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I 

Zusammenfassung 

Die ubiquitär im menschlichen Körper vorkommende Glutaminsynthetase (GS) 

katalysiert ATP-abhängig die Bildung von Glutamin aus Glutamat und Ammoniak. Durch 

diese Reaktion ist sie maßgeblich beteiligt an der systemischen Ammoniakhomöostase, 

Glutaminversorgung und Synthese von Makromolekülen wie Aminosäuren und 

Nukleotiden. Störungen der GS führen zu einer Hyperammonämie und einem systemischen 

Glutaminmangel, was zu zentralnervösen Störungen unterschiedlicher Schwere führen kann.  

Die in dieser Arbeit untersuchte Mutation von Arginin nach Serin an Position 324 

(R324S) im humanen Glutaminsynthetase-Gen wurde 2011 von Häberle et al. in einem 

sudanesischen Jungen blutsverwandter Eltern beschrieben. Sie war assoziiert mit 

erniedrigten Serum-Glutaminspiegeln, einer Hyperammonämie und einer epileptischen 

Enzephalopathie. Das vergleichsweise hohe Alter, dass dieser Patient erreichte und sein im 

Vergleich zu anderen bekannten GS-Mutationen milderes Krankheitsbild, ließen vermuten, 

dass bei dieser Mutation eine residuale Aktivität der GS erhalten geblieben sein musste.  

Ziel der vorliegenden Arbeit war es, den Einfluss der R324S-Mutation auf die GS-

Aktivität zu untersuchen und durch Zugabe selektierter chemischer Verbindungen zu 

verbessern. Hierfür wurde die humane R324-Wildtyp und die humane R324S-mutierte 

Glutaminsynthetase in immortalisierte Drosophila Melanogaster Kc167 Zellen transfiziert 

und stabil überexprimiert. Mittels Western-Blot und Immunfluoreszenzaufnahmen wurden 

vergleichbare GS-Proteinspiegel in beiden transfizierten Zelllinien nachgewiesen. Die 

Ergebnisse der durchgeführten anti-GS Dot-Blot Untersuchungen und eines ATP-

Bindungsassays legten die Vermutung nahe, dass die R324S-Mutation zu einer Störung der 

ATP-Bindung des Enzyms führt, während die Glutamatbindung unbeeinträchtigt bleibt.  

Verglichen mit der R324-Wildtyp GS war die Aktivität der R324S-Mutante um ca. 90 

% reduziert. Die Aktivität der R324S-Mutante konnte durch 3-Chloropropylamine und 

Chloroacetamidine nicht statistisch signifikant aber tendenziell erhöht werden.   
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Summary 

The ubiquitously expressed human glutaminesynthetase (GS) catalyzes the ATP-

dependent formation of glutamine from glutamate and ammonia. Through this reaction, it 

plays a crucial role in systemic ammonia homeostasis, glutamine supply and the synthesis 

of macromolecules such as amino acids and nucleotides. Impairments of GS lead to 

hyperammonemia and systemic glutamine deficiency, which can result in central nervous 

system dysfunctions of varying severity.  

The mutation investigated in this study — a substitution of arginine with serine at 

position 324 (R324S) in the human glutaminesynthetase gene — was described in 2011 by 

Häberle et al. in a Sudanese boy born to consanguineous parents. This mutation was 

associated with decreased serum glutamine levels, hyperammonemia, and epileptic 

encephalopathy. The comparatively high age of this patient, along with the milder clinical 

presentation compared to other known GS mutations, suggested that residual GS activity 

must have been preserved. 

The aim of this study was to investigate the impact of the R324S mutation on GS 

activity and to assess the possibility of improving it through the addition of selected chemical 

compounds. For this purpose, human wild-type R324 GS and the human R324S mutant GS 

were transfected and stably overexpressed in immortalized Drosophila melanogaster Kc167 

cells. Comparable GS protein levels were demonstrated in both transfected cell lines by 

Western blotting and immunofluorescence imaging.  

The results of anti-GS dot blot analyses and an ATP-binding assay suggested that the 

R324S mutation disrupts ATP binding by the enzyme, while glutamate binding remains 

unaffected.  

Compared to the R324 wild-type GS, the activity of the R324S mutant was reduced 

by approximately 90%. The activity of the R324S mutant could be increased by treatment 

with 3-chloropropylamine and chloroacetamidines, although this increase was not 

statistically significant but showed a tendency towards improvement. 
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Abkürzungsverzeichnis 

6AH  6-Aminohexyl 
Abb.  Abbildung  
ADP   Adenosindiphosphat 
ANOVA  Analysis of variance; Varianzanalyse 
APS  Ammoniumpersulfat 
As  Arsen  
ATP   Adenosintriphosphat 
BPYE  Buffered Peptone Yeast Extract  
BSA  Bovine serum albumin/ bovines Serumalbumin 
CCM 3  Insektenmedium 
CPS  Carbamoylphosphatsynthetase I 
Cy3  Indocarbozyanin 
DGRC  Drosophila Genomics Resource Center  
DMEM   Dulbecco's modifiziertes Eagle Medium 
DMSO  Dimethylsulfoxid 
DNA  desoxyribonucleic acid/ Desoxyribonukleinsäure 
DpnI  Restriktionsenzym zur DNA-Methylierung 
DTT  Dithiothreitol 
EDTA  Ethylendiamintetraazetat 
EEG  Elektroenzephalogramm 
EGTA  Ethylenglycol-bis(2-Aminoethylether) -N, N, N’,N’-Tetraazetat 
FCS  Fetal calf serum 
FITC  Fluoreszeinisothiocyanat 
GABA  gamma-Aminobuttersäure  
GLS II  Leberglutaminase II 
GLT1  Glutamattransporter 1 
GLUL  Glutamat Ammonium Ligase 
GLULL  Glutamate Ammonia Ligase Like Gene  
GLULP1/2  Glutamate Ammonium Ligase Pseudogen 1/2 
GS  Glutaminsynthetase 
H2O2  Wasserstoffperoxid 
HCl  Hydrogenchlorid 
HCO3-  Bikarbonat  
HE  Hepatische Enzephalopathie 
HRPOD  Horseradish peroxydase 
M3  Insektenmedium 
Mn+  Mangan-Ion  
mRNA  messenger ribonucleic acid/ Boten-Ribonukleinsäure  
MSO   Methionin-Sulfoximin 
NH2OH  Hydroxylamin  
NH3  Ammoniak  
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NH4+  Ammoniumion 
NKCC1  Natrium-/Kalium-/Chlorid-Cotransporters 1  
NO  Stickstoffmonoxid  
OAT  Ornithin Aminotransferase 
ONOO-  Peroxynitrit   
P   Monophosphat  
PAA  Polyacrylamid mix 
PBS  Phosphate buffered saline (Phosphatgepufferte Salzlösung) 
PCR  Polymerase chain reaction 
pH  Potential des Wasserstoffs 
PPT  Phosphinothricin 
PTN   Proteintyrosinnitrierung 
rcf  relative centrifugal force/ relative Zentifugalbeschleunigung 
RhBG  Rhesus family B glycoprotein 
ROS  Stick- und Sauerstoffspezies  
RPM  rounds per minute 
SD  Standardabweichung 
SDM  Schneiders Drosophila Medium 
SDS  Sodiumdodecylsulfat 
SEM  Standardfehler des Mittelwertes 
SN1-T  System-N-Glutamintransporter  
TBS-T  Tris-gepufferte Salzlösung mit Tween20  
TEMED  N, N, N‘,N‘-Tetramethylendiamin 
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1  Einleitung 

1.1. Die Glutaminsynthetase  

Die Glutaminsynthetase (GS) findet sich in Pro- und Eukaryonten und ist eines der 

ältesten evolutionär konservierten Enzyme (1, 2).  Sie katalysiert ATP-abhängig die Bildung 

von Glutamin aus Glutamat und Ammoniak. So wird neurotoxisches Glutamat gebunden 

und Ammoniak abgebaut (3). Im Menschen ist dies zudem die einzige Reaktion über welche 

die nicht-essentielle und im Plasma mit 20% quantitativ am häufigsten vorkommende 

Aminosäure Glutamin gebildet werden kann (3, 4).   

Die Glutaminsynthetase ist von großer Bedeutung für eine Vielzahl unterschiedlicher 

Prozesse wie z.B. die Entgiftung des Zellgifts Ammoniak, die Stickstoffbalance und die 

Synthese von Makromolekülen wie Aminosäuren und Nukleotiden (4-9). Zur 

Vereinfachung wird im nachfolgenden Text unter dem Begriff „Ammoniak“ das lösliche 

Ammoniumion (NH4+) und der gasförmige Ammoniak (NH3) subsumiert. Unter 

physiologischen Bedingungen liegt im Körper der überwiegende Großteil des „Ammoniaks“ 

als Ammoniumion vor und nur ein geringer Teil als gasförmiges Ammoniak (10, 11).  

Im Menschen variieren die Glutaminsynthetase Proteinspiegel in unterschiedlichen 

Zelltypen und Organen erheblich. Hohe Spiegel finden sich z.B. in spezialisierten 

Hepatozyten in der Leber (12-14), in Astrozyten im Gehirn (15, 16), in Myozyten in der 

Muskulatur (17, 18) und in Epithelzellen der Niere (19). Die Bildung von Glutamin ist in 

diesen Organen an spezifische intra- und interzelluläre metabolische Prozesse gekoppelt, 

wie in den nachfolgenden Abschnitten im Detail erläutert. So ist die GS-vermittelte Bildung 

von Glutamin in der Leber z.B. für die Ammoniakentgiftung bedeutsam (5, 20), während sie 

im Gehirn unter anderem für die Synthese des Neurotransmitters g-Aminobuttersäure 

(GABA) benötigt wird (6, 21, 22).  

Zudem ist die Reaktion der Glutaminsynthetase und das hierdurch gebildete Glutamin 

(4) beteiligt am Säure-Base-Haushalt (23-25), beeinflusst Zellproliferation und intrazelluläre 

Signalwege (26-28), unterstützt die Angiogenese in Endothelzellen  (29) und dient als 

Energiequelle und Modulator des Immunsystems (30-32).  

Zusammenfassend zeigt sich so die wichtige Rolle der Glutaminsynthetase und ihrer 

Reaktionskomponenten für viele Prozesse und Stoffwechselwege im Körper, welche in den 

folgenden Abschnitten im Detail erläutert werden (3, 33). 
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1.2. Tertiär- und Quartärstruktur der humanen GS  

Das für die Glutaminsynthetase kodierende glutamate ammonia ligase (GLUL)-Gen 

wird im Menschen exklusiv auf dem Chromosom 1q31.3-Locus (frühere Nomenklatur: 

1q25-q31) kodiert (34). Anders als bei vielen anderen Genen existieren beim Menschen 

keine funktionellen Isoformen für die Glutaminsynthetase. Zwei nicht-funktionale 

Pseudogene (GLULP1 und GLULP2) und drei verwandte Glutamat-Ammonia Ligase-Like 

Gene (GLULL 1-3) befinden sich im humanen Genom  (35, 36).  

Obwohl das GLUL-Gen phylogenetisch stark konserviert ist (1, 2), variiert die 

Struktur des GS-Proteins in unterschiedlichen Spezies erheblich und besteht aus 8-12 

Monomeren mit unterschiedlichem Gewicht und Aminosäureanzahl (21, 34, 37).  

 Im Menschen wird die Quartärstruktur der GS aus 10 Monomeren gebildet, welche 

jeweils aus 373 Aminosäuren (1) aufgebaut sind und ein Molekulargewicht von 42kDa 

aufweisen (15, 38).  Dieses Homodecamer besteht aus 2 sich gegenüberliegenden 

pentameren Ringen (1), welche 10 aktive Zentren an den gegenüberliegenden Stellen der 

benachbarten Untereinheiten bilden (39, 40). Hierbei interagiert der N-Terminus des einen 

Monomers mit dem gekrümmten b-Faltblatt des katalytischen C-Terminals des 

benachbarten Monomers innerhalb des Pentamers (1). Durch diese Interaktion wird eine 

trichterförmige Tasche gebildet (1), welche jeweils 3 spezifische Bindungsstellen für 

Nukleotide, Aminosäuren und Ammoniak aufweist (21) und durch unterschiedliche 

kovalente Modifikation und Feedbackinhibition reguliert werden kann (41, 42). 

Quartärstruktur der humanen Glutaminsynthetase aus lateraler Sicht (A) und in der Draufsicht (B). Farbig 
markiert sind die 10 Monomere welche in 2 gegenüberliegenden pentameren Ringen ein Homodecamer mit 
10 aktiven Zentren bildet. Die gelb markierten Kugeln symbolisieren gebundene, für die Reaktion als 
Kofaktoren fungierende Metallionen im aktiven Zentrum der GS. Bereitgestellt von Michele Bonus, Institut 
für Pharmazeutische und Medizinische Chemie, HHU, Düsseldorf. 
 

Abb. 1 Quartärstruktur der humanen Glutaminsynthetase 
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1.3. Organ- und Entwicklungsspezifische Funktionen der 
Glutaminsynthese durch die Glutaminsynthetase 

1.3.1 Bedeutung der Glutaminsynthetase in der Leber 

In der humanen Leber wird die Glutaminsynthetase überwiegend in den sogenannten 

Scavenger-Zellen (5, 14), einer kleinen Gruppe perivenöser Hepatozyten gefunden (43, 44). 

Hier ist sie für die Ammoniakelimination und zusammen mit der periportal lokalisierten 

Glutaminase (13, 20) für den interzellulären Glutaminzyklus bedeutsam, wie nachfolgend 

erläutert (5, 13, 45, 46). 

Die funktionelle Einheit der Leber ist der Leberazinus. Er ist bei Säugetieren (47) in 

eine periportale, intermediäre und perivenöse Zone unterteilt (48). Diese Zonierung 

entwickelt sich beim Menschen erst nach der Geburt und ist im jungen Erwachsenenalter 

vollständig abgeschlossen (48). Die exklusiv perivenöse Expression des 

Glutaminsynthetase-Gens wird dabei durch genetisch angesiedelte silencer Elemente in den 

GS negativen Hepatozyten gewährleistet (49). Der Leberazinus zeigt, wie in Abb. 2 zu sehen 

ist, einen physiologischen antegraden Blutfluss von der Portalvene hin zur terminalen 

Lebervene (45).  

Die gleichzeitige Aktivität der periportalen Glutaminase (GLS) und der perivenösen 

Glutaminsynthetase (GS) (50-52) resultiert in dem sogenannten interzellulären 

Glutaminzyklus (siehe Abb. 2) (12, 45, 53). Der interzelluläre Glutaminzyklus dient sowohl 

der organisierten Ammoniakelimination in der Leber als auch der systemischen pH-

Regulation (24, 54). Die Verringerung der Glutaminspiegel durch die Glutaminase-

vermittelte Hydrolyse in den periportalen Hepatozyten wird durch die nachgeschaltete 

Glutaminsynthetase vermittelte Glutaminsynthese wieder ausgeglichen. In einem 

ausgeglichenen metabolischen Zustand erfolgt Ammoniakentgiftung überwiegend zu 

Harnstoff ohne eine Netto Veränderung des Glutaminhaushaltes (12, 13).  

Der in den periportalen Zellen angesiedelte Harnstoffzyklus besitzt eine hohe 

Kapazität aber nur eine geringe Affinität Ammoniak über die Harnstoffsynthese aus dem 

Blutfluss zu eliminieren und wurde daher als „high capacity, low affinity system“ (System 

der hohen Kapazität aber geringen Affinität) der Ammoniakentgiftung von Professor 

Häussinger benannt (20). Die hier lokalisierte Glutaminase (55) hydrolysiert pH-abhängig 

Glutamin, erhöht dadurch die periportale Ammoniakkonzentration und steigert in der Folge 

die Aktivität des Harnstoffzyklus. Zudem wird die Aktivität der hepatischen Glutaminase 
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durch erhöhte Ammoniakkonzentrationen gesteigert (50). Dieser Mechanismus wurde von 

Häussinger als Verstärkungsmechanismus („ammonia amplifier“, siehe Abb. 2) beschrieben 

(13, 46, 56).  

Da die Glutaminasereaktion pH-abhängig ist, steuert sie durch Anpassung des 

Bikarbonat-Verbrauchs im Harnstoffzyklus die Säure-Basen-Homöostase (56). Im 

Harnstoffzyklus werden circa 90% des Blut-Ammoniaks entgiftet und für die Synthese von 

Harnstoff verwendet (57). 

Im Anschluss daran fließt das Blut entlang der perivenösen Hepatozyten. Hier 

befindet sich die Scavenger-Zellpopulation, welche in deutlich geringerem quantitativem 

Umfang, aber mit höherer Affinität den Ammoniak in Glutamin mit Hilfe der GS fixiert (12). 

Diese hohe Affinität der GS für Ammonium spiegelt sich in ihrem deutlich niedrigeren K0,5 

-Wert wider (0,11mM vs. 3,6mM bei Enzymen der Harnstoffsynthese) (58, 59). Hier wird 

in der Leber der Großteil des Glutamats aufgenommen und für die anschließende Synthese 

von Glutamin herangezogen (60, 61).  

 

Sequenzielle Organisation der Ammoniak (NH4+) Entgiftung durch die periportale Harnstoffsynthese 
(hohe Kapazität und geringe Affinität) über die Carbamoylphosphatsynthetase I (CPS) und den 
Harnstoffzyklus (Urea Cycle) und die stomabwärts gelegene perivenöse hochaffine Glutaminsynthese 
durch die Glutaminsynthetase (GS). Die Leberglutaminase (GLS) dient als pH-modulierter 
Ammoniakverstärker und passt die Bikarbonat (HCO3-) verbrauchende Harnstoffsynthese an die 
Anforderungen der Säure-Basen-Homöostase an. Perivenöse Hepatozyten, welche die Glutaminsynthetase  
(GS) exprimieren (sogenannte „perivenöse Scavenger-Zellen“), exprimieren ebenfalls den 
Glutamattransporter 1 (Glt1), das Rhesus family B glycoprotein (RhBG) und die Ornithine 
Aminotransferase (OAT), um so eine hochaffine Ammoniakentfernung durch Glutaminsynthese zu 
ermöglichen. (Aus: Frieg et al. 2021, Biol. Chem. 2021, 402: 1063-1072; doi:10.1515/hsz-2021-0166 – 
Lizenz über RightsLink erworben) 

Abb. 2 Organisation der Ammoniakentgiftung in der Leber 
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Der im Vergleich zu den Mitochondrien saurere pH-Wert des Cytosols (62) der 

Scavenger-Zellen führt zu einer Ammoniakakkumulation und begünstigt somit ebenso die 

dortige Glutaminsynthese durch die Glutaminsynthetase (12).  

Diese Eigenschaften der suffizienten Ammoniakelimination auch bei niedrigen 

Konzentrationen spiegeln sich in der von Häussinger geprägten Bezeichnung „low capacity, 

high affinity system“ (System der geringen Kapazität und hohen Affinität) wider (20). Auf 

diese Weise kann der vom Harnstoffzyklus nicht abgefangene Ammoniak (ca. 10%) effizient 

durch die Glutaminsynthetase (12) entgiftet werden (45, 59, 63). 

Diese funktionale Zonierung der Ammoniakentgiftung wurde von Herrn Professor 

Häussinger durch zahlreiche Leberperfusionsexperimente erarbeitet (12, 45). Verändert man 

in diesen Versuchen die Perfusionsrichtung, so kommt es zu charakteristischen 

Unterschieden in der Synthese bzw. des Abbaus des Glutamins und einer ineffizienten 

Ammoniakelimination durch die GS und den Harnstoffzyklus (12, 45).  

Die hier gewonnenen Erkenntnisse, die zur Aufstellung der Scavenger-Zell-Theorie 

durch Häussinger geführt haben (14), wurden in den darauffolgenden Jahren im Tiermodell 

der hepatischen Glutaminsynthetase-Knockoutmaus bestätigt. In der Studie von 

Qvartskhava et. al, induzierte der Knockout der Glutaminsynthetase in der Leber, eine 

systemische Hyperammonämie und zerebralen oxidativen Stress (64).  

Diese Arbeit unterstreicht noch einmal die Wichtigkeit der Leber 

Glutaminsynthetase für die systemische Ammoniakhomöostase, wie sie bereits in den 80er 

und 90er Jahren von Häussinger gezeigt wurde (5, 13, 20, 45). 

Die enorme Bedeutung der Glutaminsynthetase für die Ammoniakentgiftung wird in 

einer Reihe von Lebererkrankungen deutlich. Hierzu zählen z.B. der portosystemische Shunt 

(13), die Leberzirrhose (56) oder die isolierte perivenöse Leberzellnekrose, wie sie zum 

Beispiel durch Tetrachlorkohlenstoff Vergiftungen (65) oder Paracetamol Intoxikation (20) 

ausgelöst wird. Bei der perivenösen Leberzellnekrose kommt es trotz unbeeinträchtigtem 

Harnstoffzyklus zu einer systemischen Hyperammonämie, welche zerebrale Symptome der 

hepatischen Enzephalopathie induzieren kann, wie nachfolgend beschrieben (12). Diese 

Beobachtungen wurden in Versuchen an Ratten, welche mit dem Glutaminsynthetase 

Hemmstoff MSO behandelt wurden experimentell bestätigt (13). 

Neben der Elimination von Ammoniak ist der interzelluläre Glutaminzyklus und 

hierüber indirekt auch die Glutaminsynthetase essentiell für die Regulation des Säure-Basen-

Haushaltes (54, 66, 67). Die pH-Homöostase wird durch die Stabilisierung des HCO3-/CO2 

Verhältnisses im Blut aufrechterhalten (54, 68). Durch Regulation des interzellulären 
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Glutaminzyklus vor allem über die pH-abhängige Glutaminasereaktion wird die 

Ammoniakelimination zugunsten der metabolischen Situation gesteuert (24, 53). In der 

periportalen Harnstoffsynthese werden pro Harnstoffmolekül 2 Bikarbonat-Ionen verwendet 

und somit irreversibel aus dem System entfernt (69, 70), weshalb im Rahmen der 

metabolischen Alkalose Ammoniak primär über den Harnstoffzyklus abgebaut wird (24, 

71). Unter azidotischen Zuständen ist die Harnstoffsynthese erniedrigt und Ammoniak wird 

vermehrt über die perivenöse GS abgebaut, wodurch Bikarbonat gespart wird und Glutamin 

gebildet wird, welches weiter zur Niere transportiert wird (54). 

 

1.3.2 Bedeutung der Glutaminsynthetase im Gehirn 

Im Gehirn ist die Glutaminsynthetase als neuroprotektives Enzym hauptsächlich im 

Zytoplasma der Astrozyten lokalisiert (15, 16). Hier ist sie ein wichtiger Bestandteil des 

Glutamat-Glutamin-g-Aminobuttersäure (GABA)-Zyklus (21, 22) und dient auch der 

Ammoniakentgiftung (6, 72). Letzteres ist insbesondere vor dem Hintergrund bedeutsam, 

dass Neurone äußerst sensitiv gegenüber Ammoniak sind (73, 74). 

Der Glutamat-Glutamin-GABA-Zyklus ist bedeutsam für das Recycling und die 

Regulation der Spiegel des exzitatorischen Neurotransmitters Glutamat und des 

inhibitorischen Neurotransmitters GABA (75, 76). Von Neuronen am synaptischen Spalt 

freigesetztes Glutamat vermittelt eine postsynaptische Erregung und wird nachfolgend von 

Astrozyten durch spezifische Transporter aufgenommen. Die damit verbundene 

Erniedrigung der Glutamat Konzentration im synaptischen Spalt verhindert eine 

Hyperexzitation (77, 78). In den Astrozyten wird Glutamat für die Synthese von Glutamin 

durch die GS verwendet, welches von den Astrozyten freigesetzt, durch die Neurone 

aufgenommen und dort für die Synthese von Glutamat oder GABA genutzt wird (6, 75). 

Dieser Zyklus ist wichtig für die Aufrechterhaltung exzitatorischer wie auch inhibitorischer 

neuronaler Aktivität (79). 

Auch im Gehirn ist die Glutaminsynthetase von zentraler Bedeutung für die 

Entgiftung des neurotoxischen Ammoniaks (59, 76, 80). Ammoniak kann entlang des 

Konzentrationsgradienten direkt über die Blut-Hirn-Schranke in die perivaskulären 

Astrozyten diffundieren (81). Das Ammoniumion wird hingegen mit Hilfe des Natrium-

/Kalium-/Chlorid-Cotransporters 1 (NKCC1) in die Astrozyten aufgenommen (82). Die 

Glutamin Konzentration wird in physiologischen Bedingungen durch die System-N-

Transporter (SN1-Glutamintransporter) an astroglialen Membranen reguliert (83). 
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Neben Astrozyten wurde die Glutaminsynthetase im Gehirn auch in Mikroglia 

gefunden. Es wurde postuliert, dass Mikroglia ebenfalls an der Aufrechterhaltung der 

Glutamat-Homöostase im Gehirn beteiligt sein können. Die Aufnahme erfolgt dabei über 

den Glutamattransporter 1 (GLT-1). Interessanterweise kann die Glutaminbildung in den 

Mikroglia deren Aktivierung durch Entzündungsmediatoren beeinflussen und 

immunsupprimierend wirken (79).  

Die rot gestrichelte Linie zeigt die Diffusion von Ammoniak, welches bei einer GS-Defizienz im 
Körperkreislauf erhöht ist und über die Blut-Hirn-Schranke ins Gehirn gelangt. Bei einer 
Aktivitätsreduktion der GS kommt es zu einer verringerten Ammoniakentgiftung und einem Überschuss 
an Ammoniak (rote Pfeile nach oben) und einem Mangel an Glutamin (rote Pfeile nach unten). Hierdurch 
kann der beschriebene Glutamin-Glutamat-Gaba-Zyklus nicht mehr aufgefüllt werden. 
Zwischenprodukte des TCA-Zyklus: aKG: a-Ketoglutarat; Enzyme: GDH: Glutamatdehydrogenase; 
AT: Aminotransferasen; GS: Glutaminsynthetase; GAD65: Glutamatdecarboxylase 65; GAD67: 
Glutamatdecarboxylase 67; PAG: Phosphat-aktivierte Glutaminase; Transporter: GAT1: GABA-
Transporter 1; GAT3: GABA-Transporter 3; SAT1: System-A-Transporter 1; SAT2: System-A-
Transporter 2; SN1: System-N-Transporter 1; EAAT1: Exzitatorischer Aminosäuretransporter 1; EAAT2: 
Exzitatorischer Aminosäuretransporter 2; EAAT3: Exzitatorischer Aminosäuretransporter 3; 
Neurotransmitter: GABA: Gamma-Aminobuttersäure 
(Aus Spodenkiewicz et al. 2016, Biology (Basel), 5: 40, doi: 10.3390/biology5040040  - CC BY 4.0 
Lizenz) 

Abb. 3 Schematische Darstellung der Pathophysiologie der GS-Defizienz im Gehirn 
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Umgekehrt steigert eine Hemmung der Glutaminsynthetase die Synthese und 

Freisetzung von Entzündungsmediatoren und von reaktiven Stick- und Sauerstoffspezies 

durch die Mikroglia (30, 84)  und reduziert die insulinvermittelte Glukoseaufnahme (30).  

Eine Aktivitätsreduktion der Glutaminsynthetase kann zu einer Hyperammonämie 

(72) oder einem Überschuss an neurotoxischem Glutamat im synaptischen Spalt führen und 

dadurch zerebrale Funktionen erheblich beeinträchtigen (6, 85, 86). Bei Alzheimer wurde in 

Liquorproben und im Frontallappen eine deutlich reduzierte GS-Aktivität festgestellt, die 

zurück geführt wurde auf durch oxidativen Stress vermittelte Oxidation der GS (79, 87). 

Zudem konnte eine reduzierte GS-Expression in Astrozyten von Alzheimer Patienten 

festgestellt werden (88). Im physiologischen Alterungsprozess kommt es zu einer 

verstärkten Expression und Aktivität der Glutaminsynthetase in Astrozyten wodurch die 

Glutamat-Glutamin-Homöostase zur Regulation der neuronalen Funktion im Alter 

beeinflusst wird (89).  

Bei Patienten mit hepatischer Enzephalopathie und Epilepsie wurde eine verringerte 

GS-Aktivität als Folge einer durch oxidativ-/nitrosativen Stress herbeigeführten 

Proteintyrosinnitrierung und Oxidation der GS beschrieben (90-92). Bei Patienten mit 

Epilepsie wurden darüber hinaus reduzierte GS-Proteinspiegel (72, 93) im Hippocampus 

und eine Reduktion des Glutamat-Glutamin-Zyklus beobachtet (94). Durch die Bildung von 

reaktiven Sauerstoff- und Stickstoffspezies wird zudem die Signaltransduktion, 

Neurotransmission und synaptische Plastizität negativ beeinflusst (64).  

Derzeitig ist unklar, ob die GS-Inaktivierung im Gehirn bei hepatischer 

Enzephalopathie protektive oder schädliche Konsequenzen für die Gehirnfunktion hat. 

Einerseits reduziert die daraus resultierende Verringerung der Glutaminakkumulation in den 

Astrozyten die Glutamin-vermittelte Astrozytenschwellung und Induktion von oxidativ-

/nitrosativem Stress (95). Gleichzeitig wird dadurch aber auch die  

Ammoniakentgiftungskapazität im Gehirn reduziert (96).  

Hyperammonämien werden auch im Rahmen von angeborenen Störungen des 

Zitratzyklus oder der Glutaminsynthetase beobachtet. Hier sind sie mit offenkundigen 

zerebralen Veränderungen vergesellschaftet wie z.B. Hirnatrophie, zystischen 

Veränderungen, Ventrikelvergrößerungen, einem Hirnödem, neuronaler Degeneration, 

kognitiven Beeinträchtigungen und verzögerter Myelinisierung (97-99). 
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1.3.3 Bedeutung der Glutaminsynthetase in Niere, Muskel und 
Immunsystem  

Wie im Kapitel 1.3.1 bereits beschrieben, spielt die GS durch die Glutaminsynthese 

eine wichtige Rolle für die pH-Regulation durch Leber und Niere und für die systemische 

Ammoniak-Homöostase (63). Im Rahmen einer metabolischen Azidose wird Glutamin über 

die SN1 Transporter deutlich vermehrt in der Niere aufgenommen (100). Dort wird das 

Glutamin Glutaminase-vermittelt unter Bildung von Glutamat und Ammoniak hydrolysiert 

(13, 101). Hierbei entstehen über einen Zwischenschritt auch zwei Bikarbonat-Ionen, welche 

zum Säure-Base-Ausgleich ins Blut transportiert werden (102). Die Relevanz dieser 

gebildeten Bikarbonat-Ionen über a-Oxoglutarat für den systemischen pH-Ausgleich wird 

in manchen Arbeiten kritisch hinterfragt, da die in anderen Organen vorangegangene 

Bildung des Glutamin ebenso a-Oxoglutarat verbraucht (24). Demnach gibt es keine Netto-

Bildung oder -Verbrauch von Oxoglutarat in diesem Prozess (5). Der gebildete Ammoniak 

wird über verschiedene Transportwege über den Urin ausgeschieden (23), wodurch 

zusätzlich auch die tubuläre Rückresorption von HCO3- - Ionen gefördert wird (102, 103). 

Diese gesteigerte renale Ausscheidung von Ammoniak im Rahmen der metabolischen 

Azidose verhindert so eine Rückzirkulation von überschüssigem Stickstoff und den daran 

gebundenen H+-Ionen und führt zu einem Verbleib von mehr HCO3- - Ionen im Körper (24). 

Um die vermehrte Glutaminaufnahme durch die Niere zu kompensieren wird die 

Glutaminbildung in der Skelettmuskulatur im Rahmen einer metabolischen Azidose 

gesteigert (23, 25, 104).  

In der Leber wird wie zuvor beschrieben die Aktivität des Harnstoffzyklus reduziert, 

um den Verbrauch von Bikarbonat zu minimieren (12, 105) und die Ammoniakentgiftung 

erfolgt verstärkt Glutaminsynthetase-vermittelt über die Bildung von Glutamin in den 

perivenösen Scavenger-Zellen (106). Das Glutamin wird von der Leber zur Niere 

transportiert, wo es wie zuvor beschrieben hydrolysiert und Ammoniak über den Urin 

ausgeschieden wird (5, 13).  

Auch die Glutaminsynthetase in den Zellen der Niere hat eine zentrale Rolle in der 

renalen Ammoniakhomöostase. Diese Bedeutung zeigt sich in Studien, in denen eine 

spezifische GS-Deletion im proximalen Tubulus zu einer erhöhten basalen 

Ammoniakausscheidung und zu einer deutlich eingeschränkten Fähigkeit der pH-

abhängigen Steigerung der Ammoniakproduktion führte (107).  
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In der menschlichen Skelettmuskulatur dient die Glutaminsynthetase zusätzlich der 

Entgiftung von bei der Transaminierung verzweigtkettiger Aminosäuren anfallendem 

Ammoniak. Zudem ist sie Teil der Glutamin- und Stickstoffversorgung und damit der 

Proteinbiosynthese (17). Im Rahmen einer systemischen Hyperammonämie kann die 

Glutaminsynthetase-Aktivität im Skelettmuskel kompensatorisch ansteigen, was jedoch 

nicht ausreicht um die systemisch erhöhten Ammoniakspiegel auf ein physiologisches 

Niveau abzusenken (18, 25, 97, 108). 

Zellen mit hoher Teilungsrate wie zum Beispiel Enterozyten, Endothelzellen, aber 

auch insbesondere Immunzellen wie Lymphozyten benötigen hohe Mengen an Glutamin als 

Energiesubstrat (109). Zellen des Immunsystems verwenden Glutamin und entstehende 

Intermediate zur Aufrechterhaltung der Zellproliferation, Phagozytose und Synthese von 

Zytokinen (31). Die Glutaminsynthetase beeinflusst indirekt auch eine Vielzahl von 

Signalwegen in den Immunzellen. So wirken z.B. hohe Glutaminspiegel einer Liganden-

unabhängigen Aktivierung der CD95-vermittelten Apoptose in Immunzellen entgegen (28).  

Neuere Studien beschreiben neben der enzymatischen Funktion der humanen 

Glutaminsynthetase auch zusätzliche sogenannte „Moonlighting“-Aufgaben, zum Beispiel 

als Palmitoyltransferase (29), Regulator des Anaphase Promoting Complex (110) oder 

Modulator des Anionenkanals BEST2 (111). Diese Aufgaben sind unabhängig von der 

klassischen Katalyse und vom zuvor beschriebenen Aktiven Zentrum der GS (112).  

 

1.3.4 Bedeutung der Glutaminsynthetase für die fetale 
Entwicklung 

Glutamin ist als Hauptenergiequelle der Zellen essentiell für die Entwicklung des 

humanen Fetus (113). Der fetale Glutaminbedarf ist besonders hoch und wird zu 2/3 durch 

die maternale Glutaminsynthese und Aufnahme über die Gebärmutter und zu 1/3 durch 

Glutaminsynthese im fetalen Kreislauf und in der vom Fötus stammenden Placenta gedeckt 

(114). Diese ausgeprägte Glutaminsynthese in der Placenta konnte auch bei Schweinen 

durch Self et al. bestätigt werden. In ihrer Studie wurde für Glutamin das höchste fetal: 

mütterliche Plasma-Verhältnis unter allen Aminosäuren nachgewiesen, was eine Produktion 

in der Placenta und im Fötus selbst bestätigt und den hohen fetalen Glutaminbedarf 

unterstreicht (115). 

Tierexperimentelle Studien und humane Fallbeispiele haben gezeigt, dass die 

Glutaminsynthetase essentiell für die Entwicklung des Fetus ist (83). So führt ein kompletter 
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Verlust der Glutaminsynthetase in der Maus bereits zu einem frühen Versterben des 

Embryos (116). Eine Inaktivierung der Glutaminsynthetase in Astrozyten im Gehirn von 

Mäusen induziert über eine neuronale Dysfunktion ohne Malformationen des Gehirns ein 

frühes postnatales Versterben am 3. Postpartalen Tag. Die neuronale Dysfunktion wurde 

hier auf eine durch zerebralen Glutaminmangel bedingte Störung des Glutamat-Zyklus 

zurückgeführt, aber nicht auf eine Hyperammonämie. Erwartungsgemäß waren die 

systemischen Ammoniakspiegel in diesen Tieren aufgrund der nicht eingeschränkten 

Ammoniakentgiftung in der Leber gegenüber den Kontrollen unverändert (117). Die 

Bedeutung der GS für die embryonale Entwicklung wird auch in der Sterilität von 

Drosophila Melanogaster Weibchen mit einer GS-inaktivierenden Mutation deutlich (118).  

Zellkulturuntersuchungen zeigten außerdem, dass die Glutaminsynthetase für die 

Zellteilung von Fibroblasten essentiell ist. So proliferieren Fibroblasten mit einer 

aktivitätsvermindernden GS-Mutation deutlich schlechter als solche, welche den GS-

Wildtyp exprimieren (119). Darüber hinaus konnten Fibroblasten eines Patienten mit einer 

vollständigen GS-Deletion in der Zellkultur nicht expandiert werden (120). 

Post mortem Untersuchungen an Patienten mit Glutaminsynthetase-Mutationen oder 

einer GLUL-Gendeletion zeigten ausgeprägte Malformationen des Gehirns, 

Wachstumsverzögerung und sehr niedrige zerebrale Glutaminspiegel, was darauf schließen 

lässt, dass das GLUL-Gen und die Glutaminsynthetase eine wichtige Rolle in der 

Gehirnentwicklung, Zellproliferation und im Wachstum spielen (72, 113, 120, 121). 

Die Wichtigkeit von Glutamin für die fetale Entwicklung zeigt sich auch darin, dass 

es essentiell ist für die Implantation der Blastocyste, die Ontogenese und insbesondere auch 

für die Gehirnentwicklung (83). Glutamin wird über System N Transporter (SNAT1), die in 

Mangelsituationen hochreguliert werden können (122), in die Placenta transportiert (123).  

Die Glutaminsynthetase wird bereits in frühen fetalen Stadien in utero exprimiert (119), 

entwickelt sich jedoch bis ins junge Erwachsenenalter weiter (48). Postpartal fällt die 

Glutaminversorgung durch die Mutter weg, während der Glutaminbedarf aufgrund von 

Synaptogenese, Myelinisierung und der Entwicklung funktionaler neuronaler Netzwerke 

steigt (Bereitstellung von Glutamin über den Glutamat-Zyklus) (83). 

Störungen der Glutaminsynthetase in der Entwicklung können eine Hyperammonämie 

induzieren, welche das cholinerge System und dadurch die physiologische 

Gehirnentwicklung erheblich beeinträchtigen kann (97). Dies kann eine Hirnatrophie, die 

Bildung von Zysten, eine verzögerte Myelinisierung und Vergrößerung der Ventrikel zur 

Folge haben (124, 125). 
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1.4.  Biochemische Reaktionen der Glutaminsynthetase 

Nach der Beschreibung der Glutaminsynthetase in Gehirnen von Schafen durch 

Pamiljans et al. im Jahre 1962, wurden der Reaktionsmechanismus der durch die GS-

vermittelten Bildung von Glutamin und beteiligte Kofaktoren weiter charakterisiert (126, 

127). Im Jahr 1966 gelang es Woofolk et al. bei der Glutaminsynthetase von E. Coli drei 

verschiedene GS-katalysierte Reaktionen nachzuweisen (33). Auch Meister beschrieb 1968 

die verschiedenen Reaktionen in der Glutaminsynthetase von Schafen (128). Diese 

Erkenntnisse haben zur Entwicklung von sensitiven und standardisierten 

Enzymaktivitätsassays geführt mit denen die katalytische Aktivität der GS verlässlich 

gemessen werden kann. 

Unter physiologischen Bedingungen katalysiert die Glutaminsynthetase die ATP-

abhängige Reaktion von Glutamat mit dem Ammoniumion zu Glutamin in Gegenwart der 

divalenten Kationen Magnesium oder Mangan (128). Die Glutaminsynthetase besitzt jeweils 

spezifische Bindungsstellen für ATP, die Substrate Glutamat und Ammonium und die 

Metallionen und ihre Aktivität wird durch den Kofaktor Magnesium fast um das 5-fache 

erhöht (8, 72, 127). Die Bindung von Metallionen unterstützt die Substratbindung, den 

Transfer der Phosphatgruppe und die Stabilität der Struktur durch direkte Interaktion mit 

Glutamat und Glutamin (112, 129, 130). Diese Stabilisierung und Unterstützung der 

Reaktion erfolgt durch Neutralisierung der negativen Ladungen der Substrate, wodurch der 

Phosphattransfer von ATP auf das Glutamat ermöglicht wird (1, 131, 132). Zudem dienen 

die Metallionen über polare Bindungen als Brücke zwischen Substrat und Enzym und 

koordinieren die katalytisch aktive Form des Enzyms (1, 21, 133). 

Abb. 4 Die physiologische Reaktion der Glutaminsynthetase 

Nach Bindung von ATP und Glutamat an die Glutaminsynthetase wird das Zwischenprodukt !-glutamyl-
Phosphat gebildet. Nachfolgend reagiert Ammoniak mit dem !-glutamyl-Phosphat wodurch Glutamin 
gebildet wird. Die Strukturformeln wurden mit dem Programm King-Draw und Powerpoint erstellt.  
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Die Synthese von Glutamin ist eine zweischrittige Reaktion (4), bei welcher zunächst 

nach Bindung von ATP und Glutamat die terminale Phosphatgruppe des ATP auf das 

Glutamat übertragen wird (40). Dabei wird das Zwischenprodukt !-glutamyl-Phosphat 

(GGP) gebildet (134). Anschließend bindet das Ammoniumion an die Glutaminsynthetase 

und reagiert mit GGP zu Glutamin (Abb. 4) (76). 

Bei dieser zweischrittigen Reaktion (Abb. 4) wird der Kofaktor ATP am oberen Ende 

des Trichterförmigen aktiven Zentrums über eine Salzbrücke zwischen der g-

Phosphatgruppe des ATP und der GS gebunden (135). Hierbei nähern sich die 

Aminosäurereste Asp76 und Arg324 aneinander an und ermöglichen so die Bindung des β-

Phosphats des Nukleotids (1). Arginin324 ist Teil des Aminosäuresequenzmotivs ASIRIP 

und der hier gebildeten Glutamatbindungstasche, und stabilisiert die terminale b-

Phosphatgruppe von ATP durch eine ionische Salzbrücke am GGP (40). Der Arginin-Rest 

an Position 324 ist in Eukaryoten und Prokaryoten streng konserviert (113). 

Die Bindung des ATP führt zu einer gesteigerten Flexibilität einer als Glutamat-Klappe, 

„Glu 327 Flap“ oder kurz „Glu-Flap“ (21) bezeichneten Schleifenregion, die aus den 

Aminosäureresten an Position 324-328 gebildet wird (129). Die gesteigerte Flexibilität 

erhöht die Affinität und erleichtert die feste Bindung der g-Carboxylgruppe des Substrats 

Glutamat an der unteren Seite des aktiven Zentrums der Glutaminsynthetase und ermöglicht 

so eine Übertragung der terminalen Phosphatgruppe von ATP auf Glutamat (1, 21).  

Dadurch entstehen GGP und ADP und das aktive Zentrum wird verschlossen, da 

hierbei die Klappenflexibilität verloren geht. Dies ist Folge der Bildung einer 

stabilisierenden Salzbrücke zwischen der positiven g-Aminogruppe des Zwischenprodukts 

und dem negativ geladenen Glu327 Rest der Glutamat-Klappe (76). Der Verschluss der 

Klappe verhindert eine spontane Hydrolyse des Zwischenprodukts (39) und vervollständigt 

die Bindungsstelle für Ammonium (21, 136). Anschließend bindet durch Deprotonierung in 

Anwesenheit von ADP das Ammoniumion am Zwischenprodukt GGP an der 

Glutaminsynthetase und bildet ein tetraedrisches Zwischenprodukt (76). Die daraus 

resultierende weitere Konformationsänderung öffnet die Glutamatklappe und in der Folge 

können Glutamin, ADP und Phosphat freigesetzt werden (131). 

Neben der oben beschriebenen kann die GS noch zwei weitere Reaktionen 

katalysieren. Ersetzt man in der „physiologischen“ Reaktion das Ammoniumion (NH4+) 

durch Hydroxylamin (NH2OH), so kommt es in einer mit der in Abb. 4 beschriebenen 

ähnlichen Reaktion zur Bildung von g-Glutamylhydroxamat (Abb. 5) (21).  
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Eine dritte von der Glutaminsynthetase katalysierte Reaktion ist die sogenannte g-

Glutamyltransferase-Reaktion. Hierbei handelt es sich um eine Umkehrreaktion der in Abb.4 

gezeigten Reaktion, bei welcher L-Glutamin (127) und Hydroxylamin zusammen mit ADP 

oder ATP, Arsenat und Mangan (137) über das instabile Zwischenprodukt g-

Glutamylarsenat zu Ammoniak und g-Glutamylhydroxamat reagieren (Abb. 6) (21). Das 

Ammoniumion (in der Glutamin-bildenden physiologischen Reaktion) und das 

Hydroxylamin (in der Transferase-Reaktion) binden beide an die Ammoniumbindungsstelle 

der Glutaminsynthetase (21). Wellner et al. konnten zeigen, dass diese Reaktion mit ADP 

als Nukleotid deutlich stabiler ist und besser aktiviert wird als mit ATP (138).  

Die Robustheit der g-Glutamyltransferase Reaktion und die hohe Nachweissensitivität 

von g-Glutamylhydroxamat haben dazu geführt, dass diese Reaktion präferentiell zur 

Bestimmung der Glutaminsynthetase-Aktivität genutzt wird (139, 140). 

Wird das Ammoniumion durch Hydroxylamin in der Reaktion ausgetauscht katalyisert die GS die Bildung 
von g-Glutamylhydroxamat. Die Strukturformeln wurden mit dem Programm King-Draw und Powerpoint 
erstellt.  

Abb. 5 Die Hydroxylamin-Reaktion der Glutaminsynthetase 

Glutamin und Hydroxylamin reagieren in der sogenannten Glutamyltransferase-Reaktion mit den 
Kofaktoren ADP und Mangan in Gegenwart von Arsenat zu g-Glutamylhydroxamat. Die Strukturformeln 
wurden mit dem Programm King-Draw und Powerpoint erstellt.  

Abb. 6 Die "Glutamyltransferase"-Reaktion der Glutaminsynthetase 
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1.5. Einflussfaktoren auf die Glutaminsynthetase-Aktivität 

Die mRNA- und Proteinspiegel und die Aktivität der Glutaminsynthetase können durch 

verschiedene Mechanismen beeinflusst werden. Dies dient der Aufrechterhaltung der 

Ammoniak-, Glutamin- und Stickstoffhomöostase. Im Einzelnen können die Proteinspiegel 

der Glutaminsynthetase durch Insulin, Asparagin, Schilddrüsenhormone, Harnstoff und 

Glucocorticoide gesteigert werden (21, 26). Auch eine Hyperammonämie sowie erhöhte 

Glutamat- und erniedrigte Glutaminspiegel können die GS-Transkription, -Translation und 

hierüber die GS-Aktivität in einigen Geweben, jedoch nicht im Gehirn steigern (6, 26, 72).  

Die Aktivität der Glutaminsynthetase kann wie zuvor beschrieben auch im Rahmen einer 

metabolischen Azidose gesteigert werden (25). 

Im Sinne einer negativen Feedback Inhibition wirken erhöhte Glutaminspiegel (21),  

Aminosäuren wie Alanin, Serin, Histidin, Tryptophan und Glycin (33, 141), Cytidin-5-

Triphosphat, Nukleotide wie AMP, Glucosamin-6-Phosphat, und Carbamoylphosphat. 

Zudem kommt es teilweise zu einer kompetitiven Inhibition durch Bindung an der ATP- 

(GDP, AMP, ADP) oder Glutamatbindungsstelle (Alanin, Serin, Glycin) (21, 72, 142). 

Die Glutaminsynthetase kann auch durch reaktive Stick- und Sauerstoffspezies (ROS) 

wie Peroxynitrit (ONOO-), Stickstoffmonoxid (NO) und Wasserstoffperoxid (H2O2) 

gehemmt werden (59, 143). Diese können Spezies-abhängig eine Nitrierung von Tyrosin-

Resten (144), eine Oxidation von Thiolgruppen in Cystein und Methionin, Tyrosin 

(Dityrosin), Histidin (2-Oxo-Histidin), Lysin und Arginin (Bildung von Carbonylgruppen) 

vermitteln  (77, 145, 146).  Die Nitrierung von Tyrosin-Resten in der Nähe der ATP-

Bindungsstelle führt zu einer Reduktion der ATP-Bindungsfähigkeit (147). Zusätzlich kann 

die Proteintyrosinnitrierung (PTN) durch Lipopolysaccharidexposition (148), 

Benzodiazepinbehandlung (92), Ammoniakexposition und einen portocavalen Shunt (149) 

entstehen. Eine PTN der GS wurde auch im zerebralen Kortex von Patienten mit 

Leberzirrhose und hepatischer Enzephalopathie gefunden. Hier waren die GS-Proteinspiegel 

gegenüber Kontrollpatienten unverändert, aber die GS-Aktivität signifikant erniedrigt (90).  

Eine Hyperammonämie steigert die Bildung von Glutamin im Gehirn und kann so eine 

Astrozytenschwellung, die Bildung von reaktiven Sauerstoff- und Stickstoffspezies (ROS) 

und hierüber eine hepatische Enzephalopathie induzieren (150, 151). Dabei werden die 

Signaltransduktion, Neurotransmission und synaptische Plastizität erheblich beeinträchtigt 

(64, 150). Der oxidative Stress in den Astrozyten führt zur oben beschriebenen 

Proteintyrosinnitrierung der Glutaminsynthetase. Die Inaktivierung der GS kann einerseits 
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einer Glutamin- und ROS-vermittelten Astrozytenschwellung entgegenwirken, andererseits 

wird dadurch aber auch die Ammoniakentgiftung im Gehirn beeinträchtigt (92). Auch im 

Gehirn von Patienten mit einer Epilepsie wurde eine PTN der GS gefunden (91). 

Interessanterweise ist die PTN der GS prinzipiell reversibel (56, 147), während die 

Carbonylierung des Enzyms einen Abbau durch das 20S Proteasom bewirken kann (144, 

152, 153).  In Übereinstimmung mit der Bedeutung der Leber-GS für die systemische 

Ammoniakhomöostase kann eine Inaktivierung der Leber-GS durch PTN eine 

Hyperammonämie induzieren (148, 149).  

Verringerte GS mRNA- und Proteinspiegel wurden auch in der Leber bei 

Leberzirrhose und Sepsis assoziiert mit einer Hyperammonämie gefunden (148, 149, 154). 

Zudem kann die Aktivität der GS in der Leber durch Phenylephrin aufgrund einer Hemmung 

des interzellulären Glutaminzyklus gehemmt werden. (155)  

Die bei der bakteriellen Glutamin-Synthetase weiter verbreitete Inhibition durch 

Adenylierung der Glutamin-Synthetase kommt in eukaryotischer und somit auch humaner 

Glutamin-Synthetase nicht vor (156, 157). 

 

1.6. Die Glutaminsynthetase-Hemmstoffe MSO und PPT  

Die beiden potentesten Inhibitoren der Glutaminsynthetase sind Methionin-Sulfoximin 

(MSO) und Phosphinotricin (PPT) (siehe Abb. 7) (158). Sie binden beide am aktiven 

Zentrum der GS, werden dort durch ATP phosphoryliert und ähneln so strukturell und 

funktionell dem Zwischenprodukt der physiologischen GS-Reaktion (142, 158).  

Der am besten charakterisierte und verwendete Inhibitor der GS ist MSO (21). Es bindet 

ATP-abhängig und nicht kovalent an der Glutamat- und der Ammoniakbindungsstelle der 

GS (159) und blockiert dadurch die Bildung von Glutamin (1). MSO bindet an der 

Glutamatbindungsstelle entweder direkt oder durch Interaktion mit den als Kofaktoren 

wirkenden Metallionen, wobei die irreversible Inhibition der GS durch MSO vor allem in 

Anwesenheit von ATP und Metallionen wie Mg2+ zustande kommt (160, 161). Hierbei 

bindet MSO über Wasserstoffbrücken im aktiven Zentrum und wird über ionische 

Verbindungen mit den Metallionen dort stabilisiert (133, 162). Die Phosphorylierung des 

Substrats (MSO) durch ATP findet in Anwesenheit von Metallionen und dem Arg347 Rest 

statt, da diese die γ-Phosphatgruppe des ATP polarisieren (21, 158). Dies führt zu einem 

Verschluss des Glu-Flaps, so dass dieser eine Konformation annimmt, welche dem 

tetraedischen Addukt im Zwischenschritt der Glutaminsynthese ähnelt. So wird die 
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Ammoniakbindungsstelle gestört und die Reaktion kann nicht weiter stattfinden (136). Diese 

Inhibition mit enger Bindung von MSO-P und ADP am Enzym (159) kann durch steigende 

Glutamatspiegel (128) und auch Ammoniakspiegel (142) kompetitiv gehemmt und pH-

abhängig oder durch kurzzeitige Erhitzung reversiert werden (21, 159). 

Der Mechanismus der Hemmung der GS durch PPT, welches auch unter dem Namen 

Glufosinat bekannt ist, ist mit dem von MSO vergleichbar (1, 136, 162). Die Phosphingruppe 

interagiert zu Bindung direkt mit dem Metallion und dem Arg368 Rest der 

Glutaminsynthetase. PPT gilt ebenso wie MSO auch als sogenannter „Suicide“-Inhibitor, 

welcher die GS irreversibel hemmt (158). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Gezeigt sind die Strukturformeln von Glutamat und der beiden Glutaminsynthetase Hemmstoffe PPT 
und MSO, welche strukturell sehr ähnlich sind und beide ATP-abhängig an der Glutamatbindungsstelle 
des Enzyms binden. Die Strukturformeln wurden mit dem Programm King-Draw und Powerpoint erstellt. 

Abb. 7 Strukturformeln von Glutamat, Phosphinothricin und Methionin-Sulfoximin 
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1.7. Glutaminsynthetase-Mutationen beim Menschen 

Im Jahr 2005 wurde erstmalig beschrieben (113), dass Mutationen im 

Glutaminsynthetase-Gen (GLUL-Gen) beim Menschen eine systemische Glutamindefizienz 

als Folge einer GS-Aktivitätsreduktion induzieren können. Alle beschriebenen relevanten 

Mutationen betreffen das aktive Zentrum der GS und beeinflussen dadurch negativ die 

Substratbindung (39).  

 
Tabelle 1: Übersicht über homozygote Mutationen in der humanen GS 
Mutation R324S R324C R341C R41C 

Glutamin -/¯ ¯¯ ¯¯ -/¯ 

Ammoniak ­ unbekannt ­ ­ 

Lokalisation der 

Mutation 

ATP-

Bindungsbereich 

ATP/Glutamat-

Bindungsbereich 

ATP-

Bindungsbereich 

unbekannt 

EEG Epileptische 

Enzephalopathie 

Epileptische 

Enzephalopathie 

Epileptische 

Enzephalopathie 

Epileptische 

Enzephalopathie 

Morphologische 

Merkmale 

keine 

Malformationen  

Entwicklungsverz

ögerung 

Wachstumsstörung, 

zerebrale 

Malformation, 

Gesichtsdysmorphie 

Zerebrale 

Malformation, 

Gesichtsdysmorphie 

Mikrozephalie 

Lebenszeit  6 Jahre 2 Tage 28 Tage > 5 Jahre 

Erklärung der in der Tabelle genutzten Symbole:  ­ = leicht erhöht, ¯ = leicht verringert, ¯¯ = stark 
verringert, - = normwertig, SSW = Schwangerschaftswoche 

  

Tabelle 2: Übersicht über heterozygote Mutationen und Deletionen der humanen GS 
Mutation A195D + R319H R106* + K14N GLUL-Deletion 
Glutamin - unbekannt ¯¯ 

Ammoniak unbekannt - ­ 

Lokalisation der 

Mutation 

Glutamat-

Bindungsbereich 

Dimerisierungsoberfläche zw. 

den Untereinheiten der GS 

Komplette Deletion 

EEG Epileptische 

Enzephalopathie 

Myoklone Epilepsie Abort in 15+5 SSW 

Morphologische 

Merkmale 

Mikrozephalie Entwicklungsverzögerung 

Keine Malformationen 

Mikrozephalie/ 

Malformationen von Gehirn 

und Rückenmark  

Lebenszeit  >5 Jahre > 21 Jahre   Abort in 15+5 SSW 

Erklärung der in der Tabelle genutzten Symbole:  ­ = leicht erhöht, ¯ = leicht verringert, ¯¯ = stark 
verringert, - = normwertig, SSW = Schwangerschaftswoche 

(57, 72, 98, 113, 120, 121, 163) 
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Sekundäre GS-Defizienzen sind bei Patienten nach Transplantationen und im Rahmen von 

chronischen Erkrankungen (siehe Abschnitt 1.3.1 und 1.3.2), beschrieben worden (72).  

Bislang wurden insgesamt nur 7 Mutationen im GS-Gen beschrieben (57, 72, 98, 113, 

120, 121, 163). Dies könnte Folge einer diagnostischen Lücke sein aufgrund von pränataler 

Letalität (121) oder Unauffälligkeit der jeweiligen Mutationen (59). Mögliche 

Faltmutationen sind aufgrund von Proteininstabilität und -abbau nicht mit dem Überleben 

vereinbar (121).  

Die ersten beschriebenen angeborenen Mutationen der GS (R341C und R324C) mit einer 

klinisch höchst auffälligen Pathologie wurden im Jahre 2005 von Häberle et al. beschrieben 

(113). Eine weitere Mutation (R324S) war mit einem weniger offenkundigem klinischen 

Bild vergesellschaftet und das betroffene Kind überlebte 6 Jahre. Dies wurde auf eine 

mögliche residuale Aktivität der Glutaminsynthetase zurück geführt (56).  

Wie in den folgenden Abschnitten genauer beschrieben zeigten alle Patienten in 

unterschiedlichen Ausprägungen eine epileptische Enzephalopathie und im Falle der 

homozygoten Mutationen Malformationen wie Mikrozephalie, Gehirnatrophie und 

strukturelle Fehlbildungen (120), einen systemischen Glutaminmangel und eine milde 

Hyperammonämie (98). In der Zellkultur wurde beobachtet, dass die Mutationen R324C, 

R341C (113) und R324S (121) mit gesteigerten GS-Proteinspiegeln einhergehen. Dies 

wurde interpretiert als Mechanismus zur Kompensation der mutationsbedingten reduzierten 

Glutaminsynthese-Kapazität (119). Dieser Feedbackmechanismus konnte auch in 

Zellkulturen bestätigt werden, in denen die Glutaminspiegel im Medium experimentell 

erniedrigt wurden (72, 98, 113).  

Die sowohl anatomischen, als auch funktionalen Entwicklungsstörungen des Gehirns 

wurden als Folge des systemischen Glutaminmangels und auch der leichten 

Hyperammonämie interpretiert (72). Dabei waren die maternalen Glutaminspiegel im 

unteren Normbereich und unter der Annahme eines ungestörten Eintritts des Glutamins in 

den fetalen Kreislauf über die Plazenta wurde vermutet, dass die fetale Glutaminsynthese in 

der Plazenta und im Organismus selbst nicht ausreichend waren für die Glutaminversorgung.  

Weitere Studien durch Hu et al. zeigten, dass bei es bei einer GS Defizienz auch zu 

einem NAD+ Verlust in Fibroblasten, Leukozyten und peripheren Blutstammzellen kommt, 

was zu den schweren klinischen Beeinträchtigungen beiträgt (164). 
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1.7.1 R324C-Mutation  

Der Patient mit der homozygoten autosomal rezessiven Mutation von Arginin nach 

Cystein an Position 324 im humanen GLUL-Gen (R324C-Mutation) war ein Sohn 

blutsverwandter türkischer Eltern. Er zeigte eine schwere epileptische Enzephalopathie, 

stark verminderte Glutaminspiegel in Serum, Urin und Liquor, eine leichte systemische 

Hyperammonämie und verstarb 2 Tage postpartal an Multiorganversagen. Auch bei den 

Eltern des Kindes wurden leicht verminderte Glutaminspiegel im Serum gefunden (113).  

Klinisch waren bereits im pränatalen Ultraschall ein Polyhydramnion, eine 

Ventrikeldilatation und frontale paraventrikuläre Zysten nachweisbar. Postpartal zeigten 

sich verkürzte Extremitäten mit Beugekontrakturen in Ellenbogen und Knien, eine flache 

Nasenwurzel bei kurzer Nase, dünne Lippen, niedrige Ohren und eine Camptodaktylie. 

Zudem präsentierte sich der Patient mit ausgeprägter Schlaffheit und reduziertem 

Muskeltonus, einer Herzinsuffizienz und einer respiratorischen Insuffizienz mit 

Beatmungsnotwendigkeit, während keine viszeralen Malformationen nachzuweisen waren. 

Im MRT zeigte sich ein deutlich unterentwickeltes Gehirn mit inkompletter Agyrie, 

Hyperintensitäten der weißen Substanz und vergrößerte Ventrikel. Im 

Elektroenzephalogramm (EEG) konnten generalisierte Krampfpotentiale und Ausbrüche 

von Theta-Wellen bei insgesamt kaum zerebraler Aktivität nachgewiesen werden (113). 

Biochemisch bildet das Arginin an Position 324 in der GS-Aminosäurekette einen 

Teil des im Abschnitt 1.4 bereits erwähnten „Glu-Flaps“. Es stabilisiert hier die Bindung des 

β-Phosphats des Nukleotids (1) über eine Salzbrücke und ermöglicht so die stabile ATP-

Bindung. In der R324C Mutation zeigt die Glu-Flap-Region in allen Reaktionsschritten eine 

sehr hohe Flexibilität, wodurch eine stabile Bindung verhindert wird. Es wird angenommen, 

dass dies eine frühe Hydrolyse von GGP, eine schlechtere Bindung von Glutamat und einen 

Verlust der direkten Interaktion mit ADP bewirkt. In immortalisierten Lymphozyten des 

Patienten konnte eine reduzierte Glutaminsynthetase-Aktivität von ca. 12% nachgewiesen 

werden. Diese Aktivität scheint durch eine Hochregulation der Expression gesteigert zu sein. 

Auch die Glutaminsynthetase-Aktivität in immortalisierten Lymphozyten der Eltern war in 

beiden Fällen auf 71% beim Vater bzw. 49% bei der Mutter herabgesetzt (113, 135). 

 

 

 

 



Einleitung 

 

21 

1.7.2 R341C-Mutation  

Die Patientin mit der homozygoten autosomal rezessiven Mutation von Arginin nach 

Cystein an Position 341 im humanen GLUL-Gen (R341C-Mutation) war Tochter 

blutsverwandter türkischer Eltern. Sie zeigte eine schwere epileptogene Enzephalopathie, 

stark verminderte Glutaminspiegel im Serum, Urin und Liquor und verstarb 4 Wochen 

postpartal an Multiorganversagen (113).  

Im pränatalen Ultraschall zeigte sie eine Dilatation der hinteren Schädelgrube und 

postpartal eine breite Nasenwurzel und niedrige Ohren. Im EEG wurden multifokale 

Krampfpotentiale nachgewiesen und klinisch präsentierte sie eine ausgeprägte muskuläre 

Hypotonie. Zudem musste die Patientin kurz nach der Geburt bei respiratorischer 

Insuffizienz und Lungenödem intubiert werden und zeigte eine Enteropathie mit Diarrhoe, 

Aszites und ein nekrolytisches migratorisches Erythem (113). 

Arginin an Position 341 ist phylogenetisch über verschiedene Spezies hinweg hoch 

konserviert. Es befindet sich in der Nähe der Bindungstasche für ATP und Glutamat (113). 

Die Positionen R341, D339 und R340 bilden eine Aminosäuretriplett, in welchem der R340- 

Rest Wasserstoffbrückenbindungen mit dem Zwischenprodukt GGP eingeht. Diese 

Konformation wird durch Salzbrücken von R341 und D339 stabilisiert (40).  

Die R341C Mutation schwächt die ATP-Bindung indem es die Interaktion von R341 

mit R340 beeinträchtigt und hierüber das Enzym destabilisiert (40). Weiterhin reduziert die 

Mutation R341C die mechanische Stabilität der Helix H8 (Aminosäurereste 266-288), und 

verhindert so, dass die Helix eine Strukturveränderung durchführt, die für die Bindung des 

Glutamats essentiell ist  (56). Dadurch wird die Stabilität des C-Terminus der GS reduziert 

und durch die fehlende Strukturveränderung von Helix 8 ist die Glutamatbindung durch die 

R341C Mutation indirekt gestört (40). Diese gestörte Glutamatbindung spiegelt sich auch in 

einem Verlust der Bindungsfähigkeit von monoklonalen Anti-GS-Antikörpern an der 

R341C-GS wider und erklärt die Hemmung der Glutaminsynthetase-Aktivität (113). 
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1.7.3 R41C-Mutation 

In 2019 wurde im humanen GLUL-Gen die Mutation von Arginin nach Cystein an 

Position 41 (R41C-Mutation) durch Ünal et al. (163) in einem vitalen Kind blutsverwandter 

türkischer Eltern beschrieben. Das Kind zeigte einen milden Glutaminmangel, milde 

Hyperammonämie und eine therapiebedürftige Epilepsie. Es wurden neben einer 

Mikrozephalie keine weiteren sichtbaren Malformationen, aber eine leichte neurologische 

Entwicklungsstörung mit axialer Hypotonie und Hyporeflexie beschrieben. Im EEG wurde 

eine verlangsamte Hintergrundaktvitität mit diffusen Theta- und Delta-Wellen ohne fokale 

epileptiforme Aktivität festgestellt. Die orale Supplementation mit Glutamin und 

Nicotinamid verbesserte das klinische Bild des Patienten deutlich. Der genaue biochemische 

Einfluss der Mutation auf die Enzymaktivität der GS wurde bislang nicht untersucht (163). 

 

1.7.4 Homozygote Deletion des humanen GLUL-Gens 

In 2020 berichteten Roifman et al. von einer homozygoten GLUL-Deletion in einem 

Fötus einer Zwillingsschwangerschaft (120). Bei diesem Fötus wurde in der 28. 

Schwangerschaftswoche ein Abbruch der Schwangerschaft durchgeführt, nachdem es zuvor 

in der 15+5 Schwangerschaftswoche zum Spontanabort des anderen Zwillings kam. 

Entgegen bisheriger, auf Tiermodellen beruhender Annahmen (116, 117), war die 

vollständige Abwesenheit der Glutaminsynthetase aufgrund homozygoter Deletion des 

GLUL-Gens bis zur 28. Schwangerschaftswoche nicht letal. Der Fötus zeigte eine 

intrauterine Wachstumsrestriktion ohne nachweisbare Plazentainsuffizienz, eine schwere 

Mikrozephalie und Hirnunterentwicklung. Post mortem wurden ausgeprägte 

Malformationen von Gehirn, Rückenmark, Lunge und Herz, morphologische 

Auffälligkeiten im Gesicht und Fehlbildungen der Extremitäten festgestellt. Im fetalen Blut 

konnten sehr niedrige Glutaminspiegel nachgewiesen werden, während die maternale 

Glutamin-Konzentration im Normbereich lag, was das Überleben des Fötus bis zum 

genannten Punkt möglicherweise ermöglichte (120). 
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1.7.5 Heterozygote Mutationen im humanen GLUL-Gen  

In 2020 berichteten Bennett et al. von zwei philippinischen Schwestern, welche zwei 

heterozygote Mutationen der Glutaminsynthetase mit R106* und K14N präsentierten. Beide 

Schwestern waren zuvor auffällig geworden mit einer Entwicklungsverzögerung und 

myoklonischer Epilepsie und waren zum Zeitpunkt der Beschreibung 12 und 21 Jahre alt. 

Sie zeigten eine milde Hyperammonämie bei normalen Glutaminspiegeln (57). K14 gehört 

zu einem Netzwerk ionischer Wechselwirkungen, welches die Stabilität zwischen den 

Untereinheiten der GS sicherstellt.  Durch die K14N Mutation kommt es zu einem Verlust 

von Salzbrücken zu D174 und D213 und dadurch zu einer Destabilisierung und 

Aktivitätsreduktion der Glutaminsynthetase. Die R106* Mutation zeigt keinen 

nennenswerten Einfluss auf die Enzymaktivität (56). 

Spodenkiewicz et al. berichteten 2016 in einem Übersichtsartikel zu bisher bekannten 

Mutationen der Glutaminsynthetase von einer bis dahin unbekannten Mutation in der GS in 

einem russischen Jungen. Hier wurden heterozygote Mutationen im GLUL-Gen gefunden, 

welche die Aminosäureaustausche A195D und R319H bewirkten. Der Patient zeigte ab 

einem Alter von 3 Monaten eine progrediente epileptische Enzephalopathie. Aufgrund der 

sich im Normbereich befindenden Glutaminspiegel wurden diese Mutationen nicht offiziell 

den Glutaminsynthetase-Defizienzen zugeordnet und die GS-Aktivität nicht spezifisch 

untersucht (98). Während A195 nicht unmittelbar an der Substratbindung beteiligt ist, bindet 

der phylogenetisch stark konservierte R319-Aminosäurest an die terminale Phosphatgruppe 

von ATP, ermöglicht den Phosphattransfer von ATP zu Glutamat und ist essentiell für die 

Glutamatbindung (56). 
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1.8. R324S-Mutation 

Die in der vorliegenden Arbeit untersuchte Mutation von Arginin nach Serin an Position 

324 der humanen Glutaminsynthetase ist eine homozygote, autosomal rezessive Mutation, 

welche im Jahr 2011 erstmalig durch Häberle et al. in einem sudanesischen Jungen 

blutsverwandter Eltern beschrieben wurde (121). Bei diesem Patienten wurden keine 

Auffälligkeiten im pränatalen Ultraschall beobachtet und auch nach Geburt wurde zunächst 

kein auffälliger Phänotyp und keine Malformationen festgestellt.  

Postpartal präsentierte sich der Patient mit muskulärer Hypotonie und litt seit dem 13. 

Lebenstag an generalisierten tonisch-klonischen Krampfanfällen bei einer epileptogenen 

Enzephalopathie mit generalisierter Verlangsamung im EEG (57). Im MRT war eine milde 

Hirnatrophie und Hypomyelinisierung der weißen Substanz nachweisbar. Im weiteren 

Verlauf kam es zu einer ausgeprägten Entwicklungsverzögerung und respiratorischen 

Insuffizienz, welche eine Tracheotomie und invasive Beatmung notwendig machte und zu 

häufigen Atemwegsinfekten führte. Die Serum-Glutaminspiegel des Patienten waren 

postpartal zunächst im unteren Normbereich, nahmen mit zunehmendem Alter ab und die 

systemischen Ammoniakspiegel stiegen an (83). Dies wurde von einer Verschlechterung des 

Allgemeinzustands und stärkeren neurologischen Beeinträchtigungen begleitet (121).  

In einer klinischen Studie konnte eine Verbesserung der Vigilanz, des neurologischen Status 

im EEG und der allgemeinen Krankheitsschwere durch vorsichtige enterale und parenterale 

Supplementierung mit L-Glutamin erreicht werden, was bei anderen Aminosäure-

Defizienzen zuvor bereits pränatal erfolgreich durchgeführt wurde (83, 121).  

Glutamin kann in Situationen des Glutaminmangels im Sinne einer bedingt 

essentiellen Aminosäure intestinal aufgenommen werden und die systemischen 

Glutaminspiegel wurden in der genannten Studie so gesteigert (165). Da erst in einem Alter 

von 4 Jahren mit der Supplementation von Glutamin begonnen wurde, kann vermutet 

werden, dass die Behandlung nur noch von relativ geringem therapeutischem Nutzen sein 

konnte. Daher postulieren die Autoren, dass die Supplementation zukünftig unmittelbar nach 

Geburt oder bereits in utero begonnen werden sollte um die therapeutische Wirksamkeit der 

Behandlung zu erhöhen (83).  

Der Patient verstarb im Alter von 6 Jahren an einer respiratorischen Dekompensation 

(57). Das vergleichsweise hohe Alter, dass dieser Patient erreichte, ließ vermuten, dass bei 

dieser Mutation eine residuale Aktivität der Glutaminsynthetase erhalten geblieben sein 

musste (40). 
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 Die Aminosäure Arginin an Position 324 in der Aminosäurekette der GS ist Teil des 

Sequenzmotivs ASIRIP (113) und somit des „Glu-Flaps“. Es stabilisiert die Bindung des β-

Phosphats des Nukleotids (1) und damit von ATP (siehe Abb. 8). Bioinformatische in silico 

Untersuchungen von Frieg et al. lassen vermuten, dass die R324S-Mutation die ATP-

Bindung an die GS stört, aber keinen Einfluss auf die Glutamatbindung hat (40). 

Die R324S Mutation verhindert die Ausbildung einer ionischen Salzbrücke die 

wichtig ist für die direkte Interaktion mit ATP. Dies bewirkt eine höhere Flexibilität des 

„Glu-Flaps“ und eine größere Distanz zwischen der Hydroxylgruppe des Serins und der b-

Phosphatgruppe des ADPs. Dieser Verlust der Interaktion wird in der Mutation partiell 

Abb. 8 Positionen von R341 und R324 im Strukturmodell der humanen GS  
Position 324 in der Glutaminsynthetase stabilisiert durch ionische Salzbrücken die Bindung von ATP an das 
Enzym und ist so indirekt für die Katalyse im aktiven Zentrums bedeutsam. Der rote Pfeil zeigt die räumliche 
Nähe und Bindung zwischen R324 und ADP. Das Zwischenprodukt GGP wird durch divalente Metallionen 
wie Magnesium (Mg2+) stabilisiert. Wie in Abschnitt 1.7.2 beschrieben ist der R341 Rest nicht direkt an der 
Substratbindung beteiligt und räumlich entfernt vom katalytischen Zentrum der GS. Bereitgestellt von 
Michele Bonus, Institut für Pharmazeutische und Medizinische Chemie. 
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wiederhergestellt durch Wasserstoffbrückenbindungen und Van der Wals-Kräfte (166) 

zwischen der Seitenkette des Serins 324 und dem Liganden ATP. Hierdurch wird eine 

partielle Stabilisierung erreicht, welche die residuale Aktivität der GS erklären könnte (40). 

Trotz dieser partiellen Stabilisierung ist die Flexibilität des „Glu-Flaps“ im Vergleich zur 

Wildtyp GS aber weiterhin erhöht, was wiederum den mutationsbedingten Aktivitätsverlust 

erklärt (39). 

Die bioinformatischen in silico Modellierungsexperimente an einem repräsentativen 

Dimer der humanen Glutaminsynthetase von Frieg et al. lassen weiterhin vermuten, dass die 

reduzierte Aktivität der R324S-Mutante durch nicht kovalent gebundene Adaptermoleküle, 

welche die ATP-Bindung zusätzlich stabilisieren, wieder gesteigert werden könnte (39). Auf 

diese Weise könnte das Enzym „chemisch“ repariert werden (40). 

Die initialen Berechnungen wurden 2016 von Frieg et al. weitergeführt. Diese 

Untersuchungen lassen vermuten, dass Betain die durch die Mutation entstehende „Lücke“ 

durch Ausbildung von Wasserstoffbrückenbindungen mit S324 und Reaktion mit einer b-

Phosphatgruppe des ATP schließen könnte. Zusätzlich könnte das Betain auch mit den 

Metallionen in der Bindungstasche, welche auch mit ATP interagieren, reagieren. Hierdurch 

wird die Mobilität von ATP in der R324S Glutaminsynthetase reduziert und dadurch dessen 

Bindung stabilisiert. Auf diese Weise könnte die aus der R324S-GS-Mutation resultierende 

Funktionsbeeinträchtigung extrinsisch „repariert“ werden (167). 

In ähnlicher Weise könnten auch andere chemische Verbindungen mit einer 

Salzbrücken-bildenden, positiv geladenen Gruppe genutzt werden. Frieg et al. stellten 2021 

die Hypothese auf, dass auch andere chemische Verbindungen, welche die Interaktion 

zwischen Serin 324 und ATP besser überbrücken als Wasser, eine festere Anlagerung von 

ATP bewirken und somit die GS-Aktivität steigern könnten (56). Hierfür schlugen sie eine 

Untersuchung der Stoffe Betain und den strukturellen Analoga Creatin Monohydrat, b-

Alanin Methylester, 2-chloroethylamid HCl, 3-chloropropylamid HCl und 

Chloroacetamidin HCl vor (56). 
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1.9. Ziele der vorliegenden Arbeit 

Das Ziel der vorliegenden Arbeit war es mit Hilfe eines Zellkultursystems und 

biochemischer Methoden zu untersuchen, welche Folgen die Mutation von Arginin nach 

Serin in der Aminosäurekettenposition 324 der humanen Glutaminsynthetase für dessen 

Aktivität hat.  

Es sollte danach überprüft werden, ob ein eventueller mutationsbedingter 

Aktivitätsverlust der GS durch chemische Verbindungen, welche die bioinformatisch 

vorhergesagte geschwächte ATP-Bindung stabilisieren, wieder aufgehoben werden könnte.  
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2  Material und Methoden 

2.1. Material 

2.1.1 Chemikalien 

Tabelle 3: In dieser Arbeit genutzte Chemikalien 
Chemikalien Hersteller 

b-Alanin Methylester Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland 

2-chloroethylamid HCl Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland 

3-Chloropropylamine Hydrochlorid Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland 

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

Adenosindiphospat Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland 

Adenosintriphosphat Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland 

Ammonium Persulfat Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland 

Betain Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland 

Blasticidin-S-Hydrochlorid BioChemica AppliChem, Darmstadt, Deutschland 

Bradford Protein Assay; Protein Assay Dye 

Reagenz Concentrate  
BioRad, München, Deutschland 

Bovines Serum Albumin (BSA)  Roche, Mannheim, Deutschland 

Chloroacetamidinhydrochloride Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland 

Creatin Monohydrat Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland 

Dimethylsulfoxid (DMSO) Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland 

Dinatriumhydrogenarsenat Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland 

Dithiothreitol (DTT) Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland 

dNTPs (desoxyNukleosidTriPhosphat) Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA  

Dual Color Protein Standard Bio-Rad Laboratories, München, Deutschland 

Eisen (III) Chlorid Hexahydrat 98% Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland 

Fetales Kälberserum (FCS) PAA Laboratories GmbH, Linz, Österreich 

Glyzin Merck, Darmstadt, Deutschland 

Hydroxylamin Hydrochlorid, Reagent Plus, 99% Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland 

Imidazol Hydrochlorid Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland 

Isopropanol Merck, Darmstadt, Deutschland 

L-Glutamat Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland 

L-Glutamin Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland 

Mangan (II)-Chlorid Tetrahydrat Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland 

Methioninsulfoximin (MSO) Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland 

NaCl Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland 
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Natriumchlorid Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland 

Natriumdodecylsulfat (SDS) Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland 

Natriumfluorid Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland 

Natriumvanadat Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland 

Paraformaldehyd Merck, Darmstadt, Deutschland 

PBS (Phosphat gepufferte Salzlösung) Invitrogen GmbH, Karlsruhe, Deutschland 

Penizillin/Streptomycin Cytogen, Sinn, Deutschland 

Phosphinotricin (PPT) Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland 

Phusion High-Fidelity DNA Polymerase  New England Biolabs, Ipswich, USA  

Ponceau-S-Färbelösung Serva, Heidelberg, Deutschland 

Precision Plus Protein Standards Dual Color Bio-Rad, München, Deutschland 

Rainbow Molecular Weight Marker Amersham, Waltham, Niederlande 

Schneider’s Drosophila Medium, w: L-

Glutamine, w: 0.4 g/L NaHCO3 
PANBiotech, Aidenbach, Deutschland 

Tetramethylethylendiamin (TEMED) Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland 

Trishydroxymethylaminomethan (Tris) 
VWR BDH Prolabo Chemicals, Darmstadt, 

Deutschland 

Triton-X 100 Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland 

Tween 20 Merck, Darmstadt, Deutschland 

Western Lightning Plus ECLTM Kit Waltham, USA 

β-Glycerolphosphat Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland 

 

2.1.2 Verbrauchsmaterialien und Geräte 

Tabelle 4: In dieser Arbeit verwendete Verbrauchsmaterialien 
Materialien  Hersteller 
100mm-Zellkulturschalen  Falcon, Heidelberg, Deutschland  

14ml-Röhrchen/ Falcon Falcon, Heidelberg, Deutschland  

50ml-Röhrchen/ Falcon Falcon, Heidelberg, Deutschland  

Amicon Ultra-4 10K Centrifugal Filter Devices Merck Millipore, Tullagreen, Irland 

Einkanal-Pipetten  Eppendorf, Hamburg, Deutschland  

Einmalspritze (1ml, 20ml, 50ml) Braun, Melsungen, Deutschland 

Einwegküvetten Sarstedt AG & Co, Nümbrecht, Deutschland 

Glaspipetten Brand, Wertheim, Deutschland 

Glasplatten Biometra, Göttingen, Deutschland 

ibidiTM-Schalen (30mm)  ibidi, Martinsried, Deutschland  

Nitrocellulose Transfermembran Protran Whatman, Dassel, Deutschland 

Pipettenspitzen  StarLab, Ahrensburg, Deutschland  
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Reaktionsgefäße (Safe lock) Eppendorf, Hamburg, Deutschland 

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

Sterilfilter (Filtropur, 0,20μm) Millipore, Eschborn, Deutschland 

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

Whatman Filterpapier Whatman, Dassel, Deutschland 

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

Zentrifugationsröhrchen (13x51mm, Plastik) Beckman, Krefeld, Deutschland 

 
Tabelle 5: In dieser Arbeit verwendete Geräte 
Geräte Hersteller 

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

Arktik Thermal Cycler Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA 

Brutschrank (Memmert)  Memmert, Schwabach, Deutschland 

Cell Observer (Z1)  Zeiss, Jena, Deutschland  

ChemiDoc MP-Imaging System  Bio-Rad Laboratories, München, Deutschland 

Elektroblotting-Kammer  Amersham, Freiburg, Deutschland  

Elektrophoresekammer (Biometra)  Biometra, Göttingen, Deutschland  

Magnetrührer MR 2000  Heidolph Instr. GmbH & Co. KG, Schwabach, Deutschland 

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

Präzisionswaage Sartorius BP210S Sartorius, Göttingen, Deutschland 

Roller (SRT1) Stuart Scientific, Staffordshire, USA 

Schlauchpumpe (505 S) Watson-Marlow, Rommerskirchen, Deutschland 

Schüttler (GFL-3017)  Hilab, Düsseldorf, Deutschland 

Spectrophotometer Ultrospec 2100 pro  Amersham Biosciences, Freiburg, Deutschland  

Sterile Werkbank Hera Cell  Heraus, Karlsruhe, Deutschland  

Zentrifuge (5415 D) Eppendorf, Hamburg, Deutschland 

Zentrifuge (5418) Eppendorf, Hamburg, Deutschland 

Zentrifuge (Rotina 420R)  Hettich, Tuttlingen, Deutschland  

 

2.1.3 Molekularbiologische Kits  

Tabelle 6: In dieser Arbeit verwendete molekularbiologische Kits 
ATP AffiPur Kit III Jena Bioscience, Jena, Deutschland 

GatewayLR Clonase II enzyme mix  Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA  

Invitrogen Gateway System  Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA  

Qiagen Effectene Transfection Reagent Qiagen, Hilden, Deutschland 

Qiagen Plasmid Mini Purification Kit  Qiagen, Hilden, Deutschland 

Western Lightning Plus ECLTM Perkin Elmer, Waltham, USA 
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2.1.4 Antikörper 

Tabelle 7: In dieser Arbeit verwendete Primärantikörper 
Primärantikörper Wirt Hersteller Anwendung 

Glutamin-Synthetase, 

mAb Maus 

Transduction Laboratories/ 

Becton Dickinson, San Diego, 

CA, USA 

WB und DB: 1:5000 in TBS-T + 

5% BSA 

Glutamin-Synthetase, 

pAb Kaninchen 

Sigma, Taufkirchen, 

Deutschland 

IF: 1:500 in PBS+10% BSA + 

0,01% Triton-X 100 WB und 

DB: 1:5000 in TBS-T + 5% BSA 

"-Tubulin, mAb Maus 

Sigma, Taufkirchen, 

Deutschland 

IF: 1:1000 in PBS + 10% BSA + 

0,01% Triton-X 100  

WB: Western-Blot, DB: Dot Blot, IF: Immunfluoreszenz, mAb: monoclonal Antibody, pAb: polyclonal 
Antibody 
 
Tabelle 8: In dieser Arbeit verwendete Sekundärantikörper 
Sekundärantikörper Wirt Hersteller Anwendung 

Anti-Kaninchen, HRPOD 

gekoppelt  Ziege  

DakoCytomation, 

Glostrup, Dänemark 

WB: 1:10000 in TBS-T+ 10% 

BSA 

Anti-Maus, HRPOD gekoppelt  Ziege  

Biorad, München, 

Deutschland 

WB: 1:10000 in TBS-T+ 10% 

BSA 

Cy™3 AffiniPure Goat Anti-

Rabbit IgG  Ziege  

Jackson 

Immunoresearch, 

Cambridgeshire, UK 

IF: 1:200 in PBS + 10% BSA + 

0,01% Triton-X 100  

Fluorescein (FITC) AffiniPure 

Goat Anti-Mouse IgG, pAb Ziege  

Jackson 

Immunoresearch, 

Cambridgeshire, UK 

IF: 1:200 in PBS + 10% BSA + 

0,01% Triton-X 100  

Hoechst34580 - 

Invitrogen, Karlsruhe, 

Deutschland 

IF: 1:5000 in PBS + 10% BSA + 

0.01% Triton-X 100  

WB: Western-Blot, DB: Dot Blot, IF: Immunfluoreszenz, mAb: monoclonal Antibody, pAb: polyclonal 
Antibody 
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2.1.5 Oligonukleotide (Primer)  

Zur Vorbereitung dieser Arbeit wurden die nachfolgenden Oligonukleotide in der AG Prof. 

Dr. Matthias Beller in der PCR-Amplifikation, Mutagenese und Klonierung verwendet. Die 

Primer wurden von der Firma Eurofins MWG Synthesis GmbH bezogen. 

 
Tabelle 9: Oligonukleotide 
Gene Forward primer (5’® 3’) Reverse primer (5’® 3’) ID 

GS _pENTR GCT TGC GGC CGC CAC CAT 

GAC CAC CTC AGC AAG TT 

GCA AGG CGC GCC CTT AAT TTT TGT 

ACT GGA AGG 

MBD796 

GS – R324S GCC AGC ATA AGC ATT CCC 

CGG ACT 

GCT ACG ATT GGC TAC ACC AGC AG 

 

MBD802 

 

2.1.6 Plasmide  

Tabelle 10: Vektoren zur Klonierung und Transfektion 
Gen Bezeichnung ID Quelle 

GS (Wildtyp Glutamin-Synthetase) pUbiP-GS 796 AG Beller 

GS-R324S (R324S mutierte Glutamin-

Synthetase) 
pUbiP-GS-R324S 802 AG Beller 

 

2.1.7 Zelllinien 

Tabelle 11: In dieser Arbeit verwendete Zelllinien 
Name Beschreibung 

Kc167# 
Embryonale Zelllinie aus Drosophila Melanogaster mit Plasmatozyten-ähnlichem 

Expressionsmuster 

796 – 

Wildtyp GS* 
Kc167 Zelllinie mit stabil- transfizierter humaner Wildtyp-GS 

802 – R324S 

Mutation* 
Kc167 Zelllinie mit stabil-transfizierter   R324S-mierter humaner GS 

# Quelle: AG Beller (Zelllinie aus Harvard); * Quelle: AG Beller 
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2.1.8 Puffer und Lösungen 

10x Blottingpuffer:  

10mmol/l SDS; 3,86mmol/l Glyzin; 4,78mmol/l Tris 

1x Blottingpuffer:  

500ml 10x Blottingpuffer; 1000ml Methanol; 3500ml dH2O 

5x Elektrophoresepuffer:  

1,73mmol/l SDS; 125mmol/l Tris; 1,25mmol/l Glyzin 

1x Elektrophoresepuffer:  

5x Elektrophoresepuffer 1:5 verdünnt mit dH2O 

10x TBS Puffer:  

1,98mmol/l Tris; 1,488mmol/l NaCl; pH 7,6 

Waschpuffer (WB und DB):  

1x Tris-gepufferte Kochsalzlösung (Tris buffered saline, TBS) + 0,1% Tween20 (Tris 

buffered saline with tween, TBS-T)  

Protein-Lysepuffer:  

10mmol/l Tris/HCl (pH 7,4), 1% Triton X-100, 150mmol/l NaCl, 1mmol/l EDTA, 1mmol/l 

EGTA, 20mmol/l NaF, 0,2mmol/l Phenylmethylsulfonylfluorid, 0,5% Nonidet-P-40 

Auftragspuffer (SDS-Puffer):  

220mmol/l Tris/HCl (pH 8,8), 22,5 mmol/l EDTA, 9% SDS, 40% Glycerin, 0,125% 

Bromphenolblau, 200 mmol/l DTT 

 

Hier nicht aufgeführte Chemikalien zur Einstellung des pH-Wertes von 

Pufferlösungen wurden von den Firmen Sigma-Aldrich (Taufkirchen, Deutschland), Merck 

(Darmstadt, Deutschland) in pro analysis (p.a.) - Qualität bezogen und sind in den vorherigen 

Tabellen aufgeführt. 
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2.2. Methoden 

2.2.1 Kultivierung der Drosophila Melanogaster Zelllinien 

Für die in dieser Arbeit beschriebenen Untersuchungen wurden untransfizierte Kc167-

Zellen und stabil mit humaner Wildtyp-Glutaminsynthetase (R324-WT) oder der 

Glutaminsynthetase-Mutante (R324S-MT) transfizierte Zellen kultiviert. Kc167-Zellen 

adhärieren nur schwach an den Zellkulturflaschen und lassen sich leicht von der 

Wachstumsfläche durch Schütteln, Klopfen, oder Spülen mit Nährmedium ablösen. Als 

Nährmedium wurde Schneider‘s Drosophila Medium (SDM) mit L-Glutamine und 0,4 g/L 

NaHCO3 verwendet, welches mit steril-filtriertem 10 % FCS und 5 % 

Penicillin/Streptomycin versetzt wurde. Als Selektionsfaktor wurde bei den transfizierten 

Zellen das Medium zusätzlich mit 1 % Blasticidin-S supplementiert.  

Für die Anlage von Kulturen wurden die bei -80 °C tiefgefrorenen Zellen langsam auf 

Eis aufgetaut und mit 10 ml SDM in 15 ml Falcons aufgenommen. Nach 5-minütiger 

Zentrifugation (Rotina 420R - Hettich, Tuttlingen, Deutschland) bei 9 °C und 1200 RPM 

wurde der Überstand verworfen und das Pellet in insgesamt 10 ml SDM aufgenommen und 

in einer T25 Zellkulturflasche in einem Wärmeschrank bei 26 °C ohne CO2 inkubiert.  

Aufgrund der hohen Zellteilungsrate waren die Kc167-Zellen bereits nach 2-3 Tagen 

konfluent gewachsen, wurden dann von den 25 cm2 Kulturflaschen abgelöst, verdünnt und 

auf neue Kulturgefäße ausplattiert. Bei diesem als Splitten bezeichneten Vorgang, wurde 

zunächst das vorhandene Zellkulturmedium vorsichtig abgesaugt und die Zellen 

nachfolgend mit frischem Medium von der Wachstumsfläche der Zellkulturflaschen 

abgespült. Das Medium mit den Zellen wurde dann aufgenommen und auf größere 

Zellkulturflaschen mit einer Wachstumsfläche von erst 75 cm² und abschließend 175 cm² 

gegeben. Durch diesen Vorgang konnten die anfänglich zur Verfügung stehenden 

Zellmengen effizient expandiert und ausreichend Untersuchungsmaterial gewonnen werden.  

Ein Teil der auf diese Weise expandierten Zellen wurde für die spätere Anlage von 

Kulturen eingefroren. Hierfür wurden die Zellen mit SDM ohne weitere Zusätze von der 

Oberfläche gelöst, suspendiert und in einem Falcon 5 Minuten bei 9 °C und 1200 RPM 

zentrifugiert. Der Überstand wurde abgenommen und das Pellet in einem sogenannten 

„Einfriermedium“ aus 60 % SDM, 20 % FCS und 20 % DMSO aufgenommen. Je 1,5 ml der 

so erhaltenen Zellsuspension wurde in Kryoröhrchen überführt und bei -80 °C in flüssigem 

Stickstoff eingefroren. Alle Arbeiten an den kultivierten Zellen erfolgten unter sterilen 

Arbeitsbedingungen unter einer Sterilwerkbank.  
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2.2.2 Polymerase-Kettenreaktion 

Die Polymerase-Kettenreaktion (engl.: polymerase chain reaction, PCR) ist eine 

Methode zur in vitro Vervielfältigung von DNA (168). Die PCR wurde in den 

Untersuchungen der vorliegenden Arbeit zur Klonierung, Mutagenese und für die 

Herstellung von DNA-Plasmiden verwendet. Diese Arbeiten wurden von der technischen 

Assistentin Frau Petra Kolkhof aus dem Institut für Mathematische Modellierung 

biologischer Systeme (Arbeitsgruppe: Prof. Matthias Beller) der Heinrich-Heine-Universität 

Düsseldorf durchgeführt. Die Plasmide dienten als Matrizen für die in vitro Transkription 

und nachfolgender Translation der humanen R324-Wildtyp-Glutaminsynthetase und der 

R324-mutierten Glutaminsynthetase in Fliegenzellen.  

 Der Standard PCR Ansatz umfasste ein Volumen von 50 µl, in dem eine unit „Phusion 

High-Fidelity DNA Polymerase“ (New England Biolabs, Ipswich, USA), 1µM 

Oligonukleotide (jeweils 0,5 µM forward und reverse Primer, siehe Tabelle 9) und 0,5 µM 

dNTPs enthalten waren. Die PCRs wurden in einem Arctic Thermal Cycler (Thermo Fisher 

Scientific, Waltham, USA) durchgeführt. Initial erfolgte eine Denaturierung der DNA-

Doppelhelix bei 98 °C. Hierbei werden die DNA-Doppelstränge durch Aufbrechen der 

Wasserstoffbrücken getrennt. Die Anlagerung der Primer an die DNA (das sog. Annealing) 

erfolgte bei einer Temperatur von 50 °C.  

 Die zielgerichtete Mutation von Arginin nach Serin an Position 324 der humanen 

Glutaminsynthetase wurde durch Mutagenese PCRs durchgeführt. Hierfür wurden 

komplementäre Oligonukleotid-Paare erstellt in denen die korrespondierenden Basen-

Triplets modifiziert wurden, um so während der PCR die gewünschte Variation in der 

Basenabfolge und folglich der Aminosäuresequenz zu erreichen. Die PCR wurde mit 8 ng 

des zu mutagenisierenden Plasmids durchgeführt analog zu dem oben beschriebenen 

Standard PCR-Ansatz unter Verwendung der „Phusion High-Fidelity DNA Polymerase“ 

(New England Biolabs, Ipswich, USA). Um das methylierte Ursprungs Plasmid zu 

entfernen, wurde das PCR-Produkt für eine Stunde bei 37 °C mit 5 U des Typ II 

Restriktionsenzyms DpnI inkubiert. Nach thermischer Inaktivierung von DpnI bei 80 °C für 

5 min. wurde das mutagenisierte Plasmid mit dem „Quiagen Plasmid Mini Purification Kit“ 

(Quiagen, Hilden) aufgereinigt.  
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2.2.3 GatewayTM Klonierung  

 Die Klonierung der Expressionsvektoren erfolgte mit Hilfe des „Invitrogen Gateway 

System“ (Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA). Die Klonierung wurde von der 

technischen Assistentin Frau Petra Kolkhof aus dem Institut für Mathematische 

Modellierung biologischer Systeme der Heinrich-Heine-Universität Düsseldorf in der 

Arbeitsgruppe von Prof. Matthias Beller durchgeführt.  

 Hierfür wurden Oligonukleotidpaare mit einem Überhang mit einer NotI oder 

AscI Schnittstelle zur Herstellung der „Entry“-Vektoren mittels PCR-Amplifikation 

verwendet.  Nach Restriktion der DNA durch die Restriktionsenzyme NotI und AscI wurde 

Plasmidkarte des verwendeten Expressionsvektors für die humane R324 Wildtyp Glutamin-Synthetase 
(links) und die R324S-mutierte humane Glutamin-Synthetase (rechts).  
 

Abb. 9 Aufbau der Expressionsvektoren für die Klonierung der Glutaminsynthetase 
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das Amplikon über diese Schnittstellen in ein pENTR/D-TOPOTM -Plasmid ligiert. Mit dem 

„GatewayLR Clonase II enzyme mix“ (Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA) wurden 

die gewünschten DNA-Abschnitte dann durch eine Rekombinationsreaktion in 

Expressionsvektoren kloniert (siehe Abb.9).  

 

2.2.4 Transiente Transfektion der Drosophila Melanogaster 
Zelllinien 

Die Bedeutung des Aminosäureaustauschs von Arginin nach Serin an Position 324 

(R324S) für die enzymatische Aktivität der humanen Glutaminsynthetase wurde an einem 

Versuchsmodell untersucht. Hierfür wurde die humane R324-Wildtyp Glutaminsynthetase 

und die R324S-Mutante in der die Aminosäure Arginin nach Serin an Position 324 in der 

Aminosäuresequenz ausgetauscht wurde in immortalisierte Drosophila Melanogaster Zellen 

der embryonalen Zellreihe Kc167 transfiziert (169, 170).  

Die Transfektion wurde durch die technische Assistentin Frau Petra Kolkhof aus dem 

Institut für Mathematische Modellierung biologischer Systeme (Arbeitsgruppe Prof. 

Matthias Beller) der Heinrich-Heine-Universität Düsseldorf durchgeführt. Durch 

Transfektion der Expressionsvektoren, welche in Tabelle 10 aufgelistet und in Abb. 9 

gezeigt sind wurden die humane R324-Wildtyp Glutaminsynthetase und die humane R324S-

mutierte Glutaminsynthetase in den Kc167 Drosophila Melanogaster Zellen exprimiert.  Die 

Zellkultur erfolgte wie zuvor beschrieben. Für die Transfektion wurden die Zellen bei einer 

Konfluenz von 70-90 % nach vorsichtigem Absaugen des alten Mediums, mit neuem 

Medium von der Kulturschale gelöst, auf eine Zelldichte von 2-5 x 105 Zellen je ml 

eingestellt und je 2 ml dieser Suspension in ein Well einer 6-Well Platte pipettiert. Daraufhin 

wurden die Zellen über Nacht bei 25 °C in einem Wärmeschrank ohne CO2 inkubiert.  

Das „Qiagen Effectene Transfection Reagent“ (Qiagen, Hilden) wurde zur 

Transfektion der Zellen verwendet. Hierfür wurde das Reagenz mit 1 µg der 

Expressionskonstrukte in einem Gesamtvolumen von 140 µl EC-Puffer aufgenommen in das 

8 µl Enhancer gegeben wurde. Die Lösung wurde nachfolgend 5 Minuten bei 

Raumtemperatur inkubiert. Nachfolgend wurden erneut 10 µl Effectene hinzugegeben und 

die Lösung für 10 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Im Anschluss an die Inkubation 

wurde aus jedem Well 500 µl Medium entnommen, und dieses mit dem Transfektionsmix 

gemischt und zurück auf die Zellen gegeben. Nachfolgend wurden die Zellen für 2-4 Tage 

bei 25 °C ohne CO2 inkubiert.  
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2.2.5 Herstellung stabil transfizierter polyklonaler Zelllinien 

Als Vorlage für die Herstellung stabil transfizierter polyklonaler Zelllinien wurde 

das „stable fly cell lines“ Protokoll des Drosophila RNAi Screening Centers (DRSC) genutzt 

(171). Hierbei wurden die Zellen neben den Glutaminsynthetase-Expressionsplasmiden 

zusätzlich mit einem Selektionsplasmid kotransfiziert. Diese Arbeiten wurden von der 

technischen Assistentin Frau Petra Kolkhof aus dem Institut für Mathematische 

Modellierung biologischer Systeme (Arbeitsgruppe: Prof. Matthias Beller) der Heinrich-

Heine-Universität Düsseldorf durchgeführt. 

In einem ersten Schritt wurden 4 ml einer Kc167 (Drosophila Melanogaster Zelllinie) 

Zellsuspension mit einer Dichte von 2,5 x 105 Zellen pro ml in eine 25 cm2 Zellkulturflasche 

vorgelegt und bei 25 °C ohne CO2 über Nacht inkubiert. Die Transfektion erfolgte wie zuvor 

beschrieben unter Verwendung des „Qiagen Effectene Transfection Reagent“ (Qiagen, 

Hilden) mit anschließender Inkubation für 4 Tage bei 25 °C. Hierbei wurden 2 µg des 

Expressionsplasmids und 50 ng eines Selektionsplasmids eingesetzt. Letzteres enthält ein 

Resistenzgen, welches für das Enzym Blasticidin-S-Deaminase kodiert. Dieses vermittelt 

Resistenz gegenüber dem Antibiotikum Blasticidin und verhindert, dass erfolgreich 

transfizierte Zellen durch ein mit 30 µg/ml Blasticidin-S versetztes Medium abgetötet 

werden. Nachfolgend wurde das Medium alle 3-5 Tage ausgetauscht und die Zellen bis zur 

Konfluenz weiterkultiviert. Schließlich wurden die Zellen in flüssigem Stickstoff 

eingefroren und nach dem Auftauen mit Zellkulturmedium kultiviert, das 10 µg/ml 

Blasticidin-S-Hydrochlorid enthielt, um zu verhindern, dass Zellen, die das 

Transfektionsplasmid während der Kultur verlieren expandieren können.    

 

2.2.6 Experimentelle Behandlung der Zellen 

Für die experimentelle Behandlung wurden die Zellen in 100 mm Petrischalen 

ausgesät. Nach erfolgreichem Anwachsen wurde unmittelbar vor dem Start des Experiments 

das Wachstumsmedium durch sogenanntes „Hungermedium“ ersetzt. Hierbei handelt es sich 

um SDM, welches keine weiteren Zusätze wie FCS, Penicillin/Streptomycin oder 

Blasticidin-S enthält. Daraufhin blieben die Zellen entweder für den Inkubationszeitraum 

von 2 h unbehandelt, oder wurden mit jeweils 3 mM Methioninsulfoximin (MSO) oder 

Phosphinothricin (PPT) für 2 h inkubiert. Am Ende der Inkubation wurden die Zellen wie in 

Abschnitt 2.2.7 beschrieben geerntet und zur späteren Analyse bei -20 °C eingefroren.  
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2.2.7 Herstellung von Proteinlysaten aus kultivierten Kc167-Zellen 

Zur Herstellung von Proteinlysaten für die nachfolgend beschriebenen Analysen, 

wurden die kultivierten Zellen mit 5 ml SDM von der Oberfläche gelöst, in 15 ml Falcons 

überführt und für 5 Minuten bei 1200 RPM und in Raumtemperatur zentrifugiert. 

Nachfolgend wurde der Überstand abgesaugt und verworfen und das Pellet mit 300 µl 

Proteinlyse-Puffer (Zusammensetzung: Kapitel 2.1.8) versetzt, in ein 1,5 ml Eppendorf-

Reaktionsgefäß überführt und auf Eis gelegt.  

Die Proben wurden dann dreimal jeweils für 3-4 Sekunden Ultraschall-behandelt 

(Ultrasonic Processor, Hielscher Ultrasound Technology, Programm Cycle 1, Amplitude 

100 %). Auf diese Weise wurden die Membranen aufgebrochen und davon eingeschlossene 

intrazellulare Bestandteile freigesetzt und in Lösung gebracht. Die Ultraschallbehandelten 

Proben wurden bei 4 °C, 10 Minuten bei 20000 RCF zentrifugiert (Zentrifuge 5418 - 

Eppendorf, Hamburg, Deutschland). Das Pellet mit den unlöslichen Bestandteilen wurde 

verworfen und der Überstand in ein neues Reaktionsgefäß zur weiteren Analyse überführt. 

 

2.2.8 Proteinbestimmung 

Die Proteinkonzentration in den Lysaten wurde mithilfe des BIO-RAD-

Proteinbestimmungsassays, (BIO-RAD, München, Deutschland) der auf einer 

Proteinquantifizierungsmethode nach Bradford (1976) beruht, bestimmt (172). Hierfür 

wurde das Bradford Reagenz unmittelbar vor der Messung in einem Verhältnis von 1:5 mit 

destilliertem Wasser verdünnt. Die Messung der Proteinkonzentration erfolgte durch 

photometrische Messung der Absorption im Wellenlängenbereich von λ=595 nm in einem 

Spectophotometer (Ultrospec 2100 pro, Amersham Biosciences, Freiburg, Deutschland).  In 

Abhängigkeit der Ausgangsproteinkonzentration wurden die Proben in einem Verhältnis 

von 1:10 oder 1:5 mit Proteinlyse-Puffer (Zusammensetzung: Kapitel 2.1.8)  vorverdünnt, 

um die Absorption im linearen Bereich messen zu können. Die so vorverdünnten Proben 

wurden dann im Verhältnis 1:200 mit Bradford Reagenz vermischt und die Absorption 

gemessen. Alle Proben wurden im Triplikat gemessen und ein Mittelwert für jede Probe 

errechnet. 
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2.2.9 Immunfluoreszenzanalyse und Fluoreszenzmikroskopie 

Mit Hilfe der Immunfluoreszenzanalyse können spezifische Proteine in Zellen oder 

Geweben lokalisiert und deren Abundanz quantifiziert werden. Hierfür werden, gegen das 

zu untersuchende Protein gerichtete, Primärantikörper verwendet, die in einem zweiten 

Schritt durch Fluorochrom-markierte Sekundärantiköper detektiert werden können. Das 

Fluorochrom wird mit Licht einer spezifischen Wellenlänge angeregt und das emittierte 

Licht höherer Wellenlänge kann nachfolgend detektiert werden. In der vorliegenden Arbeit 

wurde durch Verwendung spezifischer Antikörper die Glutaminsynthetase und das 

Zytoskelettprotein Tubulin nachgewiesen.  

Für die Immunfluoreszenz wurden die jeweiligen Zellen auf 30 mm Kulturschalen 

von ibidi, die für die Mikroskopie vorgesehen sind, ausgesät.	 Nach erfolgreichem 

Anwachsen wurde das Zellkulturmedium abgesaugt und die Zellen wurden zweimalig 

vorsichtig mit PBS gewaschen. Nachfolgend wurden die Zellen mit frisch hergestelltem 4 

%-igem Paraformaldehyd für 10 Minuten bei Raumtemperatur fixiert. Im Anschluss wurde 

das Paraformaldehyd abgesaugt und die ibidi-Schalen wurden zweimalig mit PBS 

gewaschen. Danach wurden die Zellen erneut mit PBS überschichtet und die ibidi-Schalen 

bis zur weiteren Prozessierung bei 4 °C gelagert.   

 Zur Verminderung einer unspezifischen Anlagerung der verwendeten Antikörper an 

Zellbestandteile und zur Erhöhung der Permeabilität der Zellen für Antikörper wurden die 

Zellen für 1 Stunde mit einer „Blockier- und Permeabilisierungslösung“ inkubiert. Diese 

bestand aus PBS und beinhaltete 10 % BSA und 0,01 % Triton. Nachfolgend wurden die 

Zellen für 3 Stunden mit 500 µl dieser Lösung, die mit den jeweiligen Primärantikörpern 

anti-Glutaminsynthetase (polyklonal, 1:500) und anti-a-Tubulin (monoklonal, 1:1000) 

versetzt wurde, bei Raumtemperatur inkubiert. Eine ibidi-Schale mit unbehandelten Zellen 

wurde zur Überprüfung möglicher unspezifischer Bindungen der Sekundärantikörper 

verwendet. Hier wurden die Zellen in der Inkubationslösung, die keine Primärantikörper 

enthielt, inkubiert. Am Ende der Inkubation wurden die Zellen jeweils dreimal für 15 

Minuten mit PBS unter leichtem Schütteln gewaschen. Nachfolgend wurden die Zellen mit 

der oben beschriebenen Inkubationslösung welche die Fluorochrom-gekoppelten 

Sekundärantikörper enthielt für 3 Stunden bei Raumtemperatur inkubiert. Dabei wurden 

anti-Mouse IgG-FITC (polyklonal, 1:200), anti-Rabbit IgG-Cy3TM (monoklonal, 1:200) und 

der DNA-bindende Farbstoff Hoechst34580 (1:5000) verwendet. 

Nach dreimaligem Waschen der Zellen mit PBS wurden die Schälchen bis zur 

weiteren Analyse lichtgeschützt bei 4 °C gelagert.  
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Die Hoechst34580, FITC- und Cy3-Fluoreszenzen wurden bei 250-facher 

Vergrößerung mit dem Weitfeldfluoreszenz-Mikroskop Observer Z1 (Zeiss, Jena, 

Deutschland) und der Software AxioVision mithilfe von Dr. Ayse Karababa (Klinik für 

Gastroenterologie, Hepatologie und Infektiologie) aufgenommen. 

 

2.2.10 Western-Blot-Analyse 

Die erfolgreiche Transfektion und Überexpression der humanen R324-Wildtyp und 

R324S-mutierten Glutaminsynthetase in den transfizierten Zelllinien wurde mittels 

Western-Blot Analyse überprüft und die Abundanz der Proteine mittels Densitometrie 

semiquantitativ bestimmt.  

Das Prinzip des Western-Blots beruht darauf, dass Protein in Abhängigkeit ihres 

jeweiligen Molekulargewichts mittels Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamid-Gelelektro-

phorese (engl.: sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis, SDS-PAGE) in 

einem elektrischen Feld aufgetrennt werden. Durch Zugabe von SDS werden alle 

Proteinspezies einheitlich negativ geladen, so dass ursprünglich vorhandene 

unterschiedliche Ladungen das Migrationsverhalten im Gel nicht mehr beeinflussen können.  

Nach der Elektrophorese werden die aufgetrennten Proteine über einen elektrischen 

Gradienten auf eine Nitrocellulose Membran transferiert. Auf dieser wird nachfolgend 

mittels spezifischer Antikörper das jeweilige Zielprotein markiert und das so markierte 

Protein mittels Chemilumineszenzreaktion sichtbar gemacht.  

Zur Durchführung der SDS-PAGE wurden Sammelgele mit Polyacrylamid (PAA)-

Anteilen von 4 % und Trenngele mit 12 % wie in der nachfolgenden Tabelle dargestellt 

verwendet.  

Für die Herstellung der Gele wurde zunächst das flüssige Trenngel zwischen 2 

Glasplatten (Biometra, Göttingen, Deutschland) gegossen und zur Glättung der Oberfläche 

mit Isopropanol überschichtet. Nach vollständiger Polymerisation der Gele wurde das 

Isopropanol abgegossen und das Gel mehrmals mit Aqua-bidest überschichtet und 

gewaschen. Das Trenngel wurde nachfolgend mit dem flüssigen Sammelgel überschichtet, 

in welches ein Kamm eingebracht wurde zur Erzeugung von Taschen welche mit den 

Proteinproben befüllt werden können. Die Gele wurden in Elektrophoresekammern 

(Biometra, Göttingen, Deutschland) eingespannt und diese mit Gelelektrophoresepuffer 

(Zusammensetzung: Kapitel 2.1.8) befüllt. Mithilfe einer Hamilton-Spritze wurden die 

Taschen des Sammelgels mit den Proben befüllt. 
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Tabelle 12 Zusammensetzung der Lösungen zur Herstellung der PAA Gele 
Substanz 12% Trenngel 4% Sammelgel  

Destilliertes Wasser 4,9ml 3,4ml 

30% PAA 6ml 0,83ml 

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

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

10% SDS 0,15ml 0,05ml 

10% APS 0,15ml 0,05ml 

TEMED 0,006ml 0,005ml 

 

Zusätzlich zu den Proben wurde ein Proteinstandard aufgetragen, an dem die 

Molekulargewichtsgröße im Gel, bzw. auf dem Blot abgelesen werden konnte (Dual Color 

Protein Standard, Bio-Rad Laboratories, München, Deutschland oder Rainbow Molecular 

Weight Marker, Amersham). Bei jeder Western-Blot-Analyse wurden identische 

Proteinmengen von allen Proben aufgetragen. Entsprechend des maximal verwendbaren 

Probenvolumens wurden dabei zwischen 20-80 µg Protein pro Probe eingesetzt. Zur 

Probenvorbereitung wurden diese mit einem identischen Volumen an Auftragspuffer 

(Zusammensetzung: Kapitel 2.1.8) vermischt und 5 Minuten bei 95 °C in einem Heizblock 

denaturiert.  Nachfolgend wurden die Proben bei maximaler Umdrehung zentrifugiert, in die 

Taschen des Gels gefüllt und die Gelelektrophorese für 1,5-2 h durchgeführt. Das Einlaufen 

der Proben in das Sammelgel erfolgte bei 90 Volt und das Auftrennen der Proteine im 

Trenngel bei 120-160 Volt.  

Der Transfer der Proteine aus dem Gel auf eine Nitrozellulose-Membran erfolgte bei 

konstantem Stromfluss von 0,8 mA/cm² für 2 Stunden im semidry Verfahren in einer 

Elektroblotting-Kammer (Biometra GmbH, Göttingen, Deutschland). Hierfür wurde das 

PAA-Gel auf die Nitrozellulose-Membran gelegt, welche zuvor zunächst für wenige 

Sekunden in Aqua-bidest und nachfolgend in Transferpuffer (Zusammensetzung: Kapitel 

2.1.8) inkubiert wurde. Zusätzlich wurden 6 - 8 Lagen Transferpuffer-getränkte Whatman 

Papiere jeweils oberhalb des Gels und unterhalb der Membran positioniert. Am Ende des 

Blotting-Prozesses wurde der gleichmäßige Proteintransfers durch unspezifische Anfärbung 

basischer Aminosäuren in den Proteinen mit Ponceau-S visuell überprüft.  

Zur Absättigung freier Protein-Bindungsstellen auf der Membran wurde diese für 30 

Minuten in TBS-T mit 5 % BSA inkubiert und anschließend noch 1 - 2 Stunden bei 

Raumtemperatur mit jeweils dem monoklonalen Maus oder dem polyklonalen Kaninchen 

anti-GS-Antikörper in einer Verdünnung von 1:5000 in TBS-T mit 5 % BSA inkubiert. Nach 

dreimaligem Waschen mit TBS-T für jeweils 10 Minuten wurde die Membran mit einem 
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gegen Maus- oder Kaninchen-Immunglobulinen gerichteten, HRPOD gekoppelten 

Zweitantikörper in einer Verdünnung von 1:10000 für 1- 2 Stunden bei Raumtemperatur 

inkubiert. Mithilfe des Western Lightning Plus ECL Kits (Perkin Elmer, Waltham, USA) 

wurden die gebildeten Immunkomplexe mittels Chemiluminescence und manueller 

exposure im ChemiDoc MP Imaging System digital aufgenommen. Zur Überprüfung der 

einheitlichen Proteinbeladung wurde auf den Membranen nachträglich a-Tubulin in einer 

Verdünnung von 1:1000 in PBS + 10% BSA + 0,01% Triton-X 100 detektiert. Als 

Positivkontrolle für die Detektion der Glutaminsynthetase wurde Proteinlysat verwendet, 

welches aus kultivierten Rattenastrozyten gewonnen wurde. Die densitometrische 

Quantifizierung der Bandenintensitäten erfolgt mithilfe des Programms ImageLab der Firma 

Bio-Rad Laboratories, München, Deutschland.  

Bei Western-Blot-Analysen, welche im Anschluss an die Dot-Blot Analyse mit den 

Hemmstoffen MSO und PPT durchgeführt wurden, wurden die Proteinlysate ebenfalls nach 

erfolgter Proteinbestimmung in SDS-haltigem Puffer aufgenommen und nachfolgend 

hitzedenaturiert. Hierdurch wird das Protein denaturiert und linearisiert, weshalb die 

Bindung zu den Hemmstoffen aufgehoben wird und das Epitop, dass der anti-GS-Antikörper 

erkennt wieder zugänglich ist. So dient der Western-Blot in diesem Fall der Untersuchung, 

ob die anti-GS-Immunoreaktivität im Dot-Blot der mit MSO- oder PPT behandelten 

Zelllysate auf einen Rückgang der GS-Proteinspiegel zurückzuführen sein kann (91).  

 

2.2.11 Dot-Blot-Analyse 

Mit Hilfe des Dot-Blots wurde die Glutamat-Bindungsfähigkeit der humanen 

Glutaminsynthetase (GS) untersucht. Das Prinzip dieses Nachweises beruht darauf, dass die 

GS-Hemmstoffe Methioninsulfoximin (MSO) und Phosphinothricin (PPT) irreversibel im 

Bereich der Glutamatbindungsstelle in der GS binden und dadurch der Zugang für einen in 

diesen Bereich bindenden monoklonalen Antikörper blockiert wird (91). Da die Bindung 

von MSO und PPT durch Denaturierung des Proteins aufgehoben werden kann, wurden 

diese Analysen mit nativen Proteinlysaten durchgeführt, die nicht durch Hitze, Detergenzien 

oder andere Verbindungen behandelt wurden (21, 159). Hierfür wurden entweder MSO oder 

PPT in die Zelllysate gegeben, oder die vitalen Zellen damit behandelt.   

Für die Inkubation der Zelllysate wurden 15 µl Probenvolumen mit 15 µl 

Reaktionslösung (30 mM MSO oder PPT, 20 mM ATP, 20 mM MnCl) vermischt. Die 

Proben wurden vorher einheitlich auf eine Proteinkonzentration von 1 µg/µl bzw. einer 
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Gesamtproteinmenge von 30 µg mit Proteinlyse-Puffer (Zusammensetzung: Kapitel 2.1.8) 

eingestellt. In einem weiteren Versuchsansatz wurde die Konzentrationsabhängigkeit der 

Blockierung der anti-GS-Immunoreaktivität des R324-Wildtyps und der R324S-Mutante 

mit MSO-Konzentrationen von 30 mM, 15 mM, 7,5 mM, 3 mM, 1,5 mM, 1 mM, 0,5 mM, 

0,25 mM, 0,1 mM und 0,05 mM durchgeführt.   

Der Einfluss von MSO und PPT auf die anti-GS-Immunoreaktivität im Dot-Blot 

wurde auch mit Proteinproben durchgeführt, die aus Zellen erhalten wurden, die vor dem 

Zellaufschluss für 2 Stunden mit MSO bzw. PPT inkubiert wurden.   

Das Reaktionsgemisch wurde in allen Versuchen kurz mithilfe eines Vortexers 

durchmischt, herunterzentrifugiert und für zehn Minuten bei 37 °C und 5 % CO2 inkubiert. 

Im Anschluss daran wurden aus den Reaktionsgemischen 2 µl auf Nitrocellulosemembranen 

punktuell im Triplikat aufgebracht. Nach 30 Minuten Trocknung bei Raumtemperatur 

wurden die Membranen analog wie oben für die Western-Blot-Analyse beschrieben mit den 

Antikörperlösungen inkubiert.  

 Um einen möglichen Einfluss der Inkubation der Zellen mit MSO oder PPT auf die 

Proteinspiegel der Glutaminsynthetase in den Zellen zu untersuchen, wurden diese mittels 

Western-Blot-Analyse analog zum zuvor beschriebenen Vorgehen untersucht.  

 

2.2.12 ATP-Bindungsassay 

Die ATP-Bindung an die Glutaminsynthetase wurde Mithilfe des handelsüblichen 

ATP-Bindungsassays ATP AffiPur Kit III (Jena Bioscience) gemessen. Das ATP AffiPur 

Kit III beinhaltet 6-Aminohexyl (6AH) - Adenosintriphosphat (ATP)-Agarose. Die Agarose 

dient dabei als Trägermaterial für das Adenosintriphosphat (ATP), welches über eine 6-

Aminohexyl-Verbindung (6AH) chemisch an die Agarose gebunden ist. An das ATP-

bindende Proteine können damit durch Zentrifugation-vermittelte Sedimentation des Agars 

von den nicht gebundenen Proteinen getrennt werden. In den auf diese Weise angereicherten 

Proteinen wurde nachfolgend die Glutaminsynthetase wie zuvor beschrieben mittels 

Western-Blot nachgewiesen.  

Die im Kit bereits enthaltenen Pufferlösungen wurden entsprechend der Anleitung 

des Herstellers folgendermaßen vor dem jeweiligen Versuchsschritt frisch hergestellt:  

Zusammensetzung des Dialysepuffers:  

1 im Kit enthaltene Tablette PBS in 500ml entiionisiertem Wasser + 1ml 500mM EDTA + 

0,5ml 1M DTT 
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Zusammensetzung des Waschpuffer:  

1ml 5x Wasch Puffer + 3,9ml entionisiertes Wasser + 5µl 200mM Natriumorthovanadat + 

50µl 100mM DTT + 50µl 100x Protease Inhibitor Mix 

Zusammensetzung des Elutionspuffer:  

100µl 5x Elutionspuffer + 400µl  entionisiertes Wasser + 0,5µl 200mM 

Natriumorthovanadat + 5µl 100mM DTT + 5µl 100x Protease Inhibitor Mix 

 

Zunächst wurden die Proteinlysate durch dreimalige Zugabe von Dialyse-Puffer und 

mithilfe von Amicon Ultra-4 10 K Centrifugal Filter Devices (Merck Millipore, Tullagreen, 

Irland) dialysiert. Der Zweck dieses Verfahrens ist es, in den Proben vorhandenes ATP und 

weitere niedermolekulare Verbindungen, die die Bindung an die ATP-Agarose 

beeinträchtigen könnten, aus der Probe zu entfernen und gleichzeitig Proteine mit einer 

Mindestgröße von 10 kDa in den Proben rückzuhalten. Im Ansatz der vorliegenden Arbeit 

wurde dafür eine Proteinmenge von 600 µg in einem Proteinlyse-Puffervolumen von 100 µl 

aufgefüllt und diese nachfolgend mit 3,9 ml Dialysepuffer auf insgesamt 4 ml eingestellt.  

Nachfolgend wurden die Filter in 3 aufeinanderfolgenden Schritten jeweils nach 

erneuter Zugabe von 3 ml Dialysepuffer 30 Minuten bei 4 °C und 4000 rcf zentrifugiert. 

Durch den Filter gedrungener Dialysepuffer wurde verworfen und das nach 3 

Dialyseschritten im Amicon Filter Device verbliebene Restvolumen in ein neues 

Reaktionsgefäß überführt. Anschließend wurde in den so erhaltenen Proben eine 

Proteinbestimmung nach Bradford wie im Kapitel 2.2.8 beschrieben durchgeführt. Als 

technische Kontrolle wurden Proben nach der Dialyse erneut mit 10 mM ATP versetzt und 

diese für 25 Minuten inkubiert um die Bindung ATP-bindender Proteine am ATP-Agar zu 

blockieren. Mithilfe dieser Kontrolle wurde die unspezifische Anlagerung von Proteinen an 

die ATP-Agarose erfasst. Die auf diese Weise behandelten Proben wurden nachfolgend 1:4 

mit 5 x Binding-Puffer verdünnt. Pro ml Probenvolumen wurden dann 10 µl einer 100 mM 

DTT-Lösung und 10 µl eines 100 x Protease Inhibitor Mix zugegeben.  

Da sich theoretisch auch das an die 6-Aminohexyl-Gruppe gebundene ATP im 

Verlaufe der Lagerung partiell ablösen kann wurde die 6AH-ATP-Agarose vor Verwendung 

gewaschen.  

Hierfür wurden 50 µl ATP-Agarose dreimalig mit je 500 µl Waschpuffer gemischt 

und bei 1000 g und Raumtemperatur für eine Minute zentrifugiert. Der Überstand wurde 

anschließend verworfen. Zur auf diese Weise behandelten ATP-Agarose wurden dann die 

zuvor vorbereiteten Proben zugegeben und die Reaktionsgefäße bei 4 °C für 2,5 h langsam 
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rotiert. Im Anschluss an die Inkubation wurden die Proben eine Minute bei 1000 x g 

zentrifugiert. Der Überstand wurde abgenommen und das Pellet zweimalig mit jeweils 1 ml 

Waschpuffer resuspendiert und anschließend zentrifugiert. Dabei wurden die Überstände 

jeweils verworfen. Die an die ATP-Agarose gebundenen Proteine wurden abschließend 

durch Zugabe von 150 µl Elutionspuffer und Inkubation unter konstanter Rotation bei 4 °C 

für 20 Minuten abgelöst. Daraufhin wurde die Probe bei 1000 x g für 1 Minute zentrifugiert 

und der Überstand aufgefangen. Durch Wiederholung des Elutionsschritts sollte 

sichergestellt werden, dass die an die Agarose gebundenen Proteine effektiv eluiert werden.  

Die Untersuchungen in der vorliegenden Arbeit zeigten, dass bereits in der ersten 

Fraktion der Großteil der Glutaminsynthetase vorhanden war und nur geringfügig in der 

zweiten Fraktion. Die auf diese Weise erhaltenen Proben wurden nachfolgend mittels 

Western-Blot wie in Kapitel 2.2.10 beschrieben analysiert.  

 

2.2.13 Glutaminsynthetase-Assay 

Die Messung der Aktivität der Glutaminsynthetase (GS) wurde nach einem Protokoll 

von Webb und Brown aus dem Jahre 1976 durchgeführt (137). Hierbei wird die GS-Aktivität 

anhand der von ihr katalysierten sogenannten „Glutamyltransferasereaktion“ (siehe Kapitel 

1.4 und Abb. 5) bestimmt.  

In dieser alternativen Reaktion der GS wird das GS-Substrat Glutamat durch 

Glutamin und das NH4+ durch NH2OH ersetzt. In Gegenwart von ADP, Mn2+- und As+-

Ionen wird hier auch das stabile Endprodukt g-Glutamylhydroxamat gebildet, welches durch 

Bindung von Eisen (III)-Ionen einen charakteristisch braungefärbten Komplex bildet.  

Durch Messen der Absorption bei 500 nm kann die Menge des gebildeten g-

Glutamylhydroxamats photometrisch quantifiziert werden, was einen Rückschluss auf die 

Glutaminsynthetase-Funktion und -Aktivität zulässt.  

Zur Versuchsvorbereitung wurden einzelne Stocklösungen der Substanzen 

Natriumarsenat, L-Glutamin, Hydroxylamine-HCl, MnCl2 und ADP unter Verwendung von 

60 mmol/L Imidazol-HCl Puffer (pH 6,8) hergestellt. Vor jeder Analyse wurde aus den 

Stock-Lösungen die Reaktionslösung in 60 mmol/L Imidazol-HCl (pH 6,8) Puffer 

hergestellt. Diese enthielt 20 mmol/L Natriumarsenat, 60 mmol/L L-Glutamin, 15 mmol/L 

Hydroxylamin-HCl, 3 mmol/L MnCl2 und 0,4 mmol/L ADP. Nachfolgend wurden 900 µl 

der Reaktionslösung mit 100 µl Probenlysat mit definierter Proteinmenge von 300 µg 

Protein für zwei Stunden bei 37 °C inkubiert.  
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Die Reaktion wurde durch Zugabe von 600 µl einer Stopplösung, die 0,2 M 

Trichloressigsäure, 0,67 M HCl und 0,37 M FeCl3 enthielt, terminiert. Dabei präzipitierte 

Proteine wurden bei 20000 x g (Zentrifuge 5418 - Eppendorf, Hamburg, Deutschland) für 

zehn Minuten bei 4 °C abzentrifugiert. Das Pellet wurde verworfen und im Überstand wurde 

die Absorption in einem Photometer (Ultrospec 2100, Biorad, Hercules, USA) bei einer 

Wellenlänge von 500 nm gemessen. Gleichzeitig wurde für jede Probe die 

Hintergrundabsorption bestimmt, indem die Stopplösung vor der Reaktionslösung in die 

Probe gegeben wurde. Diese Hintergrundabsorption wurde von der abgezogen, die nach der 

g-Glutamyltransferasereaktion gemessen wurde. Als technische Kontrollen wurden GS-

Hemmstoffe verwendet. Hierfür wurde jeweils eine Probe vor Durchführung des GS-Assays 

für 2 h bei 4 °C mit 3 mM MSO oder PPT inkubiert.  

In weiteren Versuchen wurden die Probenlysate ähnlich wie vorhergehend für MSO 

und PPT beschrieben zwei Stunden vor Versuchsbeginn mit den Verbindungen Betain, 

Creatin Monohydrat, b-Alanin Methylester, 2-chloroethylamid HCl, 3-chloropropylamid 

HCl und Chloroacetamidin HCl in Konzentrationen von 0,5 bis 15 mM inkubiert.   

 

2.2.14 Statistische Auswertung 

Die statistische Auswertung wurde mit Daten durchgeführt, die mit mindestens 3 

unabhängigen Versuchen erhalten wurden. Hierfür wurden die Zellen unterschiedlicher 

Passagen verwendet (Zelllinie Kc167: Passage 17-40, Zelllinie 796 – R324-Wildtyp: 

Passage 9-40, Zelllinie 802 – R324S-Mutation: Passage 9-40). Die Werte aus n-

unabhängigen Versuchen sind als arithmetische Mittelwerte ± Standardfehler des 

Mittelwertes (SEM) angegeben. Der SEM ist der Quotient aus der Standardabweichung (SD) 

und der n-ten Wurzel einer Stichprobe. Statistische Unterschiede und Signifikanzen wurden 

in Abhängigkeit vom Vorliegen normalverteilter Daten und der Anzahl der zu 

vergleichenden Untersuchungsgruppen durchgeführt. Mit Hilfe des Shapiro-Wilk Test 

wurde getestet, ob die Daten normalverteilt sind. Zwei Untersuchungsgruppen wurden mit 

dem t-Test nach Student und mehr als 2 Gruppen wurden mittels einfaktorieller 

Varianzanalyse (ANOVA: analysis of variance) mit Tukey`s oder Dunnett`s post hoc Tests 

bzw. Friedmann oder Kruskal Wallis und Dunn´s post hoc Test analysiert. Dabei wurde ein 

Signifikanzniveau von p<0,05 als statistisch signifikant betrachtet. Die statistischen 

Berechnungen wurden mit der Software Microsoft Excel für Windows (Microsoft, 

Redmond, USA) und GraphPad Prism 4.0 (GraphPad, La Jolla, USA) durchgeführt.  
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3  Ergebnisse  

3.1. Überexpression der humanen Glutaminsynthetase in 
Kc167-Zellen aus Drosophila Melanogaster 

Drosophila Melanogaster Kc167-Zellen blieben entweder unbehandelt oder wurden mit humaner GS 
transfiziert (R324-WT- oder R324S-MT-GS). Daraufhin wurden die Zellen fixiert und #-Tubulin und GS 
mittels Immunfluoreszenzanalyse wie in Material und Methoden beschrieben angefärbt. #-Tubulin wurde 
mittels FITC-konjugierten und GS mittels Cy3-markierten Sekundärantikörpern nachgewiesen und in der 
Abbildung in grün bzw. rot dargestellt. Zellkerne wurden mit dem Kernfarbstoff Hoechst34580 markiert (in 
der Abbildung in blau dargestellt). Parallel wurden Zellen ohne gegen a-Tubulin und GS gerichtete 
Primärantikörper aber mit den jeweiligen Sekundärantikörpern inkubiert („2nd Ab“): Gezeigt ist ein 
repräsentatives Experiment aus insgesamt 4 unabhängigen Experimenten.  
Maßstabsbalken: 100µm. (Objektiv: LD LCI Plan-Apochromat 25x/0.8 Imm Korr DIC M27). 
 

Abb. 10 Immunfluoreszenzanalyse der Glutaminsynthetase in Kc167 Zellen 
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Die humane Glutaminsynthetase wurde in mit humaner R324-Wildtyp und R324S-

mutierter-GS transfizierten Drosophila Melanogaster Kc167-Zellen mittels 

Immunfluoreszenzanalyse nachgewiesen. Bei gleichen Aufnahmebedingungen für alle 

Präparate war nahezu keine anti-GS-Immunoreaktivität in den untransfizierten, aber eine 

sehr starke in den mit humaner GS-transfizierten Kc167-Zellen detektierbar. Zur Darstellung 

der Zellgrenzen wurde parallel das ubiquitär in Kc167-Zellen vorhandene a-Tubulin 

angefärbt. Im Gegensatz zur GS-Fluoreszenz waren die Intensitäten der a-Tubulin 

Fluoreszenz und auch des Kernfarbstoffs Hoechst34580 in allen experimentellen Ansätzen 

(transfiziert und untransfiziert) vergleichbar. In Experimenten, in denen die gegen a-Tubulin 

und GS gerichteten Primärantikörper ausgelassen wurden, wurde keine von den 

Sekundärantikörpern stammende FITC- oder Cy3-Immunoreaktivität nachgewiesen. Dies 

unterstreicht die Spezifität der Immunfluoreszenzanalysen.    

Die Ergebnisse der Immunfluoreszenz zeigen, dass die humane R324-WT und R324S-

mutierte Glutaminsynthetase effizient, gleichmäßig und in ähnlicher Stärke in den Kc167-

Zellen nach Transfektion überexprimiert wird. Unter den hier gewählten 

Aufnahmebedingungen konnte die in den Kc167 endogen von den Fliegenzellen exprimierte 

GS nicht detektiert werden.   

 

3.2. Quantifizierung der Proteinspiegel der 
überexprimierten humanen R324-WT und R324S-MT 
Glutaminsynthetase  

Die Proteinspiegel der Glutaminsynthetase wurden nachfolgend in den untransfizierten 

und stabil transfizierten Kc167 Zellen mittels Western-Blot-Analyse überprüft. Sowohl in 

den Proteinlysaten, die aus den mit humaner GS transfizierten Kc167-Fliegenzellen, wie 

auch in denen, die aus Rattenastrozyten stammten, war eine starke anti-GS-

Immunoreaktivität im Bereich des theoretischen Molekulargewichts der Glutamin-

Synthetase von ca. 45kDa erkennbar (Abb. 11). 

Verglichen mit den transfizierten Kc167-Zellen und den Rattenastrozyten war die anti-

GS-Immunoreaktivität in den untransfizierten Kc167-Zellen sehr schwach. Die 

Überexpression der humanen Glutaminsynthetase steigerte die anti-GS-Immunoreaktivität 

gegenüber den untransfizierten Zellen um den Faktor 14. Dabei waren die GS-Proteinspiegel 
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in den Kc167-Zellen, in denen die humane R324-Wildtyp GS oder die R324S-mutierte GS 

überexprimiert wurden, quantitativ vergleichbar.  

Da in den Proteinproben die aus den R324-WT und R324S MT-GS exprimierenden 

Kc167-Zellen vergleichbare GS-Proteinlevel gefunden wurden, sind diese Proben ideal für 

den quantitativen Vergleich der GS-Aktivität von humaner Wildtyp- und mutierter 

Glutaminsynthetase verwendbar. Dazu trägt außerdem die sehr starke Expression der 

humanen Glutaminsynthetase in beiden Zelllinien bei. Diese ermöglicht es die GS-Aktivität  

der transfizierten humanen Wildtyp- und mutieren Glutaminsynthetase von der der 

endogenen Fliegenzellen-GS zu differenzieren. 

 

 

 

 

 

Drosophila Melanogaster Kc167-Zellen blieben entweder unbehandelt („Untransfiziert“) oder wurden mit 
humaner GS transfiziert (R324 WT oder R324S MT). (A) Am Ende der Transfektion wurden die Zellen mittels 
Proteinlyse-Puffer aufgeschlossen und die Proteinlysate für die Detektion der GS mittels Western-Blot wie im 
Abschnitt Material und Methoden beschrieben verwendet. #-Tubulin (Theoretisches Molekulargewicht: 
52kDa) diente als Beladungskontrolle der Gele und wurde zur Normierung der GS-Proteinlevel 
(Theoretisches Molekulargewicht: 44kDa) verwendet. Aus kultivierten Rattenastrozyten hergestellte 
Proteinlysate wurden zur Überprüfung der Funktionalität des anti-GS-Antikörpers verwendet (zur Verfügung 
gestellt von Dr. Ayse Karababa). (B) Densitometrische Analyse der GS-Banden-Intensitäten. Gezeigt sind 
repräsentative Banden aus 30 unabhängigen Experimenten. Statistische Analyse: Kruskal-Wallis und Dunn´s 
post hoc-Test. *: Statistische Signifikanz gegenüber der untransfizierten Kc167 Zellreihe (**** p<0.0001) 
 

Abb. 11: Quantifizierung der Proteinspiegel der Glutaminsynthetase in untransfizierten und in mit 
humaner GS-transfizierten Kc167-Zellen 
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3.3. Untersuchungen zur Glutamat-Bindung der 
überexprimierten humanen R324-WT und R324S-MT 
Glutaminsynthetase  

Die Glutamatbindung der humanen R324-Wildtyp und R324S-mutierten GS wurde 

indirekt mit Hilfe von Dot-Blots untersucht. Hierbei wurden gleiche Mengen nativer, also 

nicht durch Hitze und Detergenzien denaturierter Proteinlysate auf eine Nitrozellulose-

Membran punktförmig aufgebracht und die Glutaminsynthetase nachfolgend analog zum 

Western-Blot detektiert. In Gegenwart der strukturell dem Glutamat ähnelnden 

Glutaminsynthetase-Hemmstoffe Methioninsulfoximin (MSO) und Phosphinotrycin (PPT) 

wird die Glutamatbindungsstelle der GS durch diese irreversibel blockiert. Da Kinetiken zur 

Aufnahme von MSO und PPT in Kc167-Zellen unbekannt sind, wurden die Versuche 

einerseits an kultivierten Zellen und anderseits an Proteinlysaten durchgeführt. 

 

3.3.1 Inhibition der Glutaminsynthetase in Zelllysaten durch MSO 
und PPT: Analyse der GS-Immunoreaktivität im Dot-Blot 

Drosophila Melanogaster Kc167 Zellen, welche die humane R324-WT GS oder die humane R324S- MT 
überexprimieren wurden wie in Material und Methoden beschrieben mittels Proteinlyse-Puffer 
aufgeschlossen und den Lysaten im Rahmen der Dot-Blot-Analyse je 30 mM der Hemmstoffe MSO oder 
PPT hinzugefügt. Densitometrische Analyse der GS Immunoreaktivität. Gezeigt sind repräsentative Blots 
aus 6 unabhängigen Experimenten. Statistische Analyse: Kruskal-Wallis und Dunn´s post hoc-Test. *: 
Statistische Signifikanz gegenüber der unbehandelten Kontrolle (** p<0,01, * p<0,05)  
 

Abb. 12 Effekte der Glutaminsynthetase-Hemmstoffe MSO und PPT auf die anti-GS-
Immunoreaktivität in Proteinlysaten humane GS-überexprimierender Kc167 Zellen 
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In einem ersten Versuchsansatz wurde MSO oder PPT in einer Konzentration von 30 

mM in die Zelllysate gegeben und die Lysate für 10 Minuten bei 37 °C inkubiert. 

Nachfolgend wurden die Proben mittels anti-GS Dot-Blot-Analyse untersucht und die anti-

GS-Immunoreaktivität densitometrisch quantifiziert. Die Auswertung der Experimente 

zeigte, dass die Bindung des anti-GS-Antikörpers nahezu vollständig durch Inkubation der 

Proteinlysate mit MSO und PPT blockiert wurde. Dieser Effekt war in beiden Zelllinien 

ähnlich stark ausgeprägt (siehe Abb. 12). 

Drosophila Melanogaster Kc167 Zellen, welche die humane R324-WT GS (A) und die humane R324S-MT 
(B) überexprimieren wurden wie in Material und Methoden beschrieben mittels Proteinlyse-Puffer 
aufgeschlossen und den Lysaten wurden im Rahmen der Dot-Blot-Analyse verschiedene Konzentrationen 
des Hemmstoffs MSO in einer Konzentrationsreihe von 30 bis 0,05 mM MSO hinzugefügt. 
Densitometrische Analyse der GS-Immunoreaktivität und statistische Analyse, bei welcher die jeweilige 
unbehandelte Probe als Kontrolle auf eins gesetzt und die behandelten Proben darauf bezogen wurden. 
Gezeigt ist ein repräsentativer Blot aus drei unabhängigen Experimenten. Statistische Analyse: Kruskal-
Wallis und Dunn´s post hoc-Test. *: Statistische Signifikanz gegenüber der unbehandelten Kontrolle 
(****p<0,0001, *** p<0,001, ** p<0,01, * p<0,05)  
 

Abb. 13 Hemmung der anti-GS-Immunoreaktivität im Dot-Blot durch MSO in Proteinlysaten R324-
WT GS und R324S-MT GS exprimierender Kc167-Zellen 
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In weiteren Untersuchungen wurde die Konzentrationsabhängigkeit dieses Effektes 

exemplarisch unter Verwendung von MSO untersucht. Dadurch sollte überprüft werden, ob 

die anti-GS-Immunoreaktivität durch unterschiedliche MSO-Konzentrationen in den 

Proteinlysaten der R324-WT GS und der R324S-MT GS exprimieren Fliegenzellen 

beeinflusst werden kann. Dies könnte auf unterschiedliche Bindungsaffinitäten hindeuten.  

Hierfür wurde der vorherig beschriebene Versuch mit MSO-Konzentrationen von 30, 

15, 7,5, 3, 1,5, 1, 0,5, 0,25, 0,1 und 0,05 mM wiederholt.  

Wie in Abb. 13 gezeigt, verringerte die Inkubation der Proteinlysate mit MSO im 

Konzentrationsbereich von 30mM bis 0,5mM die anti-GS-Immunoreaktivität in 

vergleichbarer Weise in Zelllysaten, die aus Drosophila Zellen hergestellt wurden, welche 

die R324-Wildtyp oder die R324S-mutierte GS exprimierten. Im geringeren 

Konzentrationsbereich von 0,25 bis 0,05 mM MSO war dieser Effekt deutlich geringer und 

statistisch nicht signifikant unterschiedlich gegenüber den jeweiligen Kontrollen.  

 

3.3.2 Inkubation von Kc167-Zellen mit MSO und PPT: 
Auswirkungen auf die anti-GS Immunoreaktivität im Dot-Blot 

Analog zu den oben beschriebenen Experimenten (3.3.1) wurden die Effekte von MSO 

und PPT auf die anti-GS-Immunoreaktivität im Dot-Blot auch in Proteinlysaten untersucht, 

die aus mit MSO- oder PPT-inkubierten kultivierten Zellen gewonnen wurden. Hierfür 

wurden die Zellen für 2 Stunden mit 3 mM MSO oder PPT inkubiert und nachfolgend 

überschüssiges im Zellkulturmedium-befindliches MSO oder PPT durch mehrmaliges 

Waschen mit PBS entfernt. Die so gewonnenen Proteinlysate wurden mittels anti-GS Dot-

Blot untersucht.  

Wie in Abb. 14 erkennbar ist, führte die Inkubation der Zellen mit MSO zu einer 

deutlichen Abnahme der anti-GS-Immunoreaktivität im Dot-Blot. Das Ausmaß des 

Rückgangs war in den R324-WT und R324S-MT GS überexprimierenden Zellen 

vergleichbar. Demgegenüber war in den mit PPT-inkubierten Zellen gegenüber den 

Kontrollen ein Rückgang der anti-GS-Immunoreaktivität ausschließlich in den R324-WT 

GS Zellen erkennbar (Abb. 14), während der Rückgang in den R324S-MT 

überexprimierenden Kc167-Zellen nur gering ausfiel. Im vorliegenden Versuch wurde nur 

jeweils eine unbehandelte Kontrollprobe, aber 5-6 unabhängige (aus unterschiedlichen 

Aussaaten) Proben MSO- oder PPT-behandelter Zellen analysiert. Daher wurden die 

Ergebnisse der Experimente nicht statistisch ausgewertet.  
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3.3.3 Effekte von MSO und PPT auf die Proteinspiegel der 
überexprimierten Glutaminsynthetase in Kc167-Zellen 

Da der Rückgang der anti-GS-Immunoreaktivität im Dot-Blot in den mit MSO- oder 

PPT-inkubierten Proben auch auf einem Rückgang der GS-Proteinspiegel beruhen kann, 

wurden diese mittels Western-Blot-Analysen nach vorheriger Proteinbestimmung wie in 

Material und Methoden (siehe 2.2.8 und 2.2.10) beschrieben in den Kc167-Zelllinien 

überprüft. In diesen Analysen wurden die Proteinlysate in SDS-haltigem Auftragspuffer 

aufgenommen und nachfolgend hitzedenaturiert. Im Gegensatz zu dem im vorherigen 

Abschnitt durchgeführten Dot-Blot, wird hierdurch das Protein denaturiert und linearisiert. 

Dadurch wird das Epitop, dass der anti-GS-Antikörper erkennt wieder zugänglich und die 

Western-Blot Analyse lässt eine Aussage zu den jeweiligen Proteinleveln zu. Im Anschluss 

an die Western-Blot-Analyse folgte die densitometrische Auswertung der anti-GS 

Immunoreaktivität.  

Drosophila melanogaster Kc167 Zellen, welche die humane R324-WT und die R324S-MT GS  
überexprimieren wurden in 100mm Zellkulturschalen ausgesäht und für zwei Stunden mit je 3 mM MSO 
oder PPT behandelt. Anschließend wurden die Schälchen mit PBS gewaschen und die Zellen wie in Material 
und  Methoden beschrieben mit Proteinlyse-Puffer aufgelöst und die Lysate mittels Dot Blot Analyse 
untersucht. Die GS-Immunoreaktivität wurde mittels densitometrischer Analyse ausgewertet und ist relativ 
zur unbehandelten Kontrolle angegeben. Keine statistische Auswertung, da es sich lediglich um technische 
Replikate handelt.   

Abb. 14: Hemmung der anti-GS-Immunoreaktivität im Dot-Blot durch Behandlung der R324-WT und 
R324S-MT GS exprimierenden Zellen mit MSO und PPT 
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Wie in Abb. 15 gezeigt, waren die Proteinlevel in den mit MSO oder PPT inkubierten 

Zellen im Vergleich zu denen der unbehandelten Kontrollen unverändert.  

Diese Ergebnisse zeigen, dass die im Dot-Blot beobachtete Hemmung der anti-GS-

Immunoreaktivität nicht Folge eines durch MSO oder PPT induzierten Rückgang der GS-

Proteinspiegel ist. Im vorliegenden Versuch wurde nur jeweils eine unbehandelte 

Kontrollprobe, aber 3 unabhängige (aus unterschiedlichen Aussaaten verwendete) Proben 

MSO- oder PPT-behandelter Fliegenzellen analysiert. Daher wurden die Ergebnisse der 

Experimente nicht statistisch ausgewertet. 

 

 

 

 

 

 

Drosophila melanogaster Kc167 Zellen, welche die humane R324-WT GS und die humane R324S-MT 
überexprimieren wurden in 100mm Zellkulturschalen ausgesäht und für zwei Stunden mit je 3 mM MSO oder 
PPT behandelt. Anschließend wurden die Schälchen mit PBS gewaschen und die Zellen wie in Material und  
Methoden beschrieben mit Proteinlyse-Puffer aufgelöst und die Lysate mittels Western-Blot-Analyse 
untersucht. Die GS-Immunoreaktivität wurde mittels densitometrischer Analyse ausgewertet und ist relativ 
zur unbehandelten Kontrolle angegeben. Keine statistische Auswertung, da es sich lediglich um technische 
Replikate handelt.   
 

Abb. 15 Quantifizierung der GS-Proteinspiegel in untransfizierten und mit humaner R324-Wildtyp-
GS und R324S-mutierter GS exprimierender Kc167-Zellen 
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3.4. Untersuchungen zur ATP-Bindung der humanen R324-
WT und R324S-MT Glutaminsynthetase  

 Die ATP-Bindungsaffinität der R342-Wildtyp und R324S-mutierten humanen 

Glutaminsynthetase wurde mit Hilfe eines kommerziellen KITs gemessen (ATP AffiPur Kit 

III, Jena Bioscience). In diesem ATP-Bindungsassay werden die Proben zunächst dialysiert 

um sie von freiem ATP und weiteren niedermolekularen Verbindungen zu befreien. Die 

erhaltenen Dialysate werden nachfolgend mit einem ATP-konjugierten Agar inkubiert. 

Durch sequenzielle Waschschritte werden nachfolgend nicht an das Agar-konjugierte ATP-

gebundene Proteine aus der Probe entfernt. Anschließend werden die an den Agar-

gebundenen Proteine mit Hilfe eines Elutionspuffer vom Agar abgelöst und aufgefangen. 

Die auf diese Weise in den Purifikaten angereicherten Proteine wurden nachfolgend wie in 

Material und Methoden beschrieben mittels Western-Blot analysiert.  

Drosophila melanogaster Kc167 Zellen, welche die humane R324-WT GS oder die humane R324S-MT 
überexprimieren wurden kultiviert und für die Herstellung von Proteinlysaten wie unter Material und 
Methoden beschrieben verwendet. Die ATP Bindung der GS wurde nachfolgend mithilfe des ATP 
Bindungsassays ATP AffiPur Kit III von Jena Bioscience, Western-Blot und densitometrischer Analyse 
untersucht. Als technische Kontrolle zum Nachweis der Bindung des anti-GS-Antikörpers wurde zusätzlich 
zu den eluierten Fraktionen ein nicht mit Kit prozessiertes Proteinlysat der R324-WT GS und R324S-MT 
GS mit auf das Gel aufgetragen. Gezeigt ist ein repräsentativer Blot aus 6 unabhängigen Experimenten. 
Statistische Analyse: Kruskal-Wallis und Dunn´s post hoc-Test. *: Statistische Signifikanz gegenüber der 
unbehandelten Kontrolle ( ** p<0,01, * p<0,05)  
 

Abb. 16 ATP-Bindung der R324-WT GS und R324S-MT GS 
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 Wie in Abb. 16 gezeigt, wurde in den mittels ATP-Agarose angereicherten Proteinen 

die humane R324-WT Glutaminsynthetase, aber nicht die R324S-mutierte 

Glutaminsynthetase nachgewiesen. In Kontrollexperimenten wurde zur Kompetition mit 

dem ATP-Agar um die ATP-bindenden Proteinen im Proteinlysat ein Überschuss an ATP 

nach der Dialyse in das Lysat und den Elutionspuffer gegeben. Unter diesen Bedingungen 

zeigte sich in keiner der untersuchten Proteinlysate eine signifikante GS-Immunoreaktivität 

im Western-Blot. Zum Nachweis der anti-GS-Antikörperbindung, wurde im Western-Blot 

zusätzlich zu den gewonnen Elutionsfraktionen eine nicht durch das KIT behandelte 

Kontrollprobe aufgetragen. Diese Ergebnisse zeigen, dass unter den beschriebenen 

experimentellen Bedingungen die ATP-Bindung der R324S-mutierten humanen GS 

gegenüber der R324-Wildtyp GS deutlich verringert ist. 

 

3.5. GS-Aktivität in untransfizierten und humane R324-WT 
und R324S-MT-GS überexprimierenden Kc167-Zellen 

In weiteren Untersuchungen wurden potentielle Effekte der R324S-Mutation auf die 

Aktivität der humanen Glutaminsynthetase mit Hilfe des "-glutamyl-Transferase-Assays 

Messung der GS-Aktivität in Proteinlysaten aus untransfizierten oder mit R324-WT GS oder R324S-MT GS 
transfizierten Drosophila melanogaster Zellen mittels $-glutamyl-Transferase-Assay.  Die  Aktivität in den 
transfizierten Zellen ist relativ zu der angegeben, die in untransfizierten Kc167 Zellen gefunden wurde. Die 
Aktivitätsmessung wurde unter Verwendung jeweils 3 unabhängiger Proben durchgeführt wie in Material 
und Methoden beschrieben. Statistische Analyse: Kruskal-Wallis und Dunn´s post hoc-Test.  
*: Statistische Signifikanz gegenüber der unbehandelten Kontrolle (**** p<0,0001).  
.  

Abb. 17 Glutaminsynthetase Aktivität in Proteinlysaten aus untransfizierten Kc167 Zellen und R324- 
WT GS und R324S-MT GS exprimierenden Kc167-Zellen 
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nach Webb und Brown, wie in Material und Methoden beschrieben, untersucht. Zur 

Überprüfung der Funktionalität des Assays und als technische Kontrolle wurden 

Proteinlysate nicht-transfizierter und mit R324-WT GS und R324S-MT GS transfizierter 

Zellen separat mit dem Glutaminsynthetase-Hemmstoff Phosphinothricin inkubiert.  

 In den Proteinlysaten, die aus untransfizierten Kc167 Zellen stammten, lagen unter 

den gewählten Assay-Bedingungen die ermittelten Absorptionswerte nur geringfügig über 

dem Hintergrund (Assayreagenz ohne Probe).  

Verglichen damit, waren die Absorptionswerte die in den R324-WT GS überexprimierenden 

Kc167-Zellen gemessen wurden, um mehr als den Faktor 100 höher. Die Inkubation dieser 

Proben mit dem GS-Hemmstoff PPT (3mM) reduzierte die GS-Aktivität in Proteinlysaten 

mit R324-WT GS oder R324S-MT GS transfizierten Zellen signifikant auf weniger als 1/4 

der Aktivität der jeweils unbehandelten Proben (Abb. 17).  
 Verglichen mit den R324-WT GS überexprimierenden Kc167-Zellen war die GS-

Aktivität, die in den R324S-MT GS überexprimierenden Kc167-Zellen gefunden wurde 

hochsignifikant um den Faktor 10 und ca. 90% niedriger (Abb. 18).   

 Diese Untersuchungen zeigen, dass die R324S-Mutation die Glutaminsynthetase-

Aktivität hochsignifikant, aber nicht vollständig vermindert, so dass eine residuale Aktivität 

von ca. 12% erhalten bleibt. 

Abb. 18 Relative GS-Aktivität in Proteinlysaten R324S MT-GS transfizierter Zellen im Vergleich zu 
R324 WT-GS exprimierenden Kc167-Zellen. 

Messung der GS-Aktivität in Proteinlysaten aus R324-WT GS oder R324S-MT GS transfizierten 
Drosophila melanogaster Zellen mittels $-glutamyl-Transferase-Assay. Die GS-Aktivität, die in 
Proteinlysaten R324S-MT-GS exprimierender Zellen gefunden wurde ist relativ angegeben zu der in 
Proteinlysaten R324-WT GS exprimierender Zellen. Statistische Analyse: einseitiger T-Test.  
*: Statistische Signifikanz gegenüber der unbehandelten Kontrolle (**** p<0,0001).  
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3.5.1 Effekte von MSO und PPT auf die GS-Aktivität R324-WT-GS 
und R324S-MT-GS exprimierender Kc167 Zellen 

In einem weiteren Versuchsansatz wurde der Einfluss der Glutaminsynthetase 

Hemmstoffe Methionin-Sulfoximin (MSO) und Phosphinothricin (PPT) auf die GS-

Aktivität in Proteinlysaten R324-WT oder R324S-MT GS überexprimierender Drosophila 

Melanogaster Kc167 Zellen gemessen. Die Proteinlysate unbehandelter Zellen wurden hier 

nachträglich im Eppendorfgefäß vor Durchführung des GS-Assays mit jeweils 3 mM MSO 

oder PPT bei 4 °C für 2 Stunden vorinkubiert.  

Gemessen an der GS-Aktivität die in den jeweiligen unbehandelten Kontrollproben 

gemessen wurden, waren die GS-Aktivitäten in allen anderen untersuchten Proben erniedrigt 

(Abb. 19). PPT konnte in beiden Fällen die GS-Aktivität signifikant verringern, während 

MSO zwar eine deutliche Aktivitätsverminderung verursacht hat, diese jedoch unter den 

gewählten Versuchsbedingungen und n-Zahl nicht signifikant war.  Die bei beiden genutzten 

Stoffen deutlich bestehende Aktivitätsverminderung unterstreicht, dass die R324S-GS eine 

residuale GS-Aktivität besitzt.  

Messung der GS-Aktivität in Proteinlysaten aus R324-WT GS oder R324S-MT GS transfizierten 
Drosophila melanogaster Zellen mittels $-glutamyl-Transferase-Assay. Die Zelllysate wurden mit 3 mM 
MSO oder 3 mM PPT für 2 h bei 4 °C inkubiert, bevor der Assay gestartet wurde. Die GS-Aktivität in 
Proteinlysaten der jeweiligen Kontrolle wurde gleich 1 gesetzt und die behandelten Proben relativ dazu 
angegeben. Die Aktivitätsmessungen wurden mit Proben durchgeführt, die aus jeweils 4 unabhängigen 
Versuchen gewonnen wurden. Statistische Analyse: Kruskal-Wallis und Dunn´s post hoc-Test.  
*: Statistische Signifikanz gegenüber der unbehandelten Kontrolle (**** p<0,0001, * p<0,05)  
 

Abb. 19 Effekte der Hemmstoffe MSO und PPT auf die Aktivität der GS im humanen R324-WT und 
der humanen R324S-Mutante der Glutaminsynthetase 
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3.5.2 Effekte von Betain auf die GS-Aktivität R324-WT-GS- oder 
R324S-MT-GS exprimierender Kc167 Zellen 

Die zuvor beschriebene durch die Mutation R324S herbeigeführte Verminderung der 

GS-Aktivität könnte auf eine fehlerhafte Faltung des Proteins zurück zu führen sein. Daher 

wurde in weiteren Experimenten untersucht, ob das chemische Chaperon Betain, welches 

hydrophobe Wechselwirkungen innerhalb von Proteinen stabilisieren kann, die Aktivität der 

Glutaminsynthetase positiv beeinflusst. Hierfür wurden die Proteinlysate mit 

Messung der GS-Aktivität in Proteinlysaten aus R324-WT GS oder R324S-MT GS transfizierten 
Drosophila melanogaster Kc167 Zellen mittels $-glutamyl-Transferase-Assay. Wo angegeben wurden 
die Zelllysate mit Betain für 2 h bei 4 °C inkubiert, bevor der der Assay gestartet wurde. Die GS-Aktivität 
in Proteinlysaten unbehandelter Kontrollen wurde jeweils gleich 1 gesetzt und die in den anderen Proben 
gefundene Aktivität ist relativ dazu angegben. Die Aktivitätsmessungen wurden mit Proben 
durchgeführt, die aus jeweils 4-8 unabhängigen Versuchen gewonnen wurden. Statistische Analyse: 
Kruskal-Wallis und Dunn´s post hoc-Test.  
*: Statistische Signifikanz gegenüber der unbehandelten Kontrolle (*** p<0,001, ** p<0,01)  
 

Abb. 20: Effekte von Betain auf die GS Aktivität der R324-WT und R324S-MT GS  
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unterschiedlichen Betain-Konzentrationen von 50 bis 1500 µM vor der Aktivitätsmessung 

für 2 Stunden bei 4 °C inkubiert.  

Wie in Abb. 20 zu erkennen ist, steigerte die Vorinkubation der Proteinlysate mit 

Betain die GS-Aktivität weder in Proteinlysaten aus R324-WT GS noch aus R324S-MT GS-

exprimierenden Zellen gegenüber den jeweiligen unbehandelten Proben. Zur Überprüfung 

der Funktionalität des Assays wurden die Proteinlysate der R324-WT und R324S-MT GS-

exprimierenden Zelllinien jeweils zusätzlich mit dem Glutaminsynthetase-Hemmstoff PPT 

inkubiert. Diese Behandlung verminderte die GS-Aktivität signifikant in Proteinlysaten 

beider Zelllinien (R324-WT und R324S-MT, Abb. 20). 

 

3.5.3 Effekte selektierter chemischer Verbindungen auf die GS-
Aktivität R324-WT- und R324S-MT-GS exprimierender Kc167 
Zellen 

In weiteren Untersuchungen wurden von der Arbeitsgruppe Professor Holger Gohlke 

chemische Verbindungen auf der Basis von in silico Analysen selektiert, die theoretisch 

einen Protein-stabilisierenden Effekt auf eine durch die Mutation herbeigefügte Struktur- 

oder Bindungsänderung des GS-Proteins vermitteln könnten. Hierzu zählen die 

Verbindungen Creatinmonohydrate, #-alanine-methylester, 2-chloroethylamide, 3-

chloropropylamine und Chloroacetamidine.  

In gleicher Weise wie zuvor für Betain beschrieben wurden diese Verbindungen mit 

Proteinlysaten beider transfizierter Zelllinien für 2 Stunden bei 4 °C inkubiert und 

nachfolgend der GS-Assay durchgeführt.    

Wie Abb. 21 zeigt, hatte keine der genannten Verbindungen in den gewählten 

Konzentrationen in den beiden transfizierten Zelllinien einen signifikanten Einfluss auf die 

GS-Aktivität.  

Interessanterweise steigerten 3-chloropropylamine und Chloroacetamidine in einer 

Konzentration von 150 µM die GS-Aktivität in den Proteinlysaten R324S-MT 

exprimierender Zellen reproduzierbar, aber statistisch nicht signifikant, während es in den 

R324-Wildtyp Zellen nicht zu einer Steigerung kam. 

Diese Ergebnisse zeigen, dass unter den hier gewählten experimentellen Bedingungen keine 

signifikante Steigerung der GS-Aktivität durch die verwendeten chemischen Verbindungen 

erzielt werden kann.  
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Messung der GS-Aktivität in Proteinlysaten aus R324-WT GS oder R324S-MT GS transfizierten Drosophila 
melanogaster Zellen mittels $-glutamyl-Transferase-Assay. Wo angegeben wurden die Zelllysate mit den 
chemischen Verbindungen Creatinmonohydrate, %-alanine-methylester, 2-chloroethylamide, 3-
chloropropylamine und Chloroacetamidine für 2 h bei 4 °C inkubiert, bevor der der Assay gestartet wurde. 
Die GS-Aktivität in den unbehandelten Proteinlysaten R324-WT oder R324S-MT GS exprimierender Zellen 
wurde jeweilis gleich 1 gesetzt und die in den anderen Proben gemessene Aktivität ist relativ dazu angegben. 
Die Aktivitätsmessungen wurden mit Proben durchgeführt, die aus jeweils 3-12 unabhängigen Versuchen 
gewonnen wurden. Statistische Analyse: Kruskal-Wallis und Dunn´s post hoc-Test. Keine statistische 
Signifikanz messbar. 
 

Abb. 21 Effekte selektierter chemischer Verbindungen auf die Glutaminsynthetase-Aktivität der 
R324-WT und R324S-MT Glutaminsynthetase  
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4  Diskussion 

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit zeigen, dass eine Mutation von Arginin zu Serin 

an Position 324 in der Aminosäuresequenz der humanen Glutaminsynthetase (R324S) deren 

Aktivität signifikant vermindert. Im Vergleich zum humanen Wildtyp (R324) betrug die 

residuale Aktivität der mutierten GS etwa 12%. Dieses Ergebnis steht im Einklang mit 

klinischen Beobachtungen von Häberle et al. (121), die verringerte Glutaminspiegel im 

Serum des Patienten mit einer homozygoten R324S-Mutation in der humanen 

Glutaminsynthetase fanden. Die Ergebnisse bestätigen außerdem Vorhersagen 

bioinformatischer in silico Untersuchungen (40, 56), die daraufhin wiesen, dass die GS-

Aktivität durch die R324S-Mutation deutlich vermindert, aber nicht vollständig inhibiert 

wird (113, 167). Auch die von Frieg et al. getroffene Annahme  (56), dass der 

Aktivitätsverlust der R324S-Mutation der Glutaminsynthetase an einer geschwächten 

Bindung des Substrats ATP liegt, wird durch die Ergebnisse dieser Arbeit unterstützt.  

Interessanterweise wurde in Lymphozyten des Patienten mit der zuvor beschriebenen 

R324C-Mutation ebenfalls eine residuale Aktivität von 12% im Vergleich zu Wildtyp-

Kontrollen gefunden. Hier waren die Proteinspiegel der Glutaminsynthetase beim Patienten 

mit der R324C-Mutation im Vergleich zu der Wildtyp Kontrolle jedoch deutlich um den 

Faktor 10 erhöht (113). Korrigiert man die GS-Aktivität des Patienten um diesen Faktor, ist 

die residuale GS-Aktivität der reinen R324C-mutierten Glutaminsynthetase gegenüber der 

Wildtyp Kontrolle deutlich vermindert. Die beobachtete Hochregulation der GS-Expression 

bei diesem Patienten und seiner Mutter, wurde als Kompensation für deren Aktivitätsverlust 

interpretiert. Allerdings bleibt dabei unklar, ob dieser in den Immunzellen (113) und 

Fibroblasten (119) des Patienten beobachtete Effekt in ähnlicher Weise auch im Gehirn oder 

anderen Geweben erfolgt.  

Bedauerlicherweise liegen keine vergleichbaren Befunde zur Auswirkung der 

R324S-Mutation auf das Expressionsniveau der GS vor. In diesem Zusammenhang lässt die 

in der vorliegenden Arbeit durchgeführte artifizielle Überexpression der GS durch 

Einbringung eines Plasmids keine Rückschlüsse darauf zu. Es ist aber denkbar, dass auch 

bei der R324S-Mutation eine kompensatorische Hochregulation der GS auf Proteinebene in 

ähnlicher Weise induziert würde, wie in den Lymphozyten der R324C-Mutante.   

Unter der Annahme, dass diese Vermutung korrekt ist, ist auch im Patienten mit der 

Mutation von Arginin nach Serin an Position 324 von einer höheren residualen Aktivität 

gegenüber der Mutation von Arginin nach Cystein an Position 324 auszugehen, wie von 
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Frieg et al. bereits vermutet (167). Hierzu passt auch der deutlich mildere klinische Verlauf 

(siehe Kapitel 1.8) mit normalem Geburtsgewicht und postpartal höheren Glutamin- und 

niedrigeren Ammoniakwerten (98).  Sollte diese Voraussetzung einer ebenso bestehenden 

Hochregulation der GS-Expression zur Kompensation der reinen residualen GS-Aktivität 

von 12% beim Patienten mit der R324S-Mutation nicht wie angenommen zutreffen, wäre 

der mildere klinische Verlauf des Patienten nur schwer erklärbar.  

Eine weitere mögliche Erklärung für den milderen Verlauf könnte eine 

ausgewogenere intrauterine Glutaminversorgung durch die Mutter unseres Patienten sein. 

Diese Annahme bleibt eine Hypothese, da es in der Literatur keine Hinweise auf die GS-

Aktivität der Mutter oder maternale Glutaminlevel zum Zeitpunkt der Geburt des Patienten 

mit der R324S-Mutation der Glutaminsynthetase gibt. 

Demgegenüber stehen Untersuchungen an immortalisierten Lymphozyten der Mutter 

des Patienten mit der R324C-Mutation, welche eine bereits auf 49% herabgesetzte residuale 

Aktivität der Glutaminsynthetase zeigen (113). Auch hier scheint die gemessene Aktivität 

durch eine Hochregulation der GS-Expression teilweise kompensiert zu sein. 

Interessanterweise ist diese Hochregulation bei der Mutter des Patienten mit der R324C-

Mutation stärker ausgeprägt, als bei dessen Vater, obwohl beide Elternteile eine 

heterozygote Mutation der Glutaminsynthetase vorwiesen. Dies lässt die Annahme zu, dass 

die intrauterine fetale Glutaminversorgung beim Träger der R324C-Mutante ebenso deutlich 

niedriger gewesen sein könnte, als beim Patienten mit der R324S-Mutation.  

Dieser intrauterine Glutaminmangel, und weniger die als Folge der gestörten 

Ammoniakentgiftung in der Leber auftretende Hyperammonämie, könnte ursächlich für die 

offenkundigen zerebralen Fehlentwicklungen bei Kindern mit kongenitalen GS-Mutationen, 

mit Ausnahme der R324S-Mutation, gewesen sein. Die Kognitionsbeeinträchtigungen 

können auch als Folge der Hyperammonämie-induzierten Beeinträchtigung der Astrozyten-

Funktionen und glioneuronalen Kommunikation erklärt werden (97, 173). Dafür spricht, 

dass bei angeborenen Harnstoffzyklusdefekten mit resultierender Hyperammonämie, aber 

normalen Glutaminleveln, kognitive Beeinträchtigungen und neurologische Auffälligkeiten 

aber eher selten Fehlbildungen beobachtet werden (99, 174-177).  

Diese Annahme wird auch gestützt durch Untersuchungen, die zeigen, dass eine 

Hyperammonämie durch einen Leber-spezifischen Knockout der GS in der Maus kognitive 

und motorische Hirnfunktionen aber nicht die Hirnentwicklung stört (64). Auch ein 

Astrozyten-spezifischer Knockout der GS induzierte keine zerebralen Malformationen, 

jedoch kam es zu einer erheblichen Beeinträchtigung der zerebralen Neurotransmission und 
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hierüber zum frühen postnatalen Versterben der Tiere. Diese Beeinträchtigung scheint vor 

allem Folge eines zerebralen Glutaminmangels gewesen zu sein, in dessen Folge der 

Glutamat-Glutamin-GABA Zyklus gestört wurde (117). Es ist anzunehmen, dass die 

klinisch unauffällige Hirnentwicklung bei diesen Tieren Folge einer ausreichenden 

systemischen Versorgung des Gehirns mit Glutamin war.   

Jedoch gibt es bei schweren Formen der angeborenen Harnstoffzyklusdefekten auch 

Fallberichte über zerebrale Fehlbildungen, wie kortikale Atrophie und reduzierte 

Myelinisierung, was auf eine teratogene Wirkung der Hyperammonämie in der embryonalen 

Entwicklung hindeutet (124, 178, 179). Diese teratogene Wirkung der Hyperammonämie als 

Ursache der cerebralen Fehlbildungen bei der in dieser Arbeit untersuchten Mutation der 

Glutaminsynthetase muss kritisch betrachtet werden. Dies liegt an der aktuell geltenden 

Annahme, dass die Neurotoxizität der Hyperammonämie zum Großteil auf einer daraus 

resultierenden Glutaminakkumulation und konsekutiven Zellschwellung im Gehirn beruht 

(150, 180-182). Da die R324S-Mutation der Glutaminsynthetase zu einer deutlich 

erniedrigten Aktivität führt, kommt es so auch nur zu einer geringeren Glutaminsynthese 

und dem zuvor bereits beschriebenen Glutaminmangel.  

Neben der Glutaminakkumulation gibt es jedoch noch weitere Mechanismen, welche 

die Neurotoxizität der Hyperammonämie vermitteln (183). Hierzu gehört unter anderem eine 

Beeinträchtigung des Kalium-Puffersystems der Astrozyten was zu neuronaler Enthemmung 

und erhöhter Epileptogenität führt (184) und die verstärkte Bildung von Sauerstoffradikalen 

durch NMDA-Rezeptor-vermittelte Mechanismen (185). Ebenso führt die 

Hyperammonämie zu einer Beeinträchtigung des zerebralen Energiestoffwechsels (186) und 

zu einer oxidativen Schädigung von RNA und Astrozyten, wodurch es potentiell zu einer 

fehlerhaften Proteinbiosynthese kommen kann (90, 151).  

Auch der von Kanamori et al. (187) beschriebene Progress der neurologischen 

Symptomatik bei Hyperammonämie trotz Sättigung der Glutaminsynthetase-Reaktion weist 

auf die glutaminunabhängige Mechanismen der Ammoniak-induzierten Neurotoxizität hin.  

Auf Basis dieser Beobachtungen muss von einer kombinierten Ursache aus 

systemischem Glutaminmangel und Hyperammonämie für die beschriebene Symptomatik 

der Patienten mit GS-Mutationen ausgegangen werden. Um die genauen 

Entwicklungsprozesse besser zu verstehen und die wichtige Rolle von Glutamin und 

Ammoniak in der fetalen Entwicklung genauer zu beschreiben (72), bedarf es weiterer 

detaillierter Untersuchungen zum Glutaminbedarf und der teratogenen Wirkung von 

Ammoniak in der embryonalen Entwicklungsphase.  
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4.1. Eignung von Kc167-Zellen als Expressionssystem für 
die humane GS 

Für die Überexpression der humanen R324-Wildtyp und R324S-mutierten 

Glutaminsynthetase wurde in der vorliegenden Arbeit erstmalig eine Drosophila 

Melanogaster Zelllinie verwendet (Kc167, Drosophila Genomics Resource Center) (188).  

Die erste Drosophila Melanogaster Zelllinie wurde bereits 1969 von Echalier et al. etabliert 

(189), von Cherbas et al. weiter charakterisiert (188) und seither für viele in vitro 

Untersuchungen genutzt.  Insgesamt gibt es über 100 verschiedene Drosophila-Zelllinien 

aus unterschiedlichen Geweben. Die in der vorliegenden Arbeit verwendeten 

immortalisierten, embryonalen Kc167-Zellen weisen plasmatozytenähnliche Eigenschaften 

auf (169). Sie wurden für die Überexpression ausgewählt, da ihre Eignung für diesen Zweck 

bereits in zahlreichen in vitro Transfektionsexperimenten bestätigt wurde und sie durch das 

Selektionsplasmid Blasticidin S stabile Versuchsmodelle liefern (170). 

Im Drosophila-Genom der Kc167 Zellen befinden sich 2 Gene, die für Isoenzyme der 

Glutaminsynthetase kodieren (35). Eines davon ist mitochondrial (GSII), das andere 

zytosolisch (GSI) lokalisiert. Beide Isoenzyme bilden jeweils Octamere mit einer 

molekularen Masse von ca. 42 kDa (118, 190). Sie haben prinzipiell die gleichen Funktionen 

wie die humane Glutaminsynthetase, nämlich die Ammoniakentgiftung und die 

Stickstoffmetabolisierung. Auch die Drosophila-GS kann durch Methionin-Sulfoximin 

gehemmt werden (118). Die Gensequenzen der beiden Drosophila Melanogaster GS ähneln 

sich stark und stimmen zu ca. 60% mit der der humanen GS überein (37). 

Die Untersuchungen der vorliegenden Arbeit bestätigen die Eignung von Kc167-

Zellen als Überexpressionssystem humaner Proteine. Dies wurde belegt durch 

Immunfluoreszenz- und Western-Blot-Analysen, die zeigten, dass die humane R324-

Wildtyp und R324S-mutierte GS stabil und reproduzierbar in den Kc167-Zellen exprimiert 

werden und das translatierte Protein katalytisch aktiv ist. Dies zeigt sich durch ähnliche 

Expressionsspiegel in den unterschiedlichen Aussaaten und eine in allen Aussaaten gut 

messbare GS-Aktivität der transfizierten Zellen. Die Proteinprodukte der transfizierten 

DNA-Sequenz stimmten mit dem vorhergesagten Molekulargewicht der humanen GS von 

44-45 kDa sowohl beim R324-Wildtyp, als auch bei der R324S-Mutante überein (15, 38, 

59). 
Neben der überexprimierten humanen Glutaminsynthetase konnte auch die endogene 

Glutaminsynthetase der Fliegenzellen im Western-Blot nachgewiesen werden. Dabei waren 
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deren Proteinspiegel erheblich niedriger als die der überexprimierten humanen GS, weshalb 

sie für die Ergebnisse der folgenden Untersuchungen vernachlässigbar zu sein scheinen. In 

der Immunfluoreszenz Untersuchung zeigte sich eine gleichmäßige Färbung der 

transfizierten humanen Glutaminsynthetase, während die endogene Glutaminsynthetase der 

Kc167 Drosophila Melanogaster Zellen nicht dargestellt werden konnte. Im Hinblick auf die 

Ergebnisse des Western-Blots ist dies am ehesten durch eine fehlende Reaktivität des in der 

Immunfluoreszenz genutzten polyklonalen Antikörpers auf die Drosophila GS zu erklären.  

Bei den beiden zuvor beschriebenen Untersuchungstechniken wurden zwei 

verschiedene anti-GS Antikörper verwendet (monoklonaler aus der Maus stammender Anti-

GS-AK im Western-Blot und polyklonaler aus dem Kaninchen stammender Anti-GS-AK in 

der Immunfluoreszenzfärbung). Beide Antikörper reagieren nach Herstellerangaben mit der 

GS verschiedener Spezies kreuz und wurden unter Verwendung eines Peptids der humanen 

GS hergestellt. Angaben zur Kreuzreaktivität der jeweiligen Antikörper mit der GS aus 

Drosophila Melanogaster liegen hingegen nicht vor.  

Aus Voruntersuchungen ist bekannt, dass der in der vorliegenden Arbeit verwendete 

monoklonale anti-GS-Antikörper im Bereich der Glutamatbindungsstelle der humanen GS 

bindet (91). Durch diese Bindung an der Glutamatbindungsstelle des Enzyms, liefern die 

Ergebnisse des Western-Blots und der Immunfluoreszenz weiterhin erste Hinweise für eine 

stabile Glutamatbindung sowohl des humanen R324-Wildtyps als auch der R324S-Mutante. 

Diese Annahme wird durch die Beobachtung von Frieg et al. (39) unterstützt, welche bei der 

die Glutamatbindung störenden Mutation R341C keine Anti-GS Immunoreaktivität 

nachweisen konnten, durch fehlende Bindung des Anti-GS Antikörpers (113). Es ist 

grundsätzlich anzunehmen, dass dieser Bereich phylogenetisch stark konserviert ist. Die 

Bindungsbereiche der in dieser Arbeit verwendeten polyklonalen anti-GS-Antikörper sind 

unklar, aber grundsätzlich erhöht die Polyklonalität die Wahrscheinlichkeit für eine 

Reaktivität gegenüber dem Protein.  

Vor diesem Hintergrund könnte die beobachtete erheblich stärkere anti-GS-

Immunoreaktivität gegenüber der humanen GS im Vergleich zur Fliegenzell-GS 

unterschiedliche Affinitäten der anti-GS Antikörper widerspiegeln, so semiquantitativ nicht 

vergleichbar sein und die beobachtete Überexpression überbewertet werden. Gegen diese 

Annahme sprechen jedoch die Aktivitätsmessungen, die in Einklang mit den Western-Blot- 

und Immunfluoreszenzanalysen eine vergleichbare, stabile und deutlich stärkere GS-

Aktivität in den transfizierten Zellen gegenüber den untransfizierten zeigten.  
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4.2. Einfluss der R324S-Mutation auf die Glutamat- und 
ATP-Bindung der humanen Glutaminsynthetase  

In Gegenwart der strukturell dem Glutamat ähnelnden Glutaminsynthetase-Hemmstoffe 

Methioninsulfoximin (MSO) und Phosphinotricin (PPT) wird die GS durch diese 

irreversibel gehemmt (136). Diese Inhibition des Enzyms erfolgt durch die ATP-abhängige 

Bindung von MSO oder PPT an der Glutamatbindungsstelle der GS (1, 159). MSO und PPT 

interagieren beide mit dem in Kapitel 1.4 beschriebenen Glu327 Flap und dem Asp50 Loop, 

einer Schleifenregion mit Aspartat an Position 50, welche die Substratbindung und 

Positionierung des aktiven Zentrums unterstützt. Durch Ausbildung von 

Wasserstoffbrücken, verschließt sich nach MSO- oder PPT-Bindung der Eingang zur 

Glutamatbindungsstelle, wodurch der Inhibitor diese irreversibel blockiert (136). Hierdurch 

ist somit auch das Epitop für den dort spezifisch bindenden monoklonalen anti-GS-

Antikörper unzugänglich, so dass dieser nicht mehr binden kann. 

In vorherigen publizierten Untersuchungen wurde dieser Glutamatbindungsdomänen-

maskierende Effekt von MSO herangezogen, um den Rückgang der anti-GS-

Immunoreaktivität unter Verwendung eines monoklonalen anti-GS-Antikörpers zu erklären. 

Kongruent zu dieser Annahme stellte in diesen Untersuchungen die Ablösung von MSO von 

der Glutamatbindungsstelle durch Denaturierung des Proteins die anti-GS-

Immunoreaktivität wieder her. Die Ergebnisse aus diesen Versuchen wurden als ein 

indirektes Maß für die Glutamatbindung durch die GS interpretiert. (21, 91).  

In Übereinstimmung mit den oben genannten Arbeiten wurde auch in den vorliegenden 

Untersuchungen ein Rückgang der anti-GS-Immunoreaktivität nach Inkubation der Kc167-

Zellen mit MSO oder PPT im Dot-Blot beobachtet. Dieser Effekt war beim Wildtyp wie 

auch bei der GS-Mutante ähnlich ausgeprägt. In Übereinstimmung mit Literaturbefunden 

(40) war die durch MSO oder PPT verminderte anti-GS-Immunoreaktivität nicht Folge einer 

Herunterregulation des GS-Proteins, was die stabilen Proteinspiegel der behandelten und 

unbehandelten Zellen im Western-Blot bestätigten. Dies lässt den Schluss zu, dass die 

R324S-Mutation der Glutaminsynthetase, wie bereits von Frieg et al. bioinformatisch 

vorhergesagt, keinen Einfluss auf die Glutamatbindung des Enzyms hat (40). 

Interessanterweise war der Rückgang der anti-GS-Immunoreaktivität deutlich 

ausgeprägter, wenn Zelllysate an Stelle der vitalen Kc167-Zellen mit MSO oder PPT 

inkubiert wurden. Dies deutet darauf hin, dass durch die Inkubation der vitalen Zellen keine 
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ausreichenden MSO- und PPT-Konzentrationen in der Zelle erreicht wurde, um die 

vorhandenen Glutamat-Bindungsstellen vollständig abzusättigen und zu hemmen.  

Da Kinetiken zur Aufnahme von MSO und PPT in Kc167-Zellen bisher unbekannt sind, 

könnte der geringere Rückgang der anti-GS-Immunoreaktivität auf eine ineffiziente 

Aufnahme oder intrazelluläre Interaktion der Hemmstoffe mit zellulären Bestandteilen 

zurück zu führen sein. Diese Vermutung könnte auch erklären, weshalb die Verminderung 

der anti-GS-Immunoreaktivität durch PPT unter diesen Bedingungen weniger effizient war, 

als die durch MSO-herbeigeführte. Dies könnte durch die jeweiligen unterschiedlichen 

Eigenschaften der beiden Hemmstoffe erklärt werden, die strukturell zwar ähnlich sind, aber 

deren individuellen Eigenschaften die Wechselwirkungen mit den Spezies des 

Fliegenzellproteoms auch individuell beeinflussen könnten. Weitere Untersuchungen zu 

dieser Fragestellung stehen aktuell noch aus.  

Die Untersuchungen zeigen, dass die hier gewählten Inkubationsbedingungen der vitalen 

Zellen ungeeignet waren um eine effiziente Hemmung der GS mit MSO und PPT in den 

vitalen Kc167 Zellen zu erzielen.  

 Um Unterschiede in der Absättigbarkeit der R324-WT und R324S-mutierten GS 

durch MSO erkennen zu können, wurde MSO in Konzentrationen zwischen 0,05-30 mM in 

Zelllysate eingesetzt. Auch hier wurden keine Unterschiede in der Absättigung der GS bei 

R324-Wildtyp und R324S-mutierter GS beobachtet. Interessanterweise verminderte MSO 

im Konzentrationsbereich zwischen 0,05-0,25 mM die anti-GS-Immunoreaktivität bei 

Wildtyp und Mutante vergleichbar um ca. 50 %. Ab 0,5 mM wurde die anti-GS-

Immunoreaktivität sprunghaft durch MSO maximal gehemmt. In der Literatur finden sich 

derzeit keine Angaben zur intrazellulären Glutamatkonzentration in Kc167-Zellen anhand 

derer man abschätzen könnte, ob es sich hier um eine Kompetition von MSO mit Glutamat 

handelt. Eine solche Kompetition wäre wie bereits 1968 von Meister postuliert eine 

mögliche Erklärung für eine Reduktion der GS-Aktivität durch MSO (128). 

Um den Einfluss unterschiedlicher ATP-Spiegel in den Proteinlysaten der transfizierten 

Kc167-Zellen auszuschließen, wurden in den Dot-Blot Untersuchungen der vorliegenden 

Arbeit die Lysate mit einem Überschuss an ATP versetzt. Dabei zeigte sich, dass die 

Hemmung der anti-GS-Immunoreaktivität durch die GS-Hemmstoffe MSO und PPT 

unabhängig davon war, ob dem Proteinlysat ATP zugegeben wurde oder nicht. Dies lässt 

den Schluss zu, dass in den Zelllysaten bereits ausreichend endogenes ATP vorhanden war.   
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Zusammengefasst spricht die vergleichbare Hemmung der anti-GS-Immunoreaktivität 

durch MSO und PPT in Zelllysaten der mit R324-WT-GS und R324S-MT-GS transfizierten 

Zellen dafür, dass die Glutamatbindung durch die R324S-Mutation nicht beeinträchtigt wird. 

Aus der Literatur war bisher bekannt, dass die Bindung von Glutamat an die GS nur in 

Gegenwart von ATP erfolgen kann (136, 159). Einige Autoren beschreiben dies als 

zweischrittige Reaktion: Durch Bindung des ATP am oberen Teil einer trichterförmigen 

Bindungstasche (40) wird eine Konformationsänderung bewirkt (1), welche die Bindung 

von Glutamat im unteren Bereich verbessert (76). Die g-Carboxylgruppe des im unteren 

Bereich gebundenen Glutamats reagiert mit dem g-Phosphat des ATP und bildet g-

Glutamylphosphat und ADP (76). 

Neuere Studien beschreiben ebenfalls eine zweischrittige Reaktion, welche jedoch die 

Aktivierung der Substrate als erste Phase und die Bildung von Glutamin als zweite Phase 

bestimmen (191). Issoglio et al. postulieren, dass ATP und Glutamat gleichzeitig im ersten 

katalytischen Schritt binden. Dieser führt demnach ebenso durch Phosphorylierung des 

Glutamats zur Bildung des Zwischenprodukts g-Glutamylphosphat oder bei Bindung von 

MSO zum Reaktionsstop. Der zweite katalytische Schritt ist der nukleophile Angriff des 

Ammoniaks auf das d-Kohlenstoffatom des g-Glutamylphosphat. Er resultiert in der Bildung 

von Glutamin und ADP und wird als begrenzender Reaktionsschritt klassifiziert (192).  

Auch Arbeiten von Moreira et al. postulieren diesen Mechanismus mit unabhängiger 

Bindung der Substrate Glutamat und ATP. Sie beschreiben die Aktivierung von Glutamat 

durch einen Phosphattransfer von ATP in Phase 1 und die Glutaminbildung durch 

Deprotonierung von Ammoniak in Phase 2 (131, 193). Diese aktivierende Deprotonierung 

des Ammoniaks durch Asp50 wird auch bereits in vorherigen Studien genannt (76).  

Eine zufällige Reihenfolge der Substratbindung an der Glutaminsynthetase des 

Schafhirns wurde ebenso auch bereits von Allison et al. beschrieben (194). Auch Deuel et 

al. (8)  postulieren eine unabhängige Bindung der einzelnen Substrate, schließen jedoch eine 

gegenseitige Verstärkung der Bindungsaffinität nicht aus.  

Weitere Studien zur Möglichkeit der gleichzeitigen Substratbindung von Glutamat und 

ATP zeigten, dass eine Präinkubation der GS mit ATP die Glutaminsynthetase-Aktivität 

steigern kann (195).  

 In den vorliegenden Untersuchungen wurde für die Präzipitation ATP-bindender 

Proteine ein kommerzielles Kit verwendet, in dem ATP immobilisiert in einer Säule vorliegt. 

Nicht an das ATP-gebundene Proteine werden aus der Säule nach einem kurzen 

Inkubationsschritt herausgewaschen und die ATP-gebundenen Proteine im Anschluss an den 
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Assay mittels Western-Blot nachgewiesen. Hierbei konnte eine deutliche anti-GS-

Immunoreaktivität in den mit der R324-WT GS transfizierten Zellen nachgewiesen werden, 

während ein Nachweis der anti-GS-Immunoreaktivität in den mit der R324S-MT GS 

transfizierten Zellen nicht gelang. Da für die R324S-MT GS eine Restaktivität von 12% 

nachgewiesen werden konnte, muss auch eine ATP-Bindung noch teilweise möglich sein.  

Die Störung der ATP-Bindung in der R324S-Mutante entsteht durch Verlust der 

direkten ionischen Salzbrücke zwischen dem streng konservierten Argininrest an Position 

324 und der b-Phosphatgruppe des ATP ohne Konformationsänderung des aktiven Zentrums 

(40, 113). Der Verlust dieser direkten stabilisierenden Interaktion wird teilweise durch 

Wasserstoffbrückenbindungen und Van der Waals Kräfte aufgehoben, was nach Frieg et al. 

zu der postulierten Restaktivität der mutierten Glutaminsynthetase führt (39). 

Es ist denkbar, dass die geringe Affinität der R324S-mutierten GS zu ATP unter den 

verwendeten Assaybedingungen nicht ausreichte ATP stabil zu binden. Hier könnte eine 

Erhöhung der Inkubationszeit des Proteinlysats in der Säule und/ oder ein höheres Verhältnis 

von ATP-gekoppelten Beads zu eingesetztem Probenmaterial eine effizientere Bindung der 

R324S-Mutante an die ATP-Beads bewirken. Durch beide methodischen Ansätze würde 

eine Interaktion der mutierten GS mit dem ATP wahrscheinlicher, da z.B. die Kompetition 

mit anderen Faktoren wie endogenen ATP-bindenden Proteinen der Fliegenzellen verringert 

würde.     

Vor dem Hintergrund der oben beschriebenen ATP-Abhängigkeit der Glutamatbindung 

wirken die Untersuchungen der vorliegenden Arbeit, die zeigen, dass die R324S-Mutante 

zwar Glutamat (Abb. 13) aber nicht ATP (Abb. 16) bindet zunächst widersprüchlich. Auf 

der anderen Seite unterstützen diese Ergebnisse die Berechnungen von Issoglio et al. und 

Moreira et al., wie zuvor beschrieben. Gleichzeitig bestätigen diese Befunde die in silico 

Vorhersagen von Frieg et al.(167), welche eine geringere ATP-Affinität der R324S GS-

Mutante postulieren (167). 
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4.3. Chemische Reparatur der R324S-mutierten GS 

Der in dieser Arbeit durchgeführte GS Assay zum Nachweis der Glutaminsynthetase 

Aktivität wurde von Woolfolk et al. etabliert und durch Webb und Brown 1976 weiter 

modifiziert (33, 137). Er basiert auf der als Arsenolyse des Glutamin bezeichneten 

Glutamyltransferase Reaktion (21).  

In früheren Studien wurde diskutiert, ob durch spezifische chemische Verbindungen 

die Aktivität der R324S-mutierten GS, im Sinne einer chemischen Stabilisierung der 

gestörten ATP-Bindung, gesteigert werden könnte (196). Hierfür wurden von Frieg et al. die 

in silico identifizierten, die ATP-Bindung der GS-verstärkenden, Verbindungen Betain, 

Creatinmonohydrate, b-alanine-methylester, 2-chloroethylamide, 3-chloropropylamine und 

Chloroacetamidine ausgewählt (167).  

Unter den Versuchsbedingungen der vorliegenden Arbeit, gelang dies für keine der 

getesteten, von Frieg et al. postulierten Verbindungen, in signifikantem Maße.  

Lediglich 3-chloropropylamine und Chloroacetamidine steigerten in einer Konzentration 

von 150 µM die GS-Aktivität in Proteinlysaten R324S-MT GS überexprimierender Kc167-

Zellen reproduzierbar, jedoch nicht statistisch signifikant. In den Wildtyp-Zellen wurde 

unter gleichen Bedingungen keine gesteigerte GS-Aktivität beobachtet.  

Diese Tendenz einer Steigerung könnte auf eine mögliche chemische Stabilisierung der 

Bindungsstelle hindeuten. Die fehlende Signifikanz und die vergleichsweise geringen 

Effekte könnten dabei Folgen einer suboptimalen Konzentration der Verbindungen sein, die 

z.B. aus gleichzeitigen Wechselwirkungen mit anderen zellulären Bestandteilen der Kc167-

Zellen resultiert. Um dies ausschließen zu können, sind Untersuchungen an aufgereinigter 

humaner Glutaminsynthetase zwingend notwendig.  

 

4.4. Limitationen der Arbeit  

Bei den in der vorliegenden Arbeit durchgeführten Untersuchungen verbleiben im 

Hinblick auf die Fragestellung der Arbeit und die Interpretation der Ergebnisse Fragen offen.        

Alle semiquantitativen/ quantitativen Untersuchungen in dieser Arbeit wurden an 

Kc167-Proteinlysaten durchgeführt. Die überexprimierte humane GS wurde dabei nicht von 

den im Lysat befindlichen Fliegenzellproteinen getrennt und aufgereinigt. Daher kann nicht 

ausgeschlossen werden, dass einzelne Spezies des Fliegenzellproteoms mit der humanen GS 

interagierten und deren Aktivität beeinflussten.  
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Es kann weiterhin nicht ausgeschlossen werden, dass die Aktivität der 

Glutaminsynthetase durch kompetitive Inhibition einzelner Endprodukte des 

Glutaminstoffwechsels (21, 33) wie z.B. hohe Glutaminspiegel im Zelllysat (72, 197) oder 

durch reaktive Stick- und Sauerstoffspezies herbeigeführte posttranslationale 

Modifikationen (64, 91, 147) wie in Kapitel 1.5 beschrieben beeinflusst wurde.  

Darüber hinaus kann nicht ausgeschlossen werden, dass einzelne Spezies des 

Drosophila-Proteoms mit den chemischen Verbindungen wechselwirken, die in der 

vorliegenden Arbeit verwendet wurden, um die verminderte Aktivität der mutierten GS 

„chemisch zu reparieren“.  

Um diesen Einfluss ausschließen zu können, müsste die überexprimierte GS aus den 

Fliegenzelllysaten aufgereinigt werden. Das in der vorliegenden Arbeit verwendete 

Fliegenzell-Expressionssystem erscheint ungeeignet um quantitativ ausreichende Mengen 

an GS anzureichern bzw. zu isolieren. Dies erforderte neben einer hohen 

Expressionseffizienz auch eine große Zellmasse, die unter den gewählten Bedingungen nicht 

erreicht wurde. In der vorliegenden Arbeit wurde Schneiders Drosophila Medium (SDM) 

für die Kultivierung der Zellen verwendet um einen möglichen GS-hemmenden Effekt 

hefehaltiger Drosophila-Zellkulturmedien zu verhindern (33). 

Gegenüber den vom Drosophila Genomics Resource Center (DGRC) empfohlenen 

hefehaltigen Medien wie CCM3 oder M3 ist die Verdopplungszeit der Kc167-Zellen in 

SDM-Medium geringer und damit die Kulturdauer erhöht, was in unserer Arbeit jedoch 

ausreichend war.  

In zukünftigen spezifischeren Arbeiten könnte der Einfluss der 

Wachstumsbedingungen, wie das genutzte Medium oder die CO2-Konzentration der 

Brutschränke genauer untersucht werden, um so ein optimales Expressionsmodell zur 

späteren Aufreinigung des humanen Enzyms zu erhalten.   

Ein alternatives Modell zur Überexpression der humanen Glutaminsynthetase wurde 

z.B. von Listrom et al. 1996 beschrieben (59). Die Autoren dieser Arbeit verwendeten E. 

Coli zur Überexpression und Aufreinigung der humanen Glutaminsynthetase. 

Trotz der beschriebenen Limitationen der Arbeit sind die Ergebnisse gut verwertbar, 

da sie eine gute Reproduzierbarkeit zeigen und die genannten Einflüsse für alle untersuchten 

Zellreihen gleichermaßen gelten. Da die dargestellten Ergebnisse immer im Vergleich zum 

transfizierten humanen R324-Wildtyp, oder aber der versuchsinternen Kontrolle 

ausgewertet sind, sind sie trotz möglicher Einflussnahme der Verbindungen im Zelllysat 

vergleich- und verwertbar.  
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4.5. Schlussfolgerung und Ausblick 

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit zeigen, dass die Mutation von Arginin nach 

Serin an Position 324 in der Aminosäuresequenz der humanen Glutaminsynthetase deren 

Aktivität bis auf ca.12 % vermindert, aber nicht vollständig inhibiert. Die Ergebnisse lassen 

weiterhin vermuten, dass die verringerte GS-Aktivität nicht auf eine beeinträchtigte Bindung 

von Glutamat, sondern von ATP zurück zu führen ist.  

Um einen potentiellen aktivitätssteigernden Effekt der in dieser Arbeit verwendeten 

chemischen Verbindungen 3-chloropropylamine und Chloroacetamidine auf die GS zu 

untersuchen, sollten die bereits durchgeführten Versuche noch einmal am aufgereinigten 

humanen Enzym wiederholt werden. In Abhängig der hier erhaltenen GS-Proteinmengen 

könnten alternativ auch sensitivere GS-Aktivitätsassays verwendet werden, welche bereits 

unter Verwendung wesentlich geringerer Proteinmengen verlässliche Messungen 

ermöglichen, wie z.B. der Aktivitätsassay nach Seiler et al. 1990 (198) oder die 

radiometrische Methode nach Minet et al. (139). 

Sollte die chemische Stabilisierung des Enzyms durch die oben genannten 

chemischen Verbindungen gelingen und dadurch die Aktivität der mutierten 

Glutaminsynthetase gesteigert werden, würde dies potentielle therapeutische Optionen nicht 

nur für die vergleichsweise seltenen Glutaminsynthetase-Mutationen, sondern 

möglicherweise auch für andere Enzymdefekte eröffnen.  
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