhirn wurden Gehirne von acht 

Wochen alten männlichen WISTAR-Ratten verwendet. Aus isolierten Gehirnhälften 

wurden mit einem Kryotom in horizontaler Schnittrichtung 50 µm dicke Hirnschnitte 

angefertigt und in PBS mit Ca2+/Mg2+ überführt. Im Anschluss wurden die Schnitte fünf-

mal in PBS mit Ca2+/Mg2+ für jeweils zehn Minuten gewaschen und für eine Stunde bei 

Raumtemperatur unter langsamem Schütteln mit PBS ohne Ca2+/Mg2++ 10 % BSA+  

1 % Saponin inkubiert. 

Anschließend wurden die Schnitte für 48 Stunden bei 4 °C mit Antikörpern gegen KGA 

(1:200) und GS (1:150) inkubiert, welche sich in PBS mit 2% BSA und 0,1% Saponin 

befanden. Danach wurden die Schnitte fünfmal mit PBS mit Ca2+/Mg2+ unter langsa-

men Schütteln gewaschen. Nachfolgend wurden die Schnitte für 24 Stunden bei 4 °C 

mit den gegen Maus (GS) bzw. Kaninchen (KGA) gerichteten und mit FITC bzw. Cy3 

gekoppelten Sekundärantikörpern (beide 1:200) und Hoechst34580 (1:5000) in PBS 

mit 2% BSA und 0,1% Saponin inkubiert. Zuletzt wurden die Schnitte nach erneutem 

fünfmaligem Waschen mit PBS mit Ca2+/Mg2+ auf Objektträger überführt und mit Fluo-

romount-G versiegelt. 

Die Mikroskopie wurde mit dem konfokalen Laserscanning-Mikroskop LSM510meta 

von ZEISS (Oberkochen, Deutschland) durchgeführt. 

Für die oben beschriebenen Färbungen wurden bereits vorhandene Gehirne unbehan-

delter Ratten genutzt (Aktenzeichen des LANUV: AZ82-02.04.2015.A342). Die Her-

stellung der Rattenhirnschnitte und die Färbungen wurden in Zusammenarbeit mit 

Herrn Dr. Bidmon und Frau Jelena Igdalowa durchgeführt. 
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2.2.5 Nachweis der KGA und der GS in kultivierten Rattenastrozyten  

Die Expression von KGA und GS in kultivierten Rattenastrozyten bzw. die Lokalisation 

der KGA in den Mitochondrien kultivierter Rattenastrozyten wurde mittels Immunfluo-

reszenzanalysen überprüft. Dazu wurden kultivierte Rattenastrozyten, welche auf  

100 mm-Schalen bis zu einer Konfluenz von etwa 90 % kultiviert wurden, verwendet. 

Zur Überführung der Astrozyten auf das jeweilige für die Experimente verwendete Kul-

turgefäß wurden diese zunächst zweimalig mit PBS (ohne Ca2+/Mg2+) gewaschen und 

anschließend für fünf Minuten mit Trypsin (5 ml) im Inkubator (5 % CO2 und 37°C) 

inkubiert. Anschließend wurde DMEM mit 10 % FBS hinzugefügt und je 1 ml der Zell-

suspension auf MatTek-Zellkulturschalen überführt. Nach Erreichen der Konfluenz 

wurde das Zellmedium abgesaugt und die Astrozyten zweimal mit PBS (ohne 

Ca2+/Mg2+) gewaschen. Die Fixierung der Zellen erfolgte beim Nachweis von KGA/GS 

mit Paraformaldehyd (4 %) bzw. beim Nachweis der KGA/ANT mit eiskaltem Methanol 

(-20 °C) für fünf Minuten bei Raumtemperatur, gefolgt von erneutem zweimaligem Wa-

schen mit kaltem PBS (ohne Ca2+/Mg2+). Es folgte zum Blockieren die Inkubation mit 

PBS (ohne Ca2+ /Mg2+) mit 5 % BSA und 0,1 % Triton X-100 für 30 Minuten bei Raum-

temperatur. Daraufhin wurden die fixierten Zellen zunächst für zwei Stunden mit dem 

Primärantikörper bei Raumtemperatur inkubiert (KGA: 1:200; GS: 1:150; ANT: 1:100). 

Dabei diente die PBS-Lösung (ohne Mg2+/Ca2+) mit 5 % BSA als Inkubationsmedium. 

Es folgte nach dreimaligem Waschen mit PBS die Zugabe des Sekundärantikörpers 

bzw. von Hoechst 34580 (Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland; 1:5000) für eine Stunde 

bei Raumtemperatur. Der Sekundärantikörper (1:200; Inkubationsmedium: PBS mit  

5 % BSA; Anti-mouse oder Anti-rabbit) war bei den KGA/GS-Färbungen zum Nach-

weis der KGA mit Alexa Fluor 647 und zum Nachweis der GS mit Alexa Fluor 488 bzw. 

in den KGA/ANT-Färbungen zum Nachweis der KGA mit dem Fluoreszenzfarbstoff 

Cy3 (goat-Anti-rabbit) und für den ANT-Nachweis mit FITC (goat-Anti-mouse) gekop-

pelt. Es folgten drei weitere Waschvorgänge mit PBS (ohne Ca2+ /Mg2+) sowie im An-

schluss eine Überdeckung der Zellen mit PBS für die Mikroskopie. Die Kofärbung von 

KGA und GS wurde mit dem LSM880 und die Kofärbung von KGA und ANT wurde mit 

dem CellObserver Z1 (beide ZEISS, Oberkochen, Deutschland) aufgenommen.  

Die Färbungen und die Fluoreszenzmikroskopie wurden in Zusammenarbeit mit Mi-

chaela Fastrich und Alina Schrimpf durchgeführt.  
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2.2.6 Western-Blot-Analysen 

Die Western-Blot-Analyse ist eine Methode, mit der Proteine qualitativ und semiquan-

titativ analysiert werden können. Ähnlich der Immunfluoreszenz wird zum Nachweis 

eines Proteins ein Antikörper genutzt, der gegen ein spezifisches Epitop des zu unter-

suchenden Proteins gerichtet ist. Die Proteine werden einheitlich positiv geladen und 

in einem Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamid-Gel (sodium dodecyl sulfate polyac-

rylamide (PAA) gel electrophoresis, kurz: SDS-PAGE) entsprechend ihrem Molekular-

gewicht aufgetrennt. Das Polyacrylamid bildet ein Gitternetz, dessen Porengröße ab-

hängig ist von der PAA-Konzentration. Hierüber wird die Migrationsgeschwindigkeit 

der unterschiedlich großen Proteine beeinflusst.  

Im nachfolgenden als „Blotten“ bezeichneten Schritt folgt dann der Transfer der im Gel 

aufgetrennten Proteine entlang eines elektrischen Feldes auf eine Nitrozellulose-

Membran. Zur Markierung des zu untersuchenden Proteins wird die Membran nach-

folgend mit einer den Primärantikörper enthaltenden Lösung inkubiert. Das durch den 

Primärantikörper auf der Membran markierte Protein wird dann durch einen gegen die-

sen gerichteten und mit Meerrettich-Peroxidase konjugierten Sekundärantikörper mar-

kiert. Die Meerrettich-Peroxidase katalysiert eine Chemilumineszenz-Reaktion, bei der 

das emittierte Licht proportional ist zum Expressionsniveau des detektierten Proteins. 

Das Licht wird nachfolgend digital mit einer CCD-Kamera gesammelt und hieraus ein 

Bild erstellt. Mit Hilfe eines Molekulargewichtmarkers ist eine Größenabschätzung des 

Proteins möglich (Towbin et al. 1979). 

Die Proteine wurden aus Rattenastrozyten gewonnen, welche auf 60- bzw. 100-mm-

Schalen kultiviert wurden. Unter Zuhilfenahme eines Zellschabers wurden die mit 300 

µl Proteinlysierungspuffer (10 mmol/l Tris/HCl Puffer (pH 7,4); 1 % Triton X-100; 

150 mmol/l NaCl; 1 mmol/l EDTA; 1 mmol/l EGTA; 20 mmol/l NaF; 0,2 mmol/l Phenyl-

methylsulfonylfluorid und 0,5 % Nonidet-P-40) inkubierten Astrozyten von der Schale 

abgelöst. Nachfolgend wurde die Zellsuspension dreimalig für jeweils zehn Sekunden 

mit einem Ultraschallstab zum weiteren Aufschluss der Zellen und Zellfragmente be-

handelt. Zwischen den einzelnen Ultraschallbehandlungen wurden die Proben auf Eis 

gelagert. Die Lysate wurden nachfolgend für zehn Minuten bei 20000 x g und 4 °C 

zentrifugiert, um unlösliche Bestandteile abzutrennen. Das Pellet wurde verworfen und 

der Überstand weiter verwertet. 



Material und Methoden 

33 

Die Bestimmung der Proteinkonzentration in den gewonnenen Proben erfolgte mit dem 

Bradford-Assay (BIO-RAD München, Deutschland). Jede Probe wurde im Triplikat ge-

messen. Es wurden jeweils 995 µl des 1:5 in Aqua bidest vorverdünnten Bradfordpro-

teinassays (BioRad, München, Deutschland) in eine Küvette pipettiert und die Probe 

im Verhältnis 1:200 (5 µl auf 995 µl) verdünnt. Nach gründlicher Durchmischung er-

folgte dann mit Hilfe eines Spektrophotometers (Ultrospec 2100, Amersham 

Biosciences, Freiburg, Deutschland) die Messung der Absorption bei einer Wellen-

länge von 595 nm. Aus den Absorptionswerten wurde die relative Proteinkonzentration 

mit Hilfe einer Standardgeraden ermittelt. Für die Western-Blot-Analyse wurden glei-

che Proteinmengen aller zu untersuchenden Proben in SDS-Auftragspuffer (220 

mmol/l Tris/HCl (pH 8,8); 22,5 mmol/l EDTA; 9 % SDS; 40 % Glycerin; 0,125 % 

Bromphenolblau; 200 mmol/l DTT) aufgenommen und das Gemisch drei Minuten im 

Thermoblock bei 95 °C inkubiert. 

Tabelle 2 zeigt die Zusammensetzung der in der Arbeit verwendeten Elektrophorese-

gele. Dazu wurden für die Western-Blots zum Nachweis der HO1 Trenngele mit einem 

Polyacrylamid-Anteil von 12 % und für alle anderen Proteine Trenngele mit einem Po-

lyacrylamidanteil von 10 % verwendet. Das Einlaufen in das Gel, in dem die jeweiligen 

Proben gesammelt wurden, erfolgte im sog. „Sammelgel“.  

Inhaltsstoffe Trenngel Sammelgel  

4% 10 % 12 % 

Aqua bidest 5,9 ml 4,9 ml 3,4 ml 

30 % PAA 5,0 ml 6,0 ml 0,83 ml 

1,5 mol/l Tris-Puffer (pH 8,8) 3,8 ml 3,8 ml - 

1,0 mol/l Tris-Puffer (pH 6,8) - - 0,63 ml 

10 % SDS 0,15 ml 0,15 ml 0,05 ml 

10 % APS 0,15 ml 0,15 ml 0,05 ml 

TEMED 0,006 ml 0,006 ml 0,005 ml 

Tabelle 2: Zusammensetzung der Elektrophoresegele. 

 

Nach Herstellung der für die Gele benötigten Lösungen wurde zunächst das Trenngel 

zwischen zwei Glasplatten (Biometra, Göttingen, Deutschland) gegossen und dessen 
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Oberfläche durch Zugabe von 300 µl Isopropanol geglättet. Danach folgte das Einfül-

len des Sammelgels, welches mit Hilfe eines Kunststoffkammes Aussparungen zur 

Befüllung der jeweiligen Proben enthielt. Die Platten wurden dann mit Klammern in 

einer Elektrophoresekammer befestigt, die Gelelektrophoresepuffer (17,3 mmol/l SDS; 

125 mmol/l Tris; 1,25 mmol/l Glycin) enthielt. 

Die wie oben beschrieben vorbereiteten Proben sowie ein Molekulargewichtsmarker 

(Dual Color Protein Standard, Bio-Rad Laboratories, München, Deutschland) wurden 

mit einer Hamilton-Spritze in die Geltaschen gefüllt. Anschließend wurde eine elektri-

sche Spannung von 90 (kleines Gel) bzw. 120 Volt (mittleres Gel) eingestellt. Nach 

vollständigem Übertritt der Proteine in das Sammelgel wurde die Spannung zur weite-

ren Auftrennung im Trenngel auf 110 Volt (kleines Gel) bzw. auf 160 Volt (mittleres 

Gel) erhöht, bis die Proteine den unteren Rand des Gels erreicht haben. 

Es folgte der Transfer der im Polyacrylamidgel nach Größe aufgetrennten Proteine 

nach dem Semi-Dry-Blotting-Prinzip (Towbin et al. 1992) auf eine Nitrozellulosememb-

ran (Nitrozellulose Transfer Membran Protran®, Whatman GmbH, Dassel, Deutsch-

land). Zu diesem Zweck kam eine Elektroblottingkammer (Biometra GmbH, Göttingen, 

Deutschland) zum Einsatz, deren untere Platte der Anode und deren obere Platte der 

Kathode entsprechen. Zwischen den beiden Polen wurden zunächst sechs Lagen in 

Blottingpuffer (39 mmol/l Glycin; 48 mmol/l Tris/HCl; 0,03 % SDS; 20 % Methanol) 

getränktes Filterpapier (Whatman GmbH, Dassel, Deutschland) und die Nitrozellulo-

semembran gelegt, die zuerst in Aqua bidest aktiviert und anschließend für wenige 

Sekunden in Blottingpuffer eingelegt wurde. Darauf wurden das PAA-Gel sowie wei-

tere sechs Schichten des in Blottingpuffer eingelegten Filterpapiers platziert. Der Pro-

teintransfer erfolgte bei einer Stromstärke von I=0,8 mA/cm² und dauerte zwei Stun-

den. Zur Überprüfung der Übertragung der Proteine auf die Membran wurde diese mit 

dem Ponceau-S-Reagenz (Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen, Deutschland) 

angefärbt. 

Die Nitrozellulosemembran wurde nach dem Blotting-Vorgang in TBS-T  

(Tris 20 mmol/l; pH7,5; NaCl 150 mmol/l; 0,1 % Tween-20), welches 10 % bovines 

Serumalbumin (BSA) enthielt, zur Absättigung von freien proteinbindenden Bereichen 

auf der Membran inkubiert. Am Ende der Inkubationszeit von 30 Minuten wurde mit 

Hilfe eines Schüttlers bzw. Rollers die Membran über Nacht mit der Primärantikörper-
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Lösung in der Kühlkammer inkubiert. Diese setzte sich aus einer TBS-T-Lösung mit 

10 % BSA und dem jeweiligen Antikörper (für die jeweilige Konzentration: siehe 2.1.1) 

zusammen. Im Anschluss wurde die Membran sechsmal für zehn Minuten mit TBS-T 

gewaschen und dann für zwei Stunden mit einer TBS-T-Lösung mit 10% BSA und dem 

Meerrettich-Peroxidase-gekoppelten Sekundärantikörper (siehe 2.1.2) inkubiert. Nach 

einem weiteren Waschvorgang von 60 Minuten zur Entfernung des überschüssigen 

Sekundärantikörpers erfolgte die Detektion der Proteine. Dabei wurde die Lichtemis-

sion, die durch die Peroxidase vermittelt wird, digital unter Verwendung des Western 

Lightning Plus ECLTM Kits (Waltham, USA) an der Kodak Digital Image Station 

4000MM (Eastman Kodak Co., Rochester, USA) oder dem ChemiDoc MP (BioRad 

Laboratories) erfasst. Nach der Detektion wurde überprüft, ob auf dem Gel gleiche 

Proteinmengen in den einzelnen Proben aufgetragen bzw. geblottet wurden. Hierfür 

folgte eine 30-minütige Inkubation mit einem gegen die Glycerinaldehyd-3-phosphat-

Dehydrogenase (GAPDH) gerichteten, monoklonalen Antikörper, der in 10 % BSA in 

TBS-T in einer Konzentration von 1:5000 verdünnt wurde. Nach einem Waschvorgang 

von 30 Minuten in TBS-T erfolgte die Inkubation der Nitrozellulosemembran mit einem 

gegen Maus-Immunglobuline gerichteten und HRPOD-gekoppelten Sekundärantikör-

per. Die Chemilumineszenz wurde wie oben beschrieben detektiert.  

Die Intensitäten der detektierten Banden wurden mit Hilfe der Kodak MI Software 

(v.4.0.3) (Eastman Kodak Co., Rochester, USA) bzw. der Image Lab Software (Bio-

Rad Laboratories) quantifiziert. 

Die Western-Blot-Analysen von GS, HO1 und GRP78 nach KGA-Knockdown sowie 

von KGA nach GFAT1- und 2-Knockdown wurden mit Unterstützung von Frau Dr. Ayse 

Karababa durchgeführt. 

2.2.7 Quantifizierung der KGA-mRNA mittels Real-Time-PCR  

Mit Hilfe der Polymerase-Kettenreaktion (PCR) können in der Zelle vorhandene RNA-

Spezies quantifiziert werden (Saiki et al. 1992). Die Besonderheit der „Real-Time“-

PCR (rt-PCR) liegt darin, dass nach jedem Vervielfältigungsschritt die gebildete DNA-

Menge gemessen wird und keine Endpunktmessung nach Abschluss aller Amplifikati-

onen erfolgt. Hierdurch wird es möglich zu bestimmen, in welchem Zyklus eine lineare 

Amplifikation der DNA erfolgt. Dies ist Voraussetzung dafür, dass mRNA-Spiegel 
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quantifiziert und die Expressionsniveaus in unterschiedlichen Proben miteinander ver-

glichen werden können. 

In der vorliegenden Arbeit wurde die KGA-mRNA-Expression in mit NH4Cl für  

24, 48 und 72 Stunden inkubierten kultivierten Rattenastrozyten mit der mRNA-Ex-

pression in jeweilig unbehandelten Astrozyten verglichen. Am Ende der Inkubations-

zeit wurden die kultivierten Rattenastrozyten zweimal mit PBS (ohne Ca2+ und Mg2+) 

gewaschen und nach Zugabe von 300 µl einer Lösung aus 5 ml RLT-Puffer und 50 µl 

ß-Mercaptoethanol mit Hilfe eines Zellschabers vom Kulturgefäß gelöst und lysiert. Im 

Anschluss erfolgte die Isolation der Gesamt-RNA nach Vorgaben des RNeasy-Mini-

Kits (Qiagen, Hilden, Deutschland). Die Bestimmung der mRNA-Menge erfolgte mittels 

Nanodrop durch Messung der Absorption bei λ=260 nm. Der Reinheitsgrad der RNA 

wurde erfasst durch Bildung des Quotienten aus der Absorption bei 260 nm und der 

bei 280 nm (als Maß für Verunreinigungen). Es folgte die cDNA-Synthese. Dazu wurde 

aus je 1 µg RNA cDNA mit Hilfe des First Strand cDNA-Synthesis-Kits (Qiagen, Hilden, 

Deutschland) hergestellt. 

Nach Zusammenführen aller für den Ablauf der PCR-Reaktion benötigten Komponen-

ten (siehe Tabelle 3) in einer 96-Wellplatte (Applied Biosystems, Carlsbad, Kalifornien) 

und Verschluss der Platte mit einer Folie folgte die Durchführung der PCR am Real-

time-Cycler ABI 7500 (Applied Biosystems, Carlsbad, Kalifornien). Dabei wurden die 

Proben zunächst für zwei Minuten bei 50 °C und im Anschluss für zehn Minuten bei 

95 °C denaturiert. Es folgte das Annealing (95 °C, 15 Sekunden) und die Elongation 

(60 °C, 60 Sekunden). Insgesamt wurden 40 Amplifikationszyklen durchgeführt. 

 

Bestandteil Menge pro Well  

cDNA (10 ng/µl) 

Forward Primer (10 pmol/µl) 

Reverse Primer 

Nuklease-freies Wasser 

SYBR Green 

1,2 µl 

1,0 µl 

1,0 µl 

9,3 µl 

12,5 µl 

Gesamtmenge pro Well 25 µl  

Tabelle 3: Zusammensetzung der PCR-Reaktionslösung. 
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Zur Quantifizierung der gebildeten DNA-Menge wurde in jedem Durchgang der PCR 

die Fluoreszenz des Fluoreszenzfarbstoffs SYBR Green detektiert, welcher nach Bin-

dung an die doppelsträngige DNA nach Anregung durch Licht der Wellenlänge 494 nm 

blaues Licht absorbiert und bei einer Wellenlänge von 521 nm grünes Licht emittiert 

(Livak et al. 1995). 

Zur Bestimmung der Spezifität der durchgeführten PCR wurden die Schmelzkurven 

der gebildeten Amplifikate analysiert: Dabei werden die neu gebildeten DNA-Doppel-

stränge durch Erhitzen dissoziiert. Dies geht mit charakteristischen Veränderungen der 

Fluoreszenz einher, die Rückschlüsse darüber erlauben, ob während der Amplifikation 

ein oder mehrere Produkte gebildet wurden. Expressionsänderungen wurden nachfol-

gend mit Hilfe der Delta-Delta-Ct-Methode bestimmt (Livak und Schmittgen 2001). Die 

Genexpressionsniveaus wurden für jede Probe und jedes Gen doppelt gemessen. Die 

berechneten Mittelwerte der Zyklusanzahl für die Zielamplifikation wurden vom Mittel-

wert der Zyklusanzahl des Housekeeping-Gens (Hypoxanthin-Ribosyl-Transferase 1, 

HPRT1) für die jeweilige Probe abgezogen und mit zwei potenziert. Die Genexpressi-

onsunterschiede nach experimenteller Behandlung wurden relativ zur jeweiligen Kon-

trolle angegeben. 

Die Messung der KGA-mRNA erfolgte mit Unterstützung von Frau Dr. Ayse Karababa. 

2.2.8 Knockdown der kidney-type Glutaminase und der Glutamin-Fruktose-6-
Phosphat-Aminotransferasen 1 und 2 mittels siRNA 

Mithilfe der RNA-Interferenz können Zellen die Expression von mRNA-Spezies herun-

terregulieren (Fire et al. 1998). Dabei wird zum Zielgen komplementäre Doppelstrang-

RNA (dsRNA) durch eine RNase III (auch Dicer genannt) in kleine siRNA-Fragmente 

mit einer Länge von 21-23 Basenpaaren sowie zwei 3'-Nukleotidenden zerschnitten. 

Die Fragmente werden von einem Proteinkomplex namens RISC (RNA-induced silen-

cing complex) aufgenommen und durch Argonaut 2 entwunden. Der hierdurch akti-

vierte RISC-Proteinkomplex bindet über die siRNA an komplementäre Ziel-mRNA, die 

in der Folge gespalten wird (Sliva und Schnierle 2010; Elbashir et al. 2001).  

Für den siRNA-vermittelten Knockdown von Proteinen wurden Astrozyten auf  

60- oder 100-mm-Schalen kultiviert und für 24 Stunden entweder mit einer Kontroll-

siRNA oder mit einer gegen die KGA bzw. gegen die Glutamin-Fruktose-6-Phosphat-
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Aminotransferasen-1 und -2 (GFAT)-gerichteten siRNA inkubiert. Anschließend wur-

den die Zellen mit DMEM ohne FBS dreimalig mit jeweils 2 ml (60 mm Schale) bzw.  

5 ml (100 mm Schale) gewaschen, bevor sie wie an den entsprechenden Stellen be-

schrieben entweder mit NH4Cl inkubiert wurden, oder unbehandelt blieben (Kontrolle). 

Im Anschluss wurden Western-Blot-Analysen durchgeführt, um den Einfluss der expe-

rimentellen Behandlungen auf die Proteinkonzentrationen von KGA, GS, HO1 oder 

GRP78 zu messen.  

2.2.9 Messung der Proliferation kultivierter Rattenastrozyten 

Mit der im Jahr 1985 von Richards et al. beschriebenen fluorimetrischen Bestimmung 

der DNA-Menge kann das Zellwachstum und die Vermehrung von Zellen gemessen 

werden. In den vorliegenden Experimenten wurde die DNA mit Hoechst34580 (Bis-

benzimidazol) angefärbt und die Fluoreszenz von an Chromatin gebundenem Hoechst 

fluorimetrisch mittels dem Fluoroskan Ascent™ FL (Thermo Fisher Scientific, Langen-

selbold, Deutschland) quantifiziert (Richards et al. 1985; Rago et al. 1990). Dabei ist 

die Hoechst34580 Fluoreszenzintensität proportional zur Anzahl der Zellen/Zellkerne. 

Zur Messung der Proliferation wurden auf 100 mm-Schalen wachsende Astrozyten 

verwendet. Nach Entfernung des DMEM ohne FBS wurden die Zellen mit Ca2+ und 

Mg2+-haltigem PBS gewaschen und anschließend mit 5 ml Trypsinlösung für 5 Minuten 

bei 37 °C inkubiert. Durch Abklopfen folgte anschließend die endgültige Ablösung der 

Zellen, die in 45 ml FBS-haltigem Medium aufgenommen wurden. Je 1 ml dieser Zell-

suspension wurde jeweils in jede Vertiefung einer 24-Well-Platte gefüllt. 

Nach sechs Stunden Inkubation im Brutschrank erfolgte der Austausch des FBS-hal-

tigen gegen FBS-freies DMEM. Daraufhin folgte nach weiteren 30 Minuten Inkubation 

der Platten bei 37 °C die Behandlung der Zellen mit NH4Cl und KGA- bzw. Kontroll-

siRNA. Am Ende der Inkubationszeit wurde das Medium abgesaugt und die Zellen mit 

einer 4%-igen Paraformaldehydlösung (PFA) fixiert (5 Minuten bei Raumtemperatur). 

Das überschüssige PFA wurde durch dreimaliges Waschen mit Ca2+- und Mg2+-halti-

gem PBS entfernt und die Zellen mit Hoechst34580 (1:5000 in DMEM, 15 Minuten bei 

37 °C) inkubiert. Zwei Wells pro Platte wurden nicht mit Hoechst gefärbt und für die 

Ermittlung der Hintergrundfluoreszenz verwendet, die von den jeweiligen mit Hoechst 

inkubierten Wells abgezogen wurde. Es folgte die Messung der Fluoreszenz (Exzita-
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tion: 380 nm, Emission: 460 nm) am Fluoroskan Ascent™ FL (Thermo Fisher Scienti-

fic, Langenselbold, Deutschland). Für die Auswertung wurden die Fluoreszenzintensi-

tätswerte für jede experimentelle Bedingung gemittelt. Die Messungen wurden mit drei 

unabhängigen Präparationen durchgeführt und aus den jeweiligen relativen Unter-

schieden in der jeweiligen Präparation ein Mittelwert gebildet. Die Proliferationsmes-

sungen wurden mit Unterstützung von Frau Dr. Ayse Karababa durchgeführt. 

2.2.10 Statistische Analyse 

Für die statistische Auswertung wurden mindestens drei unabhängige Experimente 

durchgeführt. Unabhängig bedeutet dabei, dass die für die Experimente verwendeten 

kultivierten Rattenastrozyten aus unterschiedlichen Präparationen und damit aus un-

terschiedlichen Tieren stammten. Untersuchungen an post mortem Hirngewebe wur-

den an mindesten drei unterschiedlichen Tieren durchgeführt. Die Anzahl der den ge-

zeigten Daten zugrundeliegenden unabhängigen Experimente bzw. Untersuchungen 

ist in den jeweiligen Legenden der Abbildungen bzw. Tabellen angegeben.  

Statistisch bedeutsame Unterschiede wurden in Abhängigkeit der Anzahl der zu ver-

gleichenden Gruppen durchgeführt. Wurden zwei Gruppen miteinander verglichen, so 

wurde ein zweiseitiger gepaarter t-Test nach Student durchgeführt. Dabei wurde mit 

dem Shapiro-Wilk Test hinsichtlich einer Normalverteilung der Residuen geprüft. Die-

ser Test eignet sich insbesondere für die Testung auf das Vorliegen einer Normalver-

teilung bei kleineren Stichproben. 

Da mit der Anzahl der durchgeführten Tests auch die Wahrscheinlichkeit ansteigt, 

falsch signifikante Tests zu erhalten, muss eine Fehlerkorrektur vorgenommen wer-

den, wenn eine Gruppe mit mehr als nur einer weiteren Gruppe verglichen wird. Um 

dieser sog. Alphafehler-Akkumulierung entgegenzuwirken, wurden in der vorliegenden 

Arbeit mehr als zwei Gruppen mittels einfaktorieller Varianzanalyse (one-way ANOVA: 

analysis of variance) mit Messwiederholung gefolgt von einem Dunnett´s bzw. Tukey´s 

post hoc Test miteinander verglichen. 

Bei den statistischen Analysen wurde das Signifikanzniveau auf 0,05 gesetzt und da-

mit ein p-Wert <0,05 als statistisch signifikant gewertet. Der für die Berechnung der 

Signifikanzen verwendete statistische Test ist in den jeweiligen Legenden der Abbil-

dungen bzw. Tabellen angegeben. 
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Die statistischen Analysen und Präsentation der Ergebnisse wurden mit den Program-

men Excel (Microsoft, München, Deutschland) und GraphPad Prism (GraphPad Soft-

ware, Kalifornien, USA) durchgeführt. Messwerte in Tabellen oder Diagrammen sind 

als Mittelwerte ± Standardfehler des Mittelwerts (SEM; standard error of the mean) 

angegeben. 

  



Ergebnisse 

41 

3 Ergebnisse 
In der vorliegenden Arbeit wurde untersucht, ob Rattenastrozyten die kidney-type Glu-

taminase exprimieren und ob deren mRNA- und Proteinspiegel durch Ammoniumchlo-

rid beeinflusst werden. Dazu wurden Western-Blot- und Immunfluoreszenz- sowie Re-

altime-PCR-Analysen durchgeführt. Außerdem wurden die Effekte einer durch spezifi-

sche siRNA vermittelten Herunterregulation des KGA-Proteins im Hinblick auf die 

durch Ammoniak induzierten Expressionsänderungen von oxidativ/ nitrosativem- und 

endoplasmatisch-retikulärem Stress und mit Seneszenz-assoziierten Genen unter-

sucht.  

3.1 Expression der kidney-type Glutaminase in unbehandelten kul-
tivierten Rattenastrozyten 

Um zu überprüfen, ob die KGA in kultivierten Rattenastrozyten exprimiert wird, wurden 

Immunfluoreszenz- und Fluoreszenzmikroskopieanalysen durchgeführt. Als Astrozy-

ten-spezifischer Marker wurde die Glutaminsynthetase (GS) angefärbt. 

Abbildung 7 zeigt eine ausgeprägte KGA-Immunfluoreszenz in GS-positiven kultivier-

ten Rattenastrozyten. Vergleicht man die Stärke der roten (KGA) bzw. grünen (GS) 

Fluoreszenz zwischen den individuellen Astrozyten, wird deutlich, dass sowohl die 

KGA- als auch die GS-Immunoreaktivität unterschiedlich stark ist. 

Dies zeigt, dass sowohl die GS-, als auch KGA-Proteinkonzentration in den individu-

ellen Astrozyten nicht uniform sind. Dabei war in diesen Untersuchungen kein Zusam-

menhang zwischen den individuellen Proteinspiegeln der GS und KGA erkennbar. 

  



Ergebnisse 

42 

 

Abb. 7: Expression der kidney-type Glutaminase in unbehandelten kultivierten Rattenastrozyten. 
Die kidney-type Glutaminase (KGA) und Glutaminsynthetase (GS) wurden mit Hilfe spezifisch gegen 
sie gerichteter Antikörper mittels Immunfluoreszenzanalyse in unbehandelten kultivierten 
Rattenastrozyten nachgewiesen. Die Sekundärantikörper wurden zum Nachweis der KGA mit Alexa 
Fluor 647 (Anti-mouse) und zum Nachweis der GS mit Alexa Fluor 488 (Anti-rabbit) markiert. Die 
Zellkerne wurden mit Hoechst 34580 markiert. Es ist ein repräsentatives Bild von Astrozyten aus einer 
von drei unabhängigen Präparationen gezeigt (N=3). Mikroskop: LSM880, Objektiv: Plan-Apochromat 
63x/1.4 Oil DIC M27. 
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3.2 Nachweis der kidney-type Glutaminase im zerebralen Kortex der 
Ratte 

Um zu überprüfen, ob die KGA auch im Rattenhirn in Astrozyten vorkommt, wurden 

Immunfluoreszenz- und konfokale Laserscanning-Mikroskopieanalysen an Rattenhirn-

schnitten durchgeführt. Die Astrozyten wurden dabei durch die Anfärbung der GS 

nachgewiesen. 

 

Abb. 8: Immunfluoreszenzanalyse von KGA- und GS-Protein im Rattenhirn in situ. KGA und GS 
wurden mit Hilfe spezifischer gegen sie gerichteter Antikörper und Immunfluoreszenzanalyse in fixierten 
Rattenhirnschnitten nachgewiesen. Es wurden mit CY3 bzw. FITC gekoppelte Antikörper verwendet, 
um die Primärantikörper fluoreszenzmikroskopisch detektieren zu können. Zellkerne wurden mit 
Hoechst 34580 markiert. Unten: Elektronische Vergrößerungen der in den oberen Bildern markierten 
Bereiche. Dargestellt ist ein repräsentatives Bild, das an einem von drei Gehirnen aufgenommen wurde 
(N=3). Mikroskop: LSM510meta (konfokale Laserscanning-Mikroskopie). Objektiv: C-Apochromat 40x/ 
1,2 W Korr.  

 

Abbildung 8 zeigt eine ausgeprägte anti-KGA-Immunoreaktivität in neuronalen So-

mata im zerebralen Kortex der Ratte, die nicht mit der GS kolokalisiert. Des Weiteren 

ist eine zwar geringere, aber deutlich erkennbare anti-KGA-Immunoreaktivität in GS-



Ergebnisse 

44 

positiven Astrozyten in der Vergrößerung des durch einen Kasten in Abbildung 8 mar-

kierten Areals erkennbar. Eine Anti-KGA-Immunoreaktivität war nicht beschränkt auf 

den im unteren Bildabschnitt der Abbildung 8 vergrößerten Astrozyten, sondern in 

allen Astrozytensomata erkennbar. 

3.3 Zeitabhängigkeit der durch NH4Cl-vermittelten Steigerung der 
kidney-type Glutaminase-Proteinkonzentration in kultivierten 
Rattenastrozyten 

Die Zeitabhängigkeit der durch NH4Cl vermittelten Steigerung der KGA-Proteinexpres-

sion wurde an kultivierten Rattenastrozyten untersucht, die für 24, 48 und 72 Stunden 

mit NH4Cl (5 mmol/l) inkubiert wurden. Nachfolgend wurde die KGA-Proteinkonzen- 

tration mittels Western-Blot-Analyse und densitometrischer Auswertung semiquantita-

tiv bestimmt. 

Wie in der Abbildung 9 erkennbar ist, steigerte NH4Cl die KGA-Proteinexpression be-

reits nach einer Inkubationszeit von 24 Stunden. Nach Inkubation der Astrozyten mit 

NH4Cl für 48 Stunden waren die KGA-Proteinspiegel tendenziell höher als nach 24 

Stunden und vergleichbar mit dem Niveau, welches nach 72 Stunden beobachtet 

wurde. Gegenüber den unbehandelten Kontrollen war die KGA-Proteinkonzentration 

in den mit NH4Cl-behandelten Astrozyten zu jedem Zeitpunkt signifikant erhöht. 
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Abb. 9: Zeitabhängige Wirkungen von NH4Cl auf die KGA-Proteinexpression in kultivierten 
Rattenastrozyten. Mittels Western-Blot-Analysen wurde die KGA-Proteinexpression in unbehandelten 
und mit NH4Cl (5 mmol/l) für jeweils 24, 48 und 72 Stunden inkubierten kultivierten Rattenastrozyten 
untersucht. Die Proteinspiegel wurden mittels Densitometrie semiquantitativ bestimmt. A: Western-Blot-
Analyse. B: Densitometrische Auswertung der KGA-Immunoreaktivität. Dabei wurde die KGA-
Proteinkonzentration jeder Probe auf die der GAPDH, die als Beladungskontrolle diente, normiert. Die 
KGA-Proteinspiegel, die in den mit NH4Cl behandelten Astrozyten gefunden wurden, sind relativ zu 
denen der jeweiligen Kontrolle angegeben. Proteinlysat aus der Rattenniere wurde als Positivkontrolle 
für die Detektion der kidney-type Glutaminase mit dem verwendeten Antikörper verwendet. Die 
statistische Analyse der Daten erfolgte für jeden Zeitpunkt separat mittels zweiseitigem gepaarten t-
Test nach Student (N=6). * statistisch signifikant unterschiedlich gegenüber der jeweiligen 
unbehandelten Kontrolle. 
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3.4 Konzentrationsabhängigkeit der durch NH4Cl-vermittelten Stei-
gerung der kidney-type Glutaminase-Proteinexpression in kulti-
vierten Rattenastrozyten 

Die Abhängigkeit der Steigerung der KGA-Proteinexpression von der Ammoniakkon-

zentration wurde an kultivierten Rattenastrozyten untersucht, die für 72 Stunden mit 

0,1, 0,5, 1,0, 2,5 und 5 mmol/l NH4Cl inkubiert wurden. Die Kontrollen blieben unbe-

handelt. Die KGA-Proteinkonzentration wurde mittels Western-Blot-Analyse und den-

sitometrischer Auswertung semiquantitativ bestimmt (siehe Abb. 10 und Tabelle 4).  

Obwohl ein Trend zu einer Steigerung der KGA-Proteinexpression in den mit NH4Cl 

inkubierten Astrozyten gegenüber den unbehandelten Kontrollen erkennbar war, wa-

ren diese Unterschiede bei einer Anzahl von sieben unabhängigen Experimenten für 

die Konzentrationen 0,1 bis 2,5 mmol/l bei dieser N-Zahl nicht statistisch signifikant 

unterschiedlich. Die fehlende statistische Signifikanz ist mit einer hohen Varianz der 

Ergebnisse verbunden.  

Demgegenüber war unter Verwendung von 5 mmol/l bei N=16 unabhängigen Experi-

menten die durch NH4Cl-vermittelte Hochregulation der KGA statistisch signifikant un-

terschiedlich gegenüber den Kontrollen. 

 

Abb. 10: Konzentrationsabhängige Wirkung von NH4Cl auf die KGA-Proteinexpression in 
kultivierten Rattenastrozyten. Mittels Western-Blot-Analysen wurde die KGA-Proteinkonzentration in 
kultivierten Rattenastrozyten untersucht, die unbehandelt blieben oder für 72 Stunden mit NH4Cl in einer 
Konzentration von 0,1, 0,5, 1,0, 2,5 oder 5,0 mmol/l behandelt wurden. 
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Kontrolle 
NH4Cl 

0,1 mmol/l 
NH4Cl 

0,5 mmol/l 
NH4Cl 

1,0 mmol/l 
NH4Cl 

2,5 mmol/l 
NH4Cl 

5,0 mmol/l 

1,0 1,2±0,1 n.s. 1,3±0,2 n.s. 1,5±0,3 n.s. 1,8±0,3 n.s. 2,1±0,4 * 

Tabelle 4: Densitometrische Quantifizierung der Western-Blot-Analysen zur 
Konzentrationsabhängigkeit der durch NH4Cl-vermittelten Steigerung der kidney-type 
Glutaminase-Proteinexpression in kultivierten Rattenastrozyten. Die Proteinexpression wurde 
mittels Densitometrie semiquantitativ bestimmt. Dabei wurden die KGA-Proteinspiegel jeder Probe auf 
die der jeweiligen GAPDH, die als Beladungskontrolle diente, normiert. Die KGA-
Proteinkonzentrationen, die in den mit NH4Cl-behandelten Astrozyten gefunden wurden, sind relativ zu 
denen der jeweiligen Kontrolle angegeben. Die statistische Analyse der Daten erfolgte mittels One-way 
analysis of variance (ANOVA) (N=7). Die dargestellten Werte sind Mittelwerte±SEM. * statistisch 
signifikant unterschiedlich gegenüber der unbehandelten Kontrolle, n.s. statistisch nicht signifikant 
unterschiedlich gegenüber der unbehandelten Kontrolle. 

3.5 Effekte von NH4Cl auf die KGA-mRNA-Konzentration 

Astrozyten wurden für die angegebenen Zeiträume mit NH4Cl inkubiert und die KGA-

mRNA mittels Real-time-PCR quantifiziert. Die Kontrollen blieben jeweils unbehandelt 

für den entsprechenden Zeitraum. Die Ergebnisse dieser Untersuchungen zeigen, 

dass NH4Cl zu keinem der untersuchten Zeitpunkte die KGA-mRNA-Spiegel statistisch 

signifikant veränderte (siehe Tabelle 5). 

Kontrolle 

(24, 48 oder 72 h) 

NH4Cl (5 mmol/l) 

24 h 

NH4Cl (5 mmol/l) 

48 h 

NH4Cl (5 mmol/l) 

72 h 

1,0 2,01±0,95 n.s. 1,29±0,21 n.s. 1,1±0,41 n.s. 

Tabelle 5: Zeitabhängige Effekte von NH4Cl (5 mmol/l) auf die KGA-mRNA-Konzentration. 
Kultivierte Rattenastrozyten wurden für 24, 48 oder 72 Stunden mit NH4Cl (5 mmol/l) inkubiert, oder 
blieben für die gleiche Dauer unbehandelt (Kontrolle). Nach Gewinnung der mRNA wurde die KGA-
mRNA mittels Realtime-PCR quantifiziert. Dabei wurden die KGA-mRNA-Spiegel jeder Probe auf die 
Expression des Housekeeping-Gens HPRT1 normiert. Die KGA-mRNA-Konzentrationen der mit NH4Cl 
behandelten Astrozyten sind relativ zu denen der jeweiligen Kontrolle angegeben. Die statistische 
Analyse der Daten erfolgte mittels zweiseitigem, gepaartem t-Test (N=3). n.s. statistisch nicht signifikant 
unterschiedlich gegenüber der unbehandelten Kontrolle. 
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3.6 Nachweis der KGA und des mitochondrialen Marker-Proteins 
ANT in kultivierten Rattenastrozyten 

Mittels Immunfluoreszenzanalyse und Fluoreszenzmikroskopie wurde untersucht, ob 

die KGA in Mitochondrien kultivierter Rattenastrozyten exprimiert wird. 

Hierfür wurden die KGA und die Mitochondrien durch Anfärbung des mitochondrialen 

Markerproteins Adenine Nucleotide Translocator (ANT) markiert und die KGA und 

ANT-Immunofluoreszenz mittels Fluoreszenzanalyse mit dem CellObserver Z1 

(ZEISS, Oberkochen, Deutschland) untersucht. 

Wie in Abbildung 11 zu erkennen ist, wurden Mitochondrien mit dem gegen ANT ge-

richteten Antikörper sehr spezifisch angefärbt (grüne Farbe). Es ist deutlich eine Über-

lappung der grünen Fluoreszenz mit der roten, welche die KGA repräsentiert, erkenn-

bar. Diese Überlappung wurde zusätzlich durch das Colocalization-Plugin der FIDJI-

Distribution von ImageJ extrahiert und ist separat in weißer Farbe gezeigt. In den mit 

NH4Cl inkubierten Astrozyten war sowohl die ANT- als auch die KGA-Immunoreaktivi-

tät deutlich höher als in den Kontrollen. 
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Abb. 11: Immunfluoreszenzanalysen von KGA und ANT in kultivierten Rattenastrozyten. 
Kultivierte Rattenastrozyten wurden fixiert und ANT und KGA mittels Immunfluoreszenz wie im Material 
und Methoden-Teil beschrieben nachgewiesen. Die Kolokalisation der ANT- und KGA-
Immunfluoreszenz wurde mit dem Programm ImageJ (NIH, Wayne Rasband) unter Verwendung des 
Colocalization-Plugins von Pierre Bourdoncle extrahiert und dargestellt. Die DNA der Zellkerne wurde 
mit Hoechst34580 angefärbt. Es ist ein repräsentatives Bild gezeigt, das an Astrozyten aus einer von 
vier unabhängigen Präparationen gewonnen wurde. (N=4). Mikroskop: CellObserver Z1 (ZEISS, 
Oberkochen, Deutschland), Objektiv: LD LCI Plan-Apochromat 25x/0.8 Imm Korr DIC M27. 
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Diese Ergebnisse weisen darauf hin, dass die KGA auch in Mitochondrien exprimiert 

wird. Daneben wurde aber auch eine punktuelle rote Fluoreszenz im Zytosol, sowie 

sehr ausgeprägt im Bereich des Zellkerns, welcher durch die blaue Hoechst-Fluores-

zenz repräsentiert wird, gefunden. Die Spezifität der Färbung wurde dadurch überprüft, 

dass in parallel durchgeführten Färbungen die Primärantikörper weggelassen wurden 

und die Zellen nur mit den Sekundärantikörpern und dem Kernfarbstoff Hoechst ange-

färbt wurden (Sek. AK Kontrolle). 

3.7 Reversibilität der durch Ammoniak gesteigerten KGA-Proteinex-
pression in kultivierten Rattenastrozyten 

Um eine mögliche Reversibilität der durch NH4Cl vermittelten Expressionssteigerung 

des KGA-Proteins zu überprüfen, wurden Western-Blot-Analysen an kultivierten Rat-

tenastrozyten durchgeführt. Die Astrozyten wurden hierfür für 48 Stunden mit NH4Cl 

(5 mmol/l) inkubiert und nachfolgend für weitere 24 Stunden in NH4Cl-freiem Zellkul-

turmedium weiter inkubiert („wash-out“). 

Wie in Abbildung 12 gezeigt, ist der durch NH4Cl (5 mmol/l) nach 72 Stunden hervor-

gerufene Anstieg der KGA-Proteinkonzentration gegenüber den unbehandelten Kon-

trollen nicht mehr erkennbar, wenn die Zellen nach 48 Stunden Inkubation mit NH4Cl 

für weitere 24 Stunden in NH4Cl-freiem Medium inkubiert wurden. 
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Abb. 12: Reversibilität der durch NH4Cl gesteigerten KGA-Proteinexpression in kultivierten 
Rattenastrozyten. Kultivierte Rattenastrozyten wurden für 48 Stunden mit NH4Cl (5 mmol/l) behandelt. 
Nachfolgend wurde das Medium entweder auf den Zellen belassen oder durch NH4Cl-freies Medium 
ersetzt. Die KGA-Proteinexpression wurde mittels Western-Blot analysiert (A) und densitometrisch 
quantifiziert (B). Dabei wurden die KGA-Proteinkonzentrationen jeder Probe auf die der GAPDH, die als 
Beladungskontrolle diente, normiert. Die KGA-Proteinspiegel, die in den mit NH4Cl behandelten 
Astrozyten gefunden wurden, sind relativ zu denen der jeweiligen Kontrolle angegeben. Die statistische 
Analyse der Daten erfolgte mittels One-way analysis of variance (ANOVA) (N=3). * statistisch signifikant 
unterschiedlich gegenüber den unbehandelten Kontrollen. n.s. statistisch nicht signifikant 
unterschiedlich gegenüber der unbehandelten Kontrolle. 

3.8 Bedeutung von Glutamin für die durch NH4Cl induzierte Steige-
rung der KGA-Proteinexpression in kultivierten Rattenastrozy-
ten 

Um die Bedeutung der durch NH4Cl-induzierten Glutaminsynthese für die durch NH4Cl 

vermittelte Steigerung der KGA-Proteinkonzentration in kultivierten Rattenastrozyten 



Ergebnisse 

52 

zu untersuchen, wurden Western-Blot-Analysen durchgeführt. Die Astrozyten blieben 

entweder unbehandelt oder wurden jeweils mit den GS-Hemmstoffen MSO und PPT 

für 30 Minuten vorinkubiert. Nachfolgend blieben sie entweder für 72 Stunden unbe-

handelt oder wurden mit NH4Cl (5 mmol/l, 72 h) inkubiert. 

Abbildung 13 zeigt, dass die GS-Hemmstoffe MSO und PPT unter den experimentel-

len Bedingungen bereits in Abwesenheit von NH4Cl die KGA-Proteinspiegel signifikant 

vermindern und die GS-Proteinkonzentration tendenziell, aber nicht signifikant, erhö-

hen. Auch die durch NH4Cl (5 mmol/l, 72 h) herbeigeführte Erhöhung der KGA-Prote-

inexpression unterblieb in Gegenwart der GS-Hemmstoffe MSO und PPT. Des Weite-

ren wird deutlich, dass eine Inkubation mit 5 mmol/l NH4Cl für 72 Stunden unter den 

Bedingungen dieser Untersuchungen keinen signifikanten Effekt auf die GS-Protein-

konzentration hatte. 

Demgegenüber konnte eine Tendenz erhöhter GS-Proteinspiegel in den mit MSO oder 

PPT behandelten Astrozyten gefunden werden. Dieser Unterschied war aber statis-

tisch bei einer N-Zahl von 3 nicht signifikant unterschiedlich gegenüber den unbehan-

delten Astrozyten. 
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Abb. 13: Effekte von Glutaminsynthetasehemmstoffen auf die durch NH4Cl vermittelte 
Steigerung des KGA-Proteins in kultivierten Rattenastrozyten. Die Zellen wurden in An- oder 
Abwesenheit von 3 mmol/l Methioninsulfoximin oder 100 µmol/l Phosphinothricin (30 Minuten 
Vorbehandlung) mit NH4Cl (5 mmol/l, 72 h) inkubiert oder blieben unbehandelt. Die KGA- und die GS-
Proteinkonzentration wurde mittels Western-Blot detektiert (A) und densitometrisch quantifiziert (B, C). 
Dabei wurden die KGA-/GS-Proteinkonzentrationen jeder Probe auf die der GAPDH, die als 
Beladungskontrolle diente, normiert. Die KGA-/GS-Proteinspiegel, die in den mit NH4Cl-behandelten 
Astrozyten gefunden wurden, sind relativ zur Kontrolle angegeben. Die statistische Analyse der Daten 
erfolgte mittels One-way analysis of variance (ANOVA) (N=3, außer beim Nachweis der KGA (B) NH4Cl 
5 mmol 72 h: N=13). # statistisch signifikant unterschiedlich zu mit NH4Cl (5 mmol/l, 72 h) inkubierten 
Astrozyten. * statistisch signifikant unterschiedlich gegenüber unbehandelten Kontrollen. n.s. statistisch 
nicht signifikant unterschiedlich gegenüber der unbehandelten Kontrolle. 
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3.9 Wirkung eines siRNA-vermittelten Knockdowns der KGA auf die 
Proteinexpression von Glutaminsynthetase, Hämoxygenase 1 
und Glucose-regulated-protein 78 

Die durch Ammoniak induzierte Glutaminbildung in den Astrozyten steigert die mRNA- 

und Proteinspiegel der Hämoxygenase 1 (HO1) und des Surrogatmarkers für endop-

lasmatisch-retikulären Stress, Glucose-regulated-protein 78 (GRP78). Zur Überprü-

fung, ob eine KGA-abhängige Glutaminolyse für die Hochregulation der HO1 und von 

GRP78 bedeutsam ist, wurde die KGA mittels siRNA herunterreguliert und die Astro-

zyten wurden nachfolgend mit NH4Cl (5 mmol, 72 h) inkubiert. Wie Abbildung 14 zeigt, 

wurde die KGA-Proteinkonzentration durch die KGA-siRNA tendenziell vermindert und 

der durch NH4Cl herbeigeführte Anstieg des KGA-Proteins ebenfalls signifikant ver-

mindert. Die Inkubation der Astrozyten mit NH4Cl änderte die GS-Proteinspiegel weder 

in den mit Kontroll-siRNA noch in den mit KGA-siRNA behandelten Astrozyten. Gleich-

zeitig unterblieb der in den mit Kontroll-siRNA vorbehandelten Astrozyten gefundene 

signifikante Anstieg der HO1 bzw. von GRP78 nach Inkubation mit NH4Cl in den Pro-

ben, die mit der KGA-siRNA vorbehandelt wurden. Der KGA-Knockdown verminderte 

die Proteinspiegel der HO1 und von GRP78 folglich nicht (Abb. 14).  
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Abb. 14: Effekte eines siRNA-vermittelten Knockdowns der KGA auf die Proteinexpression von 
KGA (A), GS (B), HO1 (C) und GRP78 (D). Astrozyten wurden für 24 Stunden mit gegen die KGA 
gerichteter siRNA und nachfolgend für 72 Stunden mit NH4Cl (5 mmol/l) inkubiert ober blieben 
unbehandelt. Als Kontrolle wurden die Zellen mit inaktiver Kontroll-siRNA inkubiert. Dabei wurde die 
KGA-, GS-, HO1- und GRP78-Proteinkonzentration jeder Probe auf die der GAPDH, die als 
Beladungskontrolle diente, normiert. Die jeweiligen Proteinkonzentrationen, die in den mit NH4Cl-
behandelten Astrozyten gefunden wurden, sind relativ zu denen der jeweiligen Kontrolle angegeben. 
Die statistische Analyse der Daten erfolgte mittels One-way analysis of variance (ANOVA) und Tukey´s 
post hoc Test (N=3). * statistisch signifikant unterschiedlich gegenüber mit Kontroll-siRNA behandelten 
Astrozyten. # statistisch signifikant unterschiedlich gegenüber mit Kontroll-siRNA und NH4Cl inkubierten 
Astrozyten. n.s. statistisch nicht signifikant. 
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3.10 Rolle der Glutamin-Fruktose-6-Phosphat-Aminotransferasen 1 
und 2 für die durch Ammoniak herbeigeführte Steigerung des 
KGA-Proteins 

Um den Einfluss der Glutamin-Fruktose-6-Phosphat-Aminotransferasen (GFAT) 1 und 

2 auf die NH4Cl-vermittelte Steigerung der KGA-Proteinexpression zu untersuchen, 

wurden die Astrozyten mit spezifisch gegen GFAT1 und 2 gerichteter siRNA inkubiert. 

Die Effektivität der Herunterregulation der Proteinspiegel von GFAT1 und 2 durch die 

hier verwendete siRNA wurde bereits in einer früheren Arbeit der Arbeitsgruppe von 

Professor Häussinger gezeigt (Görg et al. 2019). 

 

Abb. 15: Effekte eines GFAT1 und 2 Knockdowns auf die NH4Cl-vermittelte Steigerung der KGA-
Proteinexpression. Kultivierte Rattenastrozyten wurden mit Kontroll-siRNA oder mit gegen GFAT1 und 
2 gerichteter siRNA behandelt und blieben entweder unbehandelt oder wurden für 72 Stunden mit NH4Cl 
inkubiert. A. Western-Blot-Analyse von KGA und GAPDH. B. Densitometrische Quantifizierung der 
KGA-Proteinkonzentration. Dabei wurden die KGA-Proteinkonzentrationen jeder Probe auf die der 
GAPDH, die als Beladungskontrolle diente, normiert. Die jeweiligen Proteinspiegel, die in den mit NH4Cl-
behandelten Astrozyten gefunden wurden, sind relativ zu denen der jeweiligen Kontrolle angegeben. 
Die statistische Analyse der Daten erfolgte mittels One-way analysis of variance (ANOVA) (N=3).  
* statistisch signifikant unterschiedlich gegenüber mit Kontroll-siRNA behandelten Astrozyten.  
# statistisch signifikant unterschiedlich gegenüber mit NH4Cl behandelten Astrozyten. 
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Abbildung 15 zeigt, dass die durch NH4Cl vermittelte Steigerung der KGA-Proteinex-

pression durch den Knockdown von GFAT1 und 2 vollständig gehemmt werden kann. 

3.11 Bedeutung der KGA für die durch NH4Cl induzierte Astrozyten-
proliferationshemmung 

Wie bereits in vorhergehenden Arbeiten beschrieben, hemmt NH4Cl die Proliferation 

kultivierter Rattenastrozyten (Görg et al. 2015). In den vorliegenden Untersuchungen 

wurden Effekte eines siRNA-vermittelten Knockdowns der KGA auf die durch NH4Cl-

vermittelte Astrozytenproliferationshemmung untersucht. Hierfür wurden die Astrozy-

ten mit dem Kernfarbstoff Hoechst34580 am Ende des Experiments inkubiert und des-

sen Fluoreszenz als relatives Maß für die Anzahl der Zellen fluorimetrisch bestimmt. 

Wie in Abbildung 16 erkennbar ist, verminderte NH4Cl die Astrozytenproliferation in 

mit Kontroll-siRNA behandelten Astrozyten, aber nicht in den Zellen, die mit gegen die 

KGA gerichteter siRNA inkubiert wurden. Diese Ergebnisse lassen vermuten, dass die 

KGA-vermittelte mitochondriale Glutaminolyse bedeutsam für die durch Ammoniak 

vermittelte Astrozytenproliferationshemmung ist. 

 

Abb. 16: Rolle der KGA für die durch Ammoniak induzierte Proliferationshemmung in kultivierten 
Rattenastrozyten. Astrozyten wurden entweder mit Kontroll-siRNA oder mit siRNA inkubiert, die gegen 
die KGA gerichtet ist. Nachfolgend wurden die Zellen für 72 Stunden entweder mit NH4Cl inkubiert oder 
blieben unbehandelt. Die Proliferation der Zellen wurde durch Quantifizierung der Hoechst34580-
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Fluoreszenz, die der DNA-Menge entspricht, bestimmt. Diese wird in Relation zur jeweiligen nicht mit 
NH4Cl behandelten Kontrolle angegeben (N=3). Die statistische Analyse der Daten erfolgte mittels 
zweiseitigem, gepaartem t-Test nach Student. Dabei diente die jeweilige unbehandelte Kontrolle 
(Kontroll- oder KGA-siRNA) als Referenz. * statistisch signifikant unterschiedlich gegenüber mit Kontroll-
siRNA behandelten Astrozyten. n.s. statistisch nicht signifikant.  



Diskussion 

59 

4 Diskussion 

4.1 Expression der KGA in kultivierten Rattenastrozyten in vitro und 
im Rattenhirn in situ 

Die der vorliegenden Arbeit zugrundeliegenden Untersuchungen zeigen, dass Ratten-

astrozyten in vitro, aber auch im Rattengehirn in vivo die kidney-type Glutaminase ex-

primieren. Eine Reihe von in der Literatur beschriebenen Untersuchungen an kultivier-

ten Rattenastrozyten, bei denen eine Hemmung der Ammoniaktoxizität durch 6-Diazo-

5-oxo-L-norleucin (DON) beobachtet wurde, wurden bereits dahingehend interpretiert 

(Goldstein 1975; Inoue et al. 1977; Hilgier et al. 1992; Jayakumar et al. 2004; Rama 

Rao et al. 2005a). Zu den durch Ammoniak-induzierten Effekten, die durch DON ge-

hemmt werden können, zählen die Schwellung der Astrozyten, die Bildung reaktiver 

Stick- und Sauerstoffspezies und die Induktion der MPT (Jayakumar et al. 2004; Rama 

Rao et al. 2005b; Jayakumar et al. 2006). Bei diesen Untersuchungen gingen die Au-

toren davon aus, dass die Hemmwirkungen von DON auf die genannten Effekte des 

Ammoniaks in Zusammenhang mit der Glutaminolyse in den Mitochondrien stehen 

und spezifisch sind. 

Ein direkter Beweis hierfür wurde allerdings in diesen Arbeiten nicht erbracht und die 

bekannten unspezifischen Wirkungen von DON schwächen diese Interpretationen. 

Diese Kritik ist insbesondere deshalb von Bedeutung, da der KGA-Hemmstoff DON 

neben den Glutaminasen (LGA und KGA) bekanntermaßen auch die GS sowie weitere 

im Glutamin-Stoffwechsel involvierte Proteine hemmt (Pinkus 1977; Ortlund et al. 

2000; Thangavelu et al. 2014). Da außerdem viele Untersuchungen zeigen, dass die 

oben beschriebenen Wirkungen von Ammoniak, wie z.B. die Bildung reaktiver Stick- 

und Sauerstoffspezies (Murthy et al. 2001), auch durch den Glutaminsyntheta-

sehemmstoff MSO verhinderbar sind, ist eine spezifische Hemmung der KGA notwen-

dig, um die Bedeutung der KGA zu überprüfen. 

Eine bedeutsame Beobachtung der vorliegenden Arbeit ist, dass die KGA und GS in 

ein und demselben Astrozyten in vitro und im Rattenhirn in situ koexprimiert werden. 

Die Bedeutung davon ist derzeitig unklar. Verglichen mit der strikten und zonal ge-

trennten Expression der GS und der LGA in der Leber war dieser Befund äußerst über-

raschend. Dies lässt Raum zur Spekulation, dass im Gehirn im Gegensatz zur Leber 
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kein inter-, sondern ein intrazellularer Glutaminzyklus existieren könnte, aber ob es 

sich hierbei in der Tat um einen Zyklus handelt, ist derzeitig noch unklar. In der Leber 

ist ein interzellulärer Glutaminzyklus klar beschrieben worden: Die periportale Gluta-

minase und die perivenöse Glutaminsynthetase wirken hier synergistisch bei der Ent-

giftung des systemischen Ammoniaks zu Harnstoff (Häussinger et al. 1984). Es stellt 

sich daher die Frage, ob der Auf- und Abbau in ein und derselben Zelle im Sinne eines 

„futile cycle“ ein sinnloser energieverbrauchender Prozess sein könnte. Dagegen 

könnte sprechen, dass die GS und die KGA innerhalb der Zelle in unterschiedlichen 

Kompartimenten lokalisiert sind: Während die GS im Zytosol zu finden ist, befindet sich 

die KGA in den Mitochondrien. 

In der vorliegenden Arbeit wurde mittels Immunfluoreszenzanalysen die KGA in Mito-

chondrien in kultivierten Rattenastrozyten nachgewiesen. Interessanterweise wurde 

die KGA auch im Bereich des Zellkerns nachgewiesen, welcher vom endoplasmati-

schen Retikulum (ER) umgeben ist. Da die Kernmembran vom ER gebildet wird, 

könnte damit diese Fluoreszenz auf im ER neu synthetisiertes KGA-Protein hinweisen. 

In Übereinstimmung mit den Ergebnissen der Western-Blot-Analysen, die zeigten, 

dass Ammoniak die KGA-Proteinexpression steigert, wurde auch in den Immunfluo-

reszenzanalysen eine Zunahme der KGA-Fluoreszenz beobachtet. Interessanter-

weise stieg aber auch gleichzeitig die ANT-Immunfluoreszenz nach Inkubation der Ast-

rozyten mit Ammoniak an. In welchem Zusammenhang die Zunahme der ANT-Fluo-

reszenz mit der früher bereits beobachteten Schwellung der Mitochondrien in den mit 

Ammoniak behandelten Astrozyten steht, ist gegenwärtig unklar.  

Im Rattengehirn war die KGA-Immunoreaktivität in Neuronen erwartungsgemäß um 

ein Vielfaches stärker als in den Astrozyten. Dieser Umstand mag dazu beigetragen 

haben, dass über viele Jahrzehnte hinweg angezweifelt wurde, dass die KGA in Ast-

rozyten im Gehirn vorkommt (Kaneko et al. 1987; Ottersen et al. 1992; Laake et al. 

1999). Hier könnte aufgrund der deutlich höheren KGA-Immunoreaktivität in Neuronen 

die vergleichsweise schwache KGA-Immunoreaktivität in Astrozyten als unspezifische 

Bindung des anti-KGA-Antikörpers bzw. als unspezifischer „Hintergrund“ der Färbung 

interpretiert worden sein. Diese Ergebnisse der vorliegenden Arbeit stimmen mit den 

Untersuchungen von Cardona und Kollegen überein, die ebenfalls die KGA in Gewe-

beproben des Ratten- und auch des menschlichen Gehirns (im zerebralen Kortex und 

Hippocampus) sowie in kultivierten Maus-Astrozyten nachwiesen (Cardona et al. 
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2015). Interessanterweise machen die Transkripte des GLS-Gens über 99% der Glu-

taminase-Transkripte in den Astrozyten des Rattenzerebellums aus, wobei die GAC 

stärker exprimiert wird als die KGA (Martín-Rufián et al. 2012; Cardona et al. 2015), 

was auf eine besondere Bedeutung der GLS-Gen-Transkripte hinweisen könnte.  

Das LGA-Transkript (mRNA) wurde in Astrozyten im Zerebellum der Ratte im Ver-

gleich zur KGA deutlich weniger exprimiert gefunden (Cardona et al. 2015). Olalla und 

Kollegen konnten in ihren Arbeiten das LGA- und KGA-Protein im Ratten- und Affen-

gehirn nachweisen. KGA- und LGA-mRNA wiesen sie im menschlichen Gehirn im Kor-

tex, Zerebellum, Putamen, Medulla oblongata und dem Rückenmark nach (in abstei-

gender Stärke) sowie die KGA-mRNA im Kuh-, Huhn-, Maus-, Kaninchen- und Ratten-

hirn und die LGA-mRNA im Kuh, Maus-, Kaninchen- und Rattenhirn (Olalla et al. 2002; 

Cardona et al. 2015). Des Weiteren wiesen sie im Ratten- und Affenkortex eine Ex-

pression des KGA-Proteins in den Mitochondrien sowie des LGA-Proteins in den Zell-

kernen nach (Olalla et al. 2002). Die Bedeutung der nukleären Lokalisation der LGA 

ist bislang völlig unklar. Allerdings könnten diese Befunde darauf hindeuten, dass die 

LGA möglicherweise neben der Glutaminolyse auch als Regulator der Gentranskrip-

tion dienen könnte. Olalla und Kollegen vermuteten in diesem Zusammenhang, dass 

die LGA mit nukleären Rezeptoren interagieren könnte und so die aktuell bestehende 

Lücke zwischen Glutaminsignaling und durch den Glutaminspiegel vermittelten Tran-

skriptionsvorgängen schließen könnte (Olalla et al. 2002).  

Bislang ist dieser Zusammenhang nur unzureichend untersucht, so dass weitere Stu-

dien notwendig sind, um klären zu können, ob die LGA die Transkription von Genen 

z.B. indirekt durch Stabilisierung von Transkriptionsfaktoren vermitteln kann. 

4.2 Effekte von Ammoniak auf die KGA-mRNA- und Proteinkonzent-
ration in kultivierten Rattenastrozyten 

Ein weiteres wichtiges Ergebnis der vorliegenden Arbeit ist, dass Ammoniak die KGA-

Proteinexpression zeit- und konzentrationsabhängig in kultivierten Rattenastrozyten 

steigert. Interessanterweise wurde keine Steigerung der KGA-mRNA-Konzentration in 

den mit Ammoniak inkubierten Rattenastrozyten beobachtet. Bereits nach 24 Stunden 

und bis zum Ende des Beobachtungszeitraums von 72 Stunden war ein signifikanter 

Anstieg der KGA-Proteinspiegel in den mit Ammoniak inkubierten Rattenastrozyten in 
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vitro nachweisbar. Da kein früherer Zeitpunkt als 24 Stunden untersucht wurde, und 

die KGA-Proteinkonzentrationen zu diesen Zeitpunkten vergleichsweise ähnlich wa-

ren, sind weitere Untersuchungen notwendig, um den genauen Zeitpunkt zu bestim-

men, an dem die KGA-Proteinspiegel durch Ammoniak gesteigert werden. Dies ist ins-

besondere dann von Bedeutung, wenn es darum geht, die Mechanismen zu identifi-

zieren, über die die KGA-Proteinexpression gesteigert wird. 

Da die KGA auf Protein-, aber nicht auf mRNA-Ebene durch Ammoniak in den Astro-

zyten gesteigert wurde, kann vermutet werden, dass die Erhöhung der KGA-Protein-

konzentration die Folge eines posttranskriptionellen Mechanismus ist. Dabei kann je-

doch nicht ausgeschlossen werden, dass die KGA-mRNA-Spiegel zu einem früheren 

Zeitpunkt als 24 Stunden gesteigert wurden und zum Zeitpunkt 24 Stunden nach Am-

moniakinkubation bereits wieder abgefallen waren. 

Eine mögliche Erklärung für eine transkriptionsunabhängige Steigerung der KGA-Pro-

teinkonzentration bieten Untersuchungen aus der Literatur, die darauf verweisen, dass 

die Proteinspiegel der KGA durch spezifische microRNAs reguliert werden können. 

Gao und Kollegen konnten in diesem Zusammenhang zeigen, dass der onkogene 

Transkriptionsfaktor c-Myc die Transkription der miR-23a/b hemmt, die wiederum die 

Translation der KGA-mRNA blockieren (Gao et al. 2009). Daher könnte eine Herunter-

regulation von miR-23a und -23b die Translation der KGA-mRNA verstärken (Gao et 

al. 2009; Masamha et al. 2016). Interessanterweise wird die c-Myc-mRNA miR-145-

vermittelt degradiert (Sachdeva et al. 2009; Sachdeva und Mo 2010). Tatsächlich 

konnte in einer Arbeit von Oenarto auch eine Herunterregulation der miR-145 gezeigt 

werden, die von einem Anstieg der c-Myc-mRNA in mit Ammoniak inkubierten Ratten-

astrozyten begleitet war (Oenarto et al. 2016). Ob dies kausal in Beziehung zueinander 

steht in der Weise, dass c-Myc die Transkription von miR-23a/b hemmt und hierüber 

die KGA-mRNA in den mit Ammoniak inkubierten Astrozyten verstärkt translatiert wird, 

könnte nur durch weiterführende Untersuchungen geklärt werden. 

Neben den genannten miRNA-Spezies wurden in mit Ammoniak inkubierten kultivier-

ten Rattenastrozyten weitere miRNA-Spezies identifiziert, deren Expression durch Am-

moniak ebenfalls vermindert wurde (Oenarto et al. 2016). Hierzu zählen z.B. miR31a-

5p, miR221-3p/-5p, miR222-3p, miR326-3p und miR365-3p, welche in Zusammen-

hang mit der in mit Ammoniak inkubierten kultivierten Rattenastrozyten beobachteten 
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Steigerung der HO1-mRNA- und Proteinspiegel gebracht wurden. Die Herunterregu-

lation der miR326-3p ist außerdem für die Steigerung der Nox4-mRNA- und Protein-

spiegel in mit Ammoniak inkubierten Rattenastrozyten bedeutsam. (Oenarto et al. 

2016). 

Demgegenüber wurden keine miRNA-Spezies gefunden, deren Expression durch Am-

moniak in den Rattenastrozyten in vitro gesteigert wurde (Oenarto et al. 2016). Ob die 

Herunterregulation dieser miRNA-Spezies in einem Zusammenhang mit einer Hoch-

regulation der KGA, wie in der vorliegenden Studie gezeigt, stehen, kann nur durch 

weiterführende Untersuchungen geklärt werden. 

Interessanterweise zeigten weitere unserer Untersuchungen, dass sich die durch Am-

moniak nach 48 Stunden gesteigerte KGA-Proteinkonzentration 24 Stunden nach 

Wegnahme des Ammoniaks auf Basalniveau der unbehandelten Kontrolle normali-

siert. Dies verdeutlicht, dass die durch Ammoniak induzierte Steigerung der KGA-Pro-

teinexpression reversibel ist. Diese Daten sind damit in Einklang mit der prinzipiellen 

Reversibilität der klinischen Symptome bei den HE-Patienten und einer Verbesserung 

der Lebensqualität nach erfolgreicher Lebertransplantation (Moore et al. 2000; Allam-

pati und Mullen 2014; Acharya et al. 2017). Allerdings zeigen neuere Studien auch, 

dass die bisherige Annahme, die Symptome der HE seien zu jedem Zeitpunkt der Er-

krankung vollständig reversibel, nicht immer zutrifft (Bajaj et al. 2010; Riggio et al. 

2011; Umapathy et al. 2014). So können nach einer HE-Episode kognitive Einschrän-

kungen bestehen und die Lernfähigkeit beeinträchtigt bleiben (Riggio et al. 2011; Nar-

delli et al. 2017). Bajaj und Kollegen zeigten in einer Studie, dass die kognitiven Ein-

schränkungen der Patienten mit einer positiven Anamnese für manifeste HE stärker 

ausgeprägt waren als bei Patienten ohne manifeste HE-Episoden. Außerdem nahm 

die Schwere der Einschränkung proportional zur Anzahl vorheriger Episoden einer ma-

nifesten HE zu (Bajaj et al. 2010). Diese persistierenden Beeinträchtigungen wurden 

kürzlich in Zusammenhang mit zerebraler Seneszenz bei HE gebracht (Görg et al. 

2015; Görg et al. 2018; Görg et al. 2019), durch die neuronale Funktionen irreversibel 

beeinträchtigt bleiben können (Foster 2006; Bitto et al. 2010; Bhat et al. 2012; Chinta 

et al. 2013). 

Weitere Untersuchungen der vorliegenden Arbeit zeigen, dass die KGA wie bereits in 

anderen Zelltypen gezeigt, auch in den Astrozyten in Mitochondrien exprimiert wird. 



Diskussion 

64 

Interessanterweise zeigen die Untersuchungen, dass die Steigerung der KGA-Protei-

nexpression durch Ammoniak mit der bereits beschriebenen Mitochondrienschwellung 

einhergeht. Eine mögliche Ursache für die Mitochondrienschwellung könnte eine ver-

stärkte Glutaminaufnahme in die Mitochondrien und eine dadurch bedingte Bildung 

reaktiver Stick- und Sauerstoffspezies in den Mitochondrien sein. In diesem Zusam-

menhang konnten Norenberg und Kollegen zeigen, dass durch den KGA-Hemmstoff 

DON die durch Ammoniak hervorgerufene ROS-Produktion in Astrozyten gehemmt 

werden kann (Jayakumar et al. 2004; Rama Rao und Norenberg 2012). Eine Hem-

mung der Glutaminsynthese mit MSO verhindert ebenfalls die durch Ammoniak indu-

zierte Bildung freier Radikale (Murthy et al. 2001). Aufgrund der unspezifischen Hemm-

wirkung von DON können diese Versuche nicht zweifelsfrei klären, ob Glutaminasen 

und im speziellen die KGA in die durch Ammoniak induzierte ROS-Bildung involviert 

sind. Die derzeitige Kenntnislage lässt jedoch vermuten, dass die KGA-vermittelte Glu-

taminolyse an der Bildung reaktiver Stick- und Sauerstoffspezies in den Mitochondrien 

mit Ammoniak inkubierter Astrozyten beteiligt sein könnte (Norenberg et al. 2004). 

Es bleibt derzeit aber weiter unklar, ob die in der Literatur beschriebenen Hemmeffekte 

von DON auf die mitochondriale ROS-Bildung und Astrozytenschwellung tatsächlich 

auf einer Hemmung der KGA beruhen. Zur Klärung dieser Frage sind weitere spezifi-

schere Untersuchungen mit einer KGA-siRNA notwendig. 

Zusätzlich bleibt unklar, ob die durch Ammoniak induzierte Bildung von oxidativem 

Stress in Mitochondrien (Görg et al. 2015) der Schwellung vorausgeht und diese ggf. 

induziert, oder aber eine Folge davon ist. Auch dies erfordert die Durchführung weite-

rer Untersuchungen. 

Die Arbeiten von Milewski und Kollegen zeigen, dass auch TNFα (50 ng/ml) die KGA-

Protein- und mRNA-Expression in Astrozyten steigert. Dies wurde als Folge einer ver-

stärkten Phosphorylierung des Signal Transducer and Activator of Transcription 3 

(STAT3) diskutiert. Da sowohl die mRNA- als auch die Proteinkonzentration der KGA 

hochreguliert wurden, halten die Autoren eine Beteiligung von miRNAs bei der Hoch-

regulation des KGA-Proteins für unwahrscheinlich (Milewski et al. 2019). 

Da TNFα ein wichtiger Faktor für die Pathogenese der HE ist und oxidativ-nitrosativen 

Stress in Astrozyten induziert, und HE-relevante Faktoren synergistisch wirken in der 

Induktion der klinischen Symptome (Görg et al. 2003; Häussinger und Schliess 2008), 
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werfen diese Untersuchungen die Frage auf, ob TNFα und Ammoniak ebenfalls syner-

gistisch die KGA-Proteinspiegel steigern könnten. Dies wurde in der vorliegenden Ar-

beit nicht untersucht und könnte in zukünftigen Studien genauer betrachtet werden. 

4.3 Mechanismen der durch Ammoniak vermittelten Hochregulation 
des KGA-Proteins in kultivierten Rattenastrozyten 

In weiteren Untersuchungen der vorliegenden Arbeit wurde die Bildung von Glutamin 

und von Glucosamin in den Astrozyten durch die Glutaminsynthetase bzw. Glutamin-

Fruktose Amido Transferasen 1 und 2 als bedeutsam für die Steigerung der KGA-

Proteinexpression in den mit Ammoniak inkubierten Astrozyten identifiziert. Zudem 

konnte gezeigt werden, dass die beiden GS-Hemmstoffe MSO und PPT die KGA-Pro-

teinexpression unter Kontrollbedingungen verringerten und somit auch die durch Am-

moniak vermittelte Hochregulation des KGA-Proteins verhinderten. Im Gegensatz 

dazu hatten weder MSO noch PPT einen signifikanten Einfluss auf die GS-Protein-

spiegel. 

Es kann aus diesen Untersuchungen geschlossen werden, dass die Verfügbarkeit des 

Substrats Glutamin die Proteinspiegel der KGA reguliert, so dass die Koexpression 

von KGA und GS tatsächlich im Zusammenhang mit einem intrazellulären Gluta-

minzyklus stehen könnte. Dabei könnte die Hydrolyse des Glutamins die Glutamat-

spiegel in den Astrozyten auf einem konstanten Niveau halten und Glutamat für andere 

Stoffwechselprozesse bereitstellen. In diesem Zusammenhang dient Glutamat in den 

Mitochondrien der Synthese von α-Ketoglutarat durch die Glutamatdehydrogenase, 

welches in den Citratzyklus eingeht (Hudson und Daniel 1993; Tapiero et al. 2002). 

Damit könnte die KGA dazu dienen, die intrazellulären Glutamin- und Glutamatspiegel 

im Sinne einer metabolischen Homöostase konstant zu halten, da unphysiologisch 

hohe Spiegel multiple zelluläre Funktionen beeinträchtigen könnten (Pitt et al. 2000; 

Werner et al. 2001; Sharp et al. 2003; Matute 2011; Azevedo et al. 2014). 

Der Mechanismus, über den die Ammoniak-induzierte Glucosaminbildung das KGA-

Protein hochreguliert, bleibt derzeitig unklar. Denkbar wäre, dass hier die durch Am-

moniak induzierte Glucosaminbildung über die O-GlcNAclyierung von bislang unbe-

kannten Proteinen eine Rolle spielt und möglicherweise hierüber eine Transkriptions-

hemmung von miRNAs vermittelt wird, welche die KGA-Translation blockieren könnte. 
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In ähnlicher Weise wurde dies bereits für miRNA-Spezies postuliert, deren Herunter-

regulation eine Expressionssteigerung der HO1 bedingen (Görg et al. 2019) (siehe 

Kapitel 1.4). In diesem Zusammenhang zeigen die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit, 

dass ein Knockdown von GFAT1 und 2 die durch Ammoniak vermittelte Hochregula-

tion der KGA hemmt. 

GFAT1/2 synthetisiert Glucosamin im Hexosaminbiosynthese-Pathway. Im letzten 

Schritt dieses Stoffwechselweges wird UDP-GlcNAc gebildet, welches für die O-

GlcNAcylierung von Proteinen verwendet werden kann. Tatsächlich konnte in Astro-

zyten eine verstärkte O-GlcNAcylierung gezeigt werden, die durch einen Knockdown 

von GFAT1 und 2 verhindert werden kann (Görg et al. 2019). 

4.4 Bedeutung der KGA für durch Ammoniak induzierten oxidativen 
und ER-Stress und Seneszenz 

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit lassen vermuten, dass die KGA in die Entste-

hung von durch Ammoniak induzierten oxidativen Stress, ER-Stress sowie die Prolife-

rationshemmung der Astrozyten involviert ist. Ein Knockdown der KGA verhinderte die 

Ammoniak-induzierte Hochregulation von Surrogatmarkern für oxidativen Stress 

(HO1) und ER-Stress (GRP78) sowie die Ammoniak-induzierte Proliferationshem-

mung der Astrozyten. Derzeitig ist bekannt, dass die HO1 durch eine Herunterregula-

tion der HO1-bindenden microRNA miR326-3p in den mit Ammoniak inkubierten Ast-

rozyten hochreguliert wird. Die Herunterregulation von miR326-3p ist dabei abhängig 

von einer Steigerung der O-GlcNAcylierung bislang unbekannter Proteine (Görg et al., 

2019). 

Die vorliegende Arbeit zeigt, dass auch die KGA O-GlcNAcylierungs-abhängig hoch-

reguliert wird, und dass eine Hemmung der KGA die Ammoniak-induzierte Hochregu-

lation der HO1 und des ER-Stress-Surrogatmarkers GRP78 deutlich vermindert. Der-

zeitig ist unklar, über welchen Mechanismus die KGA zur Hochregulation der HO1 

beiträgt. In diesem Zusammenhang ist denkbar, dass die KGA über die Induktion von 

mitochondrialem oxidativen Stress miR326-3p herunterreguliert. Kongruent damit, 

dass die HO1 ER-Stress in mit Ammoniak behandelten Astrozyten induziert (Görg et 

al. 2019), hemmt auch der KGA-Knockdown die Hochregulation des ER-Stress-Mar-

kers GRP78. 
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Vor dem Hintergrund der bekannten durch Ammoniak induzierten Funktionsstörungen 

der Mitochondrien (Bai et al. 2001; Rama Rao et al. 2003) und der Modulation der 

Autophagie (Tan et al. 2016; Zimmermann und Reichert 2017; Lu et al. 2019; Zimmer-

mann und Reichert 2021) und Mitophagie (Lu et al. 2018) in Astrozyten, ist es denkbar, 

dass hier auch die KGA eine Rolle spielen könnte. 

So könnte KGA-vermittelter mitochondrialer oxidativer Stress Mitophagie induzieren, 

in dessen Folge Häm aus mitochondrialen Proteinen freigesetzt würde. Dieses Häm 

würde als Substrat der HO1 über die Freisetzung von Eisenionen die Fenton-Reaktion 

triggern und damit zur Oxidation von RNA und Seneszenz in den mit Ammoniak inku-

bierten Astrozyten beitragen. 

Die hier an Astrozyten gemachten Beobachtungen stehen in starkem Kontrast zu Un-

tersuchungen, die an Tumorzellen durchgeführt wurden. Hier wurde gezeigt, dass eine 

gesteigerte KGA-Expression die Proliferationsrate der Zellen steigert (Pérez-Gómez 

et al. 2005). Die Bedeutung der KGA für das Wachstum von Tumorzellen wird darin 

gesehen, dass Tumore neben Glukose weitere Energiesubstrate für ihr Wachstum be-

nötigen, da der Energiegewinn durch die Glykolyse sehr gering ist. In Tumoren ist Glu-

tamin daher neben Glukose ein wichtiger Energielieferant (Medina et al. 1992; Turner 

und McGivan 2003) und stellt Glutamat bereit, das in den Citratzyklus eingehen kann 

(Yang et al. 2017). Aufgrund des schnellen Wachstums vor allem maligner Tumore ist 

die Vaskularisierung häufig nicht ausreichend und der Tumor muss zusätzlich über 

einen anaeroben Stoffwechsel Energie gewinnen. Glutamin-sensitive Tumorzellen, in 

denen das GLS-Gen ausgeschaltet wird, verlieren ihre Tumorigenität und weisen eine 

verringerte Wachstumsrate und veränderte Morphologie auf (Lobo et al. 2000; Dona-

dio et al. 2008). 

Ein Mangel an LGA fördert das Wachstum Glia-assoziierter Tumore (Szeliga et al. 

2009). Interessant ist in dem Zusammenhang auch, dass eine Hemmung der GLS in 

Tumorzellen deren Resistenz gegenüber Chemotherapeutika verringern kann (Shen 

et al. 2020). Diese Ergebnisse haben dazu angeregt, die Eignung von KGA-Inhibitoren 

für die Therapie von Tumorerkrankungen zu nutzen und klinische Studien durchzufüh-

ren (Szeliga et al. 2014) (z.B. BeGIN Study, NCT03872427). 
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4.5 Limitationen der Arbeit 

In der vorliegenden Arbeit wurden Experimente zur Wirkung von Ammoniak auf die 

KGA-Expression ausschließlich an kultivierten Rattenastrozyten durchgeführt. Es 

bleibt daher gegenwärtig offen, welche Wirkungen Ammoniak auf die KGA-mRNA- und 

-Proteinkonzentration im Rattenhirn in vivo hat und ob eine mögliche Hochregulation 

ebenfalls durch Glutamin vermittelt wird. Diese Fragestellung wird derzeitig in weiter-

führenden Arbeiten untersucht. 

Weiterhin kann nicht ausgeschlossen werden, dass die in dieser Arbeit verwendeten 

Inhibitoren wie MSO und PPT auch unspezifische Wirkungen in den Zellkulturexperi-

menten ausgeübt haben. Daher sind ergänzende Untersuchungen notwendig, um die 

Bedeutung der Glutaminbildung durch die Glutamin-Synthetase für die Steigerung der 

KGA-Proteinexpression in den mit Ammoniak inkubierten Astrozyten zu verifizieren. 

Dies kann z.B. durch siRNA-vermittelten Knockdown der GS erfolgen. 

Die in der Zellkultur verwendeten Ammoniakkonzentrationen sind deutlich höher als 

die Ammoniakspiegel im Blut von Patienten mit HE. Dies ist ein häufiger Kritikpunkt 

bei der Bewertung von in vitro Untersuchungen. Entscheidend für die Beurteilung der 

in vivo Relevanz der in vitro verwendeten Ammoniakkonzentrationen sind aber die 

Ammoniakspiegel im Gehirn und diese sind bei Zirrhose-Patienten mit HE gegenwärtig 

unbekannt. 

In der vorliegenden Arbeit wurden ausschließlich Wirkungen von Ammoniak auf die 

KGA-Expression untersucht. Es bleibt dabei offen, ob auch andere HE-relevante Fak-

toren möglicherweise synergistisch mit Ammoniak die KGA-Spiegel in den Astrozyten 

beeinflussen. 

Weiterhin wurde in der vorliegenden Arbeit nicht untersucht, ob und ggf. wie Ammoniak 

die katalytische Aktivität der KGA beeinflusst. Eine Hochregulation des Proteins be-

deutet nicht zwangsläufig eine gesteigerte Aktivität, da die KGA-Aktivität durch Phos-

phorylierung (Thangavelu et al. 2012) und möglicherweise weitere, bisher unbekannte 

posttranslationale Proteinmodifikationen reguliert wird bzw. werden könnte. Insgesamt 

bleibt auch unbekannt, wie die Hochregulation der KGA die intrazellulären Glutamin-

spiegel und den mitochondrialen Stoffwechsel beeinflusst. 
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In weiteren Experimenten sollte die Bedeutung der KGA für die Hochregulation der 

GADD45α- und p21-mRNA-Konzentration untersucht werden. Diese Zellzyklus-hem-

menden und Seneszenz-vermittelnden Gene werden durch Ammoniak hochreguliert 

(Görg et al. 2015). In diesem Zusammenhang sollte auch die Bedeutung der KGA für 

die durch Ammoniak gesteigerte Aktivität der Seneszenz-assoziierten β-Galaktosidase 

untersucht werden (Görg et al. 2015). 

Des Weiteren könnte mit Hilfe hochauflösender Mikroskopie wie z.B. der Superresolu-

tion-Mikroskopie die intrazelluläre Lokalisation der KGA genauer untersucht werden. 

Die Ergebnisse in der vorliegenden Arbeit zeigen zwar einerseits, dass die KGA in den 

Mitochondrien der Astrozyten lokalisiert ist, andererseits zeigen sie aber auch, dass 

die KGA extramitochondrial in der Zelle vorhanden ist. 

4.6 Schlussfolgerungen  

Die Pathomechanismen der HE sind immer noch unvollständig verstanden und die 

vorliegenden in vitro Untersuchungen deuten auf eine Rolle der KGA für die Toxizität 

von Ammoniak hin, welches unbestritten als ein wichtiges Toxin bei der HE gilt. Sollten 

weiterführende Untersuchungen, und hier insbesondere tierexperimentelle Studien, 

belegen, dass die KGA für die HE-Pathogenese bedeutsam ist, könnten KGA-Hemm-

stoffe zukünftig therapeutisch relevant werden. Hierfür könnten Substanzen verwendet 

werden, die derzeitig wie vorhergehend beschrieben in der klinischen Erprobung in der 

Tumortherapie sind. In diesem Zusammenhang könnten auch Untersuchungen an 

KGA-Knockout-Ratten oder -Mäusen hilfreich sein. Die therapeutische Relevanz einer 

KGA-Hemmung ist aber höchstwahrscheinlich dadurch limitiert, dass eine unspezifi-

sche Hemmung der KGA im gesamten Organismus ungewollte Nebenwirkungen nach 

sich ziehen wird. 

Die vorliegenden Daten weisen darauf hin, dass die intrazellulären Glutaminspiegel 

eine entscheidende Stellgröße für die KGA-Aktivität darstellen und dieser eine Bedeu-

tung für den Erhalt der Glutaminhomöostase zukommt. 

Daher kann die Hochregulation der KGA als Kompensationsmechanismus verstanden 

werden, welcher der durch Ammoniak in Astrozyten gesteigerten Bildung und Akku-

mulation von Glutamin bei der HE entgegenwirkt. 
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Vor dem Hintergrund der bedeutsamen Rolle der Glutaminakkumulation für die Astro-

zytenschwellung bei der HE wäre demnach eine weitere Beeinträchtigung der Gluta-

minhomöostase durch eine Hemmung der KGA als ungünstig anzusehen. 
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