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KURZFASSUNG

DIE EXPRESSION UND SEKRETION VON APOLIPOPROTEIN E

IN ASTROZYTOMZELLEN WIRD VON iFN-ß- lb REGULIERT:

IMPLIKATIONEN FÜR DIE KRANKHEITSAKTTVITÄT BEI

MULTIPLER SKLEROSE

Das Apolipoprotein E (ApoE) hat wichtige Funktionen im Lipidstoffwechsel und bei

Reifungs- und Regenerationsprozessen im zentralen und peripheren Nervensystem.

ApoE fördert die Neusynthese von Zellmembranen iondem es die Verfügbarkeit von

Cholesterinestern erhöht. Beim Menschen liegt das ApoE-Gen polymorph vor

(Chromosom 19), wobei im wesentlichen sechs ApoE-Genotypen - korrespondierend

zu drei ApoE-Isoformen - existieren. Die Isoformen weisen unterschiedliche Rezep-

tor-Affintäten und unterschiedliche Wechselwirkungen mit diversen anderen Mole-

külen auf, woraus sich deren charakteristischer Einfluß auf die Pathogenese neurolo-

gischer und nicht-neurologischer Erkrankungen ergibt.

Im Rahmen der vorliegenden Dissertation wurden einerseits die ApoE-Konzentra-

tionen im Liquor von MS-Patienten im Vergleich zu denen anderer neurologischer

Erkrankungen und denen (neurologisch) gesunder Personen gemessen. Dieser Ver-

gleich wurde durch eine eigens für diesen Zweck angelegte Liquor-Serum-Datenbank

ermöglicht. Andererseits wurde in vitro die Auswirkung einer Inkubation mit

IFN-ß-lb auf die ApoE-Expression und die ApoE-Sekretion in astrozytären Zeil-

Linien verschiedener ApoE-Genotypen bestimmt.

Für diese Studien wurden am Forschungslabor der Universitätsklinik für Neurologie

ein ApoE-ELISA zur Messung der ApoE-Konzentrationen in Serum und Liquor

etabliert. Zur Bestimmung der ApoE-Konzentrationen in Zellkultur-Überständen

wurde der größeren Sensitivität wegen ein ApoE-Western Blot eingesetzt, der aus

kommerziell erhältlichen Antikörpern zusammengestellt wurde. Relative Verände-

rungen der ApoE-mRNA-Menge wurden unter Verwendung einer zweistufigen

RT-PCR mit internem Standard ermittelt.
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Nach der sorgfältigen Optimierung aller Analyseverfahren wurde die ApoE-mRNA-

Expression von G0S-3- und LN-405-Zellen nach Inkubation mit verschiedenen

IFN-ß-ib(Betaferon®)-Konzentrationen (1 000,100,10 und 1 U/ml Medium) gemes-

sen und mit den entsprechenden Veränderungen der ApoE-Synthese und der ApoE-

Sekretion verglichen. Der ApoE-Western Blot bestätigte den bereits auf RNA-Ebene

gefundenen Trend, daß bei LN-405-Zellen eine positive Dosis-Wirkungs-Beziehung

besteht. Somit fanden sich nach Inkubation mit 1 000 U IFN-ß-ib/ml Medium eine

deutlich ausgeprägtere Wirkung auf die ApoE-Synthese und die ApoE-Sekretion als

bei einer Stimulation mit 100 U/ml Medium. Bei den Gos-3 Zellen wurde ähnlich wie

bei den LN-405-Zellen der bei den RT-PCR-Experimenten gefundenen Trend durch

den Western Blot auf der Proteinebene bestätigt. Bei kleineren IFN-ß-ib-Konzen-

trationen (100 U/ml Medium) war eine deutlicherer stimulatorischer Effekt auf die

ApoE-Synthese und die ApoE-Sekretion zu beobachten als bei 1 000 U/ml Medium

(negative Dosis-Wirkungs-Beziehung). Eine mögliche Erklärung für die

gegenläufigen Dosis-Wirkungs-Beziehungen in beiden Zeil-Linien kann im unter-

schiedlichen Differenzierungsgrad der Tumorzell-Linien zu finden sein. Eine alterna-

tive Deutung der Ergebnisse ergibt sich aus dem ApoE-Genotyp der untersuchten

Zellen: Gos-3-Zellen besitzen den ApoE-Genotyp 83/3 und sind weniger entdifferen-

zierte Zellen, weswegen spekuliert werden darf, daß die hier beobachtete Gegenläu-

figkeit von IFN-ß-ib-Dosis und der Steigerung von ApoE-Expression und ApoE-

Synthese das physiologische Verhalten von humanen Astrozyten in vivo eher wider-

spiegelt. LN-405-Zellen haben den vielleicht weniger neuroprotektiv wirksamen

Genotyp e3/2 und zeigen erst bei höheren IFN-ß-ib-Konzentrationen eine Stimula-

tion der ApoE-Synthese und die ApoE-Expression.

Die Auswertung der Liquor-Serum-Datenbank ergab, daß sich die ApoE-Konzentra-

tionen im Liquor von MS-Patienten, Patienten mit anderen neurologischen Erkran-

kungen und neurologisch gesunden Kontrollpersonen nicht statistisch signifikant

unterscheiden, wiewohl ein Trend zu niedrigeren ApoE-Konzentrationen bei beiden

Patienten-Gruppen zu erkennen war.
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SUMMARY

T H E EXPRESSION AND SECRETION OF APOLIPOPROTEIN E IN

ASTROCYTOMA CELLS IS REGULATED BY iFN-ß-lb: IMPLICA-

TIONS FOR DISEASE ACTIVITY IN MULTIPLE SCLEROSIS

Apolipoprotein E (ApoE) plays an important role in lipid metabolism as well as in the

maturing and regenerating central and peripheral nervous system. In addition, ApoE-

permits the de novo synthesis of cellular membranes by increasing the availability of

cholesterol esters. The human ApoE gene is polymorphic (located on chromo-

some 19) with 6 main ApoE genotypes and 3 ApoE isoforms. The ApoE isoforms

show different receptor binding affinities and different interactions with other

molecules. This may influence the pathogenesis of various neurological and

nonneurological disorders.

This thesis had two objectives. On the one hand, in vitro experiments were carried

out in order to find out, wether the incubation of human astrocytes (with different

ApoE genotypes) with IFN-ß-lb modulates ApoE expression and ApoE secretion. On

the other hand, ApoE concentrations in the cerebrospinal fluid (CSF) were measured

in MS patients and compared to those of patients with other neurological diseases

and those of neurologically healthy persons. This comparison was made possible by

use of a CSF-serum-database.

In order to carry out these studies, a novel ApoE-ELISA was established at the

research laboratory of the University Clinic of Neurology to measure ApoE concentra-

tions in serum and CSF. A more sensitive ApoE-Western blot using commercially

available antibodies was developed to determine ApoE concentrations in the superna-

tants of cell cultures. Relative changes in the amount of ApoE mRNA were measured

by a two-step RT-PCR-method using an internal standard.

Gos-3 and LN-405 cells were cultivated and incubated with or without different con-

centrations of IFN-ß-lb (1 OOO, 100, 10 and 1 U/ml medium), ApoE mRNA expres-

sion was measured and compared to the corresponding changes in ApoE synthesis

and ApoE secretion. A positive dose-response-relationship was found in LN-405 cells

with respect to ApoE mRNA levels and confirmed by the ApoE Western blot docu-

menting ApoE secretion into the cell culture supernatants. Stimulation with 1 000 U

III



SUMMARY

IFN-ß-ib/ml medium caused a more pronounced increase in ApoE synthesis and

ApoE secretion compared to a stimulation with 100 U IFN-ß-ib/ml medium. In

Gos-3 cells the tendency found in RT-PCR experiments was confirmed by the results

using the ApoE Western blot as well. In Gos-3 cells low concentrations of IFN-ß-ib

(100 U/ml medium) caused a more pronounced increase in ApoE synthesis and ApoE

secretion as did higher concentrations (1 000 U/ml medium). A possible explanation

for this negative dose-response-relationship is the different degree of differentiation

in both neoplastic astrocytoma cell lines. The different ApoE genotype of the cell lines

may contribute to these results: Gos-3 cells carry the ApoE genotype 83/3 and are less

malignant. Therefore, they may represent physiologic human astrocytes in vivo more

closely than LN-405 cells do. LN-405 cells carry the ApoE genotype 83/2 (possibly

provides less neuroprotection) and are more malignant compared to Gos-3 cells.

Analysing the CSF-serum-database it was found that there wer no statistically signifi-

cant differences in the ApoE concentrations in the CSF of patients with MS, with

other neurological disorders and those of neurologically healthy control subjects.

However, there was a trend towards lower ApoE concentrations in both groups of

patients.
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EINLEITUNG Apolipoprotein E

EINLEITUNG

l. Apolipoprotein E — ein vielseitiges Protein

Apolipoprotein E (ApoE) ist ein Glykoprotein mit einem Molekulargewicht von

34,2 kDa, codiert von 299 Aminosäuren (siehe Abb. 1.1). ApoE ist ein Haupt-

bestandteil mehrerer Klassen von Plasmalipoproteinen mit wichtigen Funk-

tionen im Iipidmetabolismus und maßgeblich an der Regeneration von

Nerven beteiligt. Daneben scheint ApoE an der Aktivierung einiger Klassen

lipolytischer Enzyme teilzunehmen und in begrenztem Ausmaß gewisse

immunmodulatorische Eigenschaften aufzuweisen *.

Abb. 1.1: Aminosäuresequenz des ApoE und Positionen der allelspezifischen

Aminosäure-Substitutionen

Aminosäuresequenz des Apolipoprotein E 3:

Die Sequenz des Signalpeptides ist blaugrün, die Positionen der Aminosäure-Substitutionen
sind rot gedruckt

MKVLWAALIiV TFLAGCQAKV EQAVETEPEP ELRQQTEWQS GQRWELALGR FWDYLRWVQT
LSEQVQEELL SSQVTQELRA LMDETMKELK AYKSELEEQL TPVAEETRAR LSKELQAAQA
RLGADMEDVC GRLVQYRGEV QAMLGQSTEE LRVRL.ASHLR KLRKRLLRDA DDLQKRLAVY
QGAREGAER GLSAIRERLG PLVEQGRVRA ATVGSLAGQP LQERAQAWGE RLRARMEEMG
SRTRDRIJDEV KEQVAEVRAK LEEQAQQIRL QAEAFQARLK SWFEPLVEDM QRQWAGLVEK
VQAAVGTSAA PVPSDNH

1.1 Genetische Aspekte und Proteinstruktur

Das humane ApoE-Gen hegt auf dem langen Arm des Chromosoms 19 und

enthält 4 Exons (3597 Nucleotide). Die Translation der 1,2 kb langen

ApoE-mRNA führt zu einem 317 Aminosäuren langen Vorläufer-Polypeptid

(prä-ApoE). Posttranslationale Modifikationen umfassen Glykosilierung,

Sialylierung (d.h. Ankopplung von Sialsäure-Resten) und die Entfernung des

18 Aminosäuren langen Signalpeptids; erst dann ist das reife ApoE-Protein
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fertig zur Sekretion. Drei wichtige funktioneile Bereiche sind die Rezeptor-

Bindungs-Domäne, die Lipid-Anlagerungs-Domäne und eine Region, die für

die maximale Rezeptoraffinität ausschlaggebend ist l .

Das ApoE-Gen ist polymorph: drei ApoE-Allele (ApoE 82, S3 und 84) werden

durch zwei Punktmutationen innerhalb der Codons 112 und 158 verursacht,

die jeweils Basensubstitutionen im Protein bewirken (Cystein gegen Arginin

oder umgekehrt; siehe Tab. 1.1). Die drei Allele legen die sechs wichtigsten

ApoE-Genotypen (e 2/2, e 3/2, e 3/3, e 4/2, e 4/3 und e 4/4) fest. Die Allel-

häufigkeiten und die Genotypverteilung in der europäischen Bevölkerung

(Stichprobe: 4200 Personen) sind der Tab. 1.2 zu entnehmen 2.

Darüber hinaus sind zahlreiche weitere, jedoch erheblich seltenere Mutationen

bekannt. Diese sind im Gegensatz zu den oben angeführten Isotypen nicht so

umfassend untersucht und können aufgrund ihres vereinzelten Auftretens

selten bestimmten physiologischen Funktionen zugeordnet oder deren Betei-

ligung an pathophysiologischen Prozessen nachgewiesen werden. Mutationen,

die die Bindungsaffinität zum Rezeptor beeinflussen, sind freilich meist mit

familiärer Dysbetalipoproteinämie assoziiert1.

Tab. 1.1: Erkennungssequenzen der Apolipoprotein E-Allele

Allel

8 2

63

64

Basensequenz
(Codon 112)

TGC

TGC

CGC

Basensequenz
(Codon158)

TGC

CGC

CGC

Aminosäure
(Codon 112)

Cys

Cys

Arg

Aminosäure
(Codon 158)

Cys

Arg

Arg

Tab. 1.2: Häufigkeiten der ApoE-Genotypen und der ApoE-Allele in der

gesunden Bevölkerung

ALLELEI

6 2

63

64

%]

9-0

78.7

12.3

£2/2

C3/3

£4/2

ApoE-GENOTYPEN [9

0.6

61.8

2-3

£3/2

E4/3

£4/4

â]

14.5

19-3

1-5
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Die drei ApoE-Isoformen verursachen durch ihre unterschiedliche Bindungs-

affinität zu den Lipoproteinrezteptoren (LDL-Rezeptor und LDL receptor-

related protein LRP, auch ApoE-Rezeptor genannt) charakteristische, isoform-

spezifische Lipidprofile. Die veränderte Wechselwirkung zwischen Rezeptoren

und den selteneren Isoformen E2 und E4 kann pathogène Abläufe innerhalb

des Lipidstoffwechsels und in weiterer Folge komplexe Krankheitsbilder des

gesamten Organismus auslösen; dazu zählt z.B. die Arteriosklerose (siehe auch

Abschnitt 1.2.1). Die ApoE-Isoformen modifizieren neben den veränderten

Rezeptoraffinitäten auch die Aktivität des LDL-Rezeptors, die Verteilung von

ApoE unter den Lipoproteinen, die Bildungsrate der LDL-Partikel und die

Cholesterinabsorption *. Die unterschiedliche Wechselwirkung der ApoE-Iso-

formen mit anderen Molekülen wie ß-Amyloid und die Beeinflussung der Tau-

Phosphorylierung sind maßgebliche Einflußgrößen für die Pathophysiologie

und die klinischen Verlaufsformen der Demenz vom Typ Alzheimer (siehe

auch Abschnitte 1.5.2 und 1.5.3).

1.2 Funktionen von ApoE im gesunden bzw. erkrankten Körper

1.2.1 ApoE im Lipidstoffwechsel

Lipoprotéine sind nichtkovalente Assoziate aus Lipid- und Proteinkom-po-

nenten. Sie dienen zum Transport der Lipide im Blut und ermöglichen somit

die Versorgung aller Köpergewebe. Verschiedene Gruppen der Lipoprotéine

übernehmen spezielle Aufgaben bei der Umverteilung und Speicherung der

Nahrungsfette und der endogen synthetisierten Lipide 3~5. ApoE ist nicht nur

eine strukturelle Komponente der Lipoprotéine, sondern hat auch als Co-

Faktor für verschiedene Enzyme und als Ligand für die selektive Aufnahme

der Lipoprotéine in das Gewebe physiologische Funktionen 1. ApoE wird

primär in den Hepatozyten synthetisiert und zum Aufbau der diversen Lipo-

proteinpartikel verwendet (siehe Tab. 1.3, entnommen aus 4 5 ) ; daneben wird

ApoE auch im Gehirn, vornehmlich in den Astrozyten (Stützzellen), gebildet.

Das im Nervensystem produzierte ApoE ist im Vergleich zu dem von
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der Leber sezernierten Protein durch einen höheren Gehalt an Sialsäureresten,

die durch posttranslationale Modifikationsprozesse angekoppelt werden, ge-

kennzeichnet é>7.

Fehlt das funktioneile ApoE-Gen, so wird die Manifestation von verschiedenen

Krankheiten wie z.B. der Typ III Hyperlipoproteinämie und der vorzeitigen

Arteriosklerose begünstigt8.

Tab. 1.3: Struktur und Komponenten der diversen Lipoprotéine

Dichte
[g/ml] 0 [nm] Proteine Lipid:Protein

Chylomikronen

VLDL

LDL

HDL

0.94 >2oo Apo A I, AII, B48, CI - III, E 99:1

0.94-1.006 30-70 Apo BI00, C I - III, E 90:10

1.006-1.063 15-30 ApoBioo 80:20

1.063-1.21 6-14 ApoAI,AII,AIV, CI - I I I , E 50:50

Transport von Nahrungstriglyceriden zu den Geweben

Chylomikronen bewerkstelligen den Transport von Nahrungstriglyzeriden

innerhalb des Blutkreislaufs; Chylomikronen entstehen in den Mukosazellen

der duodenalen Schleimhaut durch Assoziation von Triacylglyceriden,

geringen Anteilen an Cholesterin und Phosphoglyceriden, sowie den Apolipo-

proteinen AI, A II und B48. Chylomikronen werden über die Lymphe dem

Blutstrom zugeführt. An den endothelialen Oberflächen in den Geweben wer-

den von den Triacylglyzeriden freie Fettsäuren durch die Lipoproteinlipase ab-

gespaltet; Apolipoprotein A und Cholesterin werden im Austausch gegen die

Apolipoproteine E und C auf HDL-Vorstufen übertragen. Die Lipoprotein-

lipase kann mit ApoE assoziiert bleiben, was die Bindung der Chylomikron-

Reste (Remnants) an das LDL Rezeptor-assoziierte Protein (LDL receptor-

related protein LRP) der Hepatozyten erleichtert 18'9. Die Remnants werden

von der Leber unter Mitwirkung des Remnant-Rezeptors (erkennt die Apo-

lipoproteine B48 und E) resorbiert und abgebaut.
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Verteilung endogen synthetisierter Lipidpartikel

Über Very Low Density Lipoproteins (VLDL) werden endogen synthetisierte

Lipide im Organismus verteilt. VLDL bilden sich hauptsächlich in den Hepato-

zyten aus Triacylglyceriden, Cholesterin, Cholesterinestern, Phosphoglyze-

riden und den Proteinkomponenten Apo Bioo, C I - III und E. Abbauschritte

durch die Lipoproteinlipase gemeinsam mit diversen Umbauprozessen führen

zu Partikeln mittlerer Dichte (IDL; auch VLDL-remnants genannt) sowie in

weiterer Folge zu Low Density Lipoproteins (LDL), die ausschließlich Apolipo-

protein Bioo enthalten. Diese Abbauprozesse finden im Plasma statt. VLDL

und LDL enthalten Apolipoprotein Bioo, das vom LDL-Rezeptor gebunden

wird. Das in den VLDL ebenfalls vorhandene ApoE koppelt auch an das LRP

und trägt somit wesentlich zur spezifischen Bindung an den LDL-Rezeptor

bei9 .

Low Density Lipoprotein-Partikel (LDL) weisen von allen Lipoproteinen den

höchsten Gehalt an Cholesterin und Cholesterinestern auf. Sie können über

LDL-Rezeptoren (besitzen N-terminale Bindungsstellen für die Apolipopro-

teine Bioo und E) an Zielzellen andocken. LDL-Rezeptoren finden sich auf der

Oberfläche fast aller Zelltypen. Durch Wechselwirkung mit Clathrin sammeln

sich viele Rezeptormoleküle in bestimmten Bereichen der Plasmamembran,

den sogenannten coated pits; diese Membranbereiche können gemeinsam mit

den gebundenen LDL-Partikeln durch Endozytose ins Innere der Zelle aufge-

nommen werden (dieser Vorgang wird als rezeptorvermittelte Endozytose be-

zeichnet). Nach Zerlegung der LDL werden die freigewordenen LDL-Rezep-

toren wieder in die Plasmamembran eingebaut („Recycling"), die Cholesterin-

ester und Core-Apoproteine werden in Vesikeln zu den „späten" Lysosomen

trans-portiert und dort abgebaut. Oberflächen-Apoproteine wie ApoE und die

partikel-assoziierte Lipoproteinlipase werden größtenteils wieder in die Umge-

bung freigesetzt und somit ein Recycling ermöglicht 10. Beide Komponenten

können wieder in High density Lipoprotein-Partikel (HDL) aufgenommen

werden 9. Führt der Abbau der LDL zu hohen intrazellulären Cholesterinkon-

zentrationen, wird die endogene Cholesterinsynthese gehemmt.
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Rücktransport von Cholesterin und Triglyzeriden zur Leber

HDL sind nicht einheitlich aufgebaut; mehrere Untergruppen können unter-

schieden werden. HDL-Partikel transportieren überschüssiges Cholesterin aus

den Geweben zur Leber, wo es metabolisiert und zur Ausscheidung vorbereitet

wird. HDL-Vorläufer entstehen beim Abbau von Chylomikronen. Vertreter der

HDLi-Gruppe verdrängen durch ihren hohen Anteil an ApoE möglicherweise

LDL kompetitiv von den LDL-Rezeptoren, somit würde die Aufnahme von

zusätzlichem Cholesterin in extrahepatische Gewebe vermindert 3 5 .

Bei höheren Konzentrationen triglyceridreicher Partikel (das sind Chylomikro-

nen und VLDL) innerhalb des physiologischen Bereiches (> 250 ug Neutralli-

pide/ml) werden ApoE-enthaltende Lipoprotéine offenbar nur mehr zum Teil

über den LDL-Rezeptor in die Zelle transportiert. Der andere Teil der Lipo-

protéine scheint über Bindung an die ebenfalls in der Zellmembran lokalisier-

ten Heparansulfat-Proteoglykane in die Zelle aufgenommen zu werden, wenn

die Kapazität der LDL-Rezeptoren erschöpft ist. Diese Art der Aufnahme von

Lipoproteinen ist ein Transfermechanismus mit hoher Kapazität, aber gerin-

ger Affinität 1OU. ApoE-enthaltende Lipoprotéine binden außerdem noch an

das LRP, ein Vorgang, der möglicherweise durch Assoziation von ApoE an

Heparansulfat-Proteoglykane erleichtert wird. Umstritten ist, ob HPSG und

LRP unabhängig, als Komplex oder konzertiert nacheinander agieren 12.

Frisch synthetisiertes und sezerniertes ApoE bleibt teilweise (ca. 12%) an die

Heparansulfat-Proteoglykane gebunden, bevor es freigesetzt wird, dieser

extrazelluläre „Proteoglykan-Pool" ist für Hepatozyten und Makrophagen

nachgewiesen 1314. Der an die Zelloberfläche gebundene Anteil des ApoE steht

in einem dynamischen Gleichgewicht mit dem Anteil des sezernierten ApoE.

Sind nur wenige Liganden verfügbar, so kann das sezernierte ApoE wieder in

die Zelle aufgenommen werden und einem (teilweisen) lysosomalen Abbau

zugeführt werden. Sind Lipoprotéine (HDL oder LDL) vorhanden, erfolgt die

Sekretion von ApoE fast vollständig, d.h. der neuerliche Abbau ist stark redu-

ziert, weil die Lipo-proteine von der Zelloberfläche dissoziieren 12. Der extra-

zelluläre „Proteoglykan-Pool" kann sozusagen als posttranslationaler Regula-

tionsmechanismus der ApoE-Sekretion betrachtet werden 14. Andere Forscher

haben bei Hepatozyten eine betonte Retro-Endozytose von oberflächenasso-
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ziiertem ApoE in Verbindung mit Lipoproteinen beobachtet, ohne eine Aus-

sage über den ApoE-Abbau zu machen („secretion-recapture pathway") 10.

Nach dem intrazellulären Abbau der triglyceridreichen Lipoprotéine werden

ApoE und andere Apolipoproteine wieder ins Medium freigesetzt, die Lipide

und Core-Proteine werden zu den Lysosomen transportiert. Die Freisetzung

von ApoE erfolgt schneller, wenn in der Umgebung genügend HDL-Partikel

vorhanden sind 10.

Der ApoE-Genotyp beeinflusst die Effizienz des Rücktransports von Chole-

sterin zur Leber, denn die ApoE-Isoformen beeinflussen den Abtransport des

Cholesterinüberschusses aus den Geweben in unterschiedlicher Weise 15. Die

Aufnahme von nichtmetabolisiertem Cholesterin aus Gewebezellen und der

Rücktransport zur Leber erfolgen durch bestimmte Unterklassen von HDL-

Partikeln, die entweder Apolipoprotein AI oder ApoE enthalten (preßi-LpA-I

und y-LpE). y-LpE-Teilchen enthalten ApoE 3 als Homodimer und finden sich

nur im Plasma von Individuen, die mindestens ein ApoE e3-Allel besitzen.

ApoE 4 dagegen besitzt keine Cystein-Reste und kann somit nicht dimeri-

sieren. Die y-LpE-Fraktion eines ApoE e3/3-Trägers sammelt rund zehnmal

mehr zelleigenes Cholesterin als die y-LpE-Fraktion von anderen ApoE-Geno-

typen.

Träger des Allels 84 tendieren zu höheren Gehalten an LDL-Cholesterin als

Träger des Allels 53 und besitzen vermutlich eine stärkere Disposition für

koronare Arteriosklerose. Das Allel s2 bewirkt im allgemeinen einen erniedrig-

ten Gehalt an LDL-Cholesterin und eine Verringerung des kardiovaskulären

Risikos. Remnants von VLDL, LDL und Chylomikronen werden von LDL- oder

Remnant-Rezeptoren der Hepatozyten erkannt, resorbiert und abgebaut

(siehe auch Abschnitt 1.2.1). ApoE 2 hat eine sehr geringe Affinität für den

Remnant-Rezeptor (îoofach vermindert) verglichen mit ApoE 3, wodurch

auch der Abbau der ApoE 2 enthaltenden Partikel verlangsamt ist 1>15. Als

Reaktion werden von den Leberzellen mehr LDL-Rezeptoren bereitgestellt

und somit wird der durch Apolipoprotein Bi00 vermittelte Abbau von LDL-

Remnants beschleunigt (cholesterinsenkender Effekt von ApoE 2). ApoE 4

dagegen weist normale Bindungseigenschaften für beide Rezeptoren auf.
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Allerdings zeigt ApoE 4 aufgrund einer gesteigerten Affinität für trigyzerid-

reiche Lipoprotéine einen beschleunigten Abbau der ApoE 4 enthaltenden

Partikel. Dadurch wird die Expression des LDL-Rezeptors vermindert und in

weiterer Folge die Konzentration des LDL-Cholesterins im Plasma erhöht115.

1.2.2 ApoE im Nervensystem

Aufbau des Nervensystems

Das Nervensystem gliedert sich in die zwei Bereiche Zentralnervensystem ZNS

(bestehend aus Gehirn und Rückenmark) und peripheres Nervensystem. Es

besteht im wesentlichen aus drei verschiedenen Zelltypen:

• rund 10 Milliarden Nerven- oder Ganglienzellen (Neuronen) dienen der

neuronalen Erregungsleitung und werden über Synapsen miteinander

verknüpft

• Gliazellen (Neuroglia) mit Stütz- und Ernährungsfunktion

» Bindegewebe (umgibt das Gehirn, mit Basalmembran als Grenzfläche)

Das Gehirn hat im Gegensatz zu anderen Organen einen sehr hohen Lipid-

anteil von 50% in der Trockensubstanz, bedingt durch die außergewöhnliche

Zusammensetzung der Membran der Myelinscheide (enthält rund 70% Li-

pide). Der Energiebedarf des Gehirns wird beinahe ausschließlich durch

Glukose (im Hungerzustand auch durch Ketonkörper) gedeckt. Eine konti-

nuierliche Zufuhr von Glucose und anderen essentiellen Substanzen über den

Blutkreislauf ist unbedingt notwendig. Im Zytosol der Neuronen finden sich

viele Mikrotubuli für eine gerichtete Bewegung von Proteinen in Richtung

Nervenende („axonaler Transport"). Die Blut-Hirn-Schranke ist eine selektiv

durchlässige Schranke zwischen Blut und ZNS zum Schutz der Nervenzellen.

Sie ist für Gase permeabel, verhindert aber den Durchtritt von geladenen Sub-

stanzen. Der Liquor cerebrospinalis (Gehirn-Rückenmarks-Flüssigkeit) befin-

det sich in den vier Hirnventrikeln sowie im Subarachnoidalraum und steht in

ständigem Aus-tausch mit der interstitiellen Flüssigkeit. Der Liquor cerebro-

spinalis dient zum Schutz des ZNS gegen Druck- oder Stoßeinwirkung von

außen 3. Bei gewissen Krankheiten ist die Zusammensetzung des Liquor

8
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cerebrospinalis (enthält neben Lymphozyten, Monocyten, diversen Proteinen

und Glucose auch y-Globuline) in charakteristischer Weise verändert; die

Untersuchung des Liquor cerebrospinalis (Liquordiagnostik) kann gegebenen-

falls zur Diagnosesicherung eingesetzt werden (z.B. erhöhte y-Globulin-Werte

bei Multipler Sklerose)16.

ApoE bei der Reifung des Nervensystems

Die im Vergleich zum Erwachsenen deutlich höheren ApoE-Konzentrationen

in Plasma und Serum im Säuglings- und Kindesalter reflektieren wahrschein-

lich den bei Wachstum und Regeneration der Nervenzellen erhöhten Bedarf an

Lipiden.

ApoE bei der Regeneration nach Nervenverletzungen

Nach einer Verletzung des ZNS oder im Verlauf von entzündlichen Prozessen

werden Astrozyten aktiviert und proliferieren. Die so entstehende „Glia-

Narbe" behindert sowohl die neuronale Regeneration als auch die Remyelini-

sierung. Aktivierte Astrozyten und aktivierte Makrophagen sind entscheidend

an der Entfernung von zellulären Abfallprodukten beteiligt.

Bei der Regeneration eines verletzten peripheren Nerven wurde am Beispiel

des Nervus ischiadicus von Ratten eine stark vermehrte lokale ApoE-Sekretion

sowie eine erhöhte ApoE-Konzentration festgestellt17. ApoE sorgt in Koopera-

tion mit den LDL-Rezeptoren für einen gerichteten Lipidtransport zum ver-

letzten Nerven. Die bei Regenerationsprozessen erforderliche Membran-Neu-

synthese erfordert auch eine gesteigerte Cholesterinaufnahme. Bei degenera-

tiven Vorgängen am verletzten Nerven sammeln sich lokal vermehrt Lympho-

zyten sowie Monozyten und Makrophagen, wobei nur die Gewebemakro-

phagen eine erhöhte ApoE-Sekretion zeigen. Makrophagen speichern auch die

bei dem Abbau der Myelinscheide freiwerdenden Fette (insbesondere Chole-

sterin) in Lipidtröpfchen. Cholesterin wirkt als Induktor für die ApoE-Syn-

these 617. Die Regeneration beginnt bereits fünf Tage nach der Verletzung.
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Dabei finden sich viele neue, aus Monozyten gebildete Gewebemakrophagen

zwischen den Schwann-Zellen, in denen eine starke ApoE-Biosynthese nach-

weisbar ist (besonders im Golgi-Apparat und im Endoplasmatischen Reti-

kulum). Die wachsende Spitze des regenerierenden Axons ist äußerst reich an

LDL-Rezeptoren und wächst langsam in ein Bündel aus Schwann-Zellen ein

(das Myelin wurde bei den degenerativen Vorgängen abgebaut). Der Höhe-

punkt der ApoE-Sekretion liegt zwischen dem siebten und zehnten Tag nach

der Verletzung (200 bis 3oofach vermehrte Produktion im Vergleich zum Nor-

malzustand). Drei bis vier Wochen nach der Verletzung erreicht der ApoE-

Gehalt in der extrazellulären Matrix und auch im interstitiellen Raum sein

Maximum. Die Remyelinisierung beginnt etwa ab der dritten Woche nach der

Verletzung. Die Schwann-Zellen zeigen durch eine sehr große Anzahl von

LDL-Rezeptoren eine intensive Beladung mit ApoE und Apolipoprotein A I.

Die ApoE-Produktion der Gewebemakrophagen endet allerdings spätestens

nach der vierten Woche. Die Schwann-Zellen bilden eine neue Myelinhülle

unter Verwendung ihrer eigenen Lipidspeichertröpfchen, die Lipiddepots in

den Gewebemakrophagen werden erst ab der fünften Woche benützt. Ab der

achten Woche erscheint der regenerierte Nerv völlig normal, eine nur unwe-

sentlich erhöhte Anzahl von Gewebemakrophagen produziert weiterhin

geringe Mengen an ApoE 17.

1.3 ApoE und neurologische Erkrankungen

1.3.1 ApoE und neurodegenerative Erkrankungen

Vor rund 10 Jahren wurde das ApoE 84 Allel als ein Risikofaktor für die Ent-

wicklung der Demenz vom Typ Alzheimer identifiziert 18 21. In jüngerer Ver-

gangenheit wurde der ApoE-Polymorphismus auch mit verschiedenen anderen

neurologischen Erkrankungen in Verbindung gebracht. Eine hohe Inzidenz

des ApoE 84 Allels wurde beispielsweise bei Patienten mit Temporallappen-

epilepsie gefunden 22.

10
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AP0E3/3

Der klinische Verlauf von einigen neurologischen Erkrankung wie z.B. Multi-

pler Sklerose, Morbus Wilson und Morbus Alzheimer dürfte ebenso wie die

Remission neurologischer Defizite nach traumatischen Kopfverletzungen und

Reanimation durch den ApoE-Genotyp £3/3 positiv beeinflußt werden 21,23-26.

Patienten mit dem ApoE-Genotyp 83/3 zeigen einen deutlich späteren Krank-

heitsbeginn bei Morbus Wilson als solche mit einem anderen ApoE-Geno-

typ 23. Bei Patienten mit dem ApoE e3/3-Genotyp findet man einen deutlich

besseren neurologischen Zustand und eine höhere Überlebenswahrscheinlich-

keit nach traumatischen Kopfverletzungen und Herz-Kreislauf-Stillstand als

bei solchen mit einem anderen ApoE-Genotyp 26-29 Offensichtlich verbessert

die alleinige Präsenz des ApoE e3/3-Genotyps bzw. der entsprechenden Pro-

teinisoform die klinische Situation des Patienten bei neurodegenerativen

Erkrankungen wie Morbus Alzheimer bzw. Morbus Wilson ebenso wie die

Regenerationsfähigkeit des ZNS nach traumatischen bzw. ischämischen Hirn-

läsionen im Vergleich zu anderen Allelkombinationen 23"25. Bei Multipler Skle-

rose ist bei Patienten des ApoE-Genotyps 83/3 eine geringere Schubfrequenz

und ein langsameres Fortschreiten der Erkran-kung (kleinerer Progressions-

index) zu beobachten (siehe Abschnitt 2.6) 30-32. Besonders das Protein der

Isoform 3 dürfte demnach neuroprotektive Eigenschaften besitzen (siehe

Abschnitt 1.5.3).

ApoE £4 Allel

Letztendlich sind die Forscher bis heute uneins, wie der nachteilige Effekt des

ApoE E4 Alleis (des ApoE E4) bei gewissen neurodegenerativen Erkrankungen

auf molekularer Ebene zu erklären ist. Einige Studien belegen einen Zusam-

menhang zwischen dem ApoE 84 Allel und dem Progressionsindex bzw. der

kognitiven Beeinträchtigung bei Multiple Sklerose-Patienten, andere Arbeits-

gruppen haben keine derartige Beziehung nachgewiesen 33"40.

11
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ApoE £2 Allel

Die meisten Untersuchungen haben das ApoE s2 Allel wegen seiner geringen

Häufigkeit nicht berücksichtigt; andere Studien zeigten divergierende Resul-

tate. Der ApoE e2/2-Genotyp ist mit Hyperlipoproteinämie gekoppelt und

zeigt ein geringeres Risiko für Morbus Alzheimer 21,41,42 obwohl die Anwe-

senheit des ApoE 82 Allels vorteilhafte Auswirkungen auf das Plasma-Lipid-

profil hat und auf diese Weise das Risiko für Herzkrankheiten reduziert 4L43,

kann es die Entstehung von mikroangiopathie-bedingten Hirnschäden för-

dern 4 2 4 4 (siehe Abschnitt 1.2.1). Das ApoE s2 Allel findet sich besonders sel-

ten bei Patienten mit Morbus Alzheimer, somit könnte bei dieser Erkrankung

ein gewisser neuroprotektiver Effekt angenommen werden 40.

1.3.2 ApoE-Konzentration im Liquor

Die Konzentration von ApoE im Liquor entspricht ungefähr einem Zehntel der

Konzentration im Serum (Normalwerte: 70 mg/1 im Serum, 6 mg/1 im Li-

quor) 45. Bei Kindern ist die ApoE-Konzentration im Liquor höher als bei

älteren Personen, begründet durch das besonders in diesem Alter aktive

neuronale Wachstum (siehe auch Abschnitt 1.2.2). Es wurden keine Unter-

schiede in den ApoE-Liquorkonzentrationen zwischen Männern und Frauen

festgestellt. Die ApoE-Konzentrationen in Serum und Liquor korrelieren nicht,

zeigen doch z.B. Personen des ApoE-Genotyps 84/3 besonders hohe ApoE-

Werte im Serum, während die entsprechenden ApoE-Konzentrationen im

Liquor im Vergleich zu Personen mit den Genotypen ApoE 83/3 und 83/2 aus-

nehmend niedrig sind 46. ApoE-Werte im Liquor reflektieren offenbar die

lokale ApoE-Synthese im ZNS; Apolipoproteine wie ApoE und Lipide können

wahrscheinlich nicht die Blut-Hirn-Schranke passieren 45.

Die ApoE-Konzentration im Liquor von Personen mit neurologischen Krank-

heiten (verschiedene, meist entzündliche Hirn- und Rückenmarkserkrankun-

gen) ist signifikant erhöht im Vergleich zu gesunden Kontrollpersonen 46.

Anhand des sogenannten „ApoE-Index" (wird aus dem Verhältnis der Konzen-

trationen von Albumin und ApoE in Liquor und Serum errechnet) kann bei

der Multiplen Sklerose zwischen Schub und Remission unterschieden

12
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werden 47. Die Berücksichtigung der Albumingehalte, um den Übertritt von

ApoE durch die Blut-Hirn-Schranke zu normieren, erscheint nun nicht mehr

notwendig, da die ApoE-Werte im Liquor zum überwiegenden Teil einer loka-

len Synthese entstammen 45. Im Gegensatz zur Multiplen Sklerose werden bei

an Morbus Alzheimer erkrankten Personen signifikant erniedrigte ApoE-

Konzentrationen im Liquor gefunden 4 8 4 9 .

1.4 Synthese und Sekretion von ApoE

Studien zur Expression und Sekretion von ApoE in verschiedenen Geweben

legen die Vermutung nahe, dass die ApoE-Synthese gewebsspezifisch reguliert

wird 50.

1.4.1 ApoE-Synthese in nicht-neuronalen Zellen

Die ApoE-Expression in der Leber wird durch zahlreiche positive und negative

regulatorische Elemente, die in der Promoter-Region und weiter downstream

gelegen sind, kontrolliert. Hormone und Ernährungsvarianten wirken als mo-

dulierende Faktoren. Cholesterin- und fettreiche Ernährung im allgemeinen

sowie Östrogen erhöhen die ApoE-Synthese 51>52, während sie durch Insulin

vermindert wird 53>54.

Die ApoE-Expression in Monozyten steigt wahrend deren Differenzierung in

einen makrophagenähnlichen Phänotyp 55.58,59. j n Makrophagen wird diese

durch Cholesterin und LDL oder Oxysterole weiter aktiviert 55-57,60,87. Diese

erhöhte ApoE-Synthese dürfte zumindest zum Teil auf eine gesteigerte

Transkription zurückzuführen sein. In vitro bewirkt eine Inkubation mit HDL

eine Stimulation der ApoE-Sekretion und eine Verminderung des Abbaus von

frisch synthetisiertem ApoE bei einer Makrophagenzellinie 58. Von Makropha-

gen sezerniertes ApoE kann die von Mitogenen oder Antigenen ausgelöste

Proliferation von Lymphozyten vermindern/verhindern. ApoE weist also auch

immunmodulatorische Funktionen auf 6 1 6 3 . Interferon-y (IFN-y), das unter

anderem von Lymphozyten und aktivierten T-Zellen ausgeschüttet wird, redu-
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ziert zumindestens in vitro die Synthese von ApoE und LDL receptor-related

protein in humanen Makrophagen, die aus Monozyten ausdifferenziert wur-

den 64. Da die Menge der ApoE-mRNA unverändert bleibt, erfolgt die Regula-

tion offenbar auf posttranslationalem Weg 61. Die ApoE-Expression in Makro-

phagen ist im allgemeinen bei oxidativem Streß und entzündlichen Prozessen

erhöht; ebenso wird die ApoE-Synthese und die ApoE-Expression in huma-

nen Makrophagen durch oxidierte LDL stimuliert65-66.

Der ApoE-vermittelte Cholesterin-Metabolismus in humanen Makrophagen

scheint eine gewisse Abhängigkeit vom ApoE-Genotyp auf zu weisen: obwohl

ApoE £4/4 Makrophagen große Mengen an ApoE ausschütten, inkorporieren

sie gleichzeitig große Mengen an cholesterinbeladenen ApoE-Partikel und

neigen so zur Umwandlung in sogenannte Schaumzellen, die besonders reich

an Cholesterinestern sind. Die Bildung von Schaumzellen ist ein wesentlicher

Schritt in der Pathogenese der Arteriosklerose 1'67.

1.4.2 ApoE-Synthese im Nervensystem

ApoE wird im Nervensystem von Astrozyten, Oligodendrozyten und (zu einem

geringeren Prozentsatz) von anderen nicht-neuronalen Zellelementen wie Mo-

nozyten/Makrophagen und der Mikroglia) sezerniert und spielt eine bedeuten-

de Rolle bei der Umverteilung von Lipiden während der neuronalen Entwick-

lungsphase und bei der Regeneration von peripheren Nerven i7,50,68,69 Beson-

ders interessant ist die Beobachtung, daß Astrozyten im ZNS die ApoE-Syn-

these nach Verletzungen einstellen, während Astrozyten im peripheren Ner-

vensystem die ApoE-Synthese in dieser Situation steigern 70. Global gesehen

jedoch steigt die ApoE-Synthese von Gliazellen nach Verletzungen sowohl im

ZNS als auch im peripheren Nervensystem an 50.

Die ApoE-Synthese der Astrozyten verändert sich im Laufe der Entwicklung:

junge Astrozyten weisen einen höheren ApoE-Gehalt auf und sezernieren auch

mehr ApoE als ältere 68>69.
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Die ApoE-Synthese in Makrophagen und Astrozyten ist in Anwesenheit von

Cholesterin und LDL erhöht 55-57,70̂  während Serumentzug in vitro und Inku-

bation mit IFN-Y die ApoE-Synthese vermindert 61,64,68 rj>je Hemmung der

ApoE-Synthese und/oder -Sekretion scheint bei Cholesterin, LDL und IFN-y

durch einen posttranslationalen Mechanismus zu erfolgen, denn die Konzen-

tration der ApoE-mRNA („steady state level") bleibt unverändert 57>61. In

Gegenwart von IFN-y ist bei Makrophagen keine betonte Retro-Endocytose

von extrazellulärem ApoE, jedoch eine geringe Steigerung des Abbaus von

intrazellulärem, noch nicht sezernierten, ApoE zu beobachten 61.

Hormonelle Einflüsse und die Anwesenheit von Cholesterin modulieren die

ApoE-Synthese offenbar auch in Zellpopulationen des Nervensystems: Insulin

hemmt die ApoE-Sekretion, während Cholesterin die ApoE-Sekretion erhöht

(bei gleich bleibender Menge der ApoE-mRNA). Demzufolge ist die ApoE-

Expression posttranskriptionell reguliert, möglicherweise durch Freisetzung

von intrazellulär gespeichertem ApoE 70. Im Promotor des ApoE-Gens sind

auch einige Regionen zu finden, die Sequenzhomologien zu dem sterol-reak-

tiven Enhancer-Element des LDL-Rezeptor-Gens enthalten 70. Ebenso kann

die Modulation der Aktivität des ApoE-Promoters zu einer Veränderung der

Sekretionsleistung von Astrozyten führen; so bewirkt cAMP eine Aktivitäts-

steigerung des Promoters. Der Effekt ist noch ausgeprägter, wenn cAMP in

Kombination mit Retinolsäure (ein überaus effizientes Reagens für die Zell-

reifung, häufig zur Differenzierung m vitro angewendet) eingesetzt wird 50.

cAMP-vermittelte Transkriptionssignale werden über Bindung von Effektor-

molekülen an AP-2-Bindungsregionen (daneben können auch CRE- oder

NFKB-Bindungsstellen genutzt werden) umgesetzt. Der Transskriptionsfaktor

AP-2 dürfte also an der Regulation der ApoE-Expression mitbeteiligt sein,

denn im Promotor für das ApoE-Gen befinden sich mehrere AP-2-Bindungs-

stellen und die AP-2-Expression selbst wird durch cAMP gefördert. AP-2 wird

von neuronalen und astrozytären Zellen exprimiert und scheint wichtig für die

Differenzierung zu sein 50.
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Die ApoE-Synthese in Astrozyten scheint außerdem durch Zytokine und

Wachstumsfaktoren beeinflußt zu sein. Epidermal Growth Factor bedingt eine

mäßige Erhöhung der ApoE-Sekretion in Astrozyten, wohingegen Basic Fibro-

blast Growth Factor oder eine Kombination der Zytokine Interleukin ia, Inter-

leukin 1 ß und IFN-y zu einer geringfügigen Verminderung führt 68>71. In

Mäuse-Astrozyten sinkt die ApoE-Syntheserate in Gegenwart von IFN-y auf

die Hälfte, während ApoE zugleich in den Zellen akkumuliert 72. IFN-y könnte

demgemäß das Targeting von ApoE oder einen anderen Schritt des intra-

zellulären ApoE-Transports blockieren oder hemmen. Im Vergleich dazu be-

wirkt IFN-ß in Kulturen von humanen und Mäuse-Astrozyten eine Steigerung

der ApoE-Synthese 68,69,72.

Nach einer Verletzung des ZNS werden die Astrozyten aktiviert, d.h. der proto-

plasmatische ruhende Zustand geht in einen reaktiven über, der große Unter-

schiede bezüglich Expression und Sekretion diverser Proteine aufweist. Akti-

vierte Astrozyten sind entscheidend am Abbau von degenerierenden Axonen

beteiligt. Die Regulation der ApoE-Synthese scheint mit der Art und dem Ort

der Verletzung sowie dem Ausmaß der neuronalen Degeneration zu variieren.

Möglicherweise wird die ApoE-Synthese in Astrozyten erst aktiviert, wenn sich

in der unmittelbaren Umgebung große Mengen an Myelinabfallprodukten an-

gesammelt haben 74. Chemisch induzierte Hirnschädigungen und ischä-mi-

sche zerebrale Läsionen führen im Tierversuch (Ratten, Wüstenspringmäuse)

zu einer gesteigerten ApoE-Expression 69,73-76 Üblicherweise kommt die

ApoE-Expression in Astrozyten nach einer Verletzung des ZNS nach maximal

einer Woche völlig zum Erliegen 74'77. Die unausgesetzte Aktivierung der

Astrozyten, wie z.B. im Falle neurodegenerativer Erkrankungen, könnte dazu

führen, daß die optimalen ApoE-Konzentrationen durch die Astrozyten nicht

mehr aufrechterhalten werden können.

Bei bezüglich des ApoE-Gens heterozygoten Individuen ist das Verhältnis der

Mengen der vorhandenen mRNAs der beiden Allele üblicherweise konstant 78.

Ist jedoch die relative Expression von ApoE e4-mRNA gesteigert, so kann dies

ein Indiz für die Alzheimer Krankheit sein. Auch nach Verletzungen des Ner-

vensystems kann das Allel-Verhältnis der ApoE-mRNAs gestört sein 79.
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In vitro wird die ApoE-Expression bei Stimulation mit Lipopolysacchariden

(so kann eine virale Infektion im Labor nachgeahmt werden) stark reduziert.

Wenn dem Medium kein Serum zugesetzt wird, ist oft gar keine oder eine stark

verminderte ApoE-Sekretion zu beobachten 68.

Obgleich Astrozyten, Oligodendrozyten und Makrophagen als die primären

ApoE-Produzenten im Nervensystem angesehen werden, zeigen neuere For-

schungsergebnisse, daß auch neuronale Zellen unter gewissen Umständen

ApoE produzieren können 7i,78,8o,8i Über die Regulation der ApoE-Synthese

in dieser Zellpopulation ist nur wenig bekannt. Bei Menschen und anderen

Primaten ist anhand von immunhistochemischen Studien eine ApoE-Synthese

in mehreren Klassen von Neuronen nachgewiesen worden, wobei diese vor-

nehmlich im Zellsoma erfolgt. Sie ist wesentlich schwächer als die intensiven

ApoE-Synthese-prozesse in den umgebenden Gliazellen, die dort auch in den

Zellfortsätzen stattfinden 82. In vitro bewirkt die Inkubation mit Nerve Growth

Factor eine Steigerung der ApoE-Expression in Neuroblastoma-Zellen, wäh-

rend extrazellulär vorhandenes ApoE die Synthese hemmt. ApoE 4 senkt die

ApoE-Synthese am effektivsten, ApoE 2 wirkt diesbezüglich schwächer als

ApoE371.

1.5 ApoE-Isoformen zeigen im Nervensystem charakteristische Effekte

1.5.1 Die ApoE-Isoformen modifizieren das Wachstum von Neuriten

Die rezeptorvermittelte Koppelung und Endozytose von ApoE enthaltenden

VLDL-Partikeln spielt eine wichtige Rolle im Iipidstoffwechsel des ZNS und

bei der Regeneration von peripheren Nerven. In vitro-Versuche zeigten, daß

die verschiedenen ApoE-Allele das Wachstum von Neuriten deutlich modifi-

zieren. Die Zugabe von cholesterinreichen VLDL-Partikeln zu den Nerven-

zellen führt zu einer starken Verzweigung der Neuriten. Wird demselben An-

satz noch ApoE 3 zugefügt, so wird das (gerichtete) Längenwachstum stimu-

liert und die Verzweigung der Neuriten gehemmt. Bei Zugabe von VLDL und
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ApoE 4 hingegen werden sowohl Längenwachstum als auch Verzweigungsvor-

gänge erschwert. Dieses unterschiedliche Verhalten wird möglicherweise

durch eine veränderte ApoE-Rezeptor-Wechselwirkung verursacht 83>84.

1.5.2 Die ApoE-Isoformen modifizieren die Permeabilität der Blut-Hirn-Schranke

Lösliches (monomères), im Blut zirkulierendes Amyloid ß wird beim Durch-

tritt durch die Blut-Hirn-Schranke zur Hälfte abgebaut, im Komplex mit

ApoE 4 hingegen passiert es diese Barriere intakt. In Form eines extrazellulä-

ren polymeren Protein-Polysaccharid-Komplexes lagert sich Amyloid ß, das

dominierende Protein der charakteristischen Läsionen der Alzheimer Krank-

heit, in den typischen „Plaques" im ZNS-Parenchym ab. Die Plaque-Bildung

im Gehirn steigt mit der Häufigkeit des Allels 84; möglicherweise verstärkt

ApoE 4 die Tendenz zur Bildung von senilen Plaques durch Ablagerung von

Amyloid ß, weil lösliches Amyloid ß in größeren Mengen die Blut-Hirn-

Schranke passiert 84>85. ApoE 4 und Amyloid ß bilden m vitro einen stabilen

Komplex, während die Wechselwirkung zwischen ApoE 3 und Amyloid ß hin-

gegen weit weniger stark ist 84. ApoE 2 und ApoE 3 bremsen den Transport

von Amyloid ß in das ZNS, somit kann diesen beiden Proteinen ein gewisser

neuroprotektiver Effekt zugeschrieben werden 85.

1.5.3 ApoE4 begünstigt die Entstehung pathologischer Strukturen im Zytoplasma

von Nervenzellen

Das im ZNS und im peripheren Nervensystem ubiquitär vorhandene Tau-

Protein (x-Protein), ist vorwiegend in den Axonen lokalisiert. Dieses Protein

besitzt drei bis vier Bindungsstellen für Tubulin, das Hauptprotein der Mikro-

tubuli (es bildet röhrenförmige Strukturen zur Zellstabilisierung und zum

intrazellulären „axonalen" Transport). Bestimmte Aminosäure-Reste des

T-Protein sind stets phosphoryliert. Ist jedoch das Gleichgewicht zwischen Pro-

tein-Kinasen und Protein-Phosphatasen gestört, so kann es zu einer Hyper-

phosphorylierung kommen. Hyperphosphoryliertes x-Protein besitzt eine ver-

minderte Bindungsaffinität für Mikrotubuli, dadurch wird das Zytoskelett
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destabilisiert und der axonale Transport behindert. x-Protein in hyperphos-

phoryliertem Zustand wurde vor allem in faserartigen helikalen Strukturen im

Zytoplasma von Neuronen (paired helical filaments) nachgewiesen, die neben

den senilen Plaques als typische Läsionen der Alzheimer Krankheit gelten 84.

ApoE 2 und ApoE 3 verhindern wahrscheinlich durch Anlagerung an das

T-Protein die Bildung von paired helical filaments, dadurch werden die Bin-

dungsstellen für die Mikrotubuli geschützt und die spezifische Koppelung

zwischen x-Protein und Mikrotubulin ermöglicht. Im Gegensatz dazu kann

ApoE 4 nicht an das x-Protein binden. Wird allerdings ein Serin-Rest inner-

halb der Bindungsdomänen für Mikrotubuli im Zuge der Hyperphosphorylie-

rungsprozesse mit einem Phosphatrest versehen, so können sich auch die

ApoE-Isoformen E2 und E3 nicht mehr an das x-Protein anlagern 86.

2. Multiple Sklerose

Im Folgenden soll näher auf die Multiple Sklerose (MS) eingegangen werden,

da Patienten mit dieser neurodegenerativen Erkrankung im Mittelpunkt der

Liquor-Serum-Datenbank-Studie stehen. Die daneben durchgeführten Zell-

kultur-Experimente sollen zur Aufklärung des Wirkungsmechanismus von

IFN-ß in der immunmodulatorischen Behandlung von MS-Patienten bei-

tragen.

2.1 Was ist Multiple Sklerose?

Die MS ist eine entzündliche Entmarkungserkrankung des Zentralnerven-

systems (ZNS = Gehirn und Rückenmark), sie wird auch als Encephalomyelitis

disseminata bezeichnet. Die MS kann schubhaft oder chronisch progredient

verlaufen. In den charakteristischen MS-Läsionen, sie werden Plaques oder
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Demyelinisierungsherde genannt, erfolgt im Laufe eines Entzündungspro-

zesses ein Abbau der Mylinscheiden (weiße Substanz) der Nerven, während

die Zellkörper (graue Substanz ) meist unversehrt bleiben 88-90,

Myelin bildet eine fetthaltige Membran, die den Nervenzellfortsatz (Axon)

umgibt und durch Isolationseffekte eine schnellere neuronale Erregungslei-

tung ermöglicht (50 bis 125 m/s im Gegensatz zu marklosen Nervenfasern mit

nur 1 m/s). Die Myelinscheide wird in regelmäßigen Abständen durch die so-

genannten Ranvier-Schnürringe unterbrochen, an denen besonders viele Ka-

näle für den Einstrom von Natriumionen lokalisiert sind. Die Axonmembran

besitzt ein negatives Ruhepotential von rund 80 mV, das durch Ionengra-

dienten aufrechterhalten wird (Na+, K+). Die Erregungsleitung erfolgt durch

die Depolarisierung der Axonmembran, die nur an den nicht durch Myelin

geschützten Bereichen erfolgen kann. Ein ankommendes Aktionspotential be-

wirkt am nächstfolgenden Ranvier-Schnürring eine passive Depolarisierung.

Wenn diese einen gewissen Schwellenwert überschreitet, wird der Einstrom

von Natriumionen ausgelöst, die Axonmembran depolarisiert und somit der

Reiz weitergeleitet („saltatorische" Erregungsleitung). Die Zerstörung der

Myelinscheide bei intaktem Axon führt zu einer Verzögerung der Reizweiter-

leitung, die sich nach Remyelinisierung weitgehend normalisieren kann, wäh-

rend eine axonale Schädigung zu bleibenden Störungen der Erregungsleitung

führt, die die Patienten als nicht reversible Behinderung erleben 91>93.

Im Verlauf der Erkrankung treten viele („multiple"), im gesamten ZNS ver-

teilte („disseminierte"), unscharf begrenzte Entzündungsherde auf. Nach dem

initialen Myelinabbau in der aktiven entzündlichen Phase erfolgt später zum

Teil eine Remyelinisierung, zum Teil eine „Narbenbildung" aus Bindegewebe

mit Verhärtung des betreffenden Areals (gr. skleros, hart). Je nach Lokalisa-

tion der Plaques und dem Ausmaß der Myelinschädigung treten unterschied-

liche neurologische Symptome auf91-92.
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Die genetische Disposition, die auslösenden Faktoren und die Pathogenese der

MS sind nicht vollständig aufgeklärt. Wahrscheinlich wird die MS durch ein

Zusammenspiel von genetischer Disposition und umweltbedingten Faktoren

verursacht, möglicherweise existieren auch Genorte mit protektiver

Wirkung89-91-94.

2.2 Epidemiologie der Multiplen Sklerose

Die Epidemiologie beschäftigt sich mit der Häufigkeitsverteilung von Krank-

heiten bezüglich Alter, Geschlecht und geographischer Lokalisation sowie den

Faktoren, die die Entstehung und den Verlauf der Krankheit beeinflussen (De-

terminanten). Unter Zuhilfenahme von statistischen Größen, sogenannten

Raten, können auch quantitative Aussagen gemacht werden. Die Raten werden

immer für eine bestimmte Bevölkerung und einen festgelegten Zeitraum

berechnet.

Die Prävalenzrate gibt die Anzahl der Kranken bezogen auf 100 ooo Ein-

wohner an. Die Inzidenzrate gibt die Anzahl der Neuerkrankungen pro Kalen-

derjahr an 91. Der Anteil der MS-Patienten an der Gesamtbevölkerung in ge-

mäßigten Breiten beträgt rund 1-2 Promille (das entspricht einer Prävalenz-

rate von 100 - 200 MS-Fällen pro 100 000 Einwohnern). Das durch-

schnittliche Alter bei Krankheitsbeginn liegt zwischen 20 und 40 Jahren, wo-

bei Frauen rund zwei Jahre früher erkranken als Männer. Pro Jahr treten in

etwa 3 - 4 Neuerkrankungen pro 100 000 Einwohner auf. Die MS befällt

bevorzugt Frauen. Das Verhältnis zwischen den beiden Geschlechtern wird mit

1,8:1 angegeben (die geschlechtsspezifische Prävalenz liegt bei 137,1 Fäl-

len/100 OOO Einwohnern für Frauen und 82,0 Fällen/100 OOO Einwohnern

für Männer) s9-91.

Die Prävalenz zeigt eine geographische Abhängigkeit: es wird eine Zunahme

der Prävalenz mit steigenden Abstand vom Äquator beobachtet. In Europa

und Nordamerika ist ein deutliches Nord-Süd-Gefälle vorhanden, ebenso in

Asien, wo allerdings um den Faktor 10 geringere Prävalenzen beobachtet
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werden 91. Eine Studie hat eine Korrelation zwischen der Häufigkeit der MS

und den Schiffahrtsrouten der Wikinger beschrieben (möglicherweise ist ein

„nordisches Gen" an der Krankheitsentstehung beteiligt) 92.

Es bestehen auch Unterschiede in der Erkrankungshäufigkeit je nach Zugehö-

rigkeit zu ethnischen Gruppen: die MS ist bei den Eskimos, Bantu-Stämmen,

Maori und ungarischen Zigeunern praktisch nicht bekannt, bei den Orientalen

ist sie zehnmal seltener als in Nordeuropa 89>91.

2.3 Plaques — MS-Läsionen im ZNS

Plaques sind disseminiert verteilte, großflächige Entmarkungsherde, die häu-

fig ineinander übergehen und manchmal fingerförmige Ausläufer entlang grö-

ßerer Gefäße in die umgebende weiße Substanz aufweisen. Die Herde sind auf-

grund gliöser Narbenbildung (durch Wucherung der Zellfortsätze der Astro-

zyten, die für den Stoffaustausch zwischen Nervenzellen und Blutgefäßen ver-

antwortlich sind) von harter Konsistenz. Die Plaques können überall in Gehirn

und Rückenmark auftreten, manifestieren sich aber bevorzugt in der Umge-

bung von Blutgefäßen 89-91.

In den Läsionen kommt es während der aktiven (entzündlichen) Phase zum

Verlust der Markscheiden und zur drastischen Reduzierung der Oligodendro-

glia (das sind kleine, wenig verzweigte Zellen, die vor allem während der

Markscheidenreifung Myelin bilden), die Axone hingegen bleiben zu Beginn

der Erkrankung von den Degenerationsprozessen verschont. Die granulären

Abbauprodukte des Myelins werden von Makrophagen aufgenommen und ab-

gebaut. Im Rahmen der entzündlichen Prozesse wird die Blut-Hirn-Schranke

durchlässig, dadurch können Entzündungszellen ins ZNS einwandern (akti-

vierte T-Lymphozyten passieren wahrscheinlich unter Mitwirkung von Adhä-

sionsmolekülen die Blut-Hirn-Schranke). In aktiven Entmarkungsherden

finden sich zahlreiche Zellen des Immunsystems, z.B. Lymphozyten und

Plasmazellen, aber auch Makrophagen und Monozyten (im Blut befindliche,

zur Phagozytose befähigte Zellen, die sich nach der Auswanderung in das ZNS
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zu ortsständigen gewebetypischen Makrophagen ausdifferenzieren) sind hier

anzutreffen. Die phagozytierenden Zellen exprimieren Klasse-II-Histokompa-

tibilitäts-Antigene (dadurch wird in weiterer Folge die zelluläre Immunant-

wort ermöglicht). Ebenfalls im Herd befindliche Plasmazellen synthetisieren

Immunglobuline (Antikörper) wie IgG, IgM und IgA. Die entzündlichen Infil-

trate in den Läsionen enthalten vorwiegend verschiedene Arten von T-Lym-

phozyten: T-Helfer-Zellen (CD4+-Zellen) finden sich bevorzugt in den Entmar-

kungszonen, T-Killer-Zellen (CD8+-Zellen) im Herdzentrum. Bei MS-Patien-

ten werden regelmäßig autoreaktive T-Zellen, die gegen körpereigene Proteine

gerichtet sind, im Blut und Liquor cerebrospinalis nachgewiesen, weswegen

die MS als sogenannte Autoimmunerkrankung angesehen wird 89,91,95-97

Die Zellen der Immunabwehr kommunizieren über die Ausschüttung gewisser

hormonähnlicher Substanzen, der Zytokine oder Lymphokine (z. B. Interleu-

kine, Interferone, Tumor-Nekrose-Faktor), die über komplizierte Feedback-

Mechanismen deren Aktivierung und Differenzierung steuern. Die Entzün-

dungsreaktion spielt eine wesentliche Rolle bei der Entstehung neuer Herde.

Ob die myelinproduzierenden Oligodendrozyten das bevorzugte Ziel der Auto-

immunreaktion sind, oder vielmehr als Folge des Myelinabbaus degenerieren,

ist noch ungeklärt. Zusammenfassend kann die MS als „T-Zell-vermittelte"

Autoimmunerkrankung bezeichnet werden.

Chronisch aktive Plaques zeigen zusätzlich zu den Anzeichen der andauernden

Entzündung oxidative Schädigungen der DNA, die wiederum mit der Vertei-

lung der aktivierten Microglia und der aktivierten Makrophagen zu korrelieren

scheinen. Immunmediatoren wie die Tumornekrose-Faktoren a und ß, die zur

Pathogenese der MS beitragen, und die bei MS nachgewiesene erhöhte Bil-

dung von Stickstoffoxid fördern die Entstehung reaktive Sauerstoffradikale

(O2-, H2O2, O H ) 98.

In den Randgebieten der Plaques sind nach einiger Zeit manchmal dünne

Markscheiden zu beobachten, die durch Remyelinisierung entstanden sind.

Die hierfür benötigten Oligodendrozyten sind entweder während der initialen

Entmarkungsphase verschont geblieben, später aus der Umgebung „einge-
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wachsen" oder aber aus Stammzellen neu entstanden 89-91,95,96. i n den Berei-

chen, wo lokal eine Myelinsynthese stattfindet, trägt der ApoE-vermittelte

Lipidtransport zur Reparatur und Neusynthese der Myelin-Membranen bei17.

2.4 Genetische Aspekte

Im Liquor cerebrospinalis von MS-Patienten sind häufig eine erhöhte Zellzahl

(90% Lymphozyten) und Immunglobuline nachzuweisen 89>91. Das deutet da-

rauf hin, daß Immunzellen ins ZNS gelangen konnten; ein Vorgang, der nor-

malerweise zuverlässig durch die Blut-Hirn-Schranke verhindert wird. Daher

kann angenommen werden, daß für MS disponierende Gene in irgendeiner

Weise an der Immunantwort beteiligt sind. Wahrscheinlich ist außerdem die

- Unterscheidung des Immunsystems zwischen „körperfremd" und „körper-

eigen" beeinträchtigt, da in Blut und Liquor von MS-Patienten regelmäßig

gegen körpereigene Antigène gerichtete Antikörper bzw. T-Zellen gefunden

werden 89,91,99-101.

Das ZNS ist im gesunden Körper durch die Blut-Hirn-Schranke von Immun-

system nahezu vollständig abgetrennt. Die Blut-Hirn-Schranke ist drei-

schichtig aufgebaut: die Tight Junctions (eng verbundene Endothelzellen, die

die Hirn- und Rückenmarksarterien auskleiden) werden durch die Basalmem-

bran und ein dichtes Netzwerk aus Astrozytenfortsätzen verstärkt. Darüber

hinaus besitzt das ZNS keine Verbindung zum lymphatischen System, daher

können körperfremde Antigène auch auf diesem Wege nicht in dieses Organ

eindringen. Wenn jedoch entzündliche Prozesse die Blut-Hirn-Schranke

durchlässig machen (Schrankenstörung), können aktivierte T-Lymphozyten

(besonders wenn sie gegen Antigène des ZNS gerichtet sind) die Blut-Hirn-

Schranke passieren. Weitere Aktivierungs- und Proliferationsprozesse können

die Einwanderung anderer Zellen des Immunsystems begünstigen und eine

protrahiert ablaufende Immunreaktion einleiten, die sich als lokale Entzün-

dung in verschiedenen Hirnregionen manifestiert (vergleiche Abschnitt 2.3).
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Das HLA-System ist eine wichtige Komponente bei der Induktion der zellu-

lären Immunantwort und durch die große genetische Variabilität der entspre-

chenden Gen-Loci gekennzeichnet. Von Makrophagen (Monozyten) und

B-Lymphozyten werden Bruchstücke von Antigenen (sogenannte Epitope)

„präsentiert". Patrouillierende, für das betreffende Epitop spezifische T-Lym-

phozyten werden dadurch weiter aktiviert und lösen durch Sekretion von Lym-

phokinen eine Immunantwort aus. T-Zellen können Antigène aber nur erken-

nen, wenn sie gemeinsam mit den körpereigenen HLA-Antigenen (auch als

major histocompatibility complex MHC bezeichnet) dargeboten werden. Diese

HLA-Proteine sind genetisch überaus polymorph, jedes Individuum verfügt

über einen charakteristischen unverwechselbaren Satz dieser „Präsentier-

teller". Es existieren zwei Untergruppen der HLA-Antigene: Klasse I-HLA-

Moleküle werden von T-Killer-Zellen erkannt und werden von fast allen Zellen

(ausgenommen jedoch von denen des ZNS) exprimiert; Klasse II-HLA-Mole-

küle dagegen finden sich nur auf Zellen mit direkter immunologischen Funk-

tionen (die Expression der Klasse II-HLA-Moleküle ist lymphokinabhängig)

und treten mit T-Helferzellen in Wechselwirkung. Diese sezernieren Lympho-

kine und aktivieren Makrophagen, B-Lymphozyten und T-Killer-Zellen (In-

duktion der Immunantwort). Das ZNS kann in diesem Fall über die Klasse II-

HLA-Proteine mit dem Immunsystem in Kontakt treten 89>91. Akute und chro-

nische Entzündungsprozesse, wie sie im Verlauf der MS auftreten, sind durch

eine Vielfalt an Zytokinen geregelt, die unter anderem auch das Expressions-

muster der Klasse I und II HLA-Moleküle genauso wie dasjenige diverser

Adhäsionsmoleküle der Zellmembran verändern 89,90,102,103.

In verschiedenen ethnischen Gruppen sind meist verschiedene HLA-Typen

mit der MS vergesellschaftet. In der kaukasischen Bevölkerungsgruppe vermit-

telt das HLA-DR2-Allel ein vierfach höheres Risiko für die MS, allerdings sind

rund 40% der MS-Patienten HLA-DR2-negativ. Mit der Methode des Restrik-

tions-Fragment-Längen-Polymorphismus (RFLP) werden neue, serologisch

nicht zugängliche Abschnitte und bis jetzt nicht bekannte Zusammenhänge

zwischen bestimmten Genorten und der MS untersucht. Da die Immunant-

wort nicht nur durch die Gene des Haupthistokompatibilitäts-Komplexes
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(MHC bzw. HLA) geregelt wird, sind vermutlich noch andere, für die MS

disponierende Genorte an der Krankheitsentstehung beteiligt; für die MS-

Empfänglichkeit spielen allerdings mit Sicherheit auch Umwelteinflüsse wie

z.B. Virusinfektionen eine entscheidende Rolle.

In frischen MS-Läsionen finden sich aktivierte T-Lymphozyten, HLA-DR-

exprimierende Zellen und Plasmazellen (ausdifferenzierte B-Zellen), die Auto-

antikörper gegen Myelinbestandteile synthetisieren. Die ZNS-Endothelien und

Astrozyten exprimieren durch das im Rahmen der Aktivierungsprozesse frei-

gesetzte IFN-y Klassse-II-HLA-Moleküle und sind somit in die Immunreaktion

eingebunden 89-91. Aktivierte Astrozyten können jedoch auch selbst Lympho-

kine sezernieren. Durch die Wechselwirkungen zwischen Lymphozyten und

den antigen-präsentierenden Zellen wird die Immunantwort in Gang gesetzt,

über Lymphokinausschüttung erfährt das Zusammenwirken der autoimmuno-

logischen Entzündungsmechanismen seine Feinabstimmung.

2.5 Hypothesen zur Pathogenese der Multiplen Sklerose

Die auslösenden Faktoren sind ebenso wie die Pathogenese der MS noch nicht

geklärt. Es existieren jedoch Hinweise, die ein Zusammenspiel von genetischer

Disposition (HLA-System und andere zum Teil noch nicht identifizierte Gene)

und umweltbedingten Einflüssen (Infekte, emotionaler Streß) vermuten

lassen 89>91.

Auf die Bedeutung der Klasse-II-HLA-Genorte wurde bereits in Abschnitt 2.4

hingewiesen. Infektionen im Kindesalter oder in der Pubertät können bei prä-

disponierten Personen ein Initialereignis für die MS-Entstehung darstellen,

sofern bei dieser Gelegenheit ein Durchlässigwerden der Blut-Hirn-Schranke

gegeben war (Sensibilisierung). Später kann durch einen exogenen Faktor wie

eine neuerliche Infektion oder emotionalen Streß die MS manifest werden,

indem die vorher gebildeten, gegen körpereigene Epitope (im ZNS) gerichte-

ten Immunzellen aktiviert werden und eine übersteigerte Immunantwort

(sekundäre Hypersensitivitätsreaktion) auslösen 89-91.
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2.6 Verlaufsformen der Multiplen Sklerose

So vielfältig sich die Symptomatik der MS (siehe Abschnitt 2.7) je nach der

Lokalisation der Plaques präsentiert, so unterschiedlich kann sich diese

Krankheit über die Jahre entwickeln. Die MS kann entweder schubförmig

verlaufen oder aber sich kontinuierlich weiter verschlechtern. Daneben

existieren äußerst gutartige und sogenannte maligne Krankheitsformen 89,91.

Die von den MS-Symptomen verursachte funktioneile Beeinträchtigung bzw.

der Behinderungszustand der MS-Patienten kann durch eine charakteristische

Maßzahl, den EDSS-Score, abgeschätzt werden (siehe auch Abschnitt 2.7) 104.

Als Progressionsindex bezeichnet man das Verhältnis von EDSS-Score zur

Dauer der MS in Jahren 168.

2.6.1 Schubförmige MS

Ein Schub wird definiert als das Auftreten von neuen oder das Wiederauf-

treten von alten Krankheitssymptomen, die über mindestens 24 bis 48 Stun-

den (bis maximal 12 Monate) bestehen bleiben 8991. In der Zeit zwischen den

Schüben tritt eine Besserung der Symptome ein oder sie verschwinden sogar

gänzlich (Remission). Dieser Krankheitsverlauf wird im angloamerikanischen

Sprachraum als „relapsing-remitting" (RR) bezeichnet. Knapp die Hälfte der

MS-Patienten zeigt einen schubförmigen Verlauf, wobei der mittlere Progres-

sionsindex bei 0,4 liegt.

2.6.2 Primär chronisch progrediente MS

Die primär chronisch progrediente Verlaufsform (PCP) ist durch eine lang-

same, aber kontinuierliche Verschlechterung der Symptome gekennzeichnet,

der durchschnittliche Progressionsindex beträgt 1,1. Ungefähr 15 % aller MS-

Patienten zeigen diesen Krankheitsverlauf.
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2.6.3 Sekundär chronisch progrediente MS

Als sekundär chronisch progredient (SCP) wird eine Krankheitsform bezeich-

net, die anfangs durch Jahre hindurch schubförmig verläuft und später in ein

chronisch progredientes Stadium übergeht (ca. 30 % aller MS-Erkrankungen).

Der Übergang von der schubförmigen in die sekundär chronisch progrediente

Verlaufsform geht oftmals mit einer deutlichen Erhöhung des Progressions-

index einher.

2.6.4 Bénigne MS

Die bénigne Verlaufsform schreitet besonders langsam fort (der durchschnitt-

liche Progressonsindex bleibt unter 0,1), sie tritt in rund 5 % aller MS-Erkran-

kungen auf. Im Extremfall wird die Diagnose MS post mortem pathologisch-

anatomisch gestellt, ohne daß zu Lebzeiten Symptome aufgetreten wären.

Durch das sehr empfindliche bildgebende Verfahren der Magnetresonanz-

tomographie (Magnetic Resonance Imaging MRI) können sogar „stumme"

Läsionen bei klinisch gesunden Probanden (in vivo) erfaßt und dokumentiert

werden.

2.6.5 Maligne MS

Als maligne werden solche Verläufe bezeichnet, die innerhalb von fünf Jahren

zum Tode oder zu schwersten Behinderungen führen. Rund 5 % aller MS-Pa-

tienten zeigen dieses Krankheitsbild, der durchschnittliche Progressionsindex

liegt im Bereich von 3,0.

28



EINLEITUNG Multiple Sklerose

2.7 Die Symptomatik der Multiplen Sklerose

Die Anzahl und Ausdehnung der Demyelinisierungsherde oder Plaques ist für

die Symptomatik der MS weniger ausschlaggebend als die Lokalisation 89>91.

• Ist der Sehnerv (Opticusneuritis) von MS-Läsionen betroffen, so kommt

es zu Verschwommensehen oder einer vollständigen, meist jedoch

reversiblen Erblindung.

• Ist der Hirnstamm (das ist die Verbindung zwischen Gehirn und Rük-

kenmark) von einem MS-Herd befallen, können folgende Symptome

auftreten: Trigeminusneuralgie (einseitige, spontan auftretende

Schmerzattacken im Gesicht), Gesichtslähmung, Schwindelattacken,

Sprachstörungen, Ataxie.

• Befinden sich Plaques im Kleinhirn, so treten u.a. Koordinationsstörun-

gen auf: der Intentionstremor erschwert gezielte Bewegungen, weiters

können Unsicherheiten beim Gehen und Stehen (Ataxie) auftreten.

• Ist das Rückenmark von den MS-Läsionen betroffen, können grund-

sätzlich zwei verschiedene Symptomgruppen in Erscheinung treten.

Einerseits sind Störungen der Gefühlswahrnehmung (Parästhesien,

Hyp- und Dysästhesien) möglich, die sich als Kribbeln, Taubheitsgefühl

oder Schmerz in den Extremitäten oder am Stamm manifestieren.

Andererseits kann durch im Rückenmark gelegene Herde der Tonus der

Muskeln beeinflußt werden. Typischerweise wird die Bewegungsfähig-

keit durch eine permanente krampfartige Anspannung der Muskeln

eingeschränkt (spastische Para-; Hemi- oder Tetraparese; eine

vollständige Lähmung heißt Plegie). Weiters können verschiedenartige

Blasen- und Mastdarmstörungen auf Plaques zurückgehen, die im Rük-

kenmark lokalisiert sind.
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Neben diesen organischen Störungen treten im Verlauf der MS auch psychi-

sche Beeinträchtigungen wie Depressionen oder im Gegenteil eine euphorische

Anhebung der Stimmung auf. Darüber hinaus leiden viele MS-Patienten an

anhaltender Müdigkeit und dem Phänomen, daß sich alle ihre Symptome bei

hohen Umgebungstemperaturen oder Fieber drastisch verschlechtern können.

2.7.1 EDSS-Score zur Beschreibung des Behinderungszustandes von MS-Patienten

Seit rund 40 Jahren versuchen die Neurologen, das Ausmaß der funktionellen

Einschränkungen und den Behinderungszustand der MS-Patienten durch eine

Maßzahl auszudrücken. Der MS-Forscher Kurtzke regte an, Symptome, die

einzelnen funktionellen Systemen des ZNS zugeordnet werden können, nach

dem Schweregrad zu klassifizieren (von o = normal bis 6 = gravierend) und

daraus einen charakteristischen Zahlenwert zu errechnen. Die Beurteilungs-

kriterien wurden im Laufe der Zeit verfeinert, die Berechnungsmethoden

modifiziert. Seit 1983 existiert der sogenannte Expanded Disability Status

Scale oder kurz EDSS-Score 104. Der EDSS-Score ist eine Summenzahl, die

sich aus dem Grad der Beeinträchtigung in sechs funktionellen Systemen er-

gibt: Pyramidenbahn (Muskelkraft), Kleinhirn (Koordination), Hirnstamm

(Augenbeweglichkeit, Mimik, Sprache u.a.m.), sensible Afferenzen (Ober-

flächen- und Tiefensensibilität, Schmerz- und Temperaturempfinden),

Blase/Mastdarm (Urinieren, Stuhlgang), zerebrale Funktionen (Antrieb, Den-

ken). Der EDSS-Score beginnt bei o (keine Beeinträchtigung) und steigt in

Schritten von 0,5 Punkten bis zum Maximalwert von 10 (Tod durch MS-Symp-

tome) an. Die Bestimmung des EDSS-Scores (vereinfacht) ist aus der Tab. 2.1

ersichtlich 105.
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Tab 2.1. Der EDSS-Score beschreibt das Ausmaß der Beeinträchtigung von

MS-Patienten

Behinderungsstatus

Normale neurologische Befunde

Keine Behinderung, Beeinträchtigung in 1 FS

Keine Behinderung, Beeinträchtigung in > l FS

Minimale Behinderung, Beeinträchtigung in 1 FS

Minimale Behinderung, Beeinträchtigung in > l FS

Uneingeschränkt gehfähig, leichte bis mäßige Behinderung

Uneingeschränkt gehfähig, mäßige Behinderung

Gehfähig für mindestens 500 m

Gehfähig für mindestens 300 m, ganztägig arbeitsfähig, benötigt
minimale Hilfe

Gehfähig für mindestens 200 m, Behinderung schwer genug, um
tägliche Aktivitäten zu beeinträchtigen

Gehfähig für 100 m, normale tägliche Aktivität unmöglich

Mit einseitiger Unterstützung 100m gehfähig oder > 100 m mit
beidseitiger Unterstützung

Benötigt beidseits Hilfsmittel um 20 m zu gehen, oder zwischen 10 und
100 m mit beidseitiger Unterstützung, oder < 50 m mit einseitiger Hilfe

Unfähig mehr als 5 m zu gehen, rollstuhlpflichtig, bewegt Rollstuhl
selbst, transferiert ohne Hilfe

Unfähig mehr als ein paar Schritte zu gehen, an den Rollstuhl gebunden,
benötigt Hilfe zum Transfer, bewegt Rollstuhl selbst

Weitgehend an Bett oder Rollstuhl gebunden, pflegt sich weitgehend
selbständig, nützlicher Gebrauch der Arme

Weitgehend ans Bett gebunden, auch während des Tages, einiger
nützlicher Gebrauch der Arme, einige Selbstpflege

Hilflos, kann essen und kommunizieren

Gänzlich hilflos

EDSS

0 , 0

1,0

1,5

2 , 0

2,5

3,O

3,5

4,o

4,5

5,o

5,5

6,0

6,5

7,o

7,5

8,0

8,5

9,o

9,5

FS: funktionelles System wie etwa Pyramidenbahn, Sensible Afferenzen, Klein-
hirn etc.

Die sogenannte Inter-Rater-Variability, d.h. der mittlere Unterschied bei der

Festlegung des EDSS-Scores eines Patienten durch mehrere Untersucher zum

selben Zeitpunkt, beträgt rund einen Punkt. Ein weiterer Nachteil des EDSS-

Scores liegt in der Betonung der funktionellen Beeinträchtigungen, die die

Fortbewegung betreffen. Andere Symptome werden in geringerem Umfang
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berücksichtigt. Es muß darauf hingewiesen werden, daß der Abstand zwischen

den einzelnen EDSS-Scores nicht gleich ist, d.h. eine Steigerung des EDSS-

Scores von 5 auf 7 entspricht beispielsweise einer größeren relativen Zunahme

der Beeinträchtigung des Patienten als eine Zunahme von EDSS 1 auf EDSS 3.

2.8 Diagnose der MS

Die Diagnose der MS wird vorwiegend aufgrund anamnestischer Angaben (die

MS gilt erst als gesichert, wenn die Anzeichen zweier Schübe oder mindestens

zwei MS-Läsionen vorliegen) und klinischer Befunde gestellt und kann durch

Laboruntersuchungen wegen der fehlenden Spezifität nur schlecht abgesichert

werden io6,io7 ßej mnd 85% der MS-Patienten kann die Diagnose durch fol-

gende auffällige Befunde bei Laboruntersuchungen bestätigt werden: Nach-

weis MS-typischer Läsionen mittels der Magnetresonanztomographie, erhöh-

ter IgG-Index und/oder „oligoklonale Banden" im Liquor cerebrospinalis.

Der mit der MS (noch) am besten korrelierende Laborparameter ist das Auf-

treten der sogenannten „oligoklonalen Banden" im Liquor cerebrospinalis. Bei

intrathekaler IgG-Synthese produzieren einige B-Zell-Klone große Mengen an

Antikörpern, die mittels Isoelektrischer Fokussierung als diskrete Banden

sichtbar gemacht werden. Allerdings wird eine intrathekale Immunglobulin-

Synthese auch bei chronischen Infektionen des ZNS beobachtet, bei der MS

indes ist der IgG-Anteil dieser Banden besonders hoch 89,91

Ein weiterer wichtiger Befund, die Erhöhung der Zellzahl im Liquor cerebro-

spinalis, ist vor allem durch das Auftreten autoreaktiver T-Lymphozyten,

Plasmazellen und Makrophagen bedingt.

Daneben finden sich bei vielen MS-Patienten Befunde in der Magnetresonanz-

tomographie des Gehirns und des Rückenmarks, die auf Demyelinisierungs-

herde hinweisen, und Latenzerhöhungen bei elektrophysiologischen Unter-

suchungen wie den visuell und den somatosensorisch evozierten Poten-

tialen.89,91,107.
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2.9 Apolipoprotein E, Interferone und Multiple Sklerose

Der ApoE-Polypmorphismus bedingt funktioneile Charakteristika, die mit

unterschiedlicher Tendenz zu neurodegenerativen und demyelinisierenden

Erkrankungen in Zusammenhang gebracht werden (vergleiche Abschnitte

1.2.2 und 1.4.2). Bei vielen entzündlichen Erkrankungen des ZNS sind erhöhte

ApoE-Konzentrationen zu beobachten. Bei MS-Patienten hingegen wurden er-

niedrigte ApoE-Konzentrationen im Liquor cerebrospinalis sowie eine Verrin-

gerung der intrathekalen ApoE-Produktion nachgewiesen 33,10s, Gleichzeitig

ist aber die ApoE-Konzentration in Serum signifikant erhöht 37. Möglicher-

weise kann so eine Beeinträchtigung der Remyelinisierung (durch einen Man-

gel an Cholesterin zum Aufbau der Myelinmembran) erklärt werden, indem

der Ablauf der Reparaturmechanismen gestört ist und somit die MS rasch fort-

schreitet 108. Der ApoE-Index gibt die Verteilung des ApoE zwischen Liquor

und Serum an, er kann als Hinweis für das Vorliegen eines akuten Schubes

angesehen werden oder aber eine Remission anzeigen 37,45,47 j) e r mittlere

ApoE-Index im Liquor ist in der Remissionsphase der MS vierfach erhöht

(verminderter ApoE-Gehalt im Serum, gesteigerte ApoE-Synthese im ZNS).

Bei der Regeneration der Markscheide in den Randgebieten der Plaques

werden Fette, insbesondere Cholesterin, zum Aufbau der Myelinmembran be-

nötigt. Die beim Myelinabbau freigesetzten Fette werden von Makrophagen

gespeichert, wobei die Anhäufung von Cholesterin als Induktor für die ApoE-

Synthese wirkt. Die Schwann-Zellen, die im peripheren Nervensystem Myelin

produzieren, exprimieren während der Regeneration und Remyelinisierung

eines verletzten Nerven eine äußerst große Anzahl an LDL-Rezeptoren, an die

ApoE koppeln kann 17. Darüber hinaus ist bekannt, daß ApoE nach einer

Verletzung neuronaler Strukturen verstärkt exprimiert wird 6>17. Dieser Sach-

verhalt ermöglicht einen gerichteten Lipidtransport zu den Arealen, in denen

eine massive Neusynthese der Myelinmembran stattfindet (vergleiche Ab-

schnitte 1.2.2 und 1.4). Möglicherweise wird die Effizienz der Remyelinisie-

rung (und in weiterer Folge der Krankheitsverlauf der MS) einerseits durch

den ApoE-Genotyp und andererseits vom Ausmaß der ApoE-Synthese und
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ApoE-Expression beeinflußt. Jedoch konnte bei der Multipen Sklerose (MS)

bis dato keine vom Normalkollektiv abweichende Allel-Verteilung nachge-

wiesen werden 37>4o.

Im Rahmen meiner Diplomarbeit habe ich die klinische Progressionsrate von

70 an relapsing-remitting MS leidender Patienten im Hinblick auf die ApoE-

Genotypverteilung untersucht 30. Die klinische Progressionsrate und die

Schubfrequenz waren bei Patienten mit dem ApoE-Genotyp 83/3 kleiner als

bei Patienten mit anderen Genotypen. Die Ergebnisse dieser kleinen Pilot-

studie wurden durch die Resultate einer österreichischen 374 MS Patienten

umfassenden Multicenter-Studie bestätigt31.

2.9.1 Auswirkungen von IFN-ß und IFN-y auf die Aktivität der MS

IFN-ß wirkt generell eher entzündungshemmend und antiproliferativ, daher

wird es als immunmodulatorische Therapie bei schubförmiger und sekundär

progredienter MS eingesetzt 109-115 (siehe auch Abschnitt 2.10). Da nun der

klinische Verlauf der MS in Abhängigkeit vom ApoE-Genotyp variiert, bleibt

noch zu klären, ob auch die klinischen und zellulären Effekte der IFN-ß-

Therapie (bzw-Stimulation) in Patienten oder (neuronalen und astrozytären)

Zellkulturen je nach ApoE-Genotyp unterschiedlich ausfallen oder ob die

Wirksamkeit dieser Therapie nur von anderen Faktoren bestimmt wird (siehe

auch Abschnitt 2.10). In astrozytären Zellkulturen von Mensch und Maus be-

wirkt IFN-ß eine Steigerung der ApoE-Sekretion, während IFN-y eine Hem-

mung hervorruft 68,69,72. Es ist jedoch bekannt, daß die Schubfrequenz durch

IFN-Y erhöht und das Fortschreiten der MS beschleunigt wird 109,110,110 DJ 6

Konzentration von IFN-y im Liquor von MS-Patienten scheint erhöht zu sein

und könnte vielleicht als Indikator oder Anzeichen eines nahenden

Krankheitsschubes gewertet werden (ähnlich auch der Tumornekrose-

Faktora) 88-90,117,118. iFN-y stimuliert die Synthese von MHC Klasse I Mole-

külen, Adhäsionsmolekülen der Zelloberfläche und in geringerem Ausmaß

auch von MHC Klasse II Molekülen; wohingegen die Expression von für die

Myelinsynthese benötigten Genen in Oligodendrozyten herabgesetzt

wird io3,119̂  Adhäsionsmoleküle wie z. B. Intercellular Adhesion Molecule 1

34



EINLEITUNG Multiple Sklerose

(ICAM-i) dürften die Passage der T-Lymphozyten durch die Blut-Hirn-

Schranke ins ZNS erleichtern, und dort werden Monozyten/Makrophagen

sowie die Mikroglia durch Anwesenheit von IFN-y und anderen Zytokinen

aktiviert 89. Aufgrund seiner mitogenen Eigenschaften fördert IFN-y die Proli-

feration in Zellkulturen von humanen Astrozyten; ähnliche Mechanismen

können in vivo die Gliosebildung begünstigen 103. In gemischten Zellkulturen

bestehend aus neuronalen Zellen und Gliazellen (Maus) scheint IFN-y sogar

neuronale Zellen zu schädigen 12°.

In kultivierten mononukleären Zellen, die aus dem peripheren Blut isoliert

wurden (PBMC; aus dem buffy coat von gesunden Blutspendern gewonnen),

wirken sowohl IFN-ß als auch IFN-y hemmend auf die ApoE-Expression, wo-

bei IFN-Y auch die ApoE-Sekretion dosisabhängig senkt, unabhängig davon,

ob auch IFN-ß im Ansatz vorhanden ist33. Es scheint sogar ein gewisser syner-

gistischer Effekt in Anwesenheit beider Zytokine zu bestehen. Der Abfall in

den ApoE-Konzentrationen könnte eine schwere Beeinträchtigung der Rege-

nerationsprozesse bedeuten. Die Verminderung der ApoE-Sekretion war un-

abhängig vom ApoE-Genotyp zu beobachten 33.

2.9.2 Weitergabe der von IFNs transportierten Information - IFN-Signalling

Die Weitergabe von extrazellulär eintreffenden Signalen an die korrespondie-

renden intrazellulären Wirkungsorte wird durch ein weitläufiges Netzwerk

interagierender Proteine bewerkstelligt. Diese „Informationshighways" (sig-

nalling pathways) sind an der Regulation zahlreicher zellulärer Prozesse wie

z.B. Proteinexpression, Proliferation, Differenzierung und Apoptose (von der

Zelle selbst veranlaßter Zelltod, „Selbstmord"). Einer der wichtigsten und am

meisten benutzten Wege ist die (mitogen activated protein kinases) MAPK-

Signal-Kaskade, die offenbar sogar auf mehreren, teilweise überlappenden

Routen beschriften werden kann 121,122 Wachstumsfaktoren, Zytokine und

viele andere Proteine binden an ihre spezifischen membrangebundenen Re-

zeptoren an der Zelloberfläche und triggern eine Fülle intrazellulärer Vor-

gänge. Über die Phosphorylierung von Rezeptoren und die Aktivierung von

verschiedenen Proteinkinasen (ebenfalls durch Phosphorylierung) werden die
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Signale zu regulatorischen Molekülen in Zytoplasma oder im Kern weiterge-

leitet. Darüber hinaus können auch Streßsignale aus der Umgebung, wie z.B.

Hitzeschock oder ein Mangel an Wachstumsfaktoren Enzyme der MAPK-

Signal-Kaskade aktivieren 123.

Durch IFNs ausgelöste Transkriptionssignale werden über den JAK/STAT-

Weg (JAK: Janus Kinases; STAT: Signal Transducers and Activators of

Transcription) weitergeleitet. Zwei Familien von membrandurchspannenden

Rezeptoren, namentlich die Gruppe der Zytokin-Rezeptoren und die Gruppe

der Tryrosinkinase-Rezeptoren aktivieren den JAK/STAT-Weg 124. Zu den

Zytokin-Rezeptoren zählen die IFN-a/ß- und die IFN-y-Rezeptoren, die aus

mehreren Kompo-nenten bestehen, von denen die Ligandenbindungsregion

und Signalweiterleitungsdomäne die wichtigsten sind. Die JAKs bilden eine

Klasse von löslichen Tyrosinkinasen, bestehend aus Tyk2, Jaki, Jak2 und

Jak3. Die JAKs sind an die zytoplasmatischen Domänen der Rezeptorproteine

angelagert; sie sind verantwortlich für die Aktivierung der STAT-Proteine,

indem sie diese an gewissen Aminosäureresten phosphorylieren. IFN-y be-

wirkt eine Aktivierung von Jak2, die dann zu einer Phosphorylierung von

STATi führt. Phosphorylierte STATi-Proteine dimerisieren und können in den

Nukleus übertreten, wo sie an die DNA binden und die Transkriptionsaktivität

der betreffenden Gene modifizieren. Die Signaltransmission nach Ankopplung

von IFN-a/ß umfasst die Aktivierung von Tyk2 und Jaki sowie einige STAT-

Proteine. STAT2 wird ausschließlich nach Anregung durch Typ II IFNs (IFN-a

und IFN-ß) aktiviert. Aufgrund der großen Anzahl möglicher Liganden wird

die Signalweiterleitung durch Parameter wie die Affinität eines bestimmten

STAT-Proteins zum betreffenden Rezeptor-Kinase-Komplex, die Dauer der

gesteigerten Transkription und die Homo- oder Heterodimerisation von

STAT-Proteinen den jeweiligen Erfordernissen angepasst. Eine anhaltende

Aktivierung der Transkription ist charakteristisch für IFN-y-induzierte

Gene 124.
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2.10 IFN-ß-Therapie der MS

Die bis jetzt für die MS angewendeten Therapiekonzepte sind nicht völlig zu-

friedenstellend - die mäßige Effizienz und das Vorhandensein verschiedener

Nebenwirkungen konventioneller Behandlungsmethoden wie z.B. die Gabe

von Korticosteroiden veranlassen die Ärzte und Wissenschafter, die Suche

nach neuen Therapieansätzen nicht aufzugeben 88-90,114. Seit Anfang der neun-

ziger Jahre werden in der MS-Therapie anti-inflammatorische Zytokine ein-

gesetzt, von denen IFN-ß das prominenteste und am häufigsten angewendete

ist 109-115. Die Familie der Typ I-Interferone umfasst die beiden Gruppen der

IFN-a-Proteine (zumindest 18 unabhängige Gene, davon 4 Pseudogene) und

der IFN-co-Proteine (zumindest 6 Gene, davon 5 Pseudogene) sowie IFN-ß (ein

einzelnes Gen) 125. Alle binden mit unterschiedlicher Affinität an denselben

Rezeptor, der sich aus mehreren Komponenten zusammensetzt und in der

Zellmembran lokalisiert ist (siehe auch Abschnitt 2.9.2).

IFN-ß reduziert die Häufigkeit und die Schwere der Schübe und scheint auch

den Fortschritt der Erkrankung zu verlangsamen. Über die Wirkungsweise von

IFN-ß ist bis heute nur wenig bekannt; es scheint das Verhältnis der aktivier-

ten zu den nicht aktivierten T-Lymphozyten zu verschieben und einen Einfluß

auf die Migration der T-Lymphozyten über die Blut-Hirn-Schranke hinweg im

Verlaufe eines MS-Schubes auszuüben. IFN-ß wirkt unter gewissen Umstän-

den als Gegenspieler der entzündungsfördernden Zytokine 89,112,114,115. Einige

dieser Zytokine wie beispielsweise IFN-y sind offenbar während eines Schubes

erhöht und bewirken unter anderem eine Hemmung der ApoE-Synthese in

den Monozyten/Makrophagen, die sich in verstärktem Ausmaß in den aktiven

Läsionen finden 33. Bis jetzt gibt es keine Untersuchungen darüber, ob der

ApoE-Genotyp einen Einfluß darauf hat, wie gut sich MS-Patienten von einem

Schub erholen.

Besonders wichtig für die Wirksamkeit der Typ I IFNs in der MS-Behandlung

scheint die Tatsache zu sein, daß IFN-ß die Expression von Interleukin-12

(IL-12) hemmt. Andere Therapien wie die Gabe von Korticosteroiden oder

intravenös verabreichte Immunoglobuline zeigen gleichfalls diesen Effekt.
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Im Tiermodell der MS, der experimentellen Autoimmun-Enzephalomyelitis

(EAE), hat sich das Vorhandensein von IL-12 als entscheidend für die Mani-

festation und Pathogenese erwiesen (IL-12-Knockout-Mäuse bekommen keine

EAE). Auch für die pathologische Aktivierung von Makrophagen und Mikro-

glia ist IL-12 mitverantwortlich. IL-12-mRNA wird vermehrt in den aktiven

Läsionen der MS gefunden. Die IL-12 Synthese spiegelt ebenso wie die

Plasma- und Liquorkonzentrationen von IL-12 die Aktivität der Krankheit

wider 126,127.

Allerdings zeigt die IFN-ß-Therapie nicht bei allen Patienten die erhoffte

Wirksamkeit. IFN-ß fungiert, wie schon oben erwähnt, als Ligand für den

Typ I IFN-Rezeptor. Möglicherweise kann IFN-ß jedoch auch eine entzün-

dungsfördernde Immunantwort auslösen, eventuell durch Bindung an den

Typ II IFN-Rezeptor (der eigentlich von IFN-y benützt wird) oder an einen bis

jetzt unbekannten Rezeptor, der durch Bindungsstudien identifiziert werden

konnte. IFN-y bewirkt durch Bindung an seinen Rezeptor eine Vielzahl an

physiologischen und pathologischen Ereignissen, von denen eine die Aktivie-

rung der im Falle von MS im ZNS befindlichen Makrophagen ist. Aktivierte

Makrophagen sezernieren eine Vielzahl von biologisch aktiven Substanzen, die

neuronale Zellen schädigen oder vernichten können. Zu ihnen zählen unter

anderen Prosta-glandine, Zytokine, Stickoxid, Wasserstoffsuperoxid und Qui-

nolinsäure (QUIN). Werden neuronale Zellkulturen den Zellkultur-Überstän-

den von aktivierten Makrophagen ausgesetzt, so sind Zellschädigungen, die bis

zum Zelltod gehen können, die Folge. Ein Inhibitor der QUIN-Biosynthese

verhin-dert indes die Zellschädigungen. Erhöhte QUIN-Konzentrationen wur-

den auch im Liqour von MS-Patienten während eines Schubes nachgewiesen.

Unabhängig davon wurde vorgeschlagen, QUIN als Marker für das Vorliegen

von entzündlichen Vorgängen im ZNS zu verwenden. Die QUIN-Bildung

dürfte hauptsächlich über die IFN-Rezeptoren ausgelöst werden, bevorzugt

durch den Typ II IFN-Rezeptor. So könnte eine intensive QUIN-Synthese bei

IFN-ß-Gabe ein Versagen dieser Behandlung ankündigen 128.



EINLEITUNG Multiple Sklerose

IFN-ß weist immunmodulatorische Eigenschaften auf wie z.B. einen hemmen-

den Effekt auf T-zellvermittelte Entzündungsprozesse und damit die Frei-

setzung von Tumornekrose-Faktor-a und IFN-y; nebenbei werden die entzün-

dungshemmenden Interleukine IL-io und IL-4 vermehrt exprimiert. Diese

positiven Wirkungen sind jedoch nicht bei allen MS-Patienten zu beobachten:

in kultivierten PBMCs ist bei 3 von 18 Patienten die Häufigkeit von auto-

reaktiven T-Zellen, die gegen das basische Myeloprotein, das ist ein Haupt-

bestandteil des Myelins, gerichtet sind, bei Behandlung mit IFN-ß unverändert

oder sogar größer. Die erhöhte Produktion von Tumornekrose-Faktor-a und

IFN-Y in manchen Patienten unter IFN-ß-Therapie kann zur Entstehung der

grippeartigen Symptome beitragen, die bisweilen als Nebenwirkung dieser

Behandlung auftreten. So könnte die Veränderung der Zytokinausschüttung

bei bzw. nach IFN-ß-Gabe eine Aussage darüber erlauben, welche Patienten

für eine IFN-ß-Therapie geeignet sind 129.

3. Liquor-Serum-Datenbank

Für diverse Fragestellungen wäre es bereits in der Vergangenheit wünschens-

wert gewesen, Blut-, Serum- und Liquorproben verschiedener Patientenkollek-

tive zur Hand zu haben. Ein Antrag an die Ethikkommission bezüglich der

Abnahme und Archivierung dieser Proben wurde angenommen.

Im Verlauf von zwei bis drei Jahren wurde von jeder routinemäßig in der

Ambulanz der Neurologischen Universitätsklinik durchgeführten Lumbal-

punktion je ein Röhrchen Vollblut (à 7 ml) und eine kleine Menge Liquor (ca.

1,5 bis 2 ml) zusätzlich für die Datenbank gesammelt, sofern der Patient sein

Einverständnis dazu gegeben hat. Die Patientendaten, Laborwerte aus routine-

mäßigen Laboruntersuchungen und die Ergebnisse der am Forschungslabor
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durchgeführten Experimente wurden in einer MS Access-Datenbank doku-

mentiert, anonymisiert, organisiert und ausgewertet (siehe auch Methodik,

Abschnitt l).

Ich habe im Rahmen dieser Dissertation bei MS-Patienten, Patienten anderer

neurologischer Erkrankungen und bei neurologisch gesunden Personen,

ApoE-Genotypen sowie ApoE-Konzentrationen in Serum und Liquor bestimmt

(siehe auch Methodik, Abschnitt 3).

Zellkultur-Experimente

Als Ergänzung zu den Auswertungen der Serum-Liquor-Datenbank habe ich

Zellkultur-Experimente durchgeführt. Die Modifizierung der Expression und

Sekretion von ApoE in der Zellkultur von humanen Astrozyten-Zellinien durch

IFN-ß (in verschiedenen Konzentrationen) im Vergleich zu unstimulierten Zel-

len könnte gewisse Aufschlüsse über die Wirkungsweise von IFN-ß geben.

Wird die ApoE-Synthese in Anwesenheit von IFN-ß gesteigert, so kann das als

positiv für die Regenerationsprozesse im Rahmen einer Remission (Ver-

schwinden bzw. Verminderung der Symptome zwischen zwei Schüben) gewer-

tet werden. Diese Beobachtung wurde an Astrozyten von einigen Wissenschaf-

tern gemacht 68,69,72̂  Studien an anderen Zelltypen wie mononukleären Zellen

konnten dies nicht bestätigen 33.

Eine mögliche Erklärung für die unterschiedliche Wirksamkeit einer IFN-ß-

Therapie wäre eine andersartige Beeinflussung der ApoE-Synthese je nach

ApoE-Gentyp, der den Krankheitsverlauf der MS beeinflußt. Die beiden unter-

suchten Zellinien besitzen verschiedene ApoE-Genotypen, weswegen eine Aus-

sage über die genotyp-spezifischen Unterschiede der IFN-induzierten ApoE-

Synthese möglich sein könnte.
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METHODIK UND MATERIALIEN

Im Rahmen der vorliegenden Dissertation wurden einerseits die ApoE-Konzentra-

tionen im Liquor bei MS-Patienten im Vergleich zu denen anderer neuro-logischer

Erkrankungen und denen (neurologisch) gesunder Personen untersucht. Dieser

Vergleich wurde durch eine Liquor-Serum-Datenbank ermöglicht, die am For-

schungslabor der Universitätsklinik für Neurologie etabliert wurde. Die anamnesti-

schen, klinischen und Labordaten von 160 Patienten wurden in die Liquor-Serum-

Datenbank aufgenommen.

Andererseits wurde die Auswirkung der IFN-ß-Stimulation (Betaferon®, Schering)

auf die ApoE-Expression und die ApoE-Sekretion in astrozytären Zeil-Linien ver-

schiedener ApoE-Genotypen bestimmt. Bewirkt IFN-ß eine Erhöhung der ApoE-

Sekretion, so kann dies im Hinblick auf den positiven Einfluß des ApoE auf die

Neuroregeneration zur Erklärung der positiven Effekte der IFN-ß-Therapie bei MS-

Patienten beitragen.

1. Liquor-Serum-Datenbank

1.1 Übersicht

Bei zahlreichen neurologischen Erkrankungen sind die molekularen Mecha-

nismen, die ihnen zugrunde liegen, nicht oder nur lückenhaft bekannt. Eine

Möglichkeit, die klinische Relevanz von Hypothesen zur Pathogenese zu unter-

suchen, besteht darin, die Meßergebnisse von Routine-Paramentern und neu

etablierten Parametern aus dem Liquor cerebrospinalis mit den anamnesti-

schen und klinischen Daten von Patienten, von denen der Liquor stammt, in

Beziehung zu setzen. Die Liquor-Serum-Datenbank dient als Grundlage für die

Beantwortung aktueller und zukünftiger Fragen zur Pathogenese diverser

neurologischer Erkrankungen. In den Jahren 2000 bis 2002 wurde am
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Forschungslabor der Universitätsklinik für Neurologie eine Liquor-Serum-

Datenbank zur Korrelation von Labordaten mit den klinischen Parametern bei

Multipler Sklerose und anderen neurologischen Erkrankungen etabliert.

Zwischen dem Blut- und dem Liquorraum herrscht bezüglich der Konzentra-

tion der Blutbestandteile und anderer chemischer Verbindungen ein Steady

State, das durch verschiedene Faktoren beeinflußt wird: Dichte der Blut-

Liquor-Schranke (altersabhängig), Größe und Lipophilität der betreffenden

Moleküle (ausschlaggebend für passive Diffusion) und eventuell vorhandene

Transportsysteme für bestimmte Moleküle 178. Ob beispielsweise IgG-Mole-

küle, die im Liquor gefunden werden, aus dem Serum stammen oder intra-

thekal produziert wurden, kann durch Errechnung eines Index' entschieden

werden, der auf dem Vergleich zwischen den Konzentrationen von Albumin

und IgG jeweils in Liquor und Serum beruht. Eine Möglichkeit, diesen Zusam-

menhang auszudrücken, lautet: IgGu/IgGse : Albu/Albse- Erhält man nach Auf-

lösung des Doppelbruchs (Grenz-Index nach Link) einen Wert > 0,7, so liegt

eine intrathekale IgG-Synthese vor 179. Analog lassen sich Grenzwerte und

Indices für andere Proteine, die in Serum und Liquor vorkommen, berechnen,

so auch für das ApoE, das im Blickpunkt dieser Dissertation steht.

Um die pathogenetische und diagnostische Relevanz von chemischen Verbin-

dungen, die in Serum und Liquor anzutreffen sind, zu beurteilen, ist es not-

wendig, deren Konzentration in beiden Körperflüssigkeiten zu messen, zu

klären, ob diese Substanzen intrathekal produziert worden sind und schließ-

lich die ermittelten Konzentrationen oder Indices mit den wichtigsten klini-

schen Parametern der betreffenden neurologischen Krankheiten in Beziehung

zu setzen.
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1.2 Probenaufkommen

Nachdem der Aufbau einer Liquor-Serum-Datenbank durch die Ethik-Kom-

mission der medizinischen Fakultät der Universität Wien und des Allgemeinen

Krankenhauses der Stadt Wien bewilligt worden war, konnte mit dem

Sammeln der Proben begonnen werden.

Allen Patienten, die sich an der Ambulanz der Universitätsklinik für Neuro-

logie aus welchen Gründen auch immer einer Lumbaipunktion unterziehen

mußten, wurde eine Teilnahme an der Studie freigestellt und eine Einver-

ständniserklärung vorgelegt. Das Einverständnis des Patienten vorausgesetzt,

wurde für die Liquor-Serum-Datenbank 7 ml Vollblut und 3 ml Liquor abge-

nommen. Monatlich wurden Liquor- und Serumproben von etwa 8 Patienten

verarbeitet.

1.3 Aliquotierung der Proben

Liquor- und Serumproben wurden in der Ambulanz direkt nach der Abnahme

von einem Mitarbeiter des Forschungslabors zur Aliquotierung und Archi-

vierung abgeholt. Die endgültige Lagerung der Proben erfolgte bei -80 °C.

Vom Vollblut wurden 2 Aliquote à 0,5 ml genommen, ehe daraus durch Zentri-

fugation (3000 rpm bei +4 °C, 10 Minuten) Serum gewonnen wurde. Das

Serum wurde in 0,5- und 1 ml-Aliquoten eingefroren, zwei zusätzliche 50 ul-

Aliquote waren für den ApoE-ELISA vorgesehen.

Der Liquor wurde vor der Aliquotierung auf artifizielle Blutbeimengung unter-

sucht; blutige Proben wurden eliminiert. Es wurden Aliquote von 0,25, 0,5

und 1 ml genommen; für den ApoE-ELISA wurden zusätzlich noch zwei

120 ul-Aliquote eingefroren.
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1.4 Dokumentation der klinischen Parameter und Laborwerte in einer
Access-Datenbank

Die klinischen Daten und laborchemischen Routine-Parameter der Patienten

sowie die aus Serum und Liquor gewonnenen Werte wurden in eine Access-

Datenbank eingegeben (siehe Abb. 1.1). Diese Datenbank enthält auch die

klinischen Bewertungsscores und dient als Grundlage für die retro- und/oder

prospektive Korrelation der Labordaten mit den klinischen Daten.

Abb. 1.1 Daten und Parameter der Liquor-Serum-Datenbank

Allgemeine Parameter
Alter
Geschlecht
Diagnose
Klinische Zusatzbefunde

Routine-Parameter im Liquor;
Zellzahl (Fuchs-Rosenthal-Kammer)
Gesamteiweiß [mg/dl] (Photometrie)
Zytologie/Sediment (May-Grünwald-Giemsa-Färbung, Lichtmikro-

skopie)
Albumin, IgM, IgG, IgA [mg/dl] (Nephelometrie)
Albumin-Index [Alu/Alse]
IgG-Grenzindex nach Link[IgGii/IgGse: Alu/Alse]
ApoE [mg/dl] (ELISA)

Routine-Parameter in Serum:
Albumin IgM, IgG, IgA [mg/dl] (Nephelometrie)

(ApoE [mg/dl] (ELISA))
(ApoE-Genotyp (PCR))
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2. Zellkultur

2.1 Übersicht

Die ersten Zellkultur-Experimente wurden Anfang des vorigen Jahrhunderts

durchgeführt, um tierische Zellen frei von den systemischen Variationen im

Versuchstier zu untersuchen. Die medizinische Forschung konzentrierte sich

bald auf Säugetier- und humane Tumorzellen. Zellkultur-Experimente erwie-

sen sich als besonders geeignet zur Erforschung intrazellulärer Vorgänge wie

z.B. der Replikation und Transkription von DNA, der Proteinsynthese sowie

des Metabolismus verschiedener Substanzen, diverser Signaltransduktions-

prozesse, der Zell-Zell-Interaktionen und der Wechselwirkung der Zelle mit

ihrer Umgebung. Die Zellkultur entwickelte sich zu einem bedeutenden Werk-

zeug für die Untersuchung lebender Zellsysteme.

Die Vorteile der Zellkultur-Technik bestehen in der Kontrolle der physikali-

schen und chemischen Parameter der Umgebung wie beispielsweise des pH-

Werts, der Temperatur, des osmotischen Drucks sowie der Partialdrucke von

Sauerstoff und Kohlendioxid. Physiologische Bedingungen wie der Serum-

anteil im Medium können zwar konstant gehalten, aber nicht exakt definiert

werden. Nach ein oder zwei Passagen (das sind die Subkultivierungen, die vor-

genommen werden müssen, wenn die Zellen wachsen und die Zelldichte zu

groß geworden ist) sind die in einer Kultur enthaltenen Zellen von einheit-

lichem Typ (homogene Kultur), während Untersuchungen an Gewebsproben,

die immer heterogen bezüglich des Zelltyps sind, größere statistische Varia-

bilität aufweisen. Zellkulturen können in vitro geringen Mengen bzw.

Konzentrationen von Reagenzien ausgesetzt werden, die direkten Zutritt zur

Zelle haben, während bei Versuchen in vivo größere Mengen dieses Reagens

nötig sind, die nur zu einem geringen Prozentsatz (10%) in das untersuchte

Gewebe gelangen, da der Großteil schon vorher metabolisiert wird oder in

andere Gewebe übertritt.

Zellkulturen müssen unter strikt sterilen Bedingungen gehandhabt werden,

weil tierische Zellen wesentlich langsamer wachsen als viele der möglichen

Kontaminationen wie beispielsweise Bakterien, Hefen oder Pilze. Zellen von
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vielzelligen Organismen sind nicht leicht zu kultivieren, weil dazu komplexe

Medien erforderlich sind, um deren normale Umgebung zu simulieren. Kul-

turen, die aus differenzierten Zellen bestehen, können leicht die typischen

phänotypischen Charakteristika des Gewebes verlieren, aus dem sie hervorge-

gangen sind. Durch die Abwesenheit von Inducern wie z.B. Hormonen oder

durch overgrowth mit undifferenzierten Zellen,die in der Primärkultur eben-

falls enthalten sind, können bestimmte Zelleigenschaften verloren gehen.

Durch den Einsatz (serum-freier) selektiver Medien können solche Probleme

unterbunden oder zumindest verringert werden. Die Charakterisierung der

kultivierten Zellen mittels stabiler Marker, die auf den funktionalen Zellen der

Gewebe ebenfalls nachweisbar sind, ist besonders bei Zeil-Linien erforderlich,

die zur Instabilität neigen und von Passage zu Passage deutliche Unterschiede

in Wachstumsrate und der Fähigkeit, einen differenzierten Zelltyp zu ent-

wickeln, aufweisen können. In der Zellkultur gehen die für die beteiligten Zell-

typen charakteristischen Interaktionen ebenso verloren wie der Kontakt zum

Nerven- und endokrinen System.

Primäre Zellkulturen, die direkt aus einem Zellaggregat des betreffenden

Gewebes hervorgehen, weisen typische viele Eigenschaften des Gewebes auf,

haben aber nur eine begrenzte Lebensdauer, d.h. es kann nur eine gewisse

Anzahl an Subkultivierungen durchgeführt werden, bevor die Zellen sterben.

Kontinuierliche Zellinien dagegen, wie sie durch Transformation aus primären

Kulturen entstehen oder aus neoplastischen Zellen gewonnen werden, sind

weitgehend homogen (nur ein oder zwei Zelltypen) und ähneln eher Pre-

cursor- als ausdifferenzierten Zellen der betreffenden Zellfamilie 130.

2.2 Auswahl der Zellinien

Es versteht sich von selbst, daß für die Untersuchung der Auswirkungen von

IFN-ß auf normale neuronale und astrozytäre Zellen keine primäre Zellkultur

verwendet werden kann, weil aus ethischen Gründen kein humanes Zell-

material von Gesunden gewonnen werden darf.
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Astrozytäre Zellen sind für die Myelinproduktion verantwortlich und syntheti-

sieren ApoE; beide Eigenschaften sind für die klinische Remissionen in der MS

unerläßlich und werden möglicherweise durch eine IFN-ß-Therapie beein-

flußt. Neueren Forschungsergebnissen zufolge können auch neuronale Zell-

populationen, wie in vitro beobachtet wurde, ApoE synthetisieren 7i,78,8o,8i

Am Beispiel von je zwei astrozytären (GOS-3, LN-405) und neuronalen (Kelly,

SH-SY5Y) Zeil-Linien sollte untersucht werden, welche Auswirkungen die

Inkubation mit IFN-ß auf deren ApoE-Expression und -Sekretion aufweist.

Allerdings stellte sich die Kultur von SH-SYsY-Zellen als problematisch

heraus, sodaß die neuronalen Zeil-Linien nur bei Vorversuchen verwendet und

die endgültigen Experimente nur mit den beiden astrozytären Zeil-Linien

durchgeführt wurden. Alle Zeil-Linien wurden bei der Deutschen Sammlung

von Mikroorganismen und Zellkulturen (DSMZ, Abteilung Menschliche und

Tierische Zellkulturen) in Braunschweig gekauft.

Gos-3 ist eine humane Astrozytom/Oligodendrogliom-Zell-Linie, die aus dem

gemischten Astro-Oligodendrogliom (Grad II/III) einer 55-jährigen Frau eta-

bliert wurde. Gos-3-Zellen zeigen auf ihrer Oberfläche neuroepitheliale Marker

wie Glial Fibrillary Acidic Protein (GFAP) und Vimentin. Gos-3-Zellen synthe-

tisieren Ciliary NeuroTrophic Factor (CNTF), Leukemia Inhibitory Factor

(LIF) und deren Rezeptoren. Die Morphologie von Gos-3-Zellen zeigt fibro-

blastoide (längliche) Zellen mit kleinen Fortsätzen, die adhärent als Monolayer

(das ist eine genau einlagige Zellschicht) wachsen (siehe Abb. 2.1 und 2.2).

Die Gos-3-Zellen wurden in Dulbecco's Modified Eagle Medium (DMEM) mit

10% Fetal Calf Serum (FCS), dem 4 raM L-Glutamin zugesetzt wurde, kulti-

viert (Abb. 2.3). Im Inkubator sind 37 °C bei absoluter Luftfeuchtigkeit und

5% CO2 einzuhalten. Die Generationszeit beträgt laut DSMZ rund 50 Stunden.
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Abb. 2.1 Gos-3-Zellen
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Abb. 2.3 Medium für Gos-3-Zellen

Medium für Gos-3-Zellen

500 ml DMEM low glucose (Gibco®)
50 ml FCS (Gibco®)
11 ml 200 mM L-Glutamin (Gibco®)
5,6 ml Penicillin/Streptomycin [10 000U bzw. 10 000 ug/ml] (Gibco®)

Sterilfiltrieren und bei +4 °C lagern
Oangfristige Lagerung bis zu 1 Jahr bei - 20 °C, da sonst L-Glutamin abgebaut wird)

48



METHODIK Zellkultur

2.2.2 LN-405

LN-405 ist eine humane Astrozytom-Zell-Linie, die aus einen Astrozytom

(Grad IV) einer 62-jährigen Frau etabliert wurde und die den astrozytären

Marker GFAP exprimiert. Morphologisch sind fibroblastoide Zellen mit Fort-

sätzen zu beobachten, die in Form einer Monolayer kultiviert werden. LN-405-

Zellen sind deutlich größer als die Gos-3-Zellen und haben besser erkennbare

innere Strukturen. Laut DMSZ haben LN-405-Zellen eine Generationszeit von

60 Stunden, also nur geringfügig weniger als die Gos-3-Zellen. In unseren Ex-

perimenten wuchsen die LN-405-Zellen allerdings deutlich langsamer als die

Gos-3-Zellen. Es wird empfohlen, die Zelle bei 37 °C und io%CO2 bei absoluter

Luftfeuchtigkeit zu kultivieren. Nach Rücksprache mit dem DSMZ bezüglich

einer Kultivierung von GOS-3 und LN-405 im selben Brutschrank soll für

beide Zellinien 5% C02 gewählt werden. Die Zusammensetzung des Mediums

für LN-405-Zellen ist aus Abb. 2.4 ersichtlich.

Abb. 2.4 Medium für LN-405 -Zellen

Medium für LN-405-Zellen

500 ml DMEM low glucose (Gibco®)
5OmlFCS(Gibco®)
5,5 ml Penicillin/Streptomycin [10 000U bzw. 10 000 (ig/ml] (Gibco®)

Sterilfiltrieren und bei +4 °C lagern
(langfristige Lagerung bis zu 1 Jahr bei - 20 °C)

2.2.3 SH-SYfiY

SH-SY5Y sind humane Neuroblastom-Zellen, die eine klonale Subzell-Linie

der Neuroepitheliom-Zell-Linie SK-N-SH (entstanden aus einer Knochen-

marksbiopsie eines an einem metastasierenden Neuroblastom leidenden

4jährigen Mädchens) repräsentieren. Nach DSMZ-Richtlinien soll die Zeil-

Linie in DMEM mit 15 bis 20% FCS kultiviert werden. Am Forschungslabor
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wurden SH-SYsY-Zellen entweder in DMEM mit F12 Nutrient Mix und

10% FCS oder in DMEM mit geringem Glucosegehalt und 10% FCS kultiviert

(siehe Abb. 2.5). Die Inkubation erfolgte bei 37 °C und absoluter Luftfeuchtig-

keit sowie 5 bis 10 % CO2.

Abb. 2.5 Medium für SH-SYsY-Zellen

Medium für SH-SYsY-Zellen

500 ml DMEM + F12 Nutrient Mix (Gibco®)
50 ml FCS (Gibco®)
5,5 ml Penicillin/Streptomycin [10 000U bzw. 10 000 ug/ml] (Gibco®)

Sterilfiltrieren und bei +4 °C lagern
(langfristige Lagerung bis zu 1 Jahr bei - 20 °C)

Die Morphologie der SH-SYsY-Zellen zeigt epithelartige Zellen, die vor-

wiegend als Monolayer wachsen und bei hoher Zelldichte Zellcluster bilden

können. Die Zellen wachsen meist nicht bis zur vollständigen Konfluenz

(100%-ige Bedeckung der zur Verfügung stehenden Oberfläche). Diese Mor-

phologie veränderte sich deutlich nach einigen Passagen; die Zelldichte sank

stark, die einzeln liegenden, eher abgerundeten Zellen bildeten keine Zell-

cluster mehr. Die Generationszeit liegt laut Angaben des DSMZ bei mehr als

55 Stunden. Bei den geringen Zelldichten der zweiten Phase, deren Zellen

weniger stark am Substrat hafteten, schien die Generationszeit geringer zu

sein, denn trotz geringer Zelldichte konnten die Zellen relativ oft gesplittet

(subkultiviert) werden. Die schnellere Vermehrung und die geringere An-

haftung an der Kulturflasche deuteten auf eine Veränderung des Phänotyps

(„Transformation") hin, welche spontan auftreten oder durch äußere Reize wie

die Aufnahme viralen genetischen Materials, oder durch chemische Karzino-

gene ausgelöst werden kann. Eine Veränderung des Phänotyps zeigt folgende

Charakteristika: Entwicklung einer kontinuierlichen Zeil-Linie (beliebig viele

Passagen möglich), weniger konsequente Wachstumskontrolle durch Kontakt-

inhibierung (d.h. die Zellen stellen ihr Wachstum ein, sobald sie in Kontakt zur

nächstgelegenen Zelle gelangen) und Anregung des Wachstums durch auto-
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krine Prozesse (in vivo wird auch Malignität beobachtet); zusätzlich können

die Zellen auch die Fähigkeit bekommen, in Suspension zu wachsen. Die

meisten „normalen" Zeil-Linien haben hingegen eine begrenzte Lebensspanne

von 20 bis 100 Generationszyklen 130.

2.2.4 Kelly

Kelly-Zellen sind humane Neuroblastom-Zellen, die adhärent am Untergrund

wachsen. Die morphologisch runden bis fusiformen Zellen mit neuritischen

Fortsätzen bilden Mono- und Multilayer. Die Kelly-Zellen werden nach DSMZ-

Richtlinien bei 37 °C, absoluter Luftfeuchtigkeit und 5% C02 in RMPI 1640-

Medium mit 10% FCS kultiviert werden (siehe Abb. 2.6). Die Zellen wachsen

äußerst schnell, mit einer Generationszeit von 30 bis 40 Stunden, daher kann

bei der Subkultivierung eine starke Verdünnung von bis zu 1:10 vorgenommen

werden.

Abb. 2.6 Medium für Kelly-Zellen

Medium für Kelly-Zellen

500 ml RPMI1640 (Gibco®)
50 ml FCS (Gibco®)
5,5 ml Penicillin/Streptomycin [10 000U bzw. 10 000 |ig/ml] (Gibco®)

Sterilfiltrieren und bei +4 °C lagern
(langfristige Lagerung bis zu 1 Jahr auf - 20 °C)

2.3 Handhabung der Zellkultur

2.3.1 Sterile Arbeitsweise

Der Umgang mit Zellen erforderte eine sterile Arbeitsweise. Es wurden stets

Handschuhe getragen, die regelmäßig mit 70%igem Alkohol oder einer ande-

ren Desinfektionslösung gereinigt oder getauscht wurden. Es wurde in einer

sterilen Werkbank (Laminar Flow Hood) gearbeitet, in der sich nur die nötig-

sten Gerätschaften befanden. Vor Arbeitsbeginn wurde die Belüftung ein- und
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das UV-Licht ausgeschaltet. Nach Beendigung der Arbeiten wurde die Arbeits-

fläche der Werkbank sorgfaltig gereinigt und desinfiziert. Das UV-Licht wurde

bis zur nächsten Benützung eingeschaltet, die Belüftung abgedreht.

Wurde mit verschiedenen Zeil-Linien gearbeitet, empfahl es sich, jeweils vor

dem Wechsel zur nächsten Zeil-Linie das UV-Licht für 15 bis 20 min bei

gleichzeitiger Belüftung einzuschalten, damit die Wahrscheinlichkeit einer

gegenseitigen Kontamination verringert wurde.

2.3.2 Anzüchten von Zellen

Die in 2 ml-Ampullen in flüssigem Stickstoff gelagerten Zellen wurden scho-

nend im 37 °C warmen Wasserbad aufgetaut. Das entsprechende Medium

wurde zur Anzucht mit weiteren 10% FCS versetzt und ebenfalls auf 37 °C

erwärmt.

In einem 15 ml-Falcon®-Röhrchen wurden rund 10 ml Anzuchtmedium vorge-

legt, dann der Inhalt der Ampulle zupipettiert und vorsichtig gemischt. Um die

Zellen nach diesem Waschvorgang wieder zu isolieren, wurde eine Zentrifuga-

tion durchgeführt (300 rpm bei Raumtemperatur für 5 Minuten). Das überste-

hende Medium wurde vorsichtig in der sterilen Werkbank abgesaugt und die

Zellen in insgesamt 14 ml Anzuchtmedium resuspendiert. Die Zellsuspension

wurde zu gleichen Teilen in 2 kleine Kultur-Fläschchen (mit je 25 cm2 Wachs-

tumsfläche) aufgeteilt und im Brutschrank angezüchtet. Am nächsten Tag

konnte mit dem Auflichtmikroskop überprüft werden, ob die Zellen am Sub-

strat anhaften. Am dritten Tag nach der Aussaat wurden die Zellen entweder

nur „gefüttert" (d.h. nach dem Absaugen des verbrauchten Mediums wurde

frisches angewärmtes Medium zupipettiert - je nach dem morphologischen

Zustand der Zellen wurde noch Anzucht- oder schon „normales" Medium ver-

wendet) - oder schon das erste Mal gesplittet (subkultiviert).
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2.3.3 Subkultivierung

Nach rund 3 Tagen, wenn die Zellen (fast) die ganze Wachstumsfläche bedeckt

hatten, mußten die Zellen „gesplittet" werden. Dieser Vorgang wird auch als

Passage oder Subkultivierung bezeichnet.

Zunächst wurde das benötigte Medium im Wasserbad vorgewärmt. In der ste-

rilen Werkbank wurden Pipetten, Pipettierhilfe und sterile Pasteurpipetten

bereitgelegt, nachdem die Arbeitsfläche mit 7O%igem Alkohol oder einer ande-

ren Desinfektionslösung gereinigt und 20 Minuten mit UV-Licht bestrahlt

wurde. Ein oder mehrere Aliquote der zur Ablösung der Zellen benötigten

Trypsin-Lösung (Zusammensetzung siehe Abb. 2.7) werden aufgetaut. Die

größte Aktivität des Enzyms und damit die schnellste Ablösung der Zellen

wurde bei rund 37°C beobachtet.

Abb 2.7 Trypsin-EDTA-Lösung

0,05 %ige Trypsin-Lösung mit EDTA

200 ml ix PBS
4 ml 10 %ige Trypsin-Stocklösung (Gibco®)
40 mg EDTA

sterilfiltrieren und in 4 ml-Aliquoten bei -20 °C lagern

Die Kulturflaschen wurden aus dem Brutschrank geholt und nach mikroskopi-

scher Begutachtung der Morphologie in der sterilen Werkbank deponiert. Das

verbrauchte Medium (Zellkultur-Überstand, konditioniertes Medium, Super-

natant) wurde mit einer sterilen Pasteurpipette, die an eine Vakuumpumpe

angeschlossen war, abgesaugt. Die astrozytären Zellen wurden sorgfältig mit

ix PBS gewaschen, da noch vom Medium anhaftende Serumkomponenten die

Trypsinreaktion hemmen können. Neuronale Zellen hafteten weniger fest und

konnten direkt mit der Trypsinlösung behandelt werden. Es wurden rund 3 ml

ix PBS pro 25 cm2-Fläschchen pipettiert, zum Waschen der Zellen leicht ge-

schwenkt und wieder mittels Pasteurpipette abgesaugt. Anschließend konnte

die Trypsinlösung zugegeben werden (ca. 2 ml pro 25 cm2-Fläschchen). Die
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vom Enzym Trypsin verursachte Ablösung der Zellen von Substrat konnte

lichtmikroskopisch verifiziert werden. Wenn sich der Großteil der Zellen abge-

rundet hatte und einige schon (fast) abgelöst waren, wurde die Trysin-Lösung

abgesaugt. Die Zellen konnten noch rund l Minute bei Raumtemperatur

stehengelassen werden, damit sich die Zellen vollständig vom Substrat lösten.

Hafteten immer noch einige Zellen am Untergrund, so konnte zur Suspendie-

rung ein Zellschaber benutzt werden (das rein mechanische Abschaben der

Zellen wäre auch eine Möglichkeit der Subkultivierung). Bevor die Zellmem-

branen Schädigungen durch Trypsinverdau davontrugen, wurden die Zellen in

7 ml angewärmtem Medium (der Serumanteil beendet die Trypsinreaktion)

suspendiert. In zwei frischen Kulturfläschchen wurden schon jeweils 3,5 ml

Medium vorgelegt, die jetzt mit der Hälfte der Zellsuspension ergänzt wurden.

Die Zelldichte wurde noch einmal abschließend lichtmikroskpoisch kontrol-

liert, ehe die Zellen wieder im Brutschrank verwahrt wurden. Dieses Splitver-

hältnis von 1:2 erwies sich als gut geeignet für die LN-405-Zellen, wohingegen

G0S-3- und Kelly-Zellen zur Subkultivierung oft deutlich stärker verdünnt wer-

den mußten.

2.3.4 Einfrieren von Zellen zur Lagerung

Bei der Subkultivierung können nicht benötigte Zellen zum Aufbau eines Ge-

frierstocks (Aliquote von konzentrierten Zellsuspensionen zur Anzucht von

Zellen, werden auf -80 °C aufbewahrt) verwendet werden. Erst wenn genü-

gend Ampullen einer Zeil-Linie in Flüssigstickstoff gelagert sind, kann mit den

Experimenten begonnen werden, weil die Zellen nach einer gewissen Anzahl

von Passagen zu altern beginnen und dann auch Veränderungen in Morpholo-

gie und Metabolismus aufweisen können.

Zum Einfrieren wird zur Vermeidung von Membranschädigungen beim Ein-

frier-Prozeß ein spezielles Einfrier-Medium verwendet (siehe Abb. 2.8). Das

enthaltene Dimethylsulfoxid (DMSO) setzt die Oberflächenspannung herab

und bewirkt eine möglichst gleichmäßige Eiskristallbildung, die die Zellstruk-

turen möglichst wenig schädigt.
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Abb. 2.8 Einfrier-Medium

Einfriermedium

80 % fertiges Medium für die betreffende Zellinie
10 % FCS
10 % DMSO

Pro 25 cm^Kulturfläschchen bzw pro Ampulle sind 2 ml nötig

Eine (fast) konfluente Kulturflasche wurde, wie bei der Subkultivierung (siehe

Abschnitt 2.3.2) mit Trypsin behandelt. Die Zellen wurden anschließend in je

2 ml Einfriermedium suspendiert und in 2 ml-Kryoampullen (Costar®) pipet-

tiert. Die Ampullen wurden einen Tag lang bei -80 °C tiefgefroren und dann

zur Langzeitlagerung in flüssigen Stickstoff transferiert.

2.4 Experimente

2.4.1 RT-PCR

Vor Beginn der Experimente wurde das von der Firma Schering erhaltene

Betaferon® verdünnt und in Aliquoten eingefroren. Das Durchstech-Fläsch-

chen enthielt 300 ng bzw. 9,6 Mio Einheiten (im folgenden als Units oder kurz

U bezeichnet) IFN-ß-ib-Lyophilisat und wurde mit dem beigepackten Lö-

sungsmittel (1,2 ml 0,54 %ige Kochsalzlösung mit pH 7) rekonstituiert. Jeder

Mikroliter dieses Betaferon®-Stock enthielt 8 000 U. Es wurden Aliquote à

11 |il in sterilen Eppendorf-Gefäßen (500 ul) hergestellt und zur Langzeitlage-

rung bei -80 °C eingefroren.

Der Zeitrahmen, in dem die Probennahmen erfolgen mußten, um eventuelle

Veränderungen in der ApoE-mRNA-Transkription erfassen zu können, mußte

in Vorversuchen ermittelt werden.

Am Vortag der Stimulation mit Betaferon® (Schering; IFN-ß-ib) wurden die in

Kulturfläschchen vermehrten Zellen (die am dritten Tag wieder gesplittet wer-

den mußten) trypsinisiert und für das Stimulationsexperiment in kleine Petri-

schalen von 3,5 cm Durchmesser transferiert. In jede kleine Petrischale wur-

den 1,5 ml des Medium vorgelegt, dann wurde je 1 ml der Zellsuspension zupi-
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pettiert. Die Petrischalen wurden noch einmal lichtmikroskopisch kontrolliert

und wieder in den Brutschrank gestellt. Am nächsten Tag, als die Zellen gut

angewachsen waren, konnte der Stimulationsversuch erfolgen. Die Zugabe des

Stimulationsmediums definierte den Zeitpunkt null, die einzelnen Meßpunkte

wurden durch die einzelnen Petrischalen repräsentiert. Für eine komplette

Serie von 7 Petrischalen waren bei LN-405-Zellen zwei Kulturflaschen nötig,

während bei den beiden anderen Zeil-Linien eine ausreichte (dieser Schritt

war wichtig für die Vorausplanung der Experimente; es mußten zum ge-

wünschten Zeitpunkt ausreichend viele dicht bewachsene Zellkulturfläschchen

zur Verfügung stehen).

Vor der Stimulation mußte das Stimulationsmedium vorbereitet werden: Für 2

Serien à 7 Petrischalen wurden rund 30 bis 32 ml Medium (2,5 ml Medium

pro Petrischale) benötigt. Sollte im Versuch mit 1 000 U/ml Medium stimu-

liert werden, so wurden zu den 32 ml Medium 4 ul Betaferon®-Stocklösung zu-

pipettiert. Bei Stimulation mit 100, 10 oder 1 U/ml mußte die Betaferon®-

Stocklösung vorher entsprechend verdünnt werden. Das Stimulationsmedium

und das normale Medium für die Kontrollversuche wurden auf 37 °C erwärmt.

Nach lichtmikroskopischer Kontrolle der Zellen wurde das Medium abgesaugt

und die Zellen wurden mit frischem Nähr- oder Stimulations-Medium ver-

sehen (für Kontroll- und Stimulations-Experimente). Von den Serien à 7 Petri-

schalen dienten zwei als Nullpunkts-Referenz, die übrigen 5 wurden zu defi-

nierten Zeitpunkten zur Probenahme (RNA-Isolierung) verwendet. Für die

Messung der Veränderung der ApoE-mRNA-Transkription unter Stimulation

mit Betaferon® erwies sich eine Probenahme bei 15, 30, 45, 60 und 120 min

nach dem Stimulationszeitpunkt als günstig.

Es wurden Stimulationsversuche mit 1 000,100 und 10 U Betaferon®/ml Me-

dium bei den beiden astrozytären Zellinien (Gos-3 und LN-405) durchgeführt;

je ein Kontrollversuch mit 1 U Betaferon®/ml Medium wurde zur Bestimmung

der Wirkungsschwelle eingesetzt.
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2.4.2 Western Blot

Die Vorbereitung der Experimente, bei denen ein Western Blot verwendet

wurde, war prinzipiell ähnlich wie bei den RT-PCR-Experimenten. Es wurden

ebenfalls Serien zu 7 kleinen Petrischalen verwendet, wobei eine Petrischale

als Kontrolle/Referenz galt und nicht stimuliert wurde. Allerdings mußten die

Zeitpunkte für die Probennahmen anders gewählt werden. Wurde der Zeit-

punkt der Zugabe des Stimulationsmediums als Nullpunkt angenommen, so

erfolgten die Probenahmen nach 60, 90, 120, 150, 195 und 240 Minuten, um

ApoE sowohl in den solvatisierten Zellproteinen (Information über die ApoE-

Expression) als auch in den Supernatants (Information über die ApoE-Sekre-

tion) zufriedenstellend analysieren zu können.

3. ApoE-ELISA

3.1 Übersicht und Prinzip

Zur Messung der ApoE-Konzentration des in Liquor und Serum wurde ein

Enzyme-Linked Immunosorbent Assay (ELISA) verwendet. Ein für ApoE

spezifischer monoklonaler Antikörper, der an eine Mikrotiterplatte gebunden

(immobilisiert) worden war, isolierte ApoE aus der komplex zusammenge-

setzten Probenflüssigkeit. Die Anlagerung eines weiteren gegen ApoE gerich-

teten Antikörpers sowie die Ankoppelung eines Enzyms, das durch Umsetzung

eines geeigneten Substrates das Mess-Signal (Licht im UV- oder VIS-Bereich,

Fluoreszenz, Chemilumineszenz) erzeugt, ermöglichte die spektrometrische

Bestimmung der ApoE-Konzentration durch Vergleich mit einer Standard-

kurve.

Die in Zellkultur-Überständen vorhandenen geringen ApoE-Konzentrationen

lagen im Bereich der unteren Nachweisgrenze des ELISA und wurden des-

wegen mit Hilfe des ApoE-Western Blots ermittelt (siehe Abschnitt 5).
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Der ApoE-ELISA wurde von mir am Forschungslabor der Universitätsklinik

für Neurologie in Form des oben beschriebenen „Sandwich-ELISA" (es wurden

zwei Antikörper verwendet, die spezifisch für das gewünschte Protein sind)

vorwiegend nach Angaben von Garcia et al. sowie Krul und Cole etabliert; mit

geringen Modifikationen bezüglich der verwendeten Enzyme und des Detek-

tionssystems 131.132. Auch die Angaben der Arbeitsgruppe von Kee etal. 133,

welche einen ApoE-ELISA entwickelt hat, der käuflich verfügbare Antikörper

einsetzt, wurden von mir berücksichtigt. Kee et al. und Krasnoff etal. i33.i3^

empfehlen, ApoE-Standards und Antikörper in PBS-Lösungen zu verdünnen,

die BSA als Trägerprotein enthalten, um so die in geringen Konzentrationen

enthaltenen Proteine zuverlässig in Lösung zu halten.

Im Vergleich zu anderen Methoden zur Messung der ApoE-Konzentration im

Serum ist der ELISA eine billige Methode, die keine speziellen und teuren

Geräte und Reagenzien benötigt wie beispielsweise die Immuno-Nephelo-

metrie (die allerdings mit 30 Minuten pro Analyse wesentlich schneller Ergeb-

nisse liefert). Zudem sind die Reagenzien für den Sandwich-ELISA relativ

lange stabil und diese Methode ist angenehm in der Handhabung im Vergleich

zu Methoden, bei denen radioaktive Reagenzien eingesetzt werden müssen

(Radioimmunoassay RIA).

Im Verlauf der ersten orientierenden Experimente mußten etliche Parameter

angepaßt werden, um die Spezifität und die Reproduzierbarkeit der Messun-

gen zu gewährleisten. Die einzelnen Probleme und deren Lösung werden in

Abschnitt 3.3 besprochen.

3.2 Durchführung des ApoE-ELISA

3.2.1 Beschichten der Mikrotiterplatten (Coating")

Mikrotiterplatten (Falcon® Pro-Bind Assay Plate, U-bottom) wurden mit

einem spezifischen Antikörper beschichtet, um das gesuchte Protein aus einer

komplexen Probenlösung zu isolieren.
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Ein monoklonaler Anti-ApoE Antikörper (Mouse Monoclonal Anti-human

ApoE antibody, ICN Pharmaceuticals, Inc.) wurde in geeigneter Verdünnung

[l ug/ml] in die Vertiefungen (wells) der Mikrotiterplatten pipettiert

(100 ul/well; Abb. 3.1), und über Nacht bei +4 °C unter leichtem Schütteln

inkubiert. Bei dieser und allen folgenden Inkubationen wurden die Mikrotiter-

platten mit Parafilm abgedeckt, um Ungenauigkeiten durch Verdunstung zu

vermeiden.

Abb.3.1 Coating mit monoklonalem Anti-ApoE-Antikörper

Mouse Monclonal Anti-Human ApoE Antibody
(ICN Pharmaceuticals, Inc.)

Aliquote der Stocklösung [0,1 mg/ml, je 205 ul] bei-8o°C lagern, bei Bedarf 1:100 mit ix
PBS verdünnen (ergibt Arbeitslösung von 1 ug/ml)

3.2.2 Blocking

Unspezifische Bindungen, die ein störendes Hintergrundsignal verursachen,

wurden durch Absättigen mit i%iger Bovine Serum Albumine-Lösung (BSA;

SIGMA®) auf ein Minimum reduziert.

Die Mikrotiterplatten wurden nach dem Coating gründlich mit PBS-T ge-

waschen (2x je 200 ul/well; Zusammensetzung siehe Abb. 3.2). Die Wasch-

schritte konnten per Hand erfolgen, wobei nach dem Abgießen der Lösung die

Platten immer sorgfaltig auf Papierhandtüchern „ausgeschlagen" wurden,

bevor die nächste Lösung pipettiert wurde. Zum Waschen der Mikrotiter-

platten kann auch ein geeigneter Mikrotiterplatten-Washer oder ein ELISA-

System verwendet werden (Dynatech® MR7000 Elisa System). Pro well

wurden 150 ul BSA-Lösung (Zusammensetzung siehe Abb. 3.2) zum Blocking

verwendet, wobei die Mikrotiterplatten 3 Stunden bei Raumtemperatur sanft

geschüttelt wurden.
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Abb. 3.2 Lösungen für das Blocking

PBS-T

ix Phosphate Buffered Saline (aus IOX PBS, SIGMA®) + 0,5% Tween-20 (Calbiochem®)

l%ige BSA-Lösung

1% BSA (SIGMA®) in ix PBS

3.2.3 Auftragen der Standards und der Proben

Damit die gemessenen Absorptionen im aussagekräftigen Bereich lagen und

zuverlässige Resultate erzielt wurden, mußten die Standards und Proben

geeignet verdünnt werden. Alle Verdünnungen erfolgten mit PBS-BSA-T

(siehe Abb. 3.3).

Abb. 3.3 ApoE-Standard

PBS-BSA-T

ix PBS + 1% BSA + 0,5% Tween-20

Zur Vermeidung mikrobieller Infektionen auf +4 °C lagern

ApoE Stock-Lösung Fs fg

250 ng ApoE + 50 ml PBS-BSA-T

Aliquote bei -80 °C lagern

Als Standard wurde humanes rekombinantes ApoE (ICN Pharmaceuticals,

Inc.) verwendet. Eine Stock-Lösung von 5 ug ApoE/ml wurde zubereitet (Zu-

sammensetzung siehe Abb. 3.3) und in Aliquoten von 105 ul bei -80 °C gela-

gert. Für die Eichkurve wurden ApoE-Konzentrationen von 250 bis 3,91 ng/ml

eingesetzt. Jede Standard-Lösung ergab sich aus der Standard-Lösung der

nächsthöheren Konzentration durch Verdünnung 1:1, d.h. es wurden jeweils

gleiche Volumina der ApoE-Standardlösung und PBS-BSA-T gemischt. Eine

typische Standard- oder Eichkurve ist in Abb. 3.4 dargestellt.
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Abb. 3.4 Eichkurve

1,000

0,900

0,800

£• 0,700

0,600

0500

0,400

Platte nach 60 min

R2 = 0,9849

y = o,i273ln(x) + 0,2272

R2 = 0,995

Standard
Logarithmisch (Standard)

- Potenziell (Standard)

o,oo 50,00 100,00 150,00 200,00 250,00 300,00
ApoB-Konzentration [ng/ml]

Die Liquorproben wurden 1:200, 1:300 oder 1:400 verdünnt, die Serum-

proben hingegen 1:3000, 1:4000 oder 1:5000. Jede Messung wurde dreifach

durchgeführt, d.h. drei verschiedene wells wurden mit derselben Probenlösung

beschickt (Messung im „Triplicate")- Für jede Probe wurden alle 3 Konzentra-

tionen analysiert, um eventuelle Fehler bei der Verdünnung erkennen zu

können und eine zuverlässige Mittelwertbildung zu gewährleisten.

Die Mikrotiterplatte wurde nach dem Blocking gründlich mit PBS-T (4X je

200 ul/well) gewaschen. Pro well wurden jeweils 100 ul Standard- oder

Proben-Lösung pipettiert und über Nacht bei +4°C unter leichtem Schütteln

inkubiert.

3.2.4 Inkubation mit dem polyklonalen Anti-ApoE-Antikörper

Durch Koppelung eines polyklonalen ApoE-spezifischen Antikörpers (siehe

Abb. 3.5) kann die ApoE-Menge bzw. -Konzentration letztendlich nachge-

wiesen werden. Dieser Antikörper wird als auch primärer Antikörper bezeich-

net, weil der Nachweis bzw. die Quantifizierung erst durch einen weiteren, den

sekundären, Antikörper erfolgt.
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Die Mikrotiterplatte wurde nach der Bindung der Standard- und Proben-

Lösungen erneut gründlich mit PBS-T (4x je 200 ul/well) gewaschen. Pro well

wurden 100 ul einer 1:10 000 Verdünnung des primären Antikörpers zugege-

ben und 2 Stunden bei Raumtemperatur unter leichtem Schütteln inkubiert.

Abb 3.5 Primärer Anti-ApoE-Antikörper

Goat Polvclonal Anti-Human ApoE-Antibodv f CALBIOCHEM®)

Aliquote der Stocklösung [0,92 mg/ml, je 200 ul] bei-8o°C lagern, bei Bedarf 1:100 mit
PBS-BSA-T verdünnen (ergibt Arbeitslösung von 1:10 000)

3.2.5 Inkubation mit dem Enzvmkonjugat

Ein Enzymkonjugat ist ein gegen den primären Antikörper gerichteter Anti-

körper, der mit einem Enzym gekoppelt ist. Das Enzym ermöglicht durch Um-

setzung eines geeigneten Substrates den ApoE-Nachweis. Das Enzym Alka-

lische Phosphatase (AP) erzeugt durch Umsetzung von p-Nitrophenylphosphat

(pNPP) einen löslichen Farbstoff.

Die Mikrotiterplatte wurde nach der Ankoppelung des primären Antikörpers

erneut 4x mit je 200 ul PBS-T/well gewaschen. Pro well wurden jeweils 100 ul

einer 1:10 000 Verdünnung des AP-Konjugats (siehe Abb. 3.6) zugegeben und

2 Stunden bei Raumtemperatur unter leichtem Schütteln inkubiert.

Abb. 3.6 Enzymkonjugat (sekundärer Antikörper)

Rabbit Anti-Goat IgG AP-Coniugate (CALBIOCHEM)

Stocklösung [1:100 in PBS-BSA-T verdünnt; 5 ug/ml], bei +4°C lagern

Arbeitslösung: 1:100 verdünnen in PBS-BSA-T (Gesamtverdünnung 1:10 000)
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3.2.6 Nachweis durch Umsetzung von p-Nitrophenvlphosphat durch Alkalische

Phosphatase

Die Umsetzung von pNPP durch das Enzym AP zu einem löslichen gelben

Farbstoff ermöglicht die spektrometrische Bestimmung der ApoE-Konzentra-

tion bei 405 nm.

Die Mikrotiterplatte wurde sorgfältig mit TBS-T (siehe Abb. 3.7) gewaschen

(4x mit je 200 ul/well). Es wurde TBS-T anstelle von PBS-T verwendet, weil

das im PBS enthaltene anorganische Phosphat die Aktivität der AP hemmt.

pNPP-Substrat-Puffer und pNPP-Substrat-Lösung wurden entsprechend der

Herstelleranweisungen (Calbiochem®, Zusammensetzung siehe Abb. 3.7) vor-

bereitet. Es wurden pro well jeweils 100 ul der fertigen Substrat-Lösung pipet-

tiert und ca. 60 min bei Raumtemperatur inkubiert. Während der Inkubation

setzte die AP das Substrat zu einem gelben Farbstoff um. Anschließend wur-

den die Absorptionswerte bei 405 nm mit dem Dynatech® MR7000 Elisa

System gemessen.

Abb. 3.7 Tris-Buffered Saline und pNPP-Substrat-Lösung

sx Tris-Buffered Saline TBS (1 Liter)

0,05 M Tris Base (SIGMA®)
0,138 M NaCl
0,0027 M KC1
Mit konzentrierter. HC1 pH = 8,00 einstellen, sterilisieren

TBS-T

lx TBS + 0,5% Tween-20

pNPP-SubstraÜösung (30 ml)

600 ni pNPP-Substrat-Puffer
600 (il pNPP-Substrat-Stock-Lösung
28, 8 ml Aqua destillata
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3.2.7 Auswertung

Die Auswertung erfolgte durch den Vergleich der für die Proben gemessenen

Absorptionswerte mit der gleichzeitig erstellten Eichkurve. Um Proben und

Standards exakt korrelieren zu können, war es notwendig, die Eichkurve für

jede Platte erneut zu messen.

Die Meßwerte für die einzelnen Standard-Konzentrationen wurden gegebe-

nenfalls unter Auslassung eventueller Ausreißer gemittelt. Anschließend

wurden verschiedene Kurvenanpassungen (logarithmisch, potentiell) durchge-

führt und bezüglich des Korrelationskoeffizienten verglichen. In den meisten

Fällen erwies sich die logarithmische Näherung als die beste. Die entspre-

chende Geradengleichung wurde dann zur Errechnung der Proben-Konzentra-

tionen aus dem Mittelwert der Absorptionswerte der Dreifach-Messung

benützt. Die drei verschiedenen Konzentrationen der Proben dienten als

Kontrollmaßnahme für die Richtigkeit des ermittelten Konzentrationswerts,

da auf diese Weise Fehler bei der Verdünnung oder beim Pipettieren aufge-

deckt werden können.

3.3 Optimierung des ApoE-ELISA

3.3.1 Konzentrationen der Antikörperlösungen

Bereits im Verlauf der ersten Versuche konnte die Konzentration des mono-

klonalen Coating-Antikörpers von 10 ug/ml über 5 ug/ml auf 1 ug/ml gesenkt

werden. Auch die Konzentration des primären polyklonalen Anti-ApoE-Anti-

körpers (0,184 Mg/ml) erwies sich als mehr als ausreichend und konnte auf

0,092 ug/ml (das entspricht einer Verdünnung von 1:10 000) verringert wer-

den. Die Konzentration des sekundären Antikörpers, des Enzymkonjugats, war

mit 0,1 ug/ml unnötig hoch. Nach einer Senkung auf 0,05 ug/ml (das ent-

spricht einer Verdünnung von 1:10 000) war das Signal immer noch zufrieden-

stellend, vorausgesetzt die Inkubationszeit mit dem pNPP-Substrat war lange

genug (ca. 60 min).
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3.3.2 Konzentrationen der Standards und Proben

Die ApoE-Standard-Verdünnungsreihe wurde durch eine Reihe von aufeinan-

derfolgenden i:i-Verdünnungen hergestellt. Verschiedene Ausgangskonzen-

trationen wurden getestet: 500, 250, 200 und 100 ng/ml. Als besonders

geeignet hinsichtlich des Konzentrationsbereichs der Proben und des Inter-

valls der einzelnen Standardlösungen erwies sich eine Ausgangskonzentration

von 250 ng/ml. Die untere Nachweisgrenze des ApoE-ELISAs liegt bei ca.

1 ng ApoE/ml.

Die Verdünnungen 1:1 000 und 1:2000 erwiesen sich als zu konzentriert für

Serumproben; optimale Verdünnungen waren 1:3000,1:4000 und 1:5000. Die

Verdünnung der Proben erfolgte am besten zweistufig; die Vorverdünnung von

1:100 wurde dann in einem zweiten Schritt (1:30, 1:40 bzw. 1:50) auf den

gewünschten Endwert verdünnt.

Liquorproben wurden anfangs entsprechend den Angaben in der Literatur um

eine Zehnerpotenz weniger stark verdünnt als die Serumproben. Verdünnun-

gen von 1:100 und 1:150 erwiesen sich als zu konzentriert; optimal waren Ver-

dünnungen von 1:200,1:300 und 1:400.

3.3.3 Messung der ApoE-Konzentrationen in Zellkultur-Überständen

Die ApoE-Konzentrationen in Zellkultur-Überständen (Supernatants) unsti-

mulierter astrozytärer Zeil-Linien lagen im Bereich der unteren Nachweis-

grenze des ApoE-ELISA, sodaß sie mit dem oben beschriebenen ApoE-ELISA

nicht zuverlässig und reproduzierbar bestimmt werden konnten. Auch der

Einsatz eines anderen, empfindlicheren Detektionssystems (4-Methylumbelli-

ferrylphosphat in einem Carbonat/Bicarbonat-Puffer vom pH 9,8) brachte

nicht den gewünschten Gewinn an Sensitivität. Die erhaltenen Absorptions-

werte waren zu gering und zu wenig verschieden vom Blindwert (Blank), um

eine zuverlässige Quantifizierung zu gewährleisten.

Eine weitere Möglichkeit für das Misslingen des ApoE-ELISA in Zellkultur-

Überständen könnte darin liegen, daß ein als Inhibitor wirkender Inhaltsstoff

den Meßvorgang stört. Ein Kontrollversuch ergab jedoch, daß weder das

Medium alleine noch ein von Zellen konditioniertes Medium ein Funktio-
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nieren des ELISA verhindern, sondern daß vielmehr die ApoE-Konzentra-

tionen zu gering für einen Nachweis mit dem ELISA waren. Wurden die Ver-

dünnungen der ApoE-Stock-Lösung mit Medium oder mit dem konditionier-

ten Medium bereitet, so ergaben sich im Vergleich zu einer regelrecht herge-

stellten Standardverdünnungsreihe bei Verdünnung mit Medium allein kein

Unterschied in den Absorptionswerten, bei Verdünnung mit konditioniertem

Medium sind die Absorptionswerte lediglich geringfügig erhöht.

ApoE-RT-PCR

In den Zellkulturen der astrozytären Zellinien GOS-3 und LN-405 wurden die

Veränderungen der ApoE-Expression und der ApoE-Sekretion nach Stimula-

tion („Induktion") mit IFN-ß untersucht werden. Die Menge der ApoE-mRNA

wurde mit Hilfe einer Reverse Transkription Polymerase Chain Reaction (RT-

PCR) bestimmt, während die Proteinmenge unter Verwendung eines Western

Blots ermittelt wurde.

4.1 Übersicht und Prinzip

Die Polymerase-Kertenreatkion (PCR) wird zur selektiven Vervielfältigung

spezifischer Nukleinsäureabschnitte eingesetzt. Aufgrund ihrer Empfindlich-

keit ist diese Methode geeignet, viele Fragestellungen in Biochemie, Moleku-

larbiologie und Medizin klären zu helfen.

Die zu analysierende RNA wird aus kultivierten Zellen (oder aus dem Gewebe)

isoliert, durch verschiedene Verfahren (RNase H-Behandlung, DNase-Behand-

lung) gereinigt und durch Reverse Transkription (reverse transcription, RT) in

cDNA umgeschrieben. In einem zweiten Schritt wird eine PCR unter Verwen-

dung der entsprechenden Primer durchgeführt. Aus der Konzentration der

Endprodukte der PCR kann auf die Mengen(-verhältnisse) der verschiedenen
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spezifischen mRNAs im Ausgangsmaterial geschlossen werden (siehe Abs-

chnitt 4.7). Diese beiden Schritte können auch in nur einem Ansatz durch-

geführt werden.

Für schwierig zu amplifizierende Targets, wie das hier untersuchte GC-reiche

ApoE-Fragment, empfiehlt sich jedoch die oben erwähnte zweistufige Vor-

gangsweise, weil dadurch die beiden Reaktionen durch Feinabstimmung der

einzelnen Parameter besser reguliert werden können.

4.1.1 RT-PCR-Methoden zur (semi-iquantitativen Messung spezifischer Target-

mRNAs

Eine solche zweistufige RT-PCR für ein Fragment aus der ApoE-mRNA wurde

z.B. von Gérard et al. 135 beschrieben, allerdings mit einem anderen Primer-

Paar als es in dieser Untersuchung verwendet wird. Auch andere Gruppen

haben eine (relative) Quantifizierung der ApoE-mRNA durch RT-PCR durch-

geführt, wobei die Quantifizierung meist anhand von inneren Standards ver-

schiedenster Art erfolgte 67,i36-i46, Radioaktivität wird nur selten für den

Nachweis benötigt. Üblicherweise werden PCR-Produkte verschiedener Länge

zur Detektion herangezogen, wobei die Länge für die Quantifizierung normiert

werden sollte.

4.1.2 Weitere Methoden zur Messung spezifischer Target-mRNAs

Eine alternative Methode zum Nachweis spezifischer mRNAs mittels Oligo-

nukleotid-Sonden ist der Dot-Blot, eine Variante des Northern Blots, der je-

doch für die relative Quantifizierung nur bei Verwendung mehrer Standards

und Auswertung durch lineare Regression geeignet ist 56,57,70,147 Northern

Blot-Methoden sind im allgemeinen deutlich weniger empfindlich i4i,i48 a i s

Verfahren, die in irgendeiner Weise auf einer RT-PCR basieren, deren untere

Nachweisgrenze bei 1 pg der spezifischen Target-mRNA (im Ansatz) bzw. bei

104 Molekülen liegen kann. Außerdem besteht nur die Möglichkeit einer semi-

quantitativen Bestimmung der mRNA-Menge, wobei die relativen Unter-
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schiede in der Transkription bei mindestens dem zweifachen (der ursprüng-

lichen Menge) liegen müssen; geringere Veränderungen können nicht erfaßt

werden.

Ein weiteres, allerdings noch exotisches Verfahren zur Messung der (abso-

luten) Mengen von spezifischen Target-mRNAs ist der sogenannte RNA-

Excess Solution Hybridization Assay, bei dem sehr geringe Veränderungen in

der Expression spezifischer mRNAs und auch die absolute Anzahl der betref-

fenden mRNA-Moleküle bestimmt werden können 52,73,149-152 j)\e Hybridisie-

rung eigens angefertigter Riboprobes (das sind Oligoribonukleotid-Sonden)

unter optimierten Bedingungen garantiert eine quasi doppelte Bestätigung,

daß die gewünschte Sequenz, das gewünschte Target erfaßt wird. Die Ribo-

probes werden für die Detektion mittels Szintillationszählung radioaktiv

markiert.

4.2 RNA-Isolierung

Die beiden Astrozyten-Zell-Linien GOS-3 und LN-405 waren bei dieser Unter-

suchung das Ausgangsmaterial für die RNA-Isolierung, wobei das Trizol®-

Reagenz (Life Technologies) 153 verwendet wurde. Diese Phenol-Guanidiniso-

thiocyanat-Lösung schützt die RNA während des Zellaufschlusses und ermög-

licht nach der RNA-Isolierung eine sequentielle Fällung von DNA und Protein.

Mit dieser Methode kann RNA auch aus sehr geringen Mengen Gewebe oder

Zellen (50 bis 100 mg oder 5 x 106) isoliert werden.

Beim Arbeiten mit RNA muß eine sterile Arbeitsweise eingehalten werden;

stets müssen Handschuhe getragen werden, um einen Abbau der RNA durch

der Haut anhaftende RNasen zu vermeiden. Alle verwendeten Pipettenspitzen

und Reaktionsgefäße, die mit der RNA-haltigen Lösung in Berührung kom-

men, müssen zur Vermeidung einer eventuellen RNase-Aktivität sorgfältig

sterilisiert werden. Vor Arbeitsbeginn wurden Arbeitsplatz und Pipetten zur

Dekontaminierung mit UV-Licht bestrahlt (20 Minuten). Die Zentrifuge wurde

währenddessen auf +4 °C vorgekühlt.
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Von dicht bewachsenen Kulturflaschen wurde der Zellkultur-Überstand abge-

saugt. Anschließend wurde 1 ml Trizol®-Reagenz pro 10 cm2 Wachstumsfläche

zugegeben (3 ml je 25 cm2-Flasche oder 1 ml je 3,5 cm-Petrischale) und mit

der Pipette vorsichtig über die Zellen gespült, ohne die Zellschicht abzulösen.

Die nach der Lyse der Zellmembranen verbliebene RNA-hältige Trizol®-

Lösung wurde in ein frisches steriles Eppendorf-Gefäß transferiert, durch Vor-

texen homogenisiert und bei Raumtemperatur für 5 Minuten inkubiert.

Danach wurden 0,2 ml Chloroform/i ml Trizol®-Reagenz zupipettiert und

kräftig für mindestens 15 Sekunden gevortext. Es wurde erneut 3 Minuten

lang bei Raumtemperatur inkubiert. Danach wurde für 15 Minuten bei

13 000 U/min und 4 °C zentrifugiert.

Die obere wäßrige Phase ohne Beimengung der schmierigen Interphase (kann

leichter abgenommen werden, wenn das Eppendorf-Gefäß gekippt wird)

wurde in ein steriles Eppendorf-Gefaß transferiert und 0,5 ml Isopropa-

nol/i ml Trizol®-Reagens zugegeben. Nach vorsichtigem Mischen durch Vor-

texen und kurzem Abzentrifugieren wurde 10 Minuten lang bei Raumtempe-

ratur inkubiert. Es folgte wiederum ein 5-minütiger Zentrifugationsschritt mit

13 000 U/min und bei 4 °C. Aus der verbleibenden organischen Phase wurden

die Zellproteine isoliert (siehe Abschnitt 4.2.1).

Der Überstand über dem winzigen Pellet (das je nach Reinheit auch durch-

sichtig sein kann) wurde nun sehr vorsichtig entfernt und verworfen. Dieser

Vorgang läßt sich vorteilhaft durch die Verwendung immer kleinerer Pipetten

bewerkstelligen. Die entsprechend geringeren Volumina wirbeln das Pellet

weniger wahrscheinlich auf. Dabei sollte bei jedem Pipettier-Schritt eine neue

Spitze verwendet werden, um eine Störung des Pellets durch eingetragene Luft

zu verhindern. Das Pellet wurde mit 1 ml kaltem 70%igem Ethanol (+4 °C, das

verwendete Wasser muß mit Diethylpyrocarbonat DEPC behandelt sein) gewa-

schen. Das Pellet wurde dann 5 Minuten lang mit 9 100 U/min bei 4 °C abzen-

trifugiert. Der Wasch-Schritt wurde nach Bedarf noch ein bis zwei Mal wieder-

holt. Zweimaliges Waschen des Pellets erwies sich als ausreichend.

69



METHODIK ApoE-RT-PCR

Zum Trocknen des Pellets wurde der Überstand wie oben beschrieben abge-

nommen. Um auch die letzten Flüssigkeitsreste entfernen zu können, wurde

zwischen den einzelnen Pipettierschritten immer wieder kurz abzentrifugiert.

Sammelte sich am Boden des Eppendorf-Gefäßes keine Flüssigkeit mehr, so

war das Pellet „air-dry" - weiteres Trocknen hätte die Löslichkeit der RNA

drastisch verschlechtert. Das RNA-Pellet wurde in 60 ul DEPC-Wasser je

25 cm2-Flasche (bzw. 20 ul je Petrischale) aufgenommen und zur Rehydrie-

rung 10 Minuten lang am Thermo-Mixer bei 65 °C und unter leichtem Schüt-

teln inkubiert. Um eine homogene Lösung zu erreichen, wurde die Lösung

zwischendurch nachhaltig durchmischt - dies wurde entweder durch Auf- und

Abpipettieren oder Vortexen und Abzentrifugieren erreicht. Zur Kontrolle der

Qualität der Isolierung wurde die RNA auf ein 2%iges Agarose-Gel aufgetragen

und die Elektrophorese in 0,5 x TBE-Puffer mit Ethidiumbromid (Zusammen-

setzung der benötigten Lösungen siehe Abb. 4.1) bei 95 Volt und Raum-

temperatur durchgeführt. Die Abb. 4.2 und 4.3 zeigen jeweils ein Agarose-Gel

mit diversen RNA-Proben der beiden Zeil-Linien Gos-3 und LN-405.
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Abb 4.1 Elektrophorese-Bedingungen

sx TBE Puffer

0,45 M Tris-Base (TRIZMA® Base, SIGMA®)
0,45 M Borsäure pro analysi (MERCK)
10 mM EDTA (SIGMA®)

pH 8,0 einstellen und autoklavieren, muß zum Gebrauch geeignet verdünnt werden

oder lox TBE Stock (Biowhittaker)

Ethidiumbromidlösung

10 mg Etidiumbromid (MERCK) auf 1 ml aqua dest.

Für jedes 50 ml-Gel werde 3 ul verwendet; pro Liter Puffer gibt man 60 ul zu

Zusammensetzung des Agarosegels

o, 3 g Ampli-Size Agarose (BioRad)
0,5 g Low-Melting Agarose (Margaritella)
40 ml o,5x TBE-Puffer
2.4 (il Ethidiumbromislösung [10 mg/ml] (MERCK)

Gel Loading Buffer

0,25% Bromphenolblau (MERCK)
0,25% Xylene Cyanol FF SIGMA®)
30% Glycerin wasserfrei reinst (MERCK)

steril filtrieren

Auftrag pro Lane

2.5 ul fertig mit Loading Buffer vermischten Msp I-Marker (New England BioLabs Inc.)

4 oder 5 ul RNA + 1 ul Loading buffer



METHODIK ApoE-RT-PCR

Abb. 4.2 RNA-Proben von Gos-3-Zellen auf 2%igem AgaroseGel

Lanes l und 15
Lanes 2-7 und 9-14

Lane 8

leer
RNA-Proben von Gos-3-Zellen, unstimuliert bzw.
nach Stimulation mit 1 000 U Betaferon/ml
Marker Msp-I

Abb. 4.3 RNA-Proben von LN-405-Zellen auf 2%igem AgaroseGel

Lanes 1 und 15
Lanes 2-7 und 9-14

Lane 8

leer
RNA-Proben von LN-405-Zellen, unstimuliert bzw.
nach Stimulation mit 1000 U Betaferon/ml
Marker Msp-I
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4.3 DNase-Behandlung

Um die eventuell vorhandene kontaminierende genomische DNA abzubauen,

wurde eine DNase-Behandlung durchgeführt.

Der Ansatz (siehe Abb. 4.4; 300 ul/25 cm2-Flasche bzw. 100 ul/Petrischale)

wurde eine Stunde lang bei 37 °C inkubiert. Dann wurden 30 ul bzw. 10 ul IOX

Stop-Puffer dazupipettiert und 5 Minuten lang bei Raumtemperatur inkubiert

(Denaturierung des Enzyms). Nach der Inkubation wurde das gleiche Volumen

(330 ul bzw. 110 ul) „gesättigtes" Phenol (Phenol:Chloroform 3:1) zugegeben

und durch Vortexen gemischt.

Abb.4.4 Ansatz für die DNAse-Behandlung

Ansatz

Menge

55 Hl
2(il
30 ul
10 (il
203 \A

: (300 \iï):

Substanz, Konzentration

RNA
DNase I [10 U/|il]
MgCl2 [100 mM]
Prime RNase-Inhibitor [1000 U/ml]
DNAse-Puffer

Der RNAse-Inhibitor ist von der Firma Eppendorf,

Konz. im Ansatz

70 U/ml
10 mM
3000 U/ml

die DNase Ivon derFirma Roche

Anschließend wurde 5 Minuten lang bei 13 000 U/min und Raumtemperatur

zentrifugiert. Der Überstand (ungefähr 330 ul/25 cm2-Flasche bzw. 110 ul/3,5

cm-Petrischale) wurde ohne Beimengung der Interphase in ein frisches steriles

Eppendorf-Gefäß transferiert. Dann wurden 33 ul bzw. 11 ul iox Natrium-

azetat-Lösung (3 M) sowie das 2,sfache Volumen (900 ul bzw. 300 jul) kaltes

(4 °C) ioo%iges Ethanol zugegeben. Die RNA wurde durch Inkubation über

Nacht bei -20 °C gefällt.

Die RNA wurde nach der Fällung 5 Minuten lang bei 13 000 U/min und 4 °C

abzentrifugiert; ein Pellet war allerdings nicht immer erkennbar, oft war nur

ein zarter Schleier am Boden der Eppendorf-Gefäße zu sehen. Der Überstand

wurde wie oben beschrieben vorsichtig abpipettiert und verworfen. Das Pellet

wurde sodann mit 0,5 ml 75%igem Ethanol (muß mit DEPC-Wasser herge-
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stellt sein) gewaschen. Es folgte erneut ein 5-minütiger Zentrifugationsschritt

bei 9 100 U/min und 4°C. Durch sorgfältiges Absaugen der überstehenden

Flüssigkeit wurde das RNA-Pellet getrocknet. Das Pellet wurde mit 20 ul bzw.

12 ul DEPC-Wasser versetzt und durch 10-minütige Inkubation bei 65 °C re-

hydratisiert. Mehrmaliges Auf- und Abpipettieren oder Vortexen und Abzen-

trifugieren erleichterten das Lösen der RNA.

4.4 Umschreiben in cDNA (Reverse Transkription)

Der gesamte RNA-Pool (mRNA und rRNA, „total RNA") wird unter Verwen-

dung von oligo-dT-Primern durch die Reverse Transkriptase in die wesentlich

stabilere cDNA umgeschrieben. Diese Reaktion ist der erste Schritt der RT-

PCR, die zur Analyse der (relativen) Mengen spezifischer mRNAs heran-

gezogen wird. Oligo-dT-Primer synthetisieren lediglich cDNA-Äquivalente der

mRNA-Moleküle (die einen Poly-A-Schwanz besitzen), während als Primer

eingesetzte Random-Hexamere den gesamten RNA-Pool in cDNA übertragen.

Die Zusammensetzung der RT-Reaktion wird in den Abb. 4.5 und Abb. 4.6

erläutert. Das endgültige Volumen des Ansatzes betrug 20 ul für die RT-Reak-

tion. Für die RT-Reaktion und für die PCR wurden 200 ul-PCR-Röhrchen

(Biozym) verwendet. Sämtliche Komponenten wurden für alle geplanten An-

sätze gemeinsam gemischt (Master-Mix 1), nur die RNA wurde in jedes Röhr-

chen separat zupipettiert. Die RNA mußte vor jedem Gebrauch erhitzt („ge-

schmolzen") werden, um eine gleichmäßige Konzentration in allen Ansätzen

zu gewährleisten. Die RNA wird für das Aufschmelzen entweder 10 min lang

bei 65 °C oder aber 5 min lang bei 70 °C inkubiert.
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Abb. 4.5 Komponenten der RT-Reaktion - Teil 1

Komponenten der RT-Reaktion - Teil 1 (Mengenangaben pro Ansatz)

5 ul RNA [o,l - 1 ug/ul]
l nl Oligo-dT [0,6 ug/ul, 18-mer]
l ul dNTP-Mix [je 10 mM]
5,5 ul DEPC-Wasser

In jedes Röhrchen werden 7,5 ul Master-Mix 1 vorgelegt, dann wird die RNA zugegeben; vor
der Inkubation wird abzentrifugiert

Nach 5-minütiger Inkubation der Ansätze bei 65 °C wurden die Röhrchen auf

Eis gestellt und die restlichen Komponenten (Master-Mix 2, siehe Abb. 4.6)

zugegeben. Dann wurde durch Vortexen gemischt und der Ansatz durch Ab-

zentrifugieren am Boden des Eppendorf-Gefäßes gesammelt. Nach einer 2-mi-

nütigen Inkubation bei 42 °C wurde je Ansatz 1 ul (= 200 U) der Reversen

Transkriptase (Superscript-Enzym, Invitrogen) zupipettiert. Die Ansätze

wurden nun 60 Minuten lang bei 42 °C inkubiert, danach folgte eine viertel-

stündige Inkubation bei 70 °C zur Inaktivierung des Enzyms. Die cDNA

konnte nun im Gegensatz zur RNA bei -20 °C gelagert werden.

Abb. 4.6 Komponenten der RT-Reaktion - Teil 2

Komponenten der RT-Reaktion — Teil 2 (Mengenangaben pro Ansatz)

4 ul 5x RT-Puffer
2 ul 100 mM DTT
0,5 ul Prime RNase-Inhibitor [1 000 U/ml] (Eppendorf)

In jedes Röhrchen werden 6,5 ul dieses Mastermix' 2 zugegeben, gemischt und
abzentrifugiert
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4.5 Polymerase Chain Reaction PCR

Die PCR ist der zweite Teil einer RT-PCR, die im vorgehenden Schritt herge-

stellte stabile cDNA dient als Ausgangsmaterial. Die PCR muß sorgfältig opti-

miert werden, damit deren Resultate (relative Menge eines spezifischen Gens,

hier von ApoE) zuverlässig sind.

Ein Vergleich der Mengen an PCR-Produkt für ApoE und ein konstitutiv

exprimiertes Gen („Housekeeping-Gen"; wir verwendeten Genabschnitte von

GAPDH (Glycerinaldehyd-S-phosphat-Dehydrogenase), einem Enzym der Gly

kolyse, und von ß-Actin, einem Bestandteil des Zellskeletts, ergab die relative

ApoE-Menge, die unter verschiedenen Zellkultur-Bedingungen (Stimulation

mit Betaferon®, unstimulierte Zellen) unterschiedlich sein konnten.

Der Ansatz für die PCR ist aus Abb. 4.7 ersichtlich, das PCR-Programm aus

Abb. 4.8. Die optimale Annealing-Temperatur wurde anhand eines Tempe-

ratur-Gradienten ermittelt. Für die PCR wurde ein Gradienten-Cycler der

Firma MJ Research (DNA-Engine PTC-200, Peltier Thermal Cycler) verwen-

det. Die Sequenzen der verwendeten Primer sowie die Längen der entspre-

chenden PCR-Produkte sind in Abb. 4.9 dargestellt.

Abb. 4.7 Ansatz für die PCR-Reaktion

Ansatz für die PCR-Reaktion (25 ul)

2,5 |d lox PCR-Puffer
0,5 |jl dNTP-Mix [je 10 mM]
0,25 ul Taq-Polymerase [5 U/ul] (Boehringer Mannheim)
1,25 Ml DMSO (MERCK)
17 ul DEPC-Wasser
1 ul Primer-Mix, forward und reverse [je 12,5 uM]
2,5 ul cDNA-Probe

Abb. 4.8 PCR-Programm

PCR-Programm

96
96
65
72
72
4°

°C
°C
°c
°c
°c
c

5 min
îmin
1 min 30 s
îmin
10 min
180 min

1
} insgesamt 35 Zyklen

J
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Abb. 4.9 Sequenzen der verwendeten Primer (stets in 5' nach 3'-Richtung an-

gegeben) und Länge der PCR-Produkte

ApoE-RT forward:
ApoE-RT reverse:

ApoE forward:
ApoE reverse:

GAPDH forward:
GAPDH reverse:

ß-Actin forward:
ß-Actin reverse:

TTC CTG GCA GGA TGC CAG GC
GGT CAG TTG TTC CTC CAG TTC

TCC AAG GAG CTG CAG GCG GCG CA
ACA GAA TTC GCC CCG GCC TGG TAC ACT GCC A

TGA TGA CAT CAA GAA GGT GGT GAA G
TCC TTG GAG GCC ATG TGG GCC AT

CAA GAG ATG GCC ACG GCT GCT
TCC TTC TGC ATC CTG TCG GCA

ApoE-RT
269 bp

ApoE
217 bp

GAPDH
240 bp

ß-Actin
274 bp

Nach der PCR wurde der gesamte Ansatz (25 ul) mit 5 ul Gel Loading Buffer

(siehe Abb. 4.1) versetzt und ein Aliquot (3 bis 8 ul) auf ein 2%iges Agarose-

Gel aufgetragen. Die Elektrophoresebedingungen waren wie oben beschrieben

o,5x TBE mit Ethidiumbromid, 95 V und Raumtemperatur. Das Agarose-Gel

wurde mit dem für Ethidiumbromid-Gele vorgesehenen Filter mit geeigneter

Blende und der geringstmöglichen Verschlußzeit aufgenommen. Durch die

Wahl der Blende wurde der optimale Kontrast eingestellt. Um die Fehler bei

der Quantifizierung möglichst klein zu halten, wurde der größtmögliche Bild-

ausschnitt gewählt. Dann wurde das Gel mit einem Imaging System

(Chemilmager der Firma Biozym®) in computerlesbarer Form dokumentiert

und als TIFF-File gespeichert (siehe Abb. 4.10).
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4.6 Optimierung der RT-PCR

4.6.1 Petrischalen für Zellkulturexperimente

Die für die Experimente verwendeten Petrischalen mußten für jede Zeil-Linie

sorgfältig ausgewählt werden. Wachstumsversuche zeigten, daß sich GOS-3-

Zellen vornehmlich auf Petrischalen der Firma Corning® (Suspension Culture

Dish, Corning® Inc.) vermehren während LN-405-Zellen jene der Firma

Falcon® (EASY GRIP™ Tissue Culture Dish, Falcon®) bevorzugen.

4.6.2 RNase H-Behandlung

Die RNase H baut selektiv den RNA-Anteil in hybriden RNA:DNA-Doppel-

helices ab. Ein Einsatz dieses Enzyms nach der RT-Reaktion kann die Spezi-

fität der PCR verbessern und evtl. die Ausbeute erhöhen. Vorversuche zeigten

jedoch, daß dieser Schritt nur äußerst geringe Auswirkungen zeigt und wurde

daher bei der beschriebenen RT-PCR nicht eingesetzt.

4.6.3 Aufschmelzen der RNA- und cDNA-Proben

Bei diesen Experimenten konnte nachgewiesen werden, daß es für die Repro-

duzierbarkeit der Ergebnisse von großer Wichtigkeit ist, die RNA- und cDNA-

Proben vor der Verwendung für die RT-Reaktion bzw. für die PCR zu erhitzen

(„schmelzen"). Dafür wurden die Proben entweder 10 min lang bei 65 °C oder

5 min lang bei 70 °C inkubiert. Bei diesen Intervallversuchen wurde auch die

Behandlung mit DNAse wieder in den Versuchsablauf eingefügt. Wahrschein-

lich wegen der größeren Reinheit und wegen der geringeren Konzentration der

RNA-Präparation erwies es sich als vorteilhaft, die Housekeeping-Gene bis zur

Zykluszahl n = 25 zu amplifizieren, um ein ausreichendes Signal zu erhalten.

4.6.4 Fällung der RNA

Die Eppendorf-Gefäße sollten während der RNA-Fällung im Rahmen der Be-

handlung mit DNAse in einem Rack aufbewahrt werden, damit sich die gerin-

gen Mengen RNA nicht an ungeeigneter Stelle ablagern und während der Sol-
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vatisierung sicher gelöst werden können. Häufig entstand kein richtiges Pellet,

sondern nur ein zarter Niederschlag, der nur weiterverarbeitet werden konnte,

wenn er sich am Boden der Eppendorf-Gefäße befand.

Ob die Durchführung der RT oder in weiterer Folge auch der PCR überhaupt

sinnvoll wäre, wurde besonders bei den ersten Experimenten durch eine Aga-

rose-Gel-Elektrophorese der frisch rehydratisierten RNA-Pellets überprüft

(solange die Handhabung der RNA noch nicht perfekt war, konnte die RNA

leicht im Laufe der Isolierungs- und Reinigungsschritte verloren gehen). Dabei

wurde jedoch kein spezielles Formaldehydgel verwendet. Zur Orientierung, ob

überhaupt RNA vorhanden war, war ein „normales" Agarose-Gel, wie es zur

Quantifizierung der PCR-Produkte eingesetzt wurde, absolut ausreichend

(siehe Abb. 4.11).

Abb 4.11 Agarose-Gel zur Kontrolle der RNA-Isolierung

Lanes l, 2, 3,7, 8
Lane 4
Lane 5
Lane 6

leer
total RNA, Gos-3
Marker Msp-I
total RNA, SH-SY5Y
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4.6.5 Zeitpunkte für die Probennahme

Da nun die für die Auswertung optimalen Zykluszahlen n für jedes gemessene

Gen unter den oben beschriebenen Bedingungen bekannt waren, konnten die

ersten Stimulationsversuche mit Betaferon® durchgeführt werden.

Das Betaferon®-Lyopholisat wurde mit dem beigepackten Lösungsmittel

(0,54% NaCl, pH 7,00) zu einer Stocklösung der Konzentration 8000 U/ul

verdünnt und in 11 nl-Aliquoten auf - 80 °C gelagert. Es wurden 12 dicht mit

GOS-3-Zellen bewachsene Flasks vorbereitet und zu einem festgelegten Zeit-

punkt mit 1 000 U Betaferon®/ml stimuliert. Die Probenahmen (2 Flasks pro

Zeitpunkt; je eine stimulierte Flask und eine unstimulierte Flask als Kontrolle)

erfolgten 12, 24, 36, 48, 60 und 72 Stunden nach der ersten Stimulation. Das

Stimulationsmedium wurde alle 24 Stunden erneuert. Bei jeder Probennahme

wurde die RNA nach der Trizol®-Methode (siehe Abschnitt 4.2) isoliert. Ein

gleich gestalteter Versuch wurde mit der Zellinie LN-405 ausgeführt. Jede

Probe wurde in der PCR an 4 verschiedenen Zykluszahlen n ausgewertet,

wobei für ApoE die folgende Werte n = 26, 29, 32, 35 herangezogen wurden

(im Gegensatz zu den n = 14, 17, 20, 23 für die Housekeeping-Gene). Für die

ApoE-Messungen wurde das Primer-Paar ApoE verwendet, da damit ein reine-

res PCR-Produkt zu erzielen war als bei Verwendung des Primer-Paares ApoE-

RT. Beide Zeil-Linien zeigten ähnliche Steigungen in der linearen Phase

(Diagramme siehe Abb. 4.12 und Abb. 4.13). Die relativen Werte allerdings

bewiesen noch keinen deutlichen Trend der stimulierten gegenüber der Kon-

trollgruppe (Diagramme siehe Abb. 4.14 bis 4.17).
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Abb.4.12 Erste Stimulationsversuche, Diagramm: Absolutwerte Intensität

gegen Zykluszahl n bei Gos-3-Zellen

l8oo

1600

1400

1200

1000

800

600

400

200

o

Gos-3-Zellen, stimuliert mit l ooo U Betaferon/ml,
Probe-Nahme nach 12 h

-ApoE, Co
-GAPDH.Co
^Actin.Co
- ApoE, Betaferon
- GAPDH, Betateron
- Actin, Betaferon

15 20 25

Zyklusanzahl n

3O 35 40

Abb.4.13 Erste Stimulationsversuche, Diagramm: Absolutwerte Intensität

gegen Zykluszahl n bei LN-4O5~Zellen

LN-405-Zellen, stimuliert mit 1000 U Betaferon/ml,
Proben-Nah me nach 24 h

2500 -t

— ApoE, Co
— GAPDH.Co
— Actin, Co
— ApoE, Betaferon
— GAPDH, Betaferon
— Actin, Betaferon

M 1
1/

15 20 25

Zyklusanzahl n
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Abb. 4.14 Erste Stimulationsversuche, Diagramm: Relative Mengen ApoE zum

Zeitpunkt der Probenahme bei Gos-3-Zellen, bezogen auf GAPDH

a 0,80

1
0,60

0,00

Verlauf der ApoE-Expression von Gos-3-Zellen
bei Stimulation mit 1 000 U Betaferon/ml;

bezogen auf GAPDH

\

' /

A

/ A
V \

30 40 50

Stunden

— n=2o - Co
-^n=32 - Co
— n=35 - Co
— n=26 - Co

n=26 - Betaferon
— n=2Q - Betaferon
— n=32 - Betaferon
-^n-35 - Betaferon

Abb. 4.15 Erste Stimulationsversuche, Diagramm: Relative Mengen ApoE zum

Zeitpunkt der Probenahme bei Gos-3-Zellen, bezogen auf ß-Actin

o 0.80

1
5 0,60

0,40

Verlauf der ApoE-Expression von Gos-3-Zellen
bei Stimulation mit 1 000 U Betaferon/ml;

bezogen auf Art in

— n=26- Co
r-— n=29 - Co
— n=32-Co
—n=35-Co
— n=26 - Betaferon
— n=29 - Betaferon
-*- n=3a - Betaferon
—- n=35 - Betaferon

40

Stunden



METHODIK ApoE-RT-PCR

Abb 4.16 Erste Stimulationsversuche, Diagramme Relative Mengen ApoE

gegen Zykluszahl n bei LN-405-Zellen, bezogen auf GAPDH

Verlauf der ApoE-Expression von LN-405-Zellen
bei Stimulation mit 1OOO U Betaferon/ml,

bezogen auf GAPDH

6,00 -

g
| 4 , o o

s

2,00

0,00

40 50

Stunden

— n>26, Co
— n=29, Co
— n=32, Co

n=35, Co
n=26, Betaferon
n=29, Betaferon

— n=32, Betaferon
— n=3S, Betaferon

Abb 4.17 Erste Stimulationsversuche, Diagramme Relative Mengen ApoE

gegen Zykluszahl n bei LN-405-Zellen, bezogen auf ß-Actin

0,00

Verlauf der ApoE-Expression von LN-405-Zellen
bei Stimulation mit 1000 U Betaferon/ml,

bezogen auf Actin

20 30 40 50 60 70

— n-26, Co
-*- n=29, Co
— n=32, Co
—11=35, Co
-*- n=26, Betaferon

n=2Q, Betaferon
-— n=32, Betaferon
— n=35, Betaferon
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Aus diesen Versuchen konnten vorläufig (optimale) Zykluszahlen für alle

untersuchten Gene abgeleitet werden: die Ansätze für die Housekeeping-Gene

wurden nach n = 17 aus der PCR-Maschine entfernt während die ApoE-An-

sätze bis n = 35 amplifiziert wurden.

Die langfristige Stimulierung (100 und 1000 U Betaferon®/ml Medium) ergab

keine Abweichungen in der ApoE-Expression der Zell-Iinien GOS-3, LN-405

und SH-SY5Y im Vergleich zu unstimulierten Zellen. Offenbar werden stimu-

lationsbedingte Effekte auf die ApoE-Expression, so es diese überhaupt gibt, in

einem anderen Zeitrahmen wirksam. Da eine noch längerfristige Modifizie-

rung der ApoE-Expression kaum vorstellbar schien, wurde der Zeitrahmen für

den nächsten Versuch enger gewählt. Eine konfluente Flask GOS-3-Zellen

wurde am Tag vor der Stimulation in sechs Petrischalen gesplittet. Die

Probenahmen erfolgten in kürzeren Intervallen, das heißt 30, 60, 120, und

240 min nach der Stimulation mit 1 000 U Betaferon®/ml Medium. Ein ähn-

licher Versuch wurde auch mit LN-405 -Zellen durchgeführt. Die Veränderung

der ApoE-Expression unter Stimulationsbedingungen für die untersuchten

Zeil-Linien ist den Abbildungen 4.18 und 4.19 zu entnehmen.

Abb. 4.18 ApoE-Expression der Gos-3-Zellen über 240 min

1,40

1,20

0,00

Verlauf der ApoE-Expression von Gos-3 Zellen
bei Stimulation mit 1000 Units Betaferon/ml

—GAPDH

—- Beta-Actm

150

min

250 300
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Abb. 4.19 ApoE-Expression der LN-405-Zellen über 240 min

ApoE-Expression von LN-405-Zellen bei Stimulation
mit 1000 U Betaferon/ml

— GAPDH
-^Beta-Actin

min

Der zeitliche Verlauf der ApoE-Expression unter Stimulationsbedingungen

konnte durch eine weitere Verkürzung der Intervalle genauer modelliert

werden. Die Isolierung der RNA-Proben wurde 15, 30, 45, 60 und 120 min

nach der Stimulation mit Betaferon® durchgeführt. Diese Untersuchungen

wurden für GOS-3- und LN-405-Zellen und verschiedene Betaferon®-Kon-

zentrationen (1 000,100,10,1 U Betaferon®/ml Medium) angestellt. Diverse

ApoE-Expressionsprofile sind den Diagrammen in Abb. 4.20 und Abb. 4.21 zu

entnehmen.
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Abb. 4.20 ApoE-Expressionsprofil der Gos-3-Zellen über 120 min

0,70

0,60 -

| 0,50 -
'5

0,40
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0,20

0,10

ApoE-Expression von Gos-3-Zellen bei
Stimulation mit 1000 U Betaferon/ml

A

n_
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-•- Beta-Actin

40 60 80

min
100 120 140

Abb. 4.21 ApoE-Expressionsprofil der LN-405-Zellen über 120 min

3.0°

0,00

ApoE-Expression von LN-405-Zellen bei
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4.6.6 PCR

Auswahl derApoE Primer und Zugabe von 5 % DMSO

In Vorversuchen wurde die Spezifität und Effektivität der beiden ApoE-

Primer-Paare verglichen, wobei der schon länger im Forschungslabor verwen-

dete ApoE-Primer zuverlässigere Resultate erbrachte als der extra für RT-

Reaktionen geschaffene ApoE-RT-Primer, zu dem auch ein extra dafür vor-

gesehener interner Standard für die RT-PCR erhältlich ist (siehe auch Ab-

schnitt 4.5). Für den Einsatz des ApoE-RT-Primer-Paares wurde ein PCR-

Programm mit einer Annealing Temperatur von 64 °C entwickelt (siehe

Abb. 4.22). Die optimale Annealing-Temperatur von 64 °C wurde mit Hilfe

eines Gradienten-Cyclers (DNA-Engine PTC-200, Peltier Thermal Cycler)

ermittelt; die Dauer der einzelnen Zyklusphasen der PCR wurde durch verglei-

chende Experimente anhand der Reinheit und Ausbeute der PCR-Produkte für

ApoE und die Housekeeping-Gene bestimmt.

Abb 4.22 PCR-Programm für das ApoE-RT-Primer-Paar

PCR-Programm

95
95
64
72
72
4°

°C
°C
°c
°c
°c
c

8 min
imin
1 min 30 s
1 min 30 s
10 min
3 h

1
}

J
insgesamt 35 Zyklen

Wenn allerdings die bereits bekannten ApoE-Primer verwendet werden, so

sollen (wie bereits bei der zur Genotypisierung eingesetzten PCR ermittelt)

dem PCR-Ansatz 5 % DMSO zugefügt werden. In diesem Falle erfolgt die PCR

mit größerer Effizienz und Spezifität, da die Bildung von Primer-Dimeren und

verschwommen erscheinenden Banden durch unspezifische Amplifikation ver-

hindert werden. Die Zugabe von DMSO ist besonders für die korrekte Ampli-
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fikation des ApoE-Fragments erforderlich, beeinflußt aber auch die Amplifica-

tion der PCR-Produkte der als innerer Standard verwendeten Housekeeping-

Gene nicht negativ.

Lineare Phase der PCR zur semiquantitativen Bestimmung der ApoE-Menge

Die Mengenverhältnisse zwischen Struktur-Gen und Housekeeping-Gen(en)

sind nur aussagekräftig, wenn die Messung während der linearen Phase der

PCR erfolgt. Die lineare Phase wird wahrscheinlich von den Housekeeping-

Genen schneller erreicht, da die Menge ihrer mRNA vermutlich deutlich

größer ist als die eines Strukturgens wie ApoE (siehe Abschnitt 4.7, Quanti-

fizierung).

Abb. 4.23 Agarose-Gel nach PCR; 4-Punkt-Eichung

Obere Reihe:

Lanes 1 bis 4
Lanes 5,6 und 8,9
Lanes 10 bis 13
Lane 7
Lane 14
Lane 15

LN-405-Zellen, ApoE, nach Zyklus Nr. 26, 29,32,35
LN-405-Zellen, GAPDH, nach Zyklus Nr. 26, 29, 32, 35
LN-405-Zellen, ß-Actin, nach Zyklus Nr .26, 29, 32,35
Marker Msp-I
Blindwert
leer

Untere Reihe:

Lanes 1 bis 4
Lanes 5-7 und 9
Lanes 10 bis 13
Lane 8
Lane 25
Lane 26

SH-SY5Y-Zellen, ApoE, nach Zyklus Nr. 26, 29,32,35
SH-SY5Y-Zellen, GAPDH, nach Zyklus Nr. 26,29,32, 35
SH-SY5Y-Zellen, ß-Actin, nach Zyklus Nr .26, 29,32,35
Marker Msp-I
LN-405-Zellen, BDNF, nach 35 Zyklen
SH-SY5Y-Zellen, BDNF, nach 35 Zyklen
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Diese Vermutung wurde überprüft, indem pro Probe mehrere Ansätze vorbe-

reitet wurden, die unterschiedlich lange an der PCR-Reaktion (verschiedene

Zyklusanzahl n) teilhatten. Ergaben sich für alle untersuchten Gene gleiche

(oder zumindest ähnliche) Steigungen, so waren die erhaltenen Daten geeignet

zur Ermittlung der relativen Menge eines bestimmten Strukturgens (hier

ApoE). Die Linearität der ApoE-PCR wurde anhand einer 4- bzw. 5-Punkt-

Eichung überprüft. Diese ersten Versuche wurden der Einfachheit halber ohne

DNase- und RNase H-Behandlung durchgeführt. Die Röhrchen wurden nach

(23) 26, 29, 32 und 35 Zyklen aus dem PCR-Gerät herausgenommen und dann

in einer anderen PCR-Maschine oder im Wasserbad weitere 10 min bei 72 °C

inkubiert (abschließende Extension wie im PCR-Programm). Unter diesen

Bedingungen waren allerdings die Housekeeping-Gene bereits in der Sätti-

gungs- bzw. Plateauphase, während sich die ApoE-PCR noch in der linearen

Phase befand (Agarose-Gel siehe Abb. 4.23, Diagramm Absolutwerte gegen

Zyklusanzahl n siehe Abb. 4.24). Auch eine Verdünnung der PCR-Produkte

der Housekeeping-Gene (1:10,1:50) brachte keine Verbesserung, die Sättigung

blieb unverändert.

Abb. 4.24 Diagramm 4-Punkt-Eichung (26, 29,32, 35 Zyklen)

RT-PCR - 4-Punkt-Eichung

— LN-ApoE
— LN-GAPDH
— LN-Acün
— SH-ApoE
— SH-GAPDH
— SH-Actin

' 26 28 30
Zyklusanzahl n
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Eine 5-Punkt-Eichung erbrachte bei gleicher Durchführung wie oben beschrie-

ben keine wesentliche Verbesserung, obwohl geringere Mengen an PCR-Pro-

dukt (3 ul statt 8 ul) auf das Agarose-Gel aufgetragen wurden. Auch bei Zyklus

23 waren die Housekeeping-Gene bereits in der Plateauphase, somit ergab die

Ermittlung der relativen Mengen der ApoE-mRNA keine zuverlässigen Ergeb-

nisse. Die Absolutwerte für das PCR-Produkt des ApoE-Gens zeigten aller-

dings die zu erwartende sigmoide Kurve (siehe auch Abschnitt 4.7, Quanti-

fizierung), wenn diese gegen die Zykluszahl n aufgetragen wurden. Das ent-

sprechende Diagramm ist der Abb. 4.25 zu entnehmen.

Abb.4.25 Diagramme 5-Punkt-Eichung (23,26, 29,32,35Zyklen)

RT-PCR - 5-Punkt-Eichung

26 28 30

Zyklusanzahl n

5,
ApoE
LN-405,
GAPDH

-LN-405,
Actin

-SH-S
ApoE

- SH-SY5Y,
Actin

Um die Messung bei allen Genen in der linearen Phase der PCR durchzu-

führen, wurden die Housekeeping-Gene bei niedrigeren Zykluszahlen (n = 11,

14,17, 20, 23) gewertet, die ApoE-Produkte hingegen weiterhin bei den oben

angegebenen Zykluszahlen. Im Diagramm Absolutwerte (Intensität) gegen
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Zykuszahl n waren nun bei allen getesteten Zeil-Linien (GOS-3, LN-405 und

SH-SY5Y) ähnliche Steigungen zu beobachten und keine der Reaktionen war

zum Test-Zeitpunkt bereits in der Sättigungsphase, die Messungen erfolgten

also innerhalb der linearen Phase (Abb. 4.26 bis 4.28).

Abb. 4.26 Diagramm 5-Punkt-Eichung Gos-3-Zellen (verschiedene Zyklus-

zahlen)

1800 -1

— ApoE
— GAPDH
— Actin

GOS-3-Zellen - 5-Punkt-Eichung

15 2O 2S
Zyklusanzahl n

30 35
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Abb. 4.27 Diagramm 5-Punkt-Eichung LN-405-Zellen (verschiedene Zyklus-

zahlen)

25O0 -

2000

g 15OO

I
lOOO -

5OO

O n

LN-405-Zellen - 5-Punkt-Eichung

/

— ApoE
— GAPDH
— Actin

> 5

. ; / .

y /
10 15 20 25 30 35 40

Zyklusanzahl n

Abb. 4.28 Diagramm 5-Punkt-Eichung SH-SYsY—Zellen (verschiedene Zyklus-

zahlen)

SH-SY5Y-ZeUen - 5-Punkt-Eichung

/

/

/ , •

— ApoE
— GAPDH
— Actin

/ /

/ /

10 15 20 25 30 35
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4.6.7 Agarose-Gel-Elektrophorese zur Quantifizierung

Zur Verbesserung der Genauigkeit der Quantifizierung wurden in der Agarose-

Gel-Elektrophorese zum Auftragen der PCR-Produkte anstatt der 15-Well-

Kämme (jede Lane wurde mit je 3 ul PCR-Produkt beschickt) 8-Well-Kämme

verwendet, bei denen jede Lane mit ioul beladen wurde. So bewirkte ein even-

tueller Pipettierfehler beim Laden nur einen prozentuell geringeren Fehler.

4.7 Quantifizierung der ApoE-RT-PCR

In vielen Fällen ist es ausreichend zu wissen, ob ein bestimmtes PCR-Produkt

(Target) vorhanden ist oder nicht. In der quantitativen PCR hingegen ist die

(relative oder absolute) Menge der PCR-Produkte von Interesse. Relative Än-

derungen oder Unterschiede in der Konzentration sind zumeist leichter zu er-

mitteln als absolute Mengen (wie viele Moleküle/wieviel ng einer bestimmten

mRNA-Spezies enthält die Probe?)154.

4.7.1 Mathematische Beschreibung der PCR

Das PCR-Edukt wird während der PCR exponentiell vervielfältigt (amplifi-

ziert), d.h. die Menge des PCR-Produkts verdoppelt sich in jedem Zyklus

(siehe Abb. 4.29). Die Amplifikationseffizienz E (das ist jener Anteil der Tar-

getmoleküle, der während jedes Zyklus verdoppelt wird) bleibt während der

exponentiellen Phase der PCR konstant (meist bis zum Zyklus 20 bis 30),

danach sinkt E langsam, bis die PCR schließlich in die Plateauphase eintritt.

Das Absinken von E kommt durch die Anhäufung des PCR-Produkts oder die

in der späten Phase der PCR limitierend geringen Konzentration einer Reak-

tionskomponente zustande.
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Abb. 4.29 Mathematische Beschreibung der PCR

Exponentielle Phase der PCR:

Y„ = Y n l * (1 + E)

Yn Anzahl der Targetmoleküle nach dem Zyklus n
Yn-i Anzahl der Targetmoleküle nach dem Zyklus n - i
E Amplifikationseffizienz mit o < E < 1

Anhäufung des PCR-Produkts:

Y = Yo * ( l + E) * n

Y Anzahl der Moleküle des PCR-Produkts
Yo Anzahl der Moleküle des PCR-Edukts
n Anzahl der Zyklen
E Amplifiaktionseffizienz mit o < E < 1

E und damit in weiterer Folge auch der exponentielle Charakter der PCR

unterliegen dem Einfluß etlicher Parameter wie beispielsweise Länge und

Sequenz des Targets, relative Mengen der Bestandteile im Ansatz, Spezifität

des Primer-Annealing, Temperaturverlauf, Menge der Targetmoleküle, Tran-

skriptionsrate der DNA Polymerase. Kleine Unterschiede in E verursachen

große Unterschiede in der Menge an PCR-Produkt und können so eine exakte

Quantifizierung verhindern. Die Probennahme für die Quantifizierung muß

daher grundsätzlich während der exponentiellen Phase der PCR erfolgen. Bei

der Quantifizierung von mRNA-Molekülen muß darüber hinaus auch die Effi-

zienz der RT Reaktion in Betracht gezogen werden. Sie wird durch ähnliche

Faktoren beeinflußt wie die PCR.

4.7.2 Prinzipien der Quantifizierung

Unterschiedliche Überlegungen können zu einer erfolgreichen Quantifizierung

der PCR-Produkte führen. Interne Standards und kinetische Messung des Um-

satzes der PCR sind geeignete Methoden, sofern die jeder Vorgangsweise eige-

nen Schwächen berücksichtigt werden.
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Kinetische Methoden

Der Wert von E kann durch wiederholte Probennahme in aufeinanderfolgen-

den Zyklen während der exponentiellen Phase experimentell bestimmt wer-

den. In jeder dieser Proben wird die Menge an PCR-Produkt gemessen. Daraus

kann E berechnet werden (siehe Abb. 4.30).

Abb. 4.30 Allgemeine Gleichung für E

E = - l + (Pi / Pi-j)i/j

j Anzahl der Zyklen im Probennahme-Intervall
Pi Menge des PCR-Produkts im höheren Zyklus
Pi-j Menge des PCR-Produkts im niedrigeren Zyklus

Trägt man die gemessenen Werte Pi als Funktion der Zykluszahl n in einem

doppelt logarithmischen Diagramm auf, kann log E aus dem Anstieg und

log Po aus dem y-Achsenabschnitt bei n = o ermittelt werden (Formel siehe

Abb. 4.31; Diagramm siehe Abb. 4.32). Diese semiquantitative Methode kann

durch die Verwendung einer externen Vergleichsskala (externer Standard) zur

Messung von absoluten Werten eingesetzt werden. Eine derartige Standard-

kurve, die auf einer Verdünnungsreihe des gereinigten PCR-Produktes basiert

oder durch die Amplifikation mehrerer Verdünnungen der cDNA-Lösung ent-

steht, ermöglicht unter geeigneten Bedingungen (Analyse von Duplicates bzw.

Triplicates für jede Probe, gleiche Werte von E, Analyse von Negativ- und Posi-

tiv-Kontrollen) genaue und reproduzierbare Ergebnisse bei vergleichsweise

geringen Kosten.

Abb. 4.31 Ermittlung von Po

logPi = log Po + n * log * (l+E)

Po Ursprüngliche Menge an Target-Molekülen
Pi Menge an Target-Molekülen nach der PCR
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Abb. 4.10 Agarose-Gel zur Quantifizierung der relativen ApoE-mRNA-Menge

(Gos-3-Zellen)

Obere Reihe:

Lanes 1 unds
Lanes 2 und 6
Lanes 3 und 7
Lane 4
Lane 8

ApoE (217 bp)
GAPDH(24Obp)
ß-Actin (274 bp)
Marker Msp-I
leer

Untere Reihe:

Lanes 2 und 6
Lanes 3 und 7
Lanes 4 und 8
Lane 5
Lanei

ApoE (217 bp)
GAPDH(24Obp)
ß-Actin (274 bp)
Marker Msp-I
leer
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Abb. 4.32 Diagramm zur Ermittlung von E und Po

A

P.

= log(l + E)

n

Verwendung eines Internen Standards

Die Verwendung nichtkompetitiver interner Standards bei der sogenannten

Multiplex PCR dient zur Bestimmung relativer Unterschiede (> 2-fache Men-

ge) in der Ausgangskonzentration eines Targets (meist spezifische mRNAs) in

verschiedenen Proben. Zusammen mit dem gewünschten Target wird eine

andere zelluläre Sequenz vervielfältigt („Co-Amplification"), die keine Se-

quenzähnlichkeiten mit dem Target aufweist. Oft werden konstitutiv expri-

mierte Gene, sogenannte Housekeeping-Gene, als interner Standard heran-

gezogen. Zu beachten ist dabei, daß der betreffende interne Standard während

des gesamten Experiments (auch unter Stimulationsbedingungen) in dersel-

ben Konzentration vorliegen muß. Die Amplifikation des internen Standards

wird entweder in einem separaten Ansatz oder auch im selben Röhrchen

durchgeführt.

Zur verläßlichen semiquantitativen Bestimmung müssen für beide Sequenzen

gleiche Werte für E und somit gleiche Effizienzen in der RT-Reaktion voraus-

gesetzt werden; zudem sollten für jede Probe mehrere Ansätze untersucht
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werden. Die Probe-Nahme muß grundsätzlich während der exponentiellen

Phase der PCR erfolgen. Der oft zu beobachtende große Unterschied in der an-

fänglich vorhandenen Anzahl der Moleküle (relative Unterschiede in der Ex-

pression der betreffenden Gene) kann zu Problemen bei der Quantifizierung

führen, da die exponentielle Phase der PCR bei unterschiedlichen Zyklusan-

zahlen stattfindet und E sich in der folgenden Plateauphase ändert. Die Aus-

wertung einer solchen Reaktion kann dennoch gelingen, wenn die Primer für

den internen Standard erst bei einem späteren Zyklus zugegeben werden.

Die Verwendung kompetitiver interner Standards im Rahmen der sogenann-

ten „Kompetitiven PCR" erlaubt neben der Quantifizierung sogar weitgehende

Sequenzhomologien zwischen internem Standard (Competitor) und Target,

die größtmögliche Ähnlichkeit in der Effizienz der PCR gewährleisten sollten.

Ein Competitor wird für jedes Target eigens hergestellt, beide besitzen die-

selben Primer-Bindungsstellen. Auch die übrige Sequenz differiert nur wenig

(beispielsweise kann durch eine oder mehrere Punktmutation(en) eine zusätz-

liche Restriktionsschnittstelle eingeführt werden), sodaß die resultierenden

PCR-Produkte gerade noch unterschieden werden können. Die große Ähnlich-

keit zwischen Target und Competitor begünstigt auch in der Plateauphase sehr

ähnliche Werte für E. Kompetitive PCR-Experimente können daher problem-

los auch nach Erreichen der Plateauphase ausgewertet werden. Weisen Com-

petitor und Target unterschiedliche Werte für E auf, so können lediglich die

relativen Mengen für die beiden Komponenten sehr genau bestimmt werden,

während eine absolute Quantifizierung unmöglich ist. Die in einer Probe ent-

haltene Menge an Target wird durch mehrere Experimente ermittelt (mehrere

parallele Ansätze pro Probe). In jedem Ansatz ist der gleiche Anteil an Target-

molekülen (To) vorhanden, diese werden zusätzlich mit verschiedenen (be-

kannten) Mengen an Competitor (So) versetzt. Die Quantifizierung erfolgt bei

äquimolaren Mengen von Target und Competitor besonders genau und zuver-

lässig anhand eines doppelt-logarithmischen Graphen: log (Tn/Sn) vs. log So

(Formel siehe Abb. 4.33, Steigung- 1).
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Abb. 4.33 Auswertung der kompetitiven PCR

log(T„/Sn) = log To- log So
Tn Menge an Target-Molekülen nach dem n-ten Zyklus
Sn Menge an Competitor-Molekülen nach dem n-ten Zyklus
To Anfängliche Menge an Target-Molekülen
So Anfängliche Menge an Competitor-Molekülen

Zeigt die Standardkurve der kompetitiven PCR eine von - 1 abweichende Stei-

gung so kann dies verschiedenen Ursachen haben:

• Läuft die PCR in die Sättigungsphase, so entsteht ein systemischer Bias

zugunsten des vorherrschenden PCR-Produktes (Tn/Sn > oder < To/So).

Da nur die Steigung niedrigere Werte annimmt, die Position des Äqui-

valenzpunktes jedoch unverändert bleibt, ist die Quantifizierung den-

noch korrekt möglich.

• Mit Ethidiumbromid gefärbte Banden können auf Agarose-Gelen

gekippte Standardkurven ergeben, wodurch die korrekte Quantifizie-

rung allerdings nicht beeinträchtigt wird (auf Polyacrylamid-Gelen

resultiert jedoch die übliche Steigung von - 1).

• Ist der Graph durch ungleiche Werte für E bei Target und Competitor

verzerrt, so wird auch die Position des Äquivalenzpunkts verschoben

und somit eine korrekte Quantifizierung unmöglich.

4.7.3 Detektion und Quantifizierung der PCR-Produkte

Vorhandensein, Menge und Reinheit des PCR-Produkts werden mit Hilfe

eines geeigneten Detektionssystems überprüft. Die Markierung des PCR-

Produkts kann mit radioaktiven oder fluoreszierenden Labels durchgeführt

werden. Diese Markierung kann bei der Amplifikation problemlos durch „gela-

belte" Desoxyribonukleotide oder Primer eingeführt werden. Auch die Anlage-

rung von helix-interkalierenden Farbstoffen wie Ethidiumbromid oder die (se-

quenzspezifische oder Biotin/Streptavidin-vermittelte) Koppelung von Enzym-
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Konjugaten können zum Nachweis verwendet werden. Lagern sich die Primer

auch an nicht-targetspezifische Sequenzen an (mispriming), so wird die Rein-

heit des PCR-Produkts vermindert. Die exakte Quantifizierung kann unter

diesen Umständen durch auf Oligonukleotid-Sonden basierenden Methoden

erreicht werden, die über die Sequenzinformation ausschließlich das (korrekt

gebildete) gewünschte PCR-Produkt erkennen.

Nicht-sequenzspezifische Detektionssysteme

Bei elektrophoretischen Methoden wie der Agarose-Gel-Elektrophorese oder

der Polyacrylamid-Gel-Elektrophorese (PAGE) kann das PCR-Produkt ent-

weder durch Ethidiumbromid-Färbung oder bei Verwendung von radioaktiv

markierten Reagenzien durch Autoradiographie nachgewiesen werden.

High Pressure Liquid Chromatography (HPLC) der PCR-Produkte mit an-

schließender Detektion der UV-Absorbanzen ermöglicht den Nachweis bis in

den Femtogramm-Bereich (das entspricht ca. 103 Molekülen an PCR-Edukt).

Bei Verwendung fluoreszenz-markierter PCR-Produkte in Kombination mit

einem Fluoreszenz-Detektor kann die Nachweisgrenze noch deutlich nach

unten verschoben werden.

In Solid Phase-Assays werden die mit Digoxygenin markierten PCR-Produkte

kovalent oder über Biotin-Streptavidin-Wechselwirkung an eine Mikrotiter-

platte gebunden. Gegen Digoxygenin gerichtete Enzym-Konjugate (enthalten

in vielen Fällen Peroxidase oder Alkalische Phosphatase) erlauben in Kombi-

nation mit einem chromogenen oder fluoreszierenden Substrat die einfache

und effiziente Quantifizierung der PCR-Produkte. Zum quantitativen

Nachweis spezifischer mRNA-Spezies kann eine Kombination von RT-PCR

und in uzïro-Transkription herangezogen werden („Transkriptionsvermittelte

Quantifizierung"). Der am s'-Ende der PCR-Produkte gekoppelte Promoter für

die T7-RNA-Polymerase ermöglicht die Transkription in Gegenwart markier-

ter Ribonukleotide. Durch die Verstärkung des Signals bei der Transkription

eignet sich diese Methode besonders für niedrige Konzentrationen der betref-

fenden mRNA-Spezies.
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Sequenzspezifische Detektionssysteme

Bei den verschiedenen Dot-Blot-Methoden wird das denaturierte PCR-Produkt

auf einer festen Phase (Nitrocellulose-Membran, Mikrotiterplatte) immobili-

siert und durch Hybridisierung mit einer markierten Oligonukleotid-Sonde

identifiziert. Bei sogenannten Reversen Dot-Blot Methoden wird die Sonde als

Anker immobilisiert und das in Lösung befindliche PCR-Produkt spezifisch

hybridisiert. Durch Biotin-Streptavidin-Wechselwirkung wird ein Enzym an-

gekoppelt, das durch Substrat-Umsetzung ein leicht meßbares Signal erzeugt.

Die Signalintensität ermöglicht durch den Vergleich mit der Standardsubstanz

in verschiedenen Konzentrationen eine relative Quantifizierung.

Das Prinzip des Enzyme-Linked Oligosorbent Assay (ELOSA) gestattet einen

schnellen sequenzspezifischen und quantitativen Nachweis von PCR-Produk-

ten. Die Molekülteile, die die Bindung an die feste Phase und die Signalerzeu-

gung vermitteln, sind definitionsgemäß auf verschiedenen Strängen des aus

PCR-Produkt und Oligonukleotid-Sonde gebildeten Hybridisierungsprodukts

lokalisiert, sodaß nur das korrekt hergestellt PCR-Produkt ein Signal hervor-

ruft. Es kann sowohl die Oligonukleotid-Sonde als auch das (durch Hitze oder

Alkali) denaturierte PCR-Produkt immobilisiert vorliegen. Nach dem Hybri-

disierungs-Schritt unter stringenten Bedingungen (unter stringenten Bedin-

gungen kann nur die korrekte Hybridisierung stabil erfolgen, wohingegen un-

korrekte Hybridisierungen wegen der weniger festen Bindungen wieder gelöst

werden) wird z.B. über eine Digoxygenin-Markierung ein Enzym-Konjugat an-

gelagert, das - wie oben beschrieben - durch Umsetzung eines geeigneten Sub-

strates ein meßbares Signal erzeugt. Interne Standards mit gleicher Länge wie

das Target können bei kleinen Sequenzunterschieden durch eine zweite Sonde

simultan quantifiziert werden.

Beim DNA-Immuno-Assay wird ein Antikörper zum Nachweis des PCR-Pro-

duktes herangezogen. Bei der Hybridisierung von PCR-Produkt und Oligo-

nukleotid-Sonde entstehen DNA:DNA-Hybrid-Helices, die von einem mono-

klonalen Anti-dsDNA-Antikörper erkannt werden. Enzym-Konjugate erzeugen
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in Kombination mit geeigneten Substraten ein quantitatives Signal, das durch

Vergleich mit einer Standardkurve ausgewertet wird. Weder das PCR-Produkt

noch die Sonde müssen bei dieser Methode markiert werden, wohingegen eine

stringente Hybridisierung eminent wichtig ist.

4.7.4 Praktische Vorgangsweise bei der Quantifizierung

Die relative Menge des ApoE-PCR-Produktes wird durch die Verwendung von

den Housekeeping-Genen GAPDH und ß-Actin als interner Standard be-

stimmt (siehe Abschnitt 4.7.2). Die Intensität der einzelnen Banden wird als

Maß für die Menge eines PCR-Produktes herangezogen.

Die Auswertung der nach der Agarose-Gel-Elektrophorese hergestellten TIFF-

Files kann direkt mit der Chemilmager-Software (Einstellung: Spot Denso mit

Auto-Background-Korrektur) durchgeführt werden. Die densitometrische Aus-

wertung des Agarose-Gels (Messung der Bandenintensität) kann alternativ

auch mit dem Softwarepaket Scionlmage (das ist die PC-Version des bekann-

ten NIH-Image) erfolgen. Beide Verfahren liefern vergleichbare Ergebnisse.

Die Flächen der einzelnen Banden werden mit der Maus genau umgrenzt und

von der Software als Peak interpretiert, wobei die Fläche unter dem Peak

mit der Banden-Intensität korreliert. Die Chemilmager-Software berück-

sichtigt automatisch die Hintergrundwerte, während bei dem Softwarepaket

Scionlmage die Fläche unter dem Peak selbst festgelegt werden muß (siehe

Abb. 4.34), wobei gleichzeitig die Korrektur für störende Nebensignale bzw.

ungleichmäßiges Hintergrundrauschen erfolgt. Die resultierenden Absolut-

werte sind dimensionslose Zahlen, die direkt für die Ermittlung des relativen

Mengenverhältnisses zwischen Struktur-Gen (hier ApoE) und Housekeeping-

Gen(en) herangezogen werden oder auch in Beziehung zur Zykluszahl n

gesetzt werden, um z.B. die lineare Phase einer PCR zu ermitteln.
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Abb. 4.34 Bestimmung der Peak-Fläche

Von oben nach unten:

ApoE 217 bp
GAPDH 240 bp
ß-Actin 274 bp

Beispiele für typische Werte und Diagramme sind den Abb. 4.35 bis 4.37 zu

entnehmen. Sind die zu vergleichenden PCR-Produkte verschieden lang, so

lagern sie unterschiedliche Mengen an Ethidiumbromid in die Doppelhelix

ein. Die Menge an Ethidiumbromid kann die Intensität der Banden ver-
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fälschen und das Signal entspricht in diesem Fall nicht mehr ausschließlich

der Menge des PCR-Produktes. Bei der Errechnung der relativen Werte wird

daher die unterschiedliche Länge der PCR-Produkte durch Normierung be-

rücksichtigt.

Abb. 4.35 Auswertung der erhaltenen Werte für die Peakfläche und Ermittlung

der relativen Mengen der PCR-Produkte für ApoE bezüglich der

Housekeeping-Gene GAPDH und ß-Actin
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Abb. 4.36 Beziehung zwischen Zeitpunkt der Probennahme und relativer

Menge der ApoE-mRNA (Diagramm siehe Abb. 4.37)
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Abb. 4.37 Veränderung der ApoE-Expression bei Stimulierung mit Betaferon®

0,70 -1

ApoE-Expression von Gos-3-Zellen bei
Stimulation mit 1000 U Betaferon/ml

—GAPDH
— Beta-Actin

20 40 60 80
min

100 120 140

5. ApoE-Western Blot

5.1 Übersicht und Prinzip

Die geringen ApoE-Konzentrationen in den Zellkultur-Uberständen und in der

Proteinfraktion der Zellen können nicht exakt und reproduzierbar mit dem

ApoE-ELISA gemessen werden. Dies macht daher die Etablierung eines em-

pfindlicheren ApoE-Western Blot-Verfahrens (auch Immuno-Blot genannt)

notwendig. Hierbei werden die nach der Größe aufgetrennten Proteine auf

eine Membran transferiert und anschließend unter Verwendung nichtradio-

aktiver Detektionsmethoden mit einem spezifischen Antikörper nachgewiesen.

Die Auftrennung der Proteine erfolgt durch eine denaturierende SodiumDo-

decylSulphate-PolyAcrylamide Gel Electrophoresis (SDS-PAGE). Die Proteine

werden mittels Elektro-Blotting auf eine Nitrocellulose- oder PVDF-Membran

(PolyVinylidenDiFluorid) übertragen. Zur Absättigung unspezifischer Bindun-

gen wird die Membran einem sogenannten Blocking unterzogen, d.h. sie wird
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einem komplexen Proteingemisch wie z.B. non-fat dry milk oder Bovine Serum

Albumine (BSA) ausgesetzt. Dann wird ein spezifischer ApoE-Antikörper

aufgebracht, der durch Koppelung mit einem Enzym-Konjugat und anschlie-

ßender Umsetzung eines geeigneten Substrates durch Bildung eines Farb-

stoffes oder über Chemilumineszenz nachgewiesen wird.

Die Etablierung und Optimierung des ApoE-Western Blot wurde unter Be-

rücksichtigung verschiedener Literaturangaben durchgeführt. Die bereits vor-

handenen Antikörper und Reagenzien wurden nach Möglichkeit eingesetzt.

Richtwerte für die Konzentration des Trenngels und die Proteinmenge pro

Lane konnten in verschiedenen Artikeln gefunden werden 7,70,82. £)er Nach-

weis der ApoE-Bande(-n) mithilfe einer Chemilumineszenzmethode wurde

von verschiedenen Autoren empfohlen 1361, wobei dann auf den Einsatz radio-

aktiver Substanzen verzichtet werden kann. Manche Wissenschaftler erachten

eine Immunopräzipitation des ApoE vor der SDS-PAGE für notwendig 13.

Diese Fällungsreaktoin wurde allerdings nicht durchgeführt, da der Western

Blot auch dann sensitiv und spezifisch war und ein eventueller Materialverlust

beim Präzipitationsschritt vermieden werden konnte.

5.2 Durchführung des ApoE-Western Blot

5.2.1 Aufarbeitung des Zellkultur-Überstandes und der Zellproteine

Die Zellkultur-Überstande wurden nach der Inkubation (mit oder ohne Stimu-

lation durch Betaferon®) abgezogen und ohne weitere Behandlung direkt bei

- 80 C tiefgefroren.

Die in der Zelle vorhandenen Proteine können nach der ersten Zentrifugation

bei der Trizol®-RNA-Isolierung aus der organischen (Chlorofom-)Phase extra-

hiert und aufbereitet werden (siehe Abschnitt 4.2).

Nach dem Abpipettieren der RNA-haltigen wässerigen Phase wird die verblei-

bende organische Phase samt Interphase mit 0,3 ml ioo%igem Ethanol/ml

Trizol-Lösung® versetzt und 3 min lang bei Raumtemperatur inkubiert. An-

schließend wurde zur Fällung der DNA 5 min lang bei 4 800 rpm und + 4 °C
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zentrifugiert. Das DNA-Pellet war nicht in allen Fällen sichtbar und oft nur

winzig. Der Überstand (ca. 800 ul) wurde vorsichtig abpipettiert, zu gleichen

Teilen in je 2 frische Eppendorf-Gefäße übergeführt und mit jeweils 750 ul Iso-

propanol vermischt und 10 min lang bei Raumtemperatur inkubiert. Anschlie-

ßend wurden die gefällten Proteine bei 12 000 rpm und +4 °C 10 min lang

pelletiert. Der Überstand wurde abgesaugt und das Proteinpellet mit je 1 ml

Guanidiniumhydrochloridlösung [0,3 M in 95%igem Ethanol] gewaschen (das

Proteinpellet konnte in diesem Stadium bis zu 1 Monat bei + 4 °C aufbewahrt

werden). Nach einer 20-minütigen Inkubation bei Raumtemperatur konnte

das Pellet wieder durch eine 5-minütige Zentrifgation bei 9 200 rpm und

+4 °C abgetrennt werden. Der Waschschritt wurde weitere zwei Mal wieder-

holt. Anschließend wurden die Proteinpellets in je 1 ml Ethanol gewaschen,

inkubiert und zentrifugiert (wie oben beschrieben) und ca. 5 min lang in der

Vakuumzentrifuge („SpeedVac"; Centrifugal Evaporator Model No. GV2,

Firma GyroVap) getrocknet. Die Proteinpellets sollen nach der Trocknung

gerade den letzten Rest der Feuchtigkeit verloren haben, denn sonst wird die

Resolvatisierung weiter erschwert. Jedes Pellet wurde in 200 ul i%iger SDS-

Lösung aufgenommen und unter starkem Schütteln am Thermomix bei 50 °C

resolvatisiert (30 bis 50 min lang). Danach wurden alle zu einer Probe gehöri-

gen Lösungen vereinigt und bei - 20 °C gelagert.

5.2.2 Bradford-Test zur Bestimmung des Protein-Gehalts

Auf jede Lane des Polyacrylamid-Gels soll eine definierte Menge an Gesamt-

protein aufgetragen werden (z. B. 50 ug), daher mußte vor Beginn der Analyse

der Protein-Gehalt der einzelnen Proben bestimmt werden. Der Bradford-Test

wurde in Mikrotiterplatten angesetzt und durch Messung der Absorption aus-

gewertet. Idealerweise sollte die spektroskopische Messung bei 595 nm erfol-

gen; weil dieser Filter nicht zur Verfügung stand, erfolgten die Messungen bei

550 nm und 630 nm.

Die Proben wurden geeignet verdünnt, und jeweils 20 ul pro well vorgelegt.

Anschließend werden 200 ul einer auf Eis aufbewahrten, mit Aqua destillata

5:1 verdünnten Bradford-Stocklösung (Bio-Rad®) zugefügt. Jede Messung
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wurde dreifach durchgeführt. Nach ca. 5 Minuten wurde die Absorption bei

550 nm und 630 nm gemessen (Dynatech® MR7000 Elisa System, ein Filter

für 595 nm war nicht verfügbar). Die Bestimmung des Protein-Gehalts erfolgt

durch Vergleich mit einer gleichzeitig gemessenen Eichkurve, die mit Hilfe

einer Verdünnungsreihe von BSA-Standardlösungen angefertigt wurde (Kon-

zentrationsbereich: 10 bis 100 ug/ml; siehe Abb. 5.1).

Abb. 5.1 BSA-Standardkurve für Bradford-Test
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5.2.3 SDS-PAGE

Die Proteine wurden unter Verwendung eines Sammel- und eines Trenn-Gels

elektrophoretisch nach ihrer Molekülgröße aufgetrennt.

Die beiden Glasplatten der vertikalen Elektrophorese waren durch Spacer von

0,75 mm Dicke getrennt. Für 2 Gele waren ungefähr 16 ml Trenn-Gel und ca.

6 ml Sammel-Gel erforderlich. Zuerst wurde das ca. i2%ige Trenn-Gel unter

Verwendung einer Spritze mit einer 0,75 mm-Kanüle möglichst blasenfrei ge-

gossen (d.h. langsam und gleichmäßig). Nach dessen Aushärtung folgte die

Herstellung des ca. 5%igen Sammel-Gels in gleicher Weise (Zusammensetzung

siehe Abb. 5.2). Es wurde ein Kamm mit 10 Lanes verwendet. Die Taschen

wurden nach Entfernung des Kamms ausgiebig mit Aqua destillata und
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ix Running Buffer (Zusammensetzung siehe Abb. 5.3) gespült. Inzwischen

wurden die Proben und der Marker (Rainbow™ Coloured Protein Molecular

Weight Markers Low Range von Amersham Pharmacia Biotech) mit der ent-

sprechenden Menge Sample Buffer (Zusammensetzung siehe Abb. 5.3) ver-

setzt und 10 min lang bei 95 °C denaturiert. Äquivalente Proteinmengen (z.B.

30 ng; das entsprechende Volumen wurde für jede Probe aus den Resultaten

des Bradford-Tests errechnet) wurden auf jede Lane aufgetragen, die Elektro-

phorese erfolgte bei 80 V und Raumtemperatur in ix Running Buffer (Zusam-

mensetzung siehe Abb. 5.3). Für die Elektrophorese wurde eine Bio-Rad®

Minigel-Apparatur verwendet.

Abb. 5.2 Gel-Zusammensetzung für die SDS-PAGE (2 Mini-Gele)

T r e n n - G e l : 4,73 ml Aqua destillata
0,33 ml 50%iges Glycerin

I2%ig 3,63 ml Lower Buffer
5,83 ml 30%ige Acrylamid-Lösung
146 ul io%iges APS (Bio-Rad®), frisch zubereitet
24,2|ilTEMED

Sammel-Gel:4,46 ml Aqua destillata
1,91 ml Upper Buffer

5%ig 1,2 ml 3O%ige Acrylamidlösung
75 ul io%iges APS Bio-Rad®), frisch zubereitet
7,5H1TEMED
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Abb. 5.3 Lösungen für die SDS-PAGE

SAMPLE BUFFER [10 ml]
5 ml 50%iges Glycerin
2,5 ml Upper Buffer
2,5 ml Mercaptoethanol (Merck®)
1 g SDS (Bio-Rad®)
Bromphenolblau

Bei +40 lagern

10 %iees APS

100 mg Ammoniumpersulfat/ml, frisch zubereiten

(bei +40 lagern, max. 2 Wochen)

3O%ige ACRYLAMIDLOSUNG Fioo ml]
30 g Acrylamid (Bio-Rad®)
0,8 g Bisacrylamid (Bio-Rad®)
Aqua destillata auf 100 ml

Bei +40 lagern

LOWER BUFFER [100 ml]
18,17 g Tris Base (SIGMA®)
70 ml Aqua destillata
20 - 25 ml 6n HC1 bis zum pH 8,8 zugeben
4 ml io%SDS (Bio-Rad®)

Bei +4° lagern

UPPER BUFFER [loo ml]
6,06 g Tris Base (SIGMA®)
70 ml Aqua destillata
HC1 cone, bis zum pH 6,8 zugeben
4 ml 10 %SDS (Bio-Rad®)

Bei +4° lagern

SX RUNNING BUFFER h Liter]
15 g Tris Base (SIGMA®)
72 g Glycin
50 ml 10% SDS (Bio-Rad®)
pH 8,9 einstellen

Bei +4° lagern
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5.2.4 Elektro-Blotting

Die Proteine wurden nach der Elektrophorese, um sie dem Nachweis durch

spezifische Antikörper zugänglich zu machen, mittels Elektro-Blotting auf eine

Nitrocellulose-Membran transferiert.

Die auf ca. 9,5 x 6,5 cm zugeschnittene Nitrocellulose-Membran mußte vorher

mit ix Running Buffer angefeuchtet werden. Beim Hantieren mit der Mem-

bran wurden stets Handschuhe getragen, um später die korrekte und spezifi-

sche Antigen-Antikörper-Reaktion zu ermöglichen. Das Blotting-Sandwich

wurde in eisgekühltem ix Blotting Buffer (für diese Zwecke kann der Puffer

wiederverwendet werden; Zusammensetzung siehe Abb. 5.3) unter Beachtung

der Richtung des später angelegten Stromflusses blasenfrei zusammengebaut;

die durch die im Überschuß vorhandenen SDS-Anionen negativ geladenen

Proteine wandern zur Anode. Der Tank der Bio-Rad® Blotting-Einheit wurde

vollständig mit ix Running Buffer gefüllt. Das Blotting erfolgte bei konstant

200 mA und +4 °C für 2 Stunden, d.h. die Spannung und die Leistung wurden

auf den Maximalwert eingestellt. Unter diesen Bedingungen konnte eine kon-

stante Blasenentwicklung und eine geringe Erwärmung des Puffers bei gutem

Proteintransfer erreicht werden.

Zur Kontrolle des Proteintransfers wurde die Membran 5 bis 10 min lang bei

Raumtemperatur in Ponceau's S Solution (SIGMA®) geschüttelt, um die auf

der Membran befindlichen Proteine anzufärben. Anschließend wurde die

Membran mit Leitungswasser gespült, bis die Banden sichtbar wurden. Die

Membran wurde zugeschnitten und blasenfrei in Frischhaltefolie verpackt, um

das Bandenmuster für die Dokumentation fotokopieren zu können. Die

Membran wurde anschließend mit reichlich PBS-T (Zusammensetzung siehe

Abb. 5.4) unter kräftigem Schütteln entfärbt.
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Abb. 5.4 Lösungen für das Elektro-Blotting

sx BLOTTING BUFFER [1 Liter]

30,25 g Tris Base (SIGMA®)
142,6 g Glycin

5 g SDS (Bio-Rad®)

Bei +4° lagern

Arbeitslösung: Stock 1:5 verdünnen + 20% EtOH
(d.h. 160 ml 5x Blotting Buffer + 640 ml Aqua destillata + 200 ml EtOH)

IPX PHOSPHATE BUFFERED SALINE PBS (SIGMA®)

Zum Gebrauch 1:10 mit Aqua destillata verdünnen

PBS-T
lx PBS + 0,05% Tween-20

5.2.5 Blocking

Um eine unspezifische Bindung der Antikörper zu vermeiden, wurde die Mem-

bran einer Lösung eines komplexen Proteingemisches ausgesetzt. Dieser

Schritt wird „Blocking" genannt. Das Blocking und alle weiteren Schritte

ähneln dem in Abschnitt 2 beschriebenen ApoE-ELISA, da hier gleichermaßen

die spezifische Wechselwirkung zwischen Protein und Antikörper zum Nach-

weis ausgenützt wird.

Die Membran wurde über Nacht bei +4 °C in einer Lösung von 1% Trocken-

milchpulver (non-fat dry milk, SIGMA®) in ix PBS oder 3% BSA (SIGMA®) in

lx PBS sanft geschüttelt. Die Blocking-Lösung kann ohne Verlust ihrer Effi-

zienz bis zu dreimal wiederverwendet werden. BSA-Blocking bewirkt eine gute

Reduktion des störenden Hintergrundsignals und meist ebenso gute Resultate

wie das Blocking mit dem wesentlich teureren Trockenmilchpulver.
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5.2.6 Inkubation mit dem polvklonalen Anti-ApoE-Antikörper

Die Membran mußte zwischen den einzelnen Inkubationen sorgfältig mit

PBS-T gewaschen werden (4X je 8 min lang, unter leichtem Schütteln bei

Raumtemperatur), um die Spezifität der Antigen-Antikörper-Bindung sicher-

zustellen.

Die Membran wurde bei Raumtemperatur ca. 75 min lang mit dem humanen

Anti-ApoE-Antikörper in geeigneter Verdünnung (diverse Antikörper wurden

getestet, siehe Abb. 5.5) bei Raumtemperatur unter leichtem Schütteln inku-

biert. Die zufriedenstellenden Resultate, die aus der Verwendung eines poly-

klonalen Anti-ApoE-Antikörpers als primären Antikörper resultierten, konn-

ten durch die Verwendung monoklonaler Anti-ApoE-Antikörper nicht weiter

verbessert werden.

Abb. 5.5 Humane Anti-ApoE-Antikörper (primäre Antikörper)

Polvklonaler Antikörper;
Goat Polyclonal Anti-Human ApoE Antibody (CALBIOCHEM®)

Arbeitslösung: 1:10 000 verdünnt in PBS-T
Die Arbeitslösung ist 2 - 3x wiederverwendbar und soll bei +4 °C gelagert werden

Monoklonale Antikörper:

Mouse Monoclonal Anti-Human Apoe Antibody (Biogenesis®)
Arbeitslösung: 1: 5 000 verdünnt in PBS-T

Mouse Monoclonal Anti-Human ApoE Antibody (ICN PHARMACEUTICALS, INC
Pharmaceuticals, Inc.)
Arbeitslösung: 1: 5 000 verdünnt in PBS-T

5.2.7 Inkubation mit dem Enzym-Konjugat

Nach erneutem Waschen mit PBS-T (4X je 8 min lang) wurde die Membran

mit einem geeigneten Enzym-Konjugat, dem sekundären Antikörper, in ent-

sprechender Verdünnung (siehe Abb. 5.6) bei Raumtemperatur für ca. 140 Mi-

nuten unter leichtem Schütteln inkubiert.
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Das Enzym erlaubt durch Umsetzung eines geeigneten Substrates den Nach-

weis der ApoE-Bande. Nach Optimierung des Western Blot-Verfahrens (siehe

Abschnitt 5.3) wurde letztendlich ein sekundärer Antikörper verwendet, der

das Enzym Horseradish Peroxidase (HRP) enthält und in einer Verdünnung

von 1:2 000 eingesetzt wird. HRP erzeugt bei der Umsetzung eines ECL-Sub-

strates (Enhanced Chemical Luminescence; ChemiGlow™, Alphainnotech

Corp.) Chemilumineszenz-Signale, die mit dem Chemilmager (Biozym®) ge-

messen, dokumentiert und ausgewertet wurden (siehe Abschnitt 5.3).

Nach weise-Versuche mit dem Enzym Alkalische Phosphatase (AP), die das

Substrat BCIP/TNBT (Konzentrat, CALBIOCHEM®) in einen violetten Farb-

stoff umsetzt und somit die ApoE-Bande sichtbar macht, ergaben eine (zu)

geringe Sensitivität. Auch bei dieser Methode kann die Membran bei Bedarf

zu Dokumentationszwecken eingescannt und densitometrisch mit der

Scionlmage Software ausgewertet werden.

Abb. 5.6 Enzym-Konjugate (sekundäre Antikörper)

Horseradish Peroxidase-Konjugate:

Rabbit Anti-Goat IgG HRP Conjugate (Molecular Probes®)

Arbeitslösung: 1:2 000 verdünnt in PBS-T
Die Arbeitslösung ist 2 - 3x wiederverwendbar und soll bei +4 °C gelagert werden

Goat Anti-Mouse IgG HRP Conjugate (Molecular Probes®)
Arbeitslösung: 1:10 000 verdünnt in PBS-T

Alkalische Phosphatase-Konjugate:

Rabbit Anti-Goat IgG AP Conjugate (CALBIOCHEM®)
Arbeitslösung: 1:10 000 verdünnt in PBS-T

Goat Anti-Mouse IgG AP Conjugate (Molecular Probes®)
Arbeitslösung: 1:10 000 verdünnt in PBS-T
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5.2.8 Inkubation mit dem ECL-Substrat und Messung des Chemilumineszenz-

Signals

Die Membran wurde nach der Inkubation mit dem sekundären Antikörper mit

PBS-T gründlich gewaschen (4X je 8 min lang) und mit dem ECL-Substrat

inkubiert.

Die Lösungen A und B des ChemiGlow™-Nachweissystems wurden zu glei-

chen Teilen gemischt (je 5 ml für 1 Membran). Die Membran wurde bei Raum-

temperatur 5 min lang unter leichtem Schütteln inkubiert. Anschließend

wurde die Membran möglichst blasen- und faltenfrei in Frischhaltefolie ver-

packt. Das Photographierkabinett des Chemilmager (Biozym®) wurde zur Ver-

meidung von Streulicht mit einer schwarzen Platte als Untergrund versehen

und der für Chemilumineszenz-Messungen vorgesehene Filter in den Strah-

lengang der Kamera eingebracht. Die Membran wurde in das Photographier-

kabinett gelegt, der Bildausschnitt möglichst groß gewählt und das Kamera-

Objektiv fokussiert. Das von den Proteinbanden ausgesendete Chemilumi-

neszenz-Signal wurde je nach Intensität 45 bis 120 s lang mit der Kamera

gemessen, bis ein optimaler Kontrast zwischen Banden und Hintergrund er-

reicht war. Das Resultat wurde als TIFF-File gespeichert und densitometrisch

ausgewertet (siehe Abschnitte 5.3 und 5.4).

5.3 Optimierung des ApoE-Western Blot-Verfahrens

5.3.1 Zeitpunkte für die Probennahmen

Aus dem Ablauf der Proteinsynthese ergibt sich, warum der Zeitrahmen für

eine Messung der Veränderung der Proteinexpression bzw. Proteinsekretion

unter Stimulationsbedingungen weiter gefaßt werden muß als für die Messung

der Veränderung der mRNA-Transskription. Die Translation der ApoE-mRNA

zum Protein und dessen Sekretion müssen ablaufen können, bevor ein Signal

zu erfassen ist.
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Beim Einsatz von Serien à 14 Proben (jeweils 2 Kontrollen als Nullpunkt-Refe-

renz und 12 Meßpunkte) haben sich Zeiträume von 12 und 9 Stunden - die

einzelnen Proben wurden jeweils nach 60 bzw. 45 min genommen - als zu lang

erwiesen. Anhand der erhobenen Daten konnte festgestellt werden, daß die

maximale ApoE-Synthese (im Zellprotein gemessen) nach rund 2 h auftritt,

während die maximale ApoE-Sekretion nach rund 3 bis 4 h erfolgt. Erst wenn

die Probennahmen rascher aufeinander folgen, könnten genauere Aussagen

über den Stimulationsverlauf getroffen werden.

Werden die Proben in einem 4-Stunden-Experiment nach 60, 90, 120, 150,

195 und 240 min genommen (Serien à 7 Proben, wobei eine Petrischale als

Kontrolle/Referenz gilt und nicht stimuliert wird), können sowohl Zellproteine

(Information über ApoE-Synthese) als auch Supernatants (Information über

ApoE-Sekretion) zufriedenstellend analysiert werden.

5.3.2 Bedingungen für die SDS-Page

Proteinmenge

Bei den ersten Versuchen mit Liquorproben wurden für Western Blots typi-

sche Proteinmengen von rund 10, 15, 17,5 und 20 ug pro Lane (entsprechend

einem Volumen von 15 bis 40 ul) verwendet (Red Dye Staining siehe Abb. 5.7).
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Abb. 5.7 Red Dye-Staining bei Liquorproben (von einer Probe wurden ver-

schiedene Mengen aufgetragen)

Lanes 1 und 2
Lane 3
Marker
Lanes 4 und 5
Lanes 6 und 7
Lane 8

10 ug Gesamtprotein
SDS Page Standards Low Range

15 fag Gesamtprotein
17,5 ug Gesamtprotein
20 ug Gesamtprotein

Anmerkung: im unteren Bereich der Lanes 2 sowie 6 und 7 sind in der Frisch-
halte-Folie eingeschlossene Luftbläschen als dunkle Flecken sicht-
bar

Für ApoE-Bestimmungen in Supematants mußten allerdings wesentlich grö-

ßere Proteinmengen geladen werden. Erst 30 bis 100 ug Protein führten zu er-

kennbaren ApoE-Banden (BCIP/NBT-Farbreaktion als Nachweismethode).

Bei den Stimulationsversuchen mit IFN-ß wurde Chemilumineszenz zur

Detektion eingesetzt. Dabei konnten die pro Lane aufgetragenen Protein-

mengen (Supematants und resolvatisierte Zellproteine) deutlich reduziert

werden. Typische Werte lagen bei dieser Nachweismethode zwischen 5 und

10 [ig Gesamtprotein/Lane (siehe Abb. 5.8 und 5.9).
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Abb. 5.8 Red Dye-Staining bei Zellkultur-Überständen von Gos-3-Zellen

Lanei
Lane 2
Lane 3

Lane 4
Lanes 5 bis 10

ApoE-Standard, 0,75 ng
ApoE-Standard, 0,38 ng
Zellkultur-Überstand von Gos-3-Zellen, unsti-
mulierte Kontrolle (5 |ig)
Rainbow® Marker
Zellkultur-Überstände von Gos-3-Zellen, nach
Stimulation mit 100 U Betaferon® (5 ^g)

Anmerkung: im Bereich der Lanes 6 bis 8 sind in der Frischhalte-Folie einge-
schlossene Luftbläschen als dunkle Flecken sichtbar

Abb. 5.9 Red Dye-Staining bei resolvatisierten Zellproteinen von Gos-3-

Zellen

Lanei
Lane 2
Lane 3
Lane 4

Lanes 5 bis 10

ApoE-Standard, 0,75 ng
ApoE-Standard, 0,38 ng
Rainbow® Marker
Zellproteine von Gos-3-Zellen, unstimulierte
Kontrolle (5 ng)
Zellproteine von Gos-3-Zellen, nach Stimula-
tion mit 100 U Betaferon® (5 |ig)
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Elektrophorese-Bedingungen

Die in den ersten Experimenten verwendeten 100 bis 120 V (Raumtempe-

ratur), ergaben keinerlei Instabilität des Gels und ermöglichten eine schnelle

Elektrophorese. Im Verlauf der Optimierung wurde allerdings die Voltzahl, um

eine bessere Auftrennung der einzelnen Banden zu gewährleisten, schrittweise

auf 80 V (Raumtemperatur) gesenkt, wenn durch diese Maßnahmen Elektro-

phoresezeiten von 1,5 Stunden nicht überschritten wurden.

Marker

Der Protein-Standard von Bio-Rad® (SDS Protein Standards Low Range)

wurde 1:20 mit Aqua destillata und der entsprechenden Menge Sample Buffer

verdünnt. Pro Lane wurden 10 ul des fertigen Marker-Gemisches aufgetragen.

Später wurde alternativ der Rainbow®-Marker (Rainbow® Coloured Protein

Molecular Weight Marker, Low Molecular Weight Range von Amersham Phar-

macia Biotech) eingesetzt, der praktischerweise auch direkt nach dem Blotting

(bereits ohne Detektion) sichtbar ist und somit einen gelungenen Protein-

transfer anzeigt.

„Kalibrierung" durch ApoE-Lösungen verschiedener Konzentration

Eine Reihe von 1:1-Verdünnungen des ApoE-Standards, ausgehend von

150 ng/Lane, hatte sich mit der Kombination von polyklonalem Anti-ApoE-

Antikörper und AP-Konjugat (BCIP/NBT-Farbreaktion) als zu konzentriert

erwiesen. Eine Konzentrationsreihe ausgehend von 50 ng/Lane ließ sich

mittels Farbreaktion gut detektieren (siehe Abb. 5.10). Durch die Alterung der

Membran im Laufe der zweijährigen Lagerung vor dem Einscannen sind die

sehr schwachen Banden im rechten Bereich der Membran nicht mehr (gut)

sichtbar.
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Abb. 5.10 ApoE-Verdünnungsreihe (BCIP/NBT-Farbreaktion)

Lanei
(Lane 2
Marker)
Lane 3
Lane 4
Lane 5
Lane 6
Lane 7
Lane 8
Lane 9

50 ng ApoE-Standard
SDS Page Standards

25 ng ApoE-Standard
12,5 ng ApoE-Standard
6,3 ng ApoE-Standard
3,2 ng ApoE-Standard
1,6 ng ApoE-Standard
0,8 ng ApoE-Standard
0,4 ng ApoE-Standard

Low Range

Anmerkung: ein Teilder Lane 1 und die ganze Lane 2 wurden beim Blotting nicht
auf die Membran transferiert, da sich zwischen Gel und Membran
eine Luftblase befand

Wurde allerdings mittels ChemiGlow™ detektiert, so wurden zur relativen

Quantifizierung geringere ApoE-Mengen pro Lane aufgetragen. Die einge-

setzten Mengen lagen meist zwischen 0,2 und 1 ug/Lane.

5.3.3 Bedingungen für das Elektro-Blotting

Beim ersten Versuch führten 200 V bei +4 °C nicht zum gewünschten Erfolg,

sondern zum Sieden der Puffer-Lösung, dampfenden Sandwiches und verkohl-

ten Elektroden. Trotz der eindeutig zu hart gewählten Bedingungen konnten

auf der Membran mit Red Dye Banden nachgewiesen werden (vermutlich sind

derart gegarte/denaturierte Proteine keiner Antigen-Antikörper-Reaktion
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mehr zugänglich). Als Reaktion auf dieses Problem wurde das Elektro-Blotting

mit 250 mA durchgeführt. Dies bewirkte jedoch keinen Proteintransfer vom

Gel auf die Membran, auch die Blasenbildung war nur ganz gering. Erst als

200 mA konstant über den gesamten Blotting-Zeitraum von 2 Stunden ge-

halten wurden (Werte für U und P maximal), konnte der Proteintransfer er-

folgreich stattfinden. Dabei konnte eine gleichmäßige Blasenbildung und eine

unverändert niedrige Temperatur des Puffers erreicht werden.

5.3.4 Membran-Material

Nach einigen erfolglosen Versuchen mit der ECL-Nachweis-Methode habe ich

Parallelversuche mit Nitrocellulose- (Protran®; Schleicher & Schüll) und

PVDF-Membranen (Westran®; Schleicher & Schüll) durchgeführt, um heraus-

zufinden, welches Membranmaterial die besten Meßergebnisse ergibt. PVDF-

Membranen erzielten beim Nachweis der Banden eine deutlich geringere Sen-

sitivität, daher wurden weiterhin Nitrocellulose-Membranen als Substrat für

die Immobilisierung der Proteine verwendet.

5.3.5 Blocking

BSA-Blocking (3% BSA in ix PBS) bewirkte eine gute Reduktion des störenden

Hintergrundsignals und lieferte ebenso gute Resultate wie sie bei Verwendung

des wesentlich teureren Trockenmilchpulvers (non-fat dry milk, 1% in ix PBS)

erzielt werden. Es wurde anhand eines Experiments nachgewiesen, daß BSA

keine Kreuzreaktionen mit dem polyklonalen Anti-ApoE-Antikörper auslöst,

die durchaus möglich wären, ist BSA doch ein Serumprotein. Im selben

Versuch wurde auch kontrolliert, ob das in den Supernatants enthaltene FCS

(10 %) zu einer Reaktion mit dem polyklonalen Anti-ApoE-Antikörper führt.

FCS verursachte ebenfalls keine störende Kreuzreaktionen (siehe Abb. 5.11).

121



METHODIK ApoE-Western Blot

Abb. 5.11 Überprüfung der Spezifiät des polyklonalen Anti-ApoE-Antikörpers

(BCIP/NBT-Nachweismethode)

Lanei
Lane 2
Lane 3
Lane 4
Lane 5
Lane 6
Lane 7
Lane 8
Lane 9
Lane 10

leer
FCS, l:l OOO verdünnt
2 ng BSA
120 ug Gelatine
Liquor 2 (20 ug)
Liquor 1 (20 fig)
Rainbow® Marker
Liquor 2 (10 ug)
Liquor l (10 ug)
leer

5.3.6 Primäre Antikörper und sekundäre Antikörper (Enzym-Koniugate)

Der polyklonale Anti-ApoE-Antikörper gemeinsam mit dem passenden AP-

Enzym-Konjugat (gleiche Antikörper wie beim ApoE-ELISA, siehe Ab-

schnitt 2.2; beide in Verdünnung 1:10 000) und der Entwicklung durch die

BCIP/NBT-Farbreaktion funktionierte gut für die vergleichsweise hochkon-

zentrierten Liquor- und Serumproben. Die Verwendung eines monoklonalen

Anti-ApoE-Antikörpers (Mouse Monoclonal Anti-ApoE Antibody, Molecular

Probes®) in Kombination mit einem entsprechenden AP-Enzym-Konjugat

(Anti-Mouse IgG AP Conjugate, Molecular Probes®) brachte nicht den erhoff-

ten Sensitivitätsgewinn, sondern zeigte im Gegenteil eine schlechtere

Nachweisleistung (die verwendete Konzentration war für beide Antikörper

1:10 000).
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Unter Verwendung des Systems aus polyklonalem Anti-ApoE-Antikörpern und

dem dazugehörigen AP-Konjugat mit BCIP/NBT-Farbreaktion ist es auch ge-

lungen, ApoE in frischen Zellkultur-Überständen nachzuweisen (Übersichts-

versuch siehe Abb. 5.12). Vor allem in Zellkultur-Überständen von LN-405-

Zellen konnte ApoE in zwei schwachen, aber deutlich sichtbaren Banden nach-

gewiesen werden, während die ApoE-Konzentration in Supernatants von

Gos-3-Zellen geringer zu sein schien.

Abb. 5.12 ApoE-Nachweis in liquor- und Supernatant-Proben (BCIP/NBT-

Nachweismethode)

Lanei
Lane 2
Lane 3
Lane 4
Lane 5
Lane 6

Lane 7

Lane 8

Lane 9

Liquor 1 (lO fig)
Liquor 2 (10 fig)
9,4 ng ApoE-Standard
37>5 ng ApoE-Standard
2OO ug BSA
50 ug Zellkultur-Überstand von
LN-405-Zellen (50 ug), Probe 1
50 ug Zellkultur-Überstand von
LN-405-Zellen (50 ug), Probe 2
50 ug Zellkultur-Überstand von
Gos-3-Zellen (50 (ig)
Rainbow® Marker
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5.3.7 Detektion

Anfangs wurde bei Verwendung des polyklonalen Anti-ApoE-Antikörpers und

eines geeigneten AP enthaltenden Enzym-Konjugats (wie beim ApoE-ELISA)

mit der BCIP/NBT-Fertiglösung (Bio-Rad®) durch Farbreaktion detektiert.

Diese Vorgangsweise führte bei Serum- und Liquor-Proben zum Erfolg, erwies

sich allerdings für (relative) Quantifizierungen in Zellkultur-Überständen als

zu wenig sensitiv (siehe auch Abschnitt 5.4).

Erste Versuche mittels ECL-Detektion (ChemiGlow™ West, Alpha Innotech

Corp.) waren nicht erfolgreich. Bei Verwendung des monoklonalen Anti-ApoE-

Antikörpers (1:10 000, Molecular Probes®) und des dazu passenden HRP-

Konjugats (Anti-Mouse IgG-HRP Conjugate, Molecular Probes®; Verdünnung

1:50 000) waren überhaupt keine Banden ersichtlich, obwohl der Hersteller

für den sekundären Antikörper eine Verdünnung von 1:100 000 empfiehlt.

Auch konzentriertere Antikörper-Lösungen (primärer Antikörper: 1:5000,

sekundärer Antikörper: 1:10 000) verbesserten die Situation nicht. Bei Einsatz

des monoklonalen Anti-ApoE-Antikörper der Firma ICN Pharmaceuticals, Inc

(Coating-Antikörper für den ApoE-ELISA) als primärem Antikörper konnten

unter Verwendung der ECL-Nachweismethode ebenfalls keine Banden sicht-

bar gemacht werden.

Erst ein Doppelversuch unter Verwendung beider Nachweismethoden (Farb-

reaktion BCIP/NBT und ECL ChemiGlow™ mit demselben primären Anti-

körper [polyklonaler Anti-ApoE-Antikörper von Calbiochem]) brachte Klar-

heit. Bei einer Verdünnung aller benötigten Antikörperlösungen von 1:10 000

funktionierte die Farbreaktion erstaunlich gut (auch in Supernatants), wäh-

rend die Chemilumineszenz-Detektion wiederum kein Resultat lieferte. Daraus

ergab sich, daß der sekundäre Antikörper (Anti-Goat HRP Conjugate, Mole-

cular Probes®) für die vorherigen mangelhaften Meßergebnisse verantwortlich

sein mußte. Mit Hilfe von Bindungsstudien, die auf einer Mikrotiterplatte

durchgeführt wurden, konnte die optimale Konzentration des HRP-Konjugats

herausgefunden werden. Nur eine Verdünnung des sekundären Antikörpers

von 1:2 000 lieferte gute Resultate (siehe Abb. 5.13 A - C).
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Abb.5.13 Bindungsstudien des HRP-Konjugats
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5-4 Quantifizierung des ApoE-Western Blot-Verfahrens

Die Ermittlung der relativen ApoE-Proteinmengen, welche von IFN-ß-stimu-

lierten Zellen (im Vergleich zu unstimulierten Zellen) sezerniert wurden,

wurde im wesentlichen ähnlich wie die Quantifizierung der PCR-Produkte der

ApoE-RT-PCR durchgeführt. Der in das Medium abgegebene ApoE-Protein-

Anteil wurde ebenso bestimmt wie die noch in den Zellen befindliche, frisch

synthetisierte ApoE-Menge.

Die Quantifizierung war problematisch, weil stets mehrere ApoE-Banden de-

tektierbar waren. In den Supernatants waren drei stärkere Hauptbanden zu

sehen, während die aufgereinigten und rehydratisierten Zellproteine viele

ApoE-Banden aufwiesen (siehe Abb. 5.14 bis 5.17). Das Auftreten mehrerer

Banden resultierte aber nicht aus Kreuzreaktionen wegen ungenügender Spe-

zifität der Antikörper, wie mehrmals überprüft wurde (siehe auch Abb. 5.9 und

Abb. 5.11).

Abb. 5.14 ECL-Detektion von ApoE in Zellkultur-Überständen von G0S-3-

Zellen

Lanei
Lane 2
Lane 3
Lanes 4 und 5
Zellen, unstimulierte Kontrollen
Lanes 6 bis 10

ApoE-Standard, 1,50 ng
ApoE-Standard, 0,75 ng
Rainbow®-Marker Low Range
Zellkultur-Überstände von Gos-3-

Zellkultur-Überstände von Gos-3-Zellen,
stimuliert mit 1000 U Betaferon®

126



METHODIK ApoE-Western Blot

Abb. 5.15 ECL-Detektion von ApoE in Zellproteinen von Gos-3-Zellen

Lanei
Lane 2
Lane 3
Lane 4

Lanes 5 bis 10

ApoE-Standard, 0,75 ng
ApoE-Standard, 0,38 ng
Rainbow®-Marker Low Range
Zellkultur-Überstand von Gos-3-Zellen,
unstimulierte Kontrolle
Zellkultur-Uberstände von Gos-3-Zellen,
stimuliert mit 1000 U Betaferon®

Abb 5.16 ECL-Detektion von ApoE in Zellkultur-Uberständen von LN-405-

Zellen

Lanei
Lane 2
Lane 4
Lanes 3 und 5 bis 10

ApoE-Standard, 0,75 ng
ApoE-Standard, 0,38 ng
Rainbow®-Marker Low Range
Zellkultur-Uberstände LN-405-Zellen,
stimuliert mit 100 U Betaferon®
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Abb.5.17 ECL-Detektion von ApoE in Zellproteinen von LN-405-Zellen

Lanei
Lane 2
Lane 3
Lane 4 und 5

Lanes 6 bis 10

ApoE-Standard, 3,0 ng
ApoE-Standard, 1,5 ng
Rainbow®-Marker Low Range
Zellkultur-Überstände von LN-405-
Zellen, unstimulierte Kontrollen
Zellkultur-Überstände von LN-405-
Zellen, stimuliert mit 1000 U Betaferon®

Bei den Supernatants traten die Hauptbanden bei ungefähr 28, 42 und 70 kDa

auf. Die kleinste Bande dürfte einem Abbauprodukt von ApoE entsprechen, sie

war auch beim ApoE-Standard nachzuweisen und könnte mit der Lagerung

der Proben und Standard bei -80 °C in Zusammenhang stehen. Die 42 kDa-

Bande entsteht vermutlich durch eine Anlagerung von 3 Sialsäureresten, da

die Astrozyten zu einer ausgeprägten Sialylierung des ApoE neigen. Die größte

ApoE-Bande bei 70 kDa dürfte durch eine Dimerisierung der ApoE-Moleküle

Zustandekommen, die in wässeriger Lösung begünstigt wird. Diese Dimerisie-

rung von ApoE-Molekülen wurde beim ApoE-Standard durch Auflösen des

ApoE-Lyophilisats in einer i%igen BSA-Lösung (BSA als Trägerprotein) ver-

hindert.

Die aus den gereinigten und rehydrierten Zellproteinen gewonnenen Lösungen

zeigten dieselben Hauptbanden gemeinsam mit zahlreichen weiteren schwä-

cheren Nebenbanden verschiedenen Molekulargewichts. Da die Probennahme

einer Momentaufnahme von verschieden weit synthetisierten ApoE-
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Fragmenten entspricht, könnte in den angeführten Molekulargewichtsbe-

reichen ein sogenannter „smear" manifest werden, d.h. daß keine diskreten

Banden auftreten, sondern das Signal über einen großen Bereich „verschmiert"

erscheint.

Zur Bestimmung der relativen ApoE-Mengen wurde also die Summe der In-

tensitäten der oben angeführten drei Hauptbanden herangezogen, die in den

Supematants und in den resolvatisierten Zellproteinen gleichermaßen nach-

weisbar waren. Zur groben Orientierung die synthetisierten/sezernierten Ab-

solutmengen betreffend kann mit der 34-kDa-Bande des ApoE-Standards ver-

glichen werden.
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ERGEBNISSE

Die Ergebnisse von Zellkultur-Experimenten und die retrospektive Korrelation von

ApoE-Konzentration im Liquor mit klinischen Daten sollten zur Klärung zweier

Fragen beitragen:

1. Unterscheiden sich die ApoE-Konzentrationen von klinisch gesunden und

neurologisch kranken Individuen?

2. Reagieren menschliche Astrozyten auf eine in uifro-Stimulation mit IFN-ß-ib?

Und wenn ja, verhalten sich ApoE-Expression und ApoE-Sekretion unter-

schiedlich?

Stimulationsexperimente mit IFN-ß an astrozytären Zellen in vitro, in denen die

ApoE-Expression (mRNA) und die ApoE-Synthese und -Sekretion (Protein) unter-

sucht wurden, sollten Auskunft geben über die Transkriptionsrate des ApoE-Gens

und über die Sekretion des Genprodukts unter dem Einfluß verschiedener Konzen-

trationen von IFN-ß-ib (Betaferon®). Falls IFN-ß die ApoE-Genexpression erhöht,

könnte darin ein Teil der positiven klinischen Wirkung des IFN-ß-ib bei MS-Patien-

ten liegen.

Zusätzlich zu den Experimenten mit astrozytären Zeil-Linien in vitro wurde eine

Studie an drei, an der Ambulanz der Universitätsklinik für Neurologie rekrutierten

Patientenkollektiven, durchgeführt, in der die ApoE-Konzentration erfaßt wurde. Die

anschließend vorgenommene Korrelation mit den klinischen und anmnestischen

Daten kann eine Aussage über die Wichtigkeit von Labordaten oder Parametern (wie

der ApoE-Synthese bzw. der ApoE-Konzentration im Liquor) für bestimmte Erkran-

kungen ermöglichen. Wenn die ApoE-Konzentrationen im Liquor, um einen mögli-

chen Zusammenhang zwischen ApoE-Synthese und Krankheitsempfänglichkeit bzw.

Krankheitsverlauf zu erfassen. Verglichen werden die ApoE-Konzentrationen im

Liquor von drei Gruppen: gesunde Individuen, Patienten mit MS und Patienten mit

anderen neurologischen Erkrankungen.
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l. In vitro-Experimente und Zellkultur

l . i Übersicht

Die Veränderung der ApoE-Expression und -Sekretion bei Stimulierung mit

IFN-ß sollte bei verschiedenen Zellpopulationen des ZNS untersucht werden.

Für die Experimente wurden astrozytäre und neuronale Zeil-Linien verschie-

denen ApoE-Genotyps verwendet: die beiden astrozytären Zeil-Linien Gos-3

(ApoE-Genotyp 83/3) und LN-405 (ApoE-Genotyp £3/2) und sowie die beiden

neuronalen Zeil-Linien SH-SY5Y (ApoE-Genotyp £3/3) und Kelly (ApoE-

Genotyp 84/3).

Durch die aufwendigen und langwierigen Optimierungsprozesse für RT-PCR

und Western Blot und verschiedene Probleme bei der Zellkultivierung in den

kleinen Petrischalen (siehe Methodik und Materialien, Abschnitt 2.2) konnten

die Stimulationsexperimente aus Zeitmangel nicht für alle vier vorgesehenen

Zeil-Linien durchgeführt werden. Die Entscheidung fiel zugunsten der astro-

zytären Zeil-Linien, da die Astrozyten ohnedies als die Hauptproduzenten des

im ZNS synthetisierten ApoE angesehen werden (siehe Einleitung, Abschnitte

1.2.2 und 1.4.2). Darüber hinaus synthetisierten die neuronalen Zeil-Linien -

wie in Vorversuchen ermittelt wurde - eine wesentlich geringere ApoE-Menge

(bei 35 PCR-Zyklen gerade eben eine erkennbare Bande), die auch unter Sti-

mulationsbedingungen nicht wesentlich intensiver war. Die Kultivierung der

neuronalen Zeil-Linien in den kleinen Petrischalen zur Durchführung der Sti-

mulationsexperimente war problematischer als bei den astrozytären Zeil-

Linien; weder die Petrischalen der Firma Falcon® noch diejenigen der Firma

Corning® Inc. waren für ein gleichmäßiges Wachstum dieser Zellen geeignet.

Meist waren die Zellen schon nach dem Anwachsen über Nacht und vor der

eigentlichen Stimulation abgerundet und die Zellmorphologie (Vesikelbildung,

Abrundung der Zellen etc.) deutete auf Degenerationsprozesse hin. Auch eine

Variation der Aussaatdichte in den Petrischalen konnte den Erhaltungszu-

stand der Zellen nicht bessern.
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Die Stimulation mit IFN-ß (Betaferon®, Schering) wurde mit verschiedenen

Konzentrationen durchgeführt, um herauszufinden, ob die Veränderung der

ApoE-Expression dosisabhängig erfolgt und wann eine maximale Antwort auf

die IFN-ß-Gabe erfolgt. Wird die ApoE-Expression und in weiterer Folge auch

die ApoE-Sekretion durch IFN-ß gesteigert, so kann dies als neuroprotektiver

Effekt gedeutet werden, der vielleicht auch bei der positiven IFN-ß-Wirkung

bei MS-Patienten eine Rolle spielt.

1.2 RT-PCR

Nach der Optimierung der RT-PCR (Primer für ApoE, Annealing-Temperatur,

Zyklusanzahl, Zugabe von 5 % DMSO etc.) wurden in beiden Zeil-Linien bei

verschiedenen Betaferon®-Konzentrationen (1 000 U, 100 U, 10 U und 1 U/ml

Medium) jeweils mehrere Proben-Reihen gemessen, um die resultierende Ver-

änderung in der ApoE-Expression zu bestimmen. Durch die Angabe eines Mit-

telwerts und der zugehörigen Standardabweichung wird eine größere Aussage-

kraft im Vergleich zu Einzelmessungen gewährleistet.

1.2.1 Dauer der Stimulation mit Betaferon®

Die über 12 und mehr Stunden durchgeführten Stimulationsexperimente zeig-

ten keine signifikante Veränderung der ApoE-Expression (nicht einmal ein

Trend wurde deutlich), wie aus den Abbildungen 1.1 und 1.2 ersichtlich ist.
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Abb. l.i ApoE-Expression von LN-405-Zellen bei Stimulation mit 1 000 U

Betaferon®/ml Medium über 72 Stunden (relativ zu GAPDH)
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Abb.1.2 ApoE-Expression von LN-405-Zellen bei Stimulation mit 1 000 U

Betaferon®/ml Medium über 72 Stunden (relativ zu ß-Actin)
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Erst eine Verkürzung der Intervalle zwischen den einzelnen Probennahmen

ließ eine Modifikation der ApoE-Expression durch Betaferon® erkennen (siehe

Abb. 1.3).

Abb.1.3 ApoE-Expression von LN-405-Zellen bei Stimulation mit 1 000 U

Betaferon®/ml Medium über 240 Minuten

ApoE-Expression von LN-405-Zellen bei Stimulation
mit 1000 U Betaferon/ml
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1.2.2 Maximum der ApoE-Expression

Die Intervalle zwischen den Probennahmen wurden schrittweise verringert,

um den Zeitpunkt der maximalen Stimulation der ApoE-Expression durch

Betaferon® möglichst genau zu bestimmen. Von anfangs 60 über 45 und 30

Minuten wurden die Intervalle verkürzt, bis letztendlich nur mehr 15 Minuten

zwischen den einzelnen Meßpunkten lagen.

Ein Intervall von 15 Minuten zwischen den Meßpunkten erscheint als die zeit-

liche Untergrenze des Machbaren, wenn die RNA-Isolierung von einer Einzel-

person durchgeführt wird (wenn zwei Zentrifugen zur Verfügung stehen), da

die einzelnen Verfahrensschritte für jede Probe (jeden Meßpunkt) gesondert
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durchgeführt werden müssen. Die RNA-Isolierung kann nicht erst dann be-

gonnen werden, wenn alle Proben lysiert sind, da bei einer solchen Vorgangs-

weise zu befürchten ist, daß die RNA zumindest teilweise degeneriert.

Daß das Maximum der ApoE-Expression in dem Bereich rund um 1 Stunde

nach der Stimulation liegt, war bereits nach den ersten Versuchen klar. Je

kürzer die Intervalle zwischen den einzelnen Meßpunkten gewählt wurden,

desto deutlicher war erkennbar, daß die maximale ApoE-mRNA-Menge be-

reits nach 15 oder 30 Minuten vorliegt. Wie den Diagrammen über die einzel-

nen Betaferon®-Konzentrationen zu entnehmen ist (siehe auch folgende Un-

terabschnitte), kann nicht definitiv entschieden werden, ob das Maximum der

ApoE-Expression bei 15 oder 30 Minuten liegt. Ungeachtet dessen, wurde das

Maximum, so es bei einem dieser Zeitpunkte lag, zur Bildung des Mittelwerts

aus den einzelnen Versuchsserien für jede Zeil-Linie und die verschiedenen

Betaferon®-Konzentrationen herangezogen.

In den folgenden Unterabschnitten (Abschnitte 1.2.3 bis 1.2.10) wird mit Bei-

spiel-Diagrammen auf die Effekte der einzelnen Betaferon®-Konzentrationen

auf die ApoE-Expression der beiden Zeil-Linien eingegangen. Die PCR-Pro-

dukte für ApoE und die Housekeeping-Gene wurden durch Agarose-Gel-Elek-

trophorese aufgetrennt (ein typisches Gel ist aus Abb. 1.4 ersichtlich). Die rela-

tiven Mengen des ApoE-Gen-Fragments im Vergleich zu denen der House-

keeping-Gene konnte durch Messung und Vergleich der Bandenintensität der

diversen PCR-Produkte (wobei die Länge der amplifizierten Fragmente

normiert wurde) mittels densitometrischer Analyse und Auswertung mit

Scionlmage (das ist die PC-Version des bekannten NIH Image) ermittelt

werden. Abschließend gibt eine Übersichtstabelle über die durchschnittlichen

Steigerungen der ApoE-Expression bei Stimulation mit den verschiedenen

Betaferon®-Konzentrationen Auskunft (siehe Abschnitt 1.2.11).
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Abb. 1.4 Agarose-Gel zur semiquantitativen Analyse der Menge des ApoE-

Fragments im Vergleich zu GAPDH und ß-Actin

Obere Reihe:

Lane 1,5
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GAPDH, 240 bp
ß-Actin, 274 bp
Marker Msp I

ApoE, 217 bp
GAPDH, 240 bp
ß-Actin, 274 bp
Marker Msp I

1.2.3 Stimulation von LN-40f;-Zellen mit 1000 U Betaferon® pro ml Medium

Wurden LN-405-Zellen mit 1 ooo U Betaferon®/ml Medium inkubiert, so

wurde die ApoE-Expression nach 15 bis 30 min um das ca. 3fache erhöht; der

Rückgang der zur Null-Linie erfolgte innerhalb von 1 bis 2 Stunden (siehe.

Abb. 1.5).
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Abb. 1.5 Stimulation von LN-405-Zellen mit 1000 U Betaferon®/ml Medium
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1.2.4 Stimulation von LN-4OF;-Zellen mit 100 U Betaferon® pro ml Medium

Abb. 1.6 Stimulation von LN-405-Zellen mit 100 U Betaferon®/ml Medium
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Wurden LN-405-Zellen mit 100 U/ml Medium inkubiert, so wurde die ApoE-

Expression nach 15 bis 30 min um das ca. 2fache erhöht; der Rückgang zur

Null-Linie erfolgte nach rund einer Stunde (siehe Abb. 1.6).

1.2.5 Stimulation von LN-405-Zellen mit 10 U Betaferon® pro ml Medium

Wurden LN-405-Zellen mit 10 U Betaferon®/ml Medium inkubiert, so wurde

die ApoE-Expression nach 15 bis 30 min um das ca. 2fache erhöht, der Rück-

gang zur Null-Linie erfolgte nach rund einer Stunde (siehe Abb. 1.7).

Abb. 1.7 Stimulation von LN-405-Zellen mit 10 U Betaferon®/ml Medium

ApoE-Expression von LN-405-Zellen bei
Stimulation mit 10 U Betaferon/ml
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1.2.6 Stimulation von LN-405-Zellen mit 1U Betaferon® pro ml Medium

Wurden LN-405-Zellen mit 1 U Betaferon®/ml Medium inkubiert, so wurde

die ApoE-Expression nicht wesentlich verändert (siehe. Abb. 1.8). Somit dürfte

die (untere) Wirkschwelle des Betaferon® bei LN-405-Zellen zwischen 10 U

und 1U Betaferon®/ml liegen.
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Abb. 1.8 Stimulation von LN-405-Zellen mit 1U Betaferon®/ml Medium
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1.2.7 Stimulation von Gos-3-Zellen mit 1000 U Betaferon® pro ml Medium

Wurden Gos-3-Zellen mit 1000 U Betaferon®/ml Medium inkubiert, so wurde

die ApoE-Expression nach 15 bis 30 min um das ca. 3fache erhöht; der Rück-

gang zur Nullinie erfolgte nach ungefähr einer Stunde (siehe Abb. 1.9).

Abb. 1.9 Stimulation von Gos-3-Zellen mit 1000 U Betaferon®/ml Medium
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1.2.8 Stimulation von Gos-3-Zellen mit 100 U Betaferon® pro ml Medium

Wurden Gos-3-Zellen mit 100 U Betaferon®/ml Medium inkubiert, so wurde

die ApoE-Expression nach 15 bis 30 min um zumindest das 4fache erhöht; der

Rückgang zur Null-Linie erfolgte meist nach ungefähr einer Stunde (siehe

Abb. 1.10; auffällig hier der rasche Abfall zur Null-Linie nach bereits 30

Minuten).

Abb. 1.10 Stimulation von Gos-3-Zellen mit 100 U Betaferon®/ml Medium

ApoE-Expression von GOS-3-Zellen
bei Stimulation mit 100 U Betaferon/ml

! 0,80
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1.2.9 Stimulation von Gos-3-Zellen mit 10 U Betaferon® pro ml Medium

Wurden Gos-3-Zellen mit 100 U Betaferon®/ml Medium inkubiert, so wurde

die ApoE-Expression nach 15 bis 30 min um das ca. 3 bis 4fache erhöht; der

Rückgang zur Null-Linie erfolgte meist nach ungefähr einer Stunde (siehe

Abb. 1.11).
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Abb. 1.11 Stimulation von Gos-3-Zellen mit 10 U Betaferon®/ml Medium
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1.2.10 Stimulation von Gos-3-Zellen mit 1U Betaferon® pro ml Medium

Wurden Gos-3-Zellen mit 1 U Betaferon®/ml Medium inkubiert, so wurde die

ApoE-Expression nicht wesentlich verändert (siehe Abb. 1.12). Somit dürfte,

ebenso wie bei der anderen astrozytären Zeil-Linie LN-405, die (untere)

Wirkschwelle des Betaferon® bei Gos-3-Zellen zwischen 10 U und 1 U Beta-

feron®/ml liegen.
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Abb. 1.12 Stimulation von Gos-3-Zellen mit 1U Betaferon®/ml Medium
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1.2.11 Übersicht über die ApoE-Expression der beiden astrozvtären Zeil-Linien bei

verschiedenen Betaferon®-Konzentrationen

Die Stimulationsexperimente mit Betaferon® wurden für jede Zell-Iinie mit

verschiedenen Konzentrationen (1 000 U, 100 U, 10 U und 1 U/ml Medium)

durchgeführt. Die relativen Veränderungen der ApoE-Expression in den ein-

zelnen Versuchsserien für die drei größten Betaferon®-Konzentrationen sind

für Gos-3-Zellen der Abb. 1.13 zu entnehmen, für LN-405-Zellen der Abb. 1.14.

1U Betaferon®/ml Medium lag, wie bereits in den vorhergehenden Abschnit-

ten festgestellt, bei beiden astrozvtären Zeil-Linien unterhalb der Wirk-

schwelle.
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Abb. 1.13 ApoE-Expression von Gos-3-Zellen: Meßwerte der Stimulations-

experimente bei verschiedenen Betaferon®-Konzentrationen
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Abb. 1.14 ApoE-Expression von LN-405-Zellen: Meßwerte der Stimulations-

experimente bei verschiedenen Betaferon®-Konzentrationen
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Aus den folgenden Tabellen sind die relativen Anstiege der ApoE-Expression

nach Stimulation mit Betaferon® für die beiden astrozytären Zeil-Linien

ersichtlich. Aufgrund der unterschiedlichen Relativwerte wurde die Verviel-

fachung der ApoE-Expression zweckmäßig durch Errechnung des Prozent-

werts beim Maximum der ApoE-Expression (stets bei 15 oder 30 Minuten

lokalisiert, wie aus den Abb. 1.13 und 1.14 erkennbar), wenn der Kontrollwert

(bei o Minuten) als 100 % gewertet wird, angegeben. Ungeachtet dessen,

wurde das Maximum, so es bei einem dieser Zeitpunkte lag, zur Bildung des

Mittelwerts aus den einzelnen Versuchsserien für jede Zeil-Linie und jede

Betaferon®-Konzentration herangezogen. Mittelwerte und Standardabwei-

chungen, bezogen jeweils auf eine Betaferon®-Konzentration und das House-

keeping-Gen, sind für die Gos-3-Zellen aus Abb. 1.15 und für die LN-405-

Zellen aus Abb. 1.16 ersichtlich.

Obwohl Gos-3-Zellen weniger ApoE exprimierten, dürften diese auf Stimula-

tion mit Betaferon® etwas stärker reagieren als LN-405-Zellen. Besonders auf-

fällig war weiters, daß Gos-3-Zellen bei den geringeren Konzentrationen von

100 und 10 U Betaferon® (Steigerung der ApoE-Expression auf das ca. sfache,

je nachdem, welches Housekeeping-Gen als Bezugspunkt verwendet wurde)

eine größere Steigerung in der ApoE-Expression aufwiesen, als bei Stimulation

mit 1000 U Betaferon®/ml Medium (Steigerung der ApoE-Expression auf

lediglich das ca. 3fache).
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Abb. 1.15 Relative Steigerung der ApoE-Expression von Gos-3-Zellen nach

Stimulation mit verschiedenen Betaferon®-Konzentrationen
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352,2
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% 30 min

225,0

285,7
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264,7
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437,3
820,1
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213,5
329,0
280,5

375,5

534,1
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1162,4
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133,0

129,6

% 45 min % 60 min
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249,8

316,0

230,3

325,o
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46,1
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233,5
90,8

134,1
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241,1

100,5

85,3
305,0

315,5

105,9
91,2

74,1

36,3

36,4

36,O

MW

SD

prozentuelle Steigerung der ApoE-Expression.
Mittelwert aus den maximalen ApoE-
Expressionswerten nach 15 oder 30 Minuten.
Standardabweichung.
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Abb. 1.16 Relative Steigerung der ApoE-Expression von LN-405-Zellen bei

Stimulation mit verschiedenen Betaferon®-Konzentrationen
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SD(GAPDH) ±41,8
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33i,o

249,3
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200,5
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1009,8
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229,5

249,7
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106,1

233,3
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«8,3

178,5

97,o

116,1

202,6
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MW (Actin) 367,1
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MW (Actin) 280,6

SD (Actin) ± 105,0

237,7
241,0

649,5

323,5
82,0

154,7

131,2

65,1

35,2

121,9

104,2

82,1

196,7

142,1

141,7
123,8

120,9

MW

SD

prozentuelle Steigerung der ApoE-Expression.
Mittelwert aus den maximalen ApoE-
Expressionswerten nach 15 oder 30 Minuten.
Standardabweichung.

LN-405-Zellen zeigten die stärkste Antwort auf eine Betaferon®-Stimulation

bei einer Konzentration von 1 000 U/ml Medium (Steigerung der ApoE-Ex-

pression auf das ca. 4fache), allerdings wurde auch bei 100 U/ml Medium ein

Anstieg der ApoE-Expression in derselben Größenordnung (auf das ca. 3fache)

beobachtet. Bei Stimulation mit nur 10 U Betaferon®/ml Medium war die Stei-

gerung der ApoE-Expression allerdings geringer (auf das ca. 2fache). Diese

Dosisabhängigkeit der ApoE-Expression nach Stimulation mit Betaferon®

146



ERGEBNISSE RT-PCR

stand in auffallendem Gegensatz zu der umgekehrten Dosisabhängigkeit bei

Gos-3-Zellen. Wahrscheinlich erklärt sich dieser Gegensatz aus der unter-

schiedlichen Differenziertheit der beiden aus Tumorzellen etablierten Zeil-

Linien.

1.3 Western Blot

Nach der Optimierung des Western Blots (Antikörper, Nachweismethode,

Blocking etc.) wurden in beiden Zeil-Linien bei zwei Betaferon®-Konzentra-

tionen (1 000 U und 100 U/ml Medium) mehrere Probenreihen gemessen, um

mögliche Veränderungen in der ApoE-Synthese und der ApoE-Sekretion zu

bestimmen. Für einen vollständigen Vergleich mit den Ergebnissen der RT-

PCR-Experimente fehlt allerdings die Konzentration von 10 U Betaferon®/ml

Medium; diese Experimente konnten aus Zeitmangel nicht durchgeführt

werden.

Eine mögliche Veränderung in der ApoE-Synthese durch die Stimulation mit

Betaferon® wurde durch die Messung der relativen Mengen an ApoE in den

resolvatisierten Zeil-Proteinen (im Vergleich zu einem Kontrollwert ohne Sti-

mulation) ermittelt. Die ApoE-Sekretion wurde durch die Messung der rela-

tiven Menge an ApoE im Zellkultur-Überstand beurteilt.

1.3.1 Dauer der Stimulation mit Betaferon®

Bei den ersten orientierenden Experimenten wurden bei jeder Zeil-Linie 12-

stündige Stimulationen mit Betaferon® durchgeführt, wobei die Proben-

nahmen jeweils stündlich erfolgten. Wie bereits früher erwähnt (siehe Metho-

dik und Materialien, Abschnitt 5.4), sind nach dem Western Blot stets mehrere

ApoE-Banden sichtbar; bei den Zellkultur-Überständen sind je nach Zeil-Linie

3 bis maximal 4 Banden detektierbar, bei den solvatisierten Zeil-Proteinen

noch mehr als 4, aber meist schwächere Banden (siehe Abb. 1.17 und 1.18).

Bereits die Resultate der ersten Versuche ließen vermuten, daß die Verände-

rungen der ApoE-Synthese und -Sekretion bei Stimulation mit Betaferon®
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nicht ganz so groß waren wie bei der Expression der ApoE-mRNA. Bei gerin-

gen relativen Steigerungen der Proteinmenge wie beispielsweise Verdoppelung

auf 200 % geriet der Western Blot allerdings an die Grenze seiner Zuverlässig-

keit hinsichtlich Empfindlichkeit und Reproduzierbarkeit. Eine zusätzliche

Problematik lag in systembedingten Effekten, beispielsweise könnte gerade

erst sezerniertes ApoE an der Zelloberfläche haftengeblieben und fälschlicher-

weise gemeinsam mit den Zellproteinen nachgewiesen worden sein). Obwohl

nicht alle Experimente verwertbare Ergebnisse erbrachten, konnte dennoch

ein gewisser Trend festgestellt werden (siehe Abschnitte 1.3.2 und 1.3.3).

Abb. 1.17 ApoE-Western Blot der resolvatisierten Zeil-Proteine von LN-405-

Zellen bei Stimulation mit 1 000 U Betaferon®/ml Medium über 12

Stunden (stündliche Probennahme)

Pro Lane wurden 20 (ig Protein aufgetragen

Lanei
Lane 2
Lane 3

Lane 4 und 5
Lane 6
Lane 7
Lane 8
Lane 9
Lane 10

ApoE-Standard, 3 ng
ApoE-Standard, 1,5 ng
Marker; von oben nach unten:
30 kDa, 20,1 kDa und 14,3 kDa
Unstimulierte Kontrollen
Zell-Proteine, Stimulation, 1 h
Zell-Proteine, Stimulation, 2 h
Zell-Proteine, Stimulation, 3 h
Zell-Proteine, Stimulation, 4 h
Zell-Proteine, Stimulation, 5 h
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Abb. 1.18 ApoE-Westem Blot der Zellkultur-Überstände von LN-405-Zellen

bei Stimulation mit 1 000 U Betaferon®/ml Medium über 12 Stun-

den (stündliche Probennahme)

i. r?
•Ää'.*-- ; - * • - ? • . *

r.
. i

Pro Lane wurden 20 jig Protein aufgetragen

Lanei
Lane 2
Lane 3

Lane 4 und 5
Lane 6
Lane 7
Lane 8
Lane 9
Lane 10

ApoE-Standard, 3 ng
ApoE-Standard, 1,5 ng
Marker; von oben nach unten:
30 kDa, 20,1 kDa und 14,3 kDa
Unstimulierte Kontrollen
Zellkultur-Überstände, Stimulation, 1 h
Zellkultur-Überstände, Stimulation, 2 h
Zellkultur-Überstände, Stimulation, 3 h
Zellkultur-Überstände, Stimulation, 4 h
Zellkultur-Überstände, Stimulation, 5 h

Die Abbildungen 1.19 und 1.20 zeigen die Veränderungen der ApoE-Synthese

und ApoE-Sekretion bei Stimulation mit 1 000 U Betaferon®/ml Medium über

einen Zeitraum von 12 Stunden. Der Vollständigkeit halber wurden alle regis-

trierten Banden in die Darstellung aufgenommen. Die größte Aussagekraft dürf-

ten die Banden mittleren Molekulargewichts und die aufsummierten Datensätze

besitzen.
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Abb. 1.19 Relative Änderung der ApoE-Synthese von LN-405-Zellen bei Sti-

mulation mit 1000 U Betaferon® (resolvatisierte Zeil-Proteine)

300 -1

LN-405, Zell-Proteine, 1 ooo U Betaferon/ml

— 70 kDa
— 42kDa
— 28kDa
— 2OkDa
-•- 20+28+42+70 kDa
— 42+70 kDa

Abb. 1.20 relative Änderung der ApoE-Sekretion durch LN-405-Zellen bei Sti-

mulation mit 1000 U Betaferon® (Zellkultur-Überstände)

LN-405, Zellkultur-Überstände, l ooo U Betaferon/ml

300 T

25O

-»-70 kDa
— 42 kDa
— 28 kDa
— 28+42+70 kDa
— 42+70 kDa
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Bei Verkürzung der Inkubations- bzw. Stimulationszeit und der Intervalle zwi-

schen den einzelnen Probennahmen konnten die Veränderungen der Synthese

und Sekretion des ApoE genauer untersucht werden. Da sich die Maxima der

ApoE-Mengen stets zwischen 2 und 3 Stunden zeigten, wurden schließlich nur

noch 4-Stunden-Versuche durchgeführt.

1.3.2 Stimulation von LN-405-Zellen mit Betaferon®

Stimulation miti 000 U Betaferon® pro ml Medium

Die Stimulierung von LN-405-Zellen mit einer Betaferon®-Konzentration von

1OOO U/ml Medium wurde in insgesamt vier Versuchsreihen untersucht, wo-

bei zwei Experimente eine Abschätzung hinsichtlich des Zeitpunkts und Aus-

maßes der Steigerung der ApoE-Synthese und ApoE-Sekretion zuließen. Die

Auswertung des einen der beiden Experimente wurde bereits im vorher-

gehenden Abschnitt 1.3.1 dokumentiert; die Ergebnisse des anderen Versuchs

sind aus den Abbildungen 1.21 und 1.22 ersichtlich. Beide Experimente zeigten

eine Steigerung der ApoE-Synthese und der ApoE-Sekretion auf rund 200 bis

300 96, wenn die Summe der wichtigsten Banden als Bezugsgröße verwendet

wurde (bei den einzelnen Molekulargewichten konnten auch abweichende

Werte hinsichtlich des Zeitpunkts und des Ausmaßes der Steigerung beobach-

tet werden). Allerdings kann keine exakte Aussage über den Zeitpunkt der

Steigerung gemacht werden, wiewohl die Maxima stets zwischen 1 und 3 Stun-

den nach dem Beginn der Stimulation lagen. Besonders schwierig sind die

Resultate hinsichtlich der ApoE-Synthese zu interpretieren, da die Resolva-

tisierung der aufgereinigten Zeil-Proteine manchmal problematisch war und

daher stark schwankende Werte erhoben wurden.

Zwei weitere Versuchsreihen erbrachten hingegen keinerlei verwertbare Er-

gebnisse. Dies dürfte die Vermutung nahelegen, daß die beobachteten rela-

tiven Unterschiede der ApoE-Menge im Bereich der Nachweisgrenze des

Western Blots lagen und somit dessen Sensitivität für die Messungen gerade

ausreichte.
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Abb. 1.21 Relative Änderung der ApoE-Synthese von LN-405-Zellen bei Sti-

mulation mit 1 000 U Betaferon®/ml Medium (resolvatisierte Zeil-

Proteine)
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Abb.1.22 Relative Änderung der ApoE-Sekretion von LN-405-Zellen bei

Stimulation mit 1 000 U Betaferon®/ml Medium (Zellkultur-Über-

stände)
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Stimulation mit wo U Betaferon® pro ml Medium

Die Stimulation von LN-405-Zellen mit einer Betaferon®-Konzentration von

100 U/ml Medium wurde in insgesamt zwei Versuchsreihen untersucht, wobei

nur ein Experiment eine Abschätzung hinsichtlich des Zeitpunkts und Aus-

maßes der Steigerung der ApoE-Synthese und ApoE-Sekretion zuließ (siehe

Abb. 1.23 und 1.24). Das andere Experiment erbrachte keine verwertbaren

Resultate.

Die Änderungen der ApoE-Synthese und ApoE-Sekretion waren bei Stimula-

tion mit 100 U Betaferon®/ml deutlich geringer ausgeprägt als bei der Stimla-

tion mit 1 000 U. Die ApoE-Synthese blieb bei Stimulation mit 100 U Beta-

feron® im wesentlichen unverändert, bis auf die geringe Steigerung auf rund

130 % 45 min nach Beginn der Stimulation. Die ApoE-Sekretion stieg auf ei-

nen ähnlichen Wert von rund 140 % 2 bis 3 Stunden nach Beginn der Stimu-

lation.

Zusammenfassend soll erwähnt werden, daß der ApoE-Western Blot den be-

reits auf RNA-Ebene gefundenen Trend bestätigte, daß bei LN-405-Zellen eine

positive Dosis-Wirkungs-Beziehung besteht. Somit fanden sich bei Stimulation

mit 1 000 U Betaferon®/ml Medium eine deutlich ausgeprägtere Wirkung auf

die ApoE-Synthese und ApoE-Sekretion als bei einer Stimulation mit

100 U/ml Medium.
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Abb. 1.23 Relative Änderung der ApoE-Synthese von LN-405-Zellen bei Sti-

mulation mit 100 U Betaferon®/ml Medium (resolvatisierte Zeil-

Proteine)

LN-405, Zell-Proteine, 1OO U Betaferon/ml

—•70 kDa
— 42kDa
- 34kDa

- ^ 2 8 kDa
— 2okDa
— 5 Banden
-— 20+34+42 kDa

Abb. 1.24 Relative Änderung der ApoE-Sekretion von LN-405-Zellen bei

Stimulation mit 100 U Betaferon®/ml Medium (Zellkultur-Über-

stände)
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1.3.3 Stimulation von GOS-3 Zellen mit Betaferon®

Stimulation miti 000 U Betaferon® pro ml Medium

Die Stimulierung von Gos-3-Zellen mit einer Betaferon®-Konzentration von

l 000 U/ml Medium wurde in insgesamt 5 Versuchsreihen untersucht, wobei

lediglich drei Experimente eine Abschätzung hinsichtlich des Zeitpunkts und

des Ausmaßes der Steigerung der ApoE-Synthese und ApoE-Sekretion zu-

ließen. Das im Vergleich zur Zeil-Linie LN-405 etwas veränderte Banden-

Muster für Zellkultur-Uberstände und Zeil-Proteine ist auf den Abbildungen

1.25 und 1.26 erkennbar. Aufgrund der nicht völlig übereinstimmenden Resul-

tate werden die Ergebnisse hier nicht tabellarisch, sondern in Form von Dia-

grammen präsentiert (siehe Abb. 1.27 bis 1.32). Vor allem gestaltete sich die

Beurteilung der ApoE-Synthese anhand der resolvatisierten Zellproteine bei

diesen drei Versuchsreihen schwierig.
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Abb. 1.25 ApoE-Western Blot der resolvatisierten Zeil-Proteine von G0S-3-

Zellen bei Stimulation mit 1 000 U Betaferon®/ml Medium über 4

Stunden (Probennahme ca. alle 45 Minuten)

Pro Lane wurden 5 ug Protein aufgetragen

Lanei
Lane 2
Lane 3

Lane 4
Lane 5
Lane 6
Lane 7
Lane 8
Lane 9
Lane 10

ApoE-Standard, 0,750 ng
ApoE-Standard, 0,375 ng
Marker; von oben nach unten:
45 kDa, 30 kDa, 20,1 kDa und 14,3 kDa
Unstimulierte Kontrolle
Zell-Proteine, Stimulation, 60 min
Zell-Proteine, Stimulation, 90 min
Zell-Proteine, Stimulation, 120 min
Zell-Proteine, Stimulation, 150 min
Zell-Proteine, Stimulation, 195 min
Zell-Proteine, Stimulation, 240 min
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Abb. 1.26 ApoE-Western Blot der Zellkultur-Überstände von Gos-3-Zellen bei

Stimulation mit 1 000 U Betaferon®/ml Medium über 4 Stunden

(Probennahme ca. alle 45 Minuten)

Pro Lane wurden 5 ug Protein aufgetragen

Lanei
Lane 2
Lane 3

Lane 4
Lane 5
Lane 6
Lane 7
Lane 8
Lane 9
Lane 10

ApoE-Standard, 0,750 ng
ApoE-Standard, 0,375 ng
Marker; von oben nach unten:
45 kDa, 30 kDa, 20,1 kDa und 14,3 kDa
Unstimulierte Kontrolle
Zellkultur-Überstände, Stimulation, 60 min
Zellkultur-Überstände, Stimulation, 90 min
Zellkultur-Überstände, Stimulation, 120 min
Zellkultur-Überstande, Stimulation, 150 min
Zellkultur-Überstände, Stimulation, 195 min
Zellkultur-Überstände, Stimulation, 240 min
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Abb. 1.27 Relative Änderung der ApoE-Synthese von Gos-3-Zellen bei Stimu-

lation mit 1 000 U Betaferon®/ml Medium (resolvatisierte Zeil-Pro-

teine); Versuch 1
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Abb. 1.28 Relative Änderung der ApoE-Sekretion von Gos-3-Zellen bei Stimu-

lation mit 1000 U Betaferon®/ml Medium (Zellkultur-Überstände);

Versuch 1

Gos-3, Zellkultur-Überstände,
1 OOO U Betaferon/ml, Versuch 1

70 kDa
— 42 kDa
— 28 kDa
-^- 28+42+70 kDa
— 42+70 kDa
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Abb. 1.29 Relative Änderung der ApoE-Synthese von Gos-3-Zellen bei Stimu-

lation mit 1000 U Betaferon®/ml Medium (resolvatisierte Zeil-Pro-

teine); Versuch 2

G0S-3, Zell-Proteine, l OOO U Betaferon/ml, Versuch 2

min
150

— 70 kDa
42kDa

—-2okDa
— 20+42+70 kDa
—- 42+70 kDa

Abb. 1.30 Relative Änderung der ApoE-Sekretion von Gos-3-Zellen bei Stimu-

lation mit 1000 U Betaferon®/ml Medium (Zellkultur-Überstände);

Versuch 2

Gos-3-Zellen, Zellkultur-Überstände,
1 000 U Betaferon/ml, Versuch 2

-~7O kDa

— 42 kDa

— 28 kDa

— 28+42+70 kDa

— 42+70 kDa

min
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Abb. 1.31 Relative Änderung der ApoE-Synthese von Gos-3-Zellen bei Stimu-

lation mit 1 000 U Betaferon®/ml Medium (resolvatisierte Zeil-Pro-

teine); Versuch 3

250 -1

Gos-3, Zell-Proteîne, 1000 U Betaferon/ml, Versuch 3

— 7OkDa
— 42kDa
- ^ 2 0 kDa
-*- 20+42+70 kDa
-»- 42+70 kDa

Abb. 1.32 Relative Änderung der ApoE-Sekretion von Gos-3-Zellen bei Stimu-

lation mit 1000 U Betaferon®/ml Medium (Zellkultur-Überstände);

Versuch 3

Gos-3, Zellkultur-Überstände,
1000 U Betaferon/ml, Versuch 3

— 70 kDa
-~42 kDa
— 28 kDa
-•-28+42+70 kDa
-»- 42+70 kDa
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Die ApoE-Synthese der Gos-3-Zellen stieg bei Stimulation mit 1000 U Beta-

feron®/ml Medium nur schwach auf 120 bis 150 % des Ausgangswerts (siehe

Abb. 1.27 und 1.29). Dieser Anstieg erfolgte in den ersten ein bis zwei Stunden

nach Beginn der Stimulation. Die ApoE-Sekretion der Gos-3-Zellen wurde

durch Stimulation mit 1 000 U Betaferon®/ml Medium geringfügig verstärkt

und erreichte nach rund einer Stunde 120 bis 140 % des Ausgangswerts.

Stimulation mit 100 U Betaferon® pro ml Medium

Die Stimulation von Gos-3-Zellen mit einer Betaferon®-Konzentration von

100 U/ml Medium wurde in insgesamt vier Versuchsreihen untersucht, wobei

im allgemeinen ein deutlicherer Anstieg der ApoE-Synthese und ApoE-Sekre-

tion zu beobachten war als bei einer Stimulation mit 1 000 U Betaferon®/ml

Medium. Die Resultate der einzelnen Versuchsreihen sind aus der Tabelle in

Abb. 1.33 ersichtlich, die dazugehörenden Mittelwerte und Standardab-

weichungen finden sich in Abb. 1.34.

Die ApoE-Synthese der Gos-3-Zellen stieg bei einer Stimulation mit 100 U

Betaferon®/ml Medium ein bis zwei Stunden nach Beginn der Stimulation auf

durchschnittlich 200 % des Ausgangswerts (siehe Abb. 1.35 und 1.37). Die

ApoE-Sekretion der Gos-3-Zellen wurde durch die Stimulation mit 100 U

Betaferon®/ml Medium nach rund einer Stunde auf durchschnittlich 160 %

des Ausgangswerts angehoben.

Typische Stimulationskurven für die ApoE-Synthese und die ApoE-Sekretion

finden sich in den Abbildungen 1.35 bis 1.38.
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Abb. 1.33 Relative Steigerung der ApoE-Synthese und der ApoE-Sekretion bei

Stimulation von Gos-3-Zellen mit 100 U Betaferon®/ml Medium
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111,89

129,60

125,39

116,80

97,36

114,40

118,02

133,44

290,29

289,62

250,06

276,12

242,63

193,97

134,50

106,19

124,12

126,36

127,85

107,97

185,44
162,79

148,86

135.18
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182,97

489,83
99,44

92,40

192,95
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ZP
S

Zeil-Proteine
Supernatants/Zellkultur-Überstände

Anmerkung: fettgedruckt sind jene Werte, die Zur Ermittlung des Mittelwerts herangezogen
wurden

Abb. .1.34Durchschnittliche Steigerung der ApoE-Synthese und der ApoE-Se-

kretion bei Stimulation mit 100 U Betaferon®/ml Medium

MW (ZP):
SD (ZP):

(60 bis 120 min)

MW(S):
SD (S):

(60 bis 90 min)

3 Banden

218,91
± 92,12

162,99

±32,93

(42 + 70) kl)a

232,95
+. 111,70

154.41
±34,76

ZP
s

Zeil-Proteine
Supernatants/Zellkultur-Überstände

Abb. 1.35 Relative Änderung der ApoE-Synthese von Gos-3-Zellen bei Stimu-

lation mit 100 U Betaferon®/ml Medium (resolvatisierte Zeil-Pro-

teine); Versuch 1

GOS-3, Zeil-Proteine, 100 U Betaferon/ml, Versuch 1

300 -1

25O

5O

5O îoo 150
min

\

-~42kDa

— 3 Banden
— 42+70 kDa
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Abb. 1.36 Relative Änderung der ApoE-Sekretion von Gos-3-Zellen bei Stimu-

lation mit 100 U Betaferon®/ml Medium (Zellkultur-Überstände);

Versuch 1

Gos-3, Zellkultur-Überstände,
1OO U Betaferon/nü, Versuch 1

150

mill

— 7okDa
— 42kDa
— 28kDa
— 28+42+70 kDa
-— 42+70 kDa

Abb. 1.37 Relative Änderung der ApoE-Synthese von Gos-3-Zellen bei Stimu-

lation mit 100 U Betaferon®/ml Medium (resolvatisierte Zeil-Pro-

teine); Versuch 2

Gos-3, Zell-Proteine, loo U Betaferon/ml, Versuch 2

150

70 kDa
— 42 kDa
— 20 kDa
-~- 20+42+70 kDa
— 42+70 kDa
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Abb. 1.38 Relative Änderung der ApoE-Sekretion von Gos-3-Zellen bei Stimu-

lation mit 100 U Betaferon®/ml Medium (Zellkultur-Überstände);

Versuch 2

Gos-3, Zellkultur-Überstände,
lOO U Betaferon/ml, Versuch 2

150

min

— 7okDa
— 42kDa
— 28kDa
-— 28+42+70 kDa
— 42+70 kDa

Bei den Gos-3 Zellen wurde ähnlich wie bei den LN-405-Zellen der bei den

RT-PCR-Experimenten gefundenen Trend durch den Western Blot auf der

Proteinebene bestätigt. Bei kleineren Betaferon®-Konzentrationen (hier bei

100 U/ml Medium) war eine ausgeprägtere Wirkung auf die ApoE-Synthese

und die ApoE-Sekretion zu beobachten als bei 1 000 U Betaferon®/ml Me-

dium (negative Dosis-Wirkungs-Beziehung).

2. Liquor-Serum-Datenbank

2.1 Übersicht

Jenen Patienten, die sich in der Ambulanz der Universitätsklinik für Neuro-

logie einer Lumbaipunktion unterziehen mußten und die sich mit einer Teil-

nahme an dieser Studie einverstanden erklärt hatten wurden zusätzlich kleine
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Mengen an Vollblut und Liquor abgenommen, um diese in der Liquor-Serum-

Datenbank des Forschungslabors der Universitätsklinik für Neurologie sam-

meln und archivieren zu können. Die betreffenden Personen und deren

Liquor- und Vollblut-Proben wurden wie folgt klassifiziert:

• Neurologisch gesunde Individuen (Kontroll-Gruppe, n = 58),

• Multiple Sklerose-Patienten (n = 52),

• Neurologische Patienten exklusive MS-Patienten (n = 50).

Von allen Personen/Patienten wurde die ApoE-Konzentration im Liquor mit-

tels ELISA bestimmt. Dieser Wert sowie relevante anamnestische bzw. klini-

sche Daten und andere routinemäßig erhobene Labor-Parameter wurden in

einer Liquor-Serum-Datenbank erfaßt und archiviert. Die gesammelten Da-

tensätze (siehe Methodik und Materialien, Abschnitt 1.4) können zur Beant-

wortung der unterschiedlichen Fragen herangezogen werden.

Eine am Forschungslabor zuvor durchgeführte kleine Studie zeigte, daß die

ApoE-Konzentration im Liquor bei MS-Patienten im Vergleich zu gesunden

Individuen signifikant verringert ist177 (siehe Abschnitt 2.2). Dieses Ergebnis

wurde in der vorliegenden Dissertation anhand der erheblich größeren Daten-

mengen in der Liquor-Serum-Datenbank überprüft. Antworten auf folgende

Fragen wurden gesucht:

• Ist die ApoE-Konzentration im Liquor bei Männern und Frauen unter-

schiedlich?

• Ist die ApoE-Konzentration im Liquor bei jüngeren (^ 40 Jahre) und

älteren (> 40 Jahre) Personen unterschiedlich?

• Ist die ApoE-Konzentration im Liquor bei älteren Patienten unter-

schiedlich, wenn die Werte neurologisch gesunder Individuen mit de-

nen von neurologischen Patienten verglichen werden?
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2.2 ApoE-Konzentrationen im Liquor cerebrospinalis von MS-Patien-

ten und gesunden Personen

2.2.1 Ziel der Studie

Es gibt Hinweise, daß der ApoE-Metabolismus bei MS-Patienten anders

abläuft als bei gesunden Personen. Demyelinisierungsprozesse und/oder die

fortgesetzte Remyelinisierung oder auch autoimmune Entzündungsmecha-

nismen könnten dafür verantwortlich sein 45-18o. Das ApoE-Allel e4 erhöht bei

MS-Patienten die Wahrscheinlichkeit für einen schlechteren klinischen Krank-

heitsverlauf im Vergleich zu MS-Patienten mit anderen Allelen 31. Da der

ApoE-Genotyp den Krankheitsverlauf der MS zu beeinflussen scheint und der

ApoE-Metabolismus Entzündungsprozesse, Autoimmunreaktionen und die

Remyelinisierung verändern kann, haben wir versucht, folgende Fragen zu

klären:

• Unterscheiden sich die ApoE-Konzentrationen in Liquor und Serum

von MS-Patienten von denen gesunder Personen?

• Beeinflußt der ApoE-Genotyp die Konzentrationen von ApoE in Liquor

und Serum von MS-Patienten und/oder gesunden Personen?

• Unterscheiden sich die ApoE-Konzentrationen in Liquor und Serum

von MS-Patienten mit akuten neurologischen Exazerbationen von

denen die in Phasen der Remission auftreten?

2.2.2 Patientenkollektive und methodische Vorgangsweise

Achtundzwanzig gesunde Personen (17 Frauen, Alter Median 28 Jahre; 11

Männer, Alter Median 33 Jahre) und 24 Patienten mit klinisch gesicherter

schubförmiger MS (15 Frauen, Alter Median 33 Jahre; 9 Männer, Alter Median

37 Jahre; Expanded Diability Status [EDSS] Score Median 2,5, Bereich 1 -5 ;

14 Patienten mit akuten neurologischen Exazerbationen, 10 Patienten in der

Remissionsphase) wurden untersucht. Alle Personen wurden umfassend neu-

rologisch untersucht, zusätzlich wurden der EDSS-Score ermittelt und eine

Lumbaipunktion durchgeführt (die Kontrollwerte für die ApoE-Konzentration
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im Liquor wurden von Kopfschmerzpatienten erhoben, die alle einen EDSS-

Score von O aufwiesen und bei denen eine Subarachnoidalblutung bzw. eine

Meningitis durch eine unauffällige Zytologie und/oder Zellzahl-Bestimmung

und die Abwesenheit von Erythrophagen im Liquorbefund ausgeschlossen

werden konnten). Die Routine-Parameter im Liquor (Zeil-Zahl, Zytologie, Ge-

samt-Protein, Albumin, Albumin-Index, Immunoglobuline, Immunoglobulin-

Index) wurden ermittelt und die ApoE-Konzentrationen in Liquor und Serum

wurden mit dem ApoE-ELISA (linearer Bereich von l bis 800 ng/ml, R=o,97)

gemessen. Zusätzlich wurde noch bei allen Patienten/Personen der ApoE-

Genotyp anhand einer Restrikrionsfragment-Längen-Polymorphismus-Metho-

de festgestellt.

Zur statistischen Analyse wurden Mann-Whitney Rang-Summen-Tests ver-

wendet (ApoE-Konzentrationen in Serum und Liquor waren nicht normalver-

teilt). Da die Verwendung eines ApoE-Index gemäß neueren Erkenntnissen

nicht erforderlich ist 45, wurde kein ApoE-Index errechnet, sondern die ApoE-

Rohdaten für die statistischen Berechnungen verwendet.

2.2.3 Ergebnisse

Die ApoE-Genotyp-Verteilung bei den MS-Patienten (18 von 24 Patienten

£3/3) u n d bei den gesunden Kontrollpersonen (23 von 28 Personen 83/3) war

vergleichbar mit einer bei größeren österreichischen Kollektiven ermittel

ten Genotypverteilung 43. Die wichtigsten anderen Ergebnisse sind aus der

Abb. 2.1 ersichtlich.

MS-Patienten haben ungeachtet ihres ApoE-Genotyps eine signifikant niedri-

gere ApoE-Konzentration im Liquor als gesunde Kontrollpersonen von ähn-

lichem Alter. Bei der ApoE-Konzentration im Plasma konnte ein solcher Un-

terschied nicht festgestellt werden. Ebenso wurden keine Unterschiede in der

ApoE-Konzentration in Liquor und/oder Serum zwischen MS-Patienten mit

akuten neurologischen Exazerbationen und MS-Patienten in der Remissions-

phase beobachtet.
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Abb. 2.1 ApoE-Konzentrationen im Liquor cerebrospinalis von MS-Patienten

und gesunden Kontroll-Personen

ApoE Liquor
[mg/dl]

ApoE Serum
[mg/dl]

ApoE Liquor
[mg/dl]

ApoE Serum
[mg/dl]

ApoE Liquor
[mg/dl]

ApoE Serum
[mg/dl]

MS Patienten
n = 24

0.31 ± 0.10

4.51 ± 1.30

MS Patienten
ea/a
n = i8

0.30 ± 0.11

4.41 ± 1.09

MS Patienten
Akute neurol.

Exazerbat.
n = 14

0.30 ± 0.09

4.36 ± 1.16

MS Patienten
e nona/a

n = 6

0.36 ± 0.07

4.84 ± 1.88

Mann-
Whitney

Z P

-1.369 0.177

-0.200 0.871

Kontroll-
Personen

0.40 ± 0.14

4.45 ± 1.66

Kontroll-
Personen

ea/a
n = 23

0.37 ± 0.10

4.42 ± 1.68

MS Patienten
Remissions-

phase
n = 10

0.33 ± 0.12

4.73 ± 1-50

Kontroll-
Personen
e nona/a

0.51 ± 0.25

4.62 ± 1.75

Mann-
Whitney

Z P

-2,113 0.035

-0.753 O.452

Mann-
Whitney

Z P

-1.201 0.239

-0.030 1.000

Mann-
Whitney

Z P

-0.557 0.585

-0.878 0.403

2.3 Untersuchung der ApoE-Konzentrationen im Liquor cerebrospi-

nalis bei drei Gruppen: Multiple Sklerose-Patienten, Patienten mit

anderen neurologischen Erkrankungen und neurologisch gesunden

Personen

2.3.1 Ziele der Studie

Die zu testenden Hypothesen wurden bereits in Abschnitt 2.1 kurz angespro-

chen. Es sollte an einem größeren Kollektiv untersucht werden, ob sich die

ApoE-Konzentrationen im Liquor von MS-Patienten (n = 52), Patienten mit

anderen neurologischen Erkrankungen (n = 50) und an neurologisch gesun-

den Personen (n = 58) voneinander unterscheiden. Zusätzlich sollte geklärt

werden, ob bei diesen Kollektiven geschlechtsspezifische Unterschiede hin-

sichtlich der ApoE-Konzentration im Liquor bestehen. Innerhalb jeder Gruppe
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wurde geprüft, ob die ApoE-Konzentration im Liquor altersabhängig ist. In

Verbindung mit dieser Fragestellung wurde auch die Hypothese überprüft, ob

sich in der Altersgruppe > 40 Jahre die drei Kollektive hinsichtlich der ApoE-

Konzentrationen im Liquor voneinander unterscheiden.

2.3.2 Kollektive und methodische Vorgangsweise

Es wurden insgesamt 160 Personen in diese Studie einbezogen, davon waren

58 (neurologisch) gesunde Personen (Kontroll-Gruppe, 37 Frauen, 21 Männer)

mit einem durchschnittlichen Alter von 40 Jahren, 52 MS-Patienten (MS, 32

Frauen, 20 Männer) mit einem durchschnittlichen Alter von 39 Jahren und 50

an anderen neurologischen Erkrankungen leidende Personen (AN, 19 Frauen,

31 Männer) mit einem durchschnittlichen Alter von 48 Jahren. In den Abbil-

dungen 2.2 bis 2.4 sind die Parameter der deskriptiven Statistik aufgelistet.

Abb. 2.2 Kontroll-Gruppe, ApoE-Konzentrationen im Liquor

n

58

37

2 1

Gruppe

Kontroll-Gruppe
(gesamt)

Frauen

Männer

MW
STW

MW
STW

MW
STW

Alter
[Jahre]

39,57
± 15,10

40,16
± 15,03

38,54
± 15,56

ApoE-Ii
[mg/dl]

0,40
±0,16

0,41
±0,17

0,38
±0,14

Abb. 2.3 MS-Patienten, ApoE-Konzentrationen im Liquor

n

5 2

3 2

2 0

Gruppe

MS
(gesamt)

Frauen

Männer

MW
STW

MW
STW

MW
STW

Alter
[Jahre]

39,O5
±9,7O

38,41
±9,65

40,07
±9,95

ApoE-Ii
[mg/dl]

o,35
±0,35

o,35
±0,15

O,34
±0,18
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Abb. 2.4 Patienten mit anderen neurologischen Erkrankungen, ApoE-Kon-

zentration im Liquor

n

5O

19

31

Gruppe

AN
(gesamt)

sn, f

sn, m

MW
STW

MW
STW

MW
STW

Alter
[Jahre]

48,00
± 15,49

48,17
± 16,15

47,89
± 15,35

ApoE-Ii
[mg/dl]

0,36
±0,29

0,38
±0,25

0,36
±0,31

Da die Werte der ApoE-Konzentration im Liquor normalverteilt waren und

drei Gruppen zu vergleichen waren, wurde zur statistischen Analyse die one

way analysis of variance (ANOVA) eingesetzt.

2.3.3 Überprüfung der Hypothesen

a) Unterschieden sich die ApoE-Konzentrationen im Liquor von MS-Patien-

ten (MS), von an anderen neurologischen Erkrankungen leidenden Pa-

tienten (AN) und von gesunden Personen (Kontroll-Gruppe) voneinander?

Bei diesem Gruppenvergleich wurde zur Testung der Hypothese, wie oben

erwähnt, die ANOVA herangezogen. Zur Berechnung waren nur drei

Parameter für jede Gruppe nötig: die Anzahl der Individuen, der Mittelwert

der zu testenden Variablen (ApoE-Konzentration im Liquor) und die

zugehörige Standardabweichung. Die Ergebnisse der statistischen Aus-

wertung sind aus Abb. 2.5 zu entnehmen.
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Abb. 2.5 Statistischer Vergleich der ApoE-Konzentrationen [mg/dl] von

drei Gruppen

Kontroll-Gruppe MS
n = 58 n = 52

0,40 ± 0,16

F = 0,53

AN

O,35 ± O,35 0,36 ± 0,29

= 0,593 nicht signifikant

b) Unterscheidet sich die ApoE-Konzentration im Liquor der drei Gruppen,

wenn man diesen Vergleich für Männer und Frauen gesondert durch-

führt?

Führte man den oben beschriebenen Vergleich mittels ANOVA für Männer

und Frauen getrennt durch, ergaben sich die in den Abbildungen 2.6 und

2.7 angeführten statistischen Kennzahlen.

Abb. 2.6 Statistischer Vergleich der ApoE-Konzentrationen [mg/dl] von

Männern in den drei Gruppen

Kontroll-Gruppe
Männer

n = 21

0,38 ± 0,14

F = 0,14

MS
Männer

n = 20

0,34 ± 0,18

AN
Männer

0,36 ± 0,31

P = 0,866 nicht signifikant
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Abb.2.7 Statistischer Vergleich der ApoE-Konzentrationen von Frauen in

den drei Gruppen

Kontroll-Gruppe MS
Frauen Frauen
n = 37 n = 32

0,41 ± 0,17

F = 0,91

0,35 ± 0,15

P = 0,407

AN
Frauen
n = 19

0,38 ± 0,25

nicht signifikant

Weder in der Gruppen der Männer, noch in der Gruppe der Frauen konnte

im Gruppenvergleich ein signifikanter Unterschied in den ApoE-Konzen-

trationen im Liquor nachgewiesen werden.

c) Unterschieden sich innerhalb jeder Gruppe die ApoE-Konzentrationen im

Liquor von jüngeren (< 40 Jahre) und älteren (> 40 Jahre) Personen?

Zur Beantwortung dieser Frage mußten drei Vergleiche mit je zwei Patien-

ten- bzw. Personen-Gruppen durchgeführt werden. Die Ergebnisse der sta-

tistischen Auswertung (ANOVA, bei nur 2 Kollektiven gleichbedeutend mit

einem t-Test) sind aus den Abbildungen 2.8 bis 2.10 ersichtlich.

Abb. 2.8 Statistischer Vergleich zwischen jüngeren und älteren Personen

in der Kontroll-Gruppe hinsichtlich der ApoE-Konzentration

[mg/dl] im Liquor

Kontrollgruppe

< 40 Jahre

0,37 ± 0,15

F = 3.71

> 40 Jahre
n = 24

0,45 ± 0,16

P = 0,059

nicht signifikant
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Abb. 2.9 Statistischer Vergleich zwischen jüngeren und älteren Patienten

in der Gruppe der MS-Patienten hinsichtlich der ApoE-Konzen-

trationen [mg/dl] im Liquor

< 40 Jahre
n = 26

0,36 ± 0,18

F = 0,44

MS

> 40 Jahre
n = 26

0,33 ± 0,14

P = 0,510

nicht signifikant

Abb. 2.10 Statistischer Vergleich zwischen jüngeren und älteren Patienten

in der Gruppe der Patienten mit anderen neurologischen Erkran-

kungen hinsichtlich der ApoE-Konzentration [mg/dl] im Liquor

< 4O Jahre
n = i8

0,34 ± 0,19

F = 0,22

AN

> 40 Jahre

0,38 ± 0,33

P = 0,641

nicht signifikant

In der Kontroll-Gruppe der gesunden Personen weist der niedrige P-Wert

darauf hin, daß der Altersvergleich an der Signifikanzgrenze lag. Ältere

Personen wiesen einen tendenziell höheren ApoE-Wert im Liquor auf als

die jüngeren. Weder bei den MS-Patienten noch bei den Patienten mit

anderen neurologischen Erkrankungen konnte ein solcher Trend fest-

gestellt werden.
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d) Unterscheiden sich die ApoE-Konzentrationen im Liquor, wenn man

ältere Patienten/Personen aus den drei Gruppen untereinander

vergleicht?

Die Ergebnisse der statistischen Analyse sind in Abb. 2.11 zu finden.

Abb. 2.11 Statistischer Vergleich der ApoE-Konzentrationen [mg/dl] im

Liquor von älteren Patienten/Personen der drei Gruppen

Kontroll-Gruppe
> 40 Jahre

n = 24

0,45 ± 0,16

F = i,6o

MS
> 40 Jahre

n = 26

0,33 ± 0,14

AN
4oJahre

0,38 ± 0,33

P = 0,209 nicht signifikant

Demnach konnte auch bei Patienten/Personen, die älter als 40 Jahre alt

waren, kein signifikanter Unterschied der ApoE-Konzentrationen im Li-

quor zwischen den drei Gruppen gefunden werden.
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DISKUSSION Einleitung

DISKUSSION

Neben dem methodischen Teil enthält diese Dissertation zwei auf den ersten Blick

unabhängige kleine Studien, die sich aber beide mit MS-spezifischen Themen

beschäftigen. Einerseits wurde anhand von Zellkultur-Experimenten die Wirkung

von Interferon-ß-ib (IFN-ß-ib) auf humane Astrozyten untersucht, wobei bei der

Interpretation der Ergebnisse stets zu berücksichtigen ist, daß Tumorzell-Linien ver-

wendet wurden und daß bei der IFN-ß-ib-Behandlung von MS-Patienten die IFN-

Wirkung wohl nur selten direkt an den Zellpopulationen des ZNS erfolgt, sondern bei

intakter Blut-Hirn-Liquor-Schranke eher peripher an den T-Lymphozyten in den

Lymphknoten stattfindet 112. Aus den Effekten der Inkubation der beiden astro-

zytären Zeil-Linien mit IFN-ß-ib können lediglich Vermutungen über die Wirkungs-

weise des IFN-ß-ib in aktiven MS-Läsionen, in deren Umgebung die Funktion der

Blut-Hirn-Liquor-Schranke gestört ist, angestellt werden 89>90. Andererseits wurde

die ApoE-Konzentration im Liquor von MS-Patienten bestimmt und mit derjenigen

von gesunden Kontroll-Personen oder von Patienten mit anderen neurologischen

Erkrankungen verglichen. Hier konnten keine Informationen über die IFN-ß-ib-

Wirkung gewonnen werden, da lediglich zwei MS-Patienten unter einer immun-

modulatorischen Prophylaxe mit IFN in der Liquor-Serum-Datenbank erfaßt waren

und Lumbaipunktionen (oder gar Hirnbiopsien) bei Patienten ohne deutliche klini-

sche Verschlechterungen ethisch nicht vertretbar wären. Veränderungen der ApoE-

Konzentrationen im Liquor von MS-Patienten gegenüber Kontroll-Personen können

nur Teilaspekte der verschiedenen an der MS beteiligten pathologischen Mechanis-

men und Reparaturmechanismen beleuchten 88-90,95-97,155-157,165,166,
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l. Optimierung der Methoden

l . l ApoE-ELISA

Zur Messung der Konzentration des ApoE in Serum- und Liquor-Proben wur-

de ein ELISA-Verfahren ausgewählt, das wie alle Methoden dieser Art einfach

durchzuführen ist und durch die spezifische Antigen-Antikörper-Wechselwir-

kung zuverlässige Meßwerte liefert. Bei gewissenhafter Optimierung des

Versuchs-ablaufs (siehe Abschnitt 1.1.1 und Methodik und Materialien, Ab-

schnitt 3.3), fällt zusätzlich zu den genannten Vorteilen auch der große lineare

Bereich (1 bis 800 ng ApoE) und die gute Reproduzierbarkeit des Sandwich-

ELISAauf.

Durch die Verwendung erwerbbarer Antikörper und eines häufig eingesetzten

Enzymkonjugats konnte der Sandwich-ELISA genau nach Bedarf und Verfüg-

barkeit der Reagenzien zusammengestellt werden. Das Enzym Alkalische

Phosphatase enthaltende Enzymkonjugat ermöglichte einen im Bereich der

kolorimetrischen Detektion sehr empfindlichen Nachweis, weswegen zur Sig-

nalerzeugung radioaktive Substanzen nicht eingesetzt werden mußten. Ob-

wohl der ELISA relativ zeitaufwendig war und ein hohes Maß an Routine er-

forderte konnte auf spezielle Geräte oder unübliche Reagenzien verzichtet wer-

den. Der Sandwich-ELISA erfordert im Vergleich zu anderen Methoden wie

etwa der Immuno-Nephelometrie (lediglich 30 Minuten pro Versuch), kein

besonderes Gerät und ist somit wesentlich weniger kostspielig. Anderen Lite-

raturangaben zufolge können auch immunflourometrische Methoden zur Mes-

sung der Konzentration des ApoE in Serum und Liquor eingesetzt werden, ob-

wohl auch bei diesem Verfahren ein spezielles Meßgerät erforderlich ist, das

jedoch für die im Rahmen dieser Arbeit durchgeführten Messungen nicht zur

Verfügung stand. Eine Entscheidung hinsichtlich der Analysen-Methode für

ApoE wird nach Maßgabe der Ausstattung und der Personal-Ressourcen des

jeweiligen Labors getroffen werden.
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l.i.i Faktoren, die die Meßgenauigkeit des ApoE-ELISA beeinflussen

Als besonders wichtig für das Gelingen des ApoE-ELISA haben sich mehrere

Faktoren erwiesen. Die Konzentration und die Art des für das Blocking ver-

wendeten Proteins müssen sorgfältig optimiert werden, um die spezifische

Antigen-Antikörper-Wechselwirkung zu ermöglichen. Im Falle des hier ver-

wendeten ApoE-ELISA ist das relativ preisgünstige BSA (Konzentration von

l % in ix PBS) zum Absättigen der unspezifischen Bindungen durchaus aus-

reichend.

Um die Kosten zu minimieren sollte die Konzentration der Antikörper-Lösun-

gen so niedrig wie möglich liegen, da diese nicht wiedergewonnen und erneut

zur Analyse eingesetzt werden können. Wünschenswert ist, daß die Konzentra-

tionen der Antikörper-Lösungen so niedrig gewählt werden, daß gerade noch

eine spezifische und quantitative Wechselwirkung mit dem zu analysierenden

ApoE gesichert ist.

Auch die Verdünnung der Standard- und Proben-Lösungen muß mit Bedacht

gewählt werden. Die zur Detektion des Signals verwendeten Spektrophoto-

meter besitzen nur einen eingeschränkten Bereich, in dem linear gemessen

werden kann. Die aus der Umsetzung des Substrats resultierenden Absorp-

tionswerte sollten in einem optimalen Bereich liegen. Zu geringe Meßwerte

unterschieden sich zu wenig vom Blindwert der Analysen-Lösung, zu große

Meßwerte (je nach Gerät > 1,5 - 3,0 Absorbtionseinheiten) können nicht zu

einer verläßlichen Quantifizierung herangezogen werden, da sie außerhalb des

linearen Meßbereichs des Photometers liegen.

Sowohl die Antikörper- als auch die ApoE-Standard-Lösungen enthalten

1% BSA, um die geringen Protein-Konzentrationen zuverlässig in Lösung zu

halten und somit eine genaue Quantifizierung der Probelösungen zu ermög-

lichen.

Zur Messung der ApoE-Konzentrationen in Zellkultur-Überständen und resol-

vatisierten Zeil-Proteinen ist der ApoE-Sandwich-ELISA jedoch zu wenig

sensitiv. Zur Messung derartig geringer ApoE-Konzentrationen müssen die

Proben-Lösungen also entweder konzentriert oder aber ein anderes Meßver-

fahren etabliert werden. Zur Konzentrierung von Lösungen müssen spezielle

178



DISKUSSION Methoden

Säulchen eingesetzt werden, die durch das zu erwartende hohe Probenauf-

kommen ein nicht zu unterschätzender Kostenfaktor sind. Die Etablierung

eines ApoE-Western Blot unter Verwendung bereits vorhandener Antikörper

und geeigneter Elektrophorese- und Blotting-Apparaturen hat sich unter den

gegebenen Umständen als bessere Lösung erwiesen (siehe Abschnitt 1.3).

1.2 RT-PCR zur semiquantitativen Analyse der ApoE-mRNA

Zur Messung der ApoE-mRNA-Menge wurde ein Verfahren ausgewählt, das

als wesentlichen Schritt eine RT-PCR enthält (siehe Abschnitt 4.1.1). Durch die

exponentielle Vervielfältigung eines Teils der fraglichen mRNA sind solche

Methoden wesentlich sensitiver als Methoden, die die mRNA-Menge direkt

messen wie beispielsweise der Northern Blot (siehe Methoden und Materia-

lien, Abschnitt 4.1.2). Bei geeigneten Voraussetzungen können mit RT-PCR-

Verfahren auch absolute mRNA-Mengen bestimmt werden. Moderne Verfah-

ren wie die Real Time-PCR machen darüber hinaus die densitometrische Aus-

wertung der einzelnen Banden eines Agarose-Gels überflüssig, da die absolute

Menge der bzw. mehrerer PCR-Produkte zeitgleich durch den Einsatz fluores-

zenzmarkierter Primer bestimmt werden kann.

Ungewöhnliche Methoden wie beispielsweise der RNA Hybridization Assay

können ebenfalls zur absoluten Quantifizierung eingesetzt werden und bieten

durch die Verwendung spezifischer Oligonukleotid-Sonden zusätzlich den Vor-

teil der eindeutigen Identifizierung des gewünschten Gens bzw. Genabschnitts.

Die Detektion erfolgt bei Verwendung radioaktiv markierter Sonden durch

Szintillationszählung (siehe Methoden und Materialien, Abschnitt 4.1.2). Da

am Forschungslabor der Universitätsklinik für Neurologie kein geeigneter

Counter zur Verfügung stand und zusätzlich bereits Erfahrung im Umgang mit

PCR-Methoden vorhanden war, wurde die Entscheidung zugunsten der Ver-

wendung einer RT-PCR-Methode gefällt.

Um die Veränderungen der ApoE-Expression bei Stimulation mit IFN-ß fest-

stellen zu können, war eine semiquantitative Methode ausreichend. Um jedoch

eine zuverlässige Quantifizierung der PCR-Produkte zu erzielen, mußten alle
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Schritte der RT-PCR sorgfältig optimiert werden; insbesondere mußte sicher-

gestellt werden, daß die Messung dann erfolgte, wenn die Amplifizierung aller

Fragmente in der exponentiellen Phase erfolgte.

1.2.1 Faktoren, die die Meßgenauigkeit der RT-PCR beeinflussen

Als interner Standard für die semiquantitative Quantifizierung wurden zwei

konstitutiv exprimierte Gene, nämlich GAPDH (Glycerinaldehyd-3-phosphat-

Dehydrogenase, ein Schlüsselenzym der Glykolyse) und ß-Actin (ein Bestand-

teil des Zytoskeletts) verwendet, um erkennen zu können, ob die Stimulation

mit IFN-ß bezüglich beider interner Standards dieselben Effekte auf die ApoE-

Expression aufweist.

Ebenso wichtig für das Gelingen der ApoE-RT-PCR ist die Auswahl der

Primer. Obgleich der schon länger im Forschungslabor (zur Genotypisierung)

eingesetzte ApoE-Primer ein relativ GC-reiches 217 bp langes Fragment ampli-

fiziert, waren die Ergebnisse zuverlässiger als bei Anwendung eines speziell für

den Einsatz in der RT-PCR vorgesehenen Primer-Paars. Bei Zugabe von 5 %

DMSO zum Ansatz konnte die Annealing Temperatur auf 65 °C angehoben

und somit die Spezifität der Primer-cDNA-Wechselwirkung verbessert wer-

den. Diese Modifikationen zeigten auch keine negativen Auswirkungen auf die

Amplifikation der beiden als interne Standards verwendeten Housekeeping-

Gene.

Neben einer sterilen Arbeitsweise ist auch die Handhabung der RNA im Ver-

lauf der Isolierung, Reinigung und Verarbeitung der Proben für ein zuverläs-

siges Meßergebnis wichtig. Für die Reproduzierbarkeit der Ergebnisse hat sich

auch das sorgfältige „Aufschmelzen" der RNA- und cDNA-Proben erwiesen,

bevor sie im nächsten Analyseschritt eingesetzt werden. Andernfalls ergab sich

durch die nicht homogene Probenlösung ein vom wahren Wert unterschied-

liches Resultat. Auch ergaben sich verfälschte Meßwerte, wenn die RNA-Fäl-

lung nicht in vertikal positionierten Eppendorf-Gefäßen durchgeführt wurde

und deswegen nicht die gesamte RNA-Menge bei der Rehydratisierung gelöst

werden konnte.
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Die Genauigkeit der Meßergebnisse wird auch durch die Modalitäten der den-

sitometrischen Analyse beeinflußt. So kann man beispielsweise durch die Ver-

wendung breiterer Kämme bei der Agarose-Gel-Elektrophorese der PCR-Pro-

dukte den relativen Meßfehler verringern, weil größere Mengen der Proben-

Lösung aufgetragen werden können.

Die unterschiedliche Länge der PCR-Produkte des zu messenden ApoE-Gens

und der beiden als interne Standards eingesetzten Gene GAPDH und ß-Actin

macht eine Normierung des gemessenen densitometrischen Signals erforder-

lich (jedes Fragment lagert je nach Länge mehr oder weniger Ethidiumbromid

ein), um eine korrekte Quantifizierung der ApoE-mRNA zu ermöglichen. Erst

nach dieser Normierung können die Signale für jedes PCR-Produkt zueinander

in Beziehung gesetzt und die relative Menge der ApoE-mRNA bestimmt

werden.

1.3 ApoE-Westem Blot

Zur Messung geringer ApoE-Konzentrationen, die mit dem ELISA nicht erfaßt

werden können, wurde ein ApoE-Western Blot mit Chemilumineszenz-Detek-

tion etabliert. Der geringe apparative Aufwand und die Verwendung gebräuch-

licher Reagenzien verursachen nur geringe Kosten.

Der ApoE-Western Blot wurde zur Erfassung von Veränderungen der ApoE-

Synthese und ApoE-Sekretion bei IFN-ß-Stimulation eingesetzt. Werden die

ApoE-Konzentrationen in mit IFN-ß stimulierten Zellkulturen mit denen un-

stimulierter Kontrollen verglichen, so kann die relative Veränderung der

ApoE-Synthese ermittelt werden.

Die Optimierung der Western BlotMethode war nicht einfach, weil die ver-

schiedenen zur Verfügung stehenden Antikörper unterschiedlichen Konzentra-

tionen eingesetzt werden mußten, um eine spezifische Wechselwirkung mitei-

nander und dem ApoE der Proben-Lösung zu gewährleisten. Im folgenden Ab-

schnitt werden diejenigen Faktoren näher erläutert, die sich bei der semiquan-

titativen ApoE-Messung als wichtig erwiesen haben.
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1.3.1 Faktoren, die die semiquantitative Messung mittels ApoE-Western Blot beein-

flussen

Um Veränderungen der ApoE-Synthese und ApoE-Sekretion überhaupt nach-

weisen zu können, muß der Zeitraum, in dem die Probennahmen erfolgen,

korrekt gewählt werden. In Vorversuchen wurde festgestellt, daß die ApoE-

Synthese (und wahrscheinlich auch dessen Sekretion) durch Stimulation mit

IFN-ß lediglich innerhalb einer relativ kurzen Zeitspanne von rund ein bis drei

Stunden gesteigert wird. Danach konnten die Intervalle zwischen den einzel-

nen Meßpunkten verringert werden, um die Maxima der Synthese bzw. der

Sekretion näher einzugrenzen.

Im Laufe der Optimierung des Western Blots wurde die kolorimetrische De-

tektion (BCIP/TNBT), um die Sensitivität zu steigern, durch eine auf Chemi-

lumineszenz basierende Nachweismethode ersetzt. Daher mußten auch die

Auftragsmengen bei der SDS-PAGE drastisch vermindert werden; anstelle von

typischerweise 50 bis 80 ug pro Lane wurden jetzt nur mehr 10 bis 20 ug

aufgetragen. Wurde die SDS-PAGE bei geringer Spannung von 80 V durch-

geführt, so resultierte eine bessere Auftrennung der einzelnen Banden als bei

120 V, wenngleich dann Elektrophoresezeiten von rund eineinhalb Stunden in

Kauf genommen werden mußten.

Wurde beim Blocking hingegen BSA anstelle des teuren Trockenmilchpulvers

eingesetzt, so wurde das durch die unspezifische Bindung der Antikörper be-

wirkte störende Hintergrundsignal in gleicher Weise reduziert.

Obwohl verschiedene monoklonale ApoE-Antikörper getestet wurden, so er-

brachte die Verwendung des polyklonalen ApoE-Antikörpers die besten Ergeb-

nisse. Dieser konnte auch stark (1:10 000) verdünnt werden; im Gegensatz

dazu mußte das HRP-Konjugat beim Chemilumineszenz-Nachweis in relativ

großer Konzentration (1:2 000) eingesetzt werden -wiewohl nach den Anga-

ben des Herstellers gerade bei dieser Nachweismethode wesentliche Kosten-

einsparungen durch große Verdünnungen möglich sein sollten.

Die Quantifizierung der ApoE-Mengen pro Lane erwies sich als nicht ganz ein-

fach. Durch Dimerisierung und Fragmentierung (während der Lagerung des

ApoE-Standards) bzw. nicht vollständig synthetisierte Proteinanteile im Falle
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der resolvatisierten Zeil-Proteine wurden stets mehrere Banden nachgewiesen.

So wurde schließlich eine Summe der in allen Proben vorhandenen Haupt-

banden zur Ermittlung der (relativen) Mengen des ApoE herangezogen und

damit konnte die Veränderung der ApoE-Synthese und der ApoE-Sekretion

unter Stimulationsbedingungen gemessen werden.

2. In iritro-Experimente und Zellkultur

2.1 Wirkungsweise der Interferone

2.1.1 Interferonwirkung in gesunden Personen und bei MS-Patienten

Interferone (IFNs) der Klassen I (a, ß und a>) und II (y) werden auch im ge-

sunden Körper produziert und sind an der Regulation des Immunsystems be-

teiligt (siehe auch Einleitung, Abschnitte 2.9 und 2.10). IFNs der Klasse I wir-

ken entzündungshemmend und antiproliferativ, während IFN-y eher eine

Steigerung der Immunantwort auslöst 125. Das Zusammenwirken der IFNs

und anderer Zytokine wie beispielsweise der Interleukine und deren mengen-

mäßige Anteile in einer gegebenen Situation steuern viele Reaktionen des Im-

munsystems. Dominieren CD4+/Thi-Lymphozyten und deren entzündungs-

fördernde Zytokine (IFN-y, TNF-a, IL-12), so wird die Entzündung propagiert

und die Immunantwort in Richtung einer zytotoxischen Wirkung (durch

CD8+-Lymphozyten) geleitet. Die Anwesenheit enzündungshemmender Zyto-

kine wie IL-i, IL-4 und IL-10 bewirkt die Differenzierung der CD4+-Lym-

phozyten zu TH2-Lymphozyten und in weiterer Folge eine Abschwächung der

Immunantwort (Antikörperbildung und Komplement-Anlagerung), 89-90. Die

Entstehung der charakteristischen MS-Läsionen dürfte durch verschiedene

pathogenetische Mechanismen ausgelöst werden, die ein jeweils unterschied-

liches Ausmaß der Schädigung von Myelin, Axonen und der Oligodendrozyten

aufweisen. Im Zusammenhang damit zeigt sich auch eine verschieden stark

ausgeprägte Entzündungs- bzw. Immunreaktion 90,95,158.
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IFN-ß wird seit 1993 in der Therapie der klinisch schubförmig verlaufenden

MS eingesetzt 89,112,114,1^ sejt jgçs auch bei der sekundär progredienten Ver-

laufsform 109. Seit dem Jahr 1997 wurden erste Studien zum Einsatz von

IFN-ß zur Behandlung eines ersten Demyelinisierungs-Ereignisses noch vor

der eindeutigen Diagnose MS durchgeführt IŜ .IÔO^ wobei dieser therapeu-

tische Einsatz positiv beurteilt wurde.

IFN-ß reduziert die Häufigkeit der Schübe und scheint auch den Fortschritt

der MS zu verlangsamen. IFN-ß hemmt die Proliferation der T-Lymphozyten

und reduziert die Antigen-Präsentation, daneben wird die Expression der ent-

zündungsfördernden Zytokine wie IFN-y und TNF-a zugunsten der entzün-

dungshemmenden Zytokine wie beispielsweise IL-10 verringert, wodurch die

Differenzierung von CD4+-Lymphozyten in Th2-Lymphozyten begünstigt wird.

Durch die Verringerung der Immunantwort und der Enzündungsprozesse wird

die lokale Störung der Blut-Hirn-Liquor-Schranke im Bereich der aktiven

Läsionen wieder verbessert und der Übertritt von Immunzellen und Anti-

körpern in das ZNS erschwert.

2.1.2 Interferonwirkung in vitro

Die Inkubation verschiedener Zellpopulationen mit IFNs bewirkt zum einen

Unterschiede in der Synthese verschiedener Proteine, daneben wurden in eini-

gen Fällen auch direkte Schädigungen der Zellen durch IFN-y beobachtet. In

primären Zeil-Kulturen zeigen sich im Vergleich zu (Tumor-)Zell-Linien bis-

weilen andere Auswirkungen. Einige Beispiele der IFN-ß-Wirkung in Zellpo-

pulationen des ZNS und in peripheren mononukleären Zellen werden in den

beiden folgenden Absätzen kurz erläutert.

In primären astrozytären Zeil-Kulturen der Maus bewirkt IFN-ß eine starke

Steigerung der Produktion von Nerve Growth Factor NGF 85. In astrozytären

Zeil-Kulturen von Mensch und Maus bewirkt IFN-ß eine Steigerung der ApoE-

Sekretion, während IFN-y eine Hemmung hervorruft 68,69,72 Aufgrund seiner

mitogenen Eigenschaften fördert IFN-y die Proliferation in Zellkulturen von
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humanen Astrozyten 103. In gemischten Zeil-Kulturen bestehend aus neuro-

nalen Zellen und Gliazellen (Maus) scheint IFN-y sogar neuronale Zellen

direkt zu schädigen 12°.

In Zeil-Kulturen von mononukleären Zellen, die aus dem peripheren Blut

isoliert wurden, wirken sowohl IFN-ß als auch IFN-y hemmend auf die ApoE-

Expression, wobei IFN-y auch die ApoE-Sekretion dosisabhängig senkt (unab-

hängig davon, ob auch IFN-ß im Ansatz vorhanden ist). Es scheint sogar ein

gewisser synergistischer Effekt in Anwesenheit beider Zytokine zu bestehen 33.

2.2 RT-PCR-Experimente - Modifikation der ApoE-Expression durch

IFN-ß

2.2.1 Theoretische Aspekte

ApoE wird im Nervensystem von Astrozyten, Oligodendrozyten und (zu einem

geringeren Prozentsatz) von anderen nicht-neuronalen Zellelementen wie

Monozyten/Makrophagen und der Mikroglia sezerniert und spielt eine bedeu-

tende Rolle bei der Umverteilung von Lipiden während der neuronalen Ent-

wicklungsphase sowie bei der Regeneration von peripheren Nerven 50. Nach

einer Verletzung des ZNS oder im Verlauf von entzündlichen Prozessen

werden Astrozyten aktiviert und proliferieren. Die so entstehende „Glia-

Narbe" behindert sowohl die neuronale Regeneration als auch die Remye-

linisierung während der Remissionsphasen der MS. Neuere Forschungs-

ergebnisse zeigen, daß auch neuronale Zellpopulationen unter gewissen Bedin-

gungen ApoE produzieren können, wenn auch in deutlich geringerem Ausmaß

als die nicht-neuronalen Zellen im ZNS.

Die ApoE-Expression und/oder die ApoE-Synthese werden/wird gewebsspezi-

fisch reguliert. Neben hormonellen Faktoren und der Verfügbarkeit von Chole-

sterin(-estern) beeinflussen vor allem im Nervensystem auch Zytokine und

Wachstumsfaktoren die Expression von ApoE-mRNA. Offenbar ist auch in

vitro die ApoE-Synthese vom Alter der Astrozyten abhängig; junge Astrozyten

produzieren mehr ApoE als ältere. Serumentzug oder sehr geringe Konzentra-

tionen von Serum im Medium können allerdings eine artifiziell niedrigere
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ApoE-Synthese bewirken. Es muß vor allem für Zellkultur-Experimente mit

Zeil-Populationen des ZNS sorgfältig abgewogen werden, ob und wieviel

Serum im Medium enthalten ist; einerseits ist ein gewisser Serumanteil für das

Wachstum der Zellen erforderlich, andererseits sollten im physiologischen

Normalzustand des ZNS keine Serumbestandteile vorhanden sein, denn diese

würden auf eine Störung der Blut-Hirn-Iiquor-Schranke hinweisen. In

manchen Studien wurden die Astrozyten vor einer Stimulation mit Zytokinen

oder Interferonen durch ein starkes Absenken des Serumanteils im Medium

(auf 0,5 %) in eine Art Ruhezustand (quiescent astrocytes) versetzt161. Ob die-

ses Vorgehen im speziellen Falle der Stimulation mit IFN-ß Vorteile bringt

oder aber den natürlichen Bedingungen m vivo besser entspricht, muß noch

durch weitere Experimente geklärt werden.

Die unausgesetzte oder zumindest anhaltende Aktivierung der Astrozyten wie

z.B. im Falle neurodegenerativer Erkrankungen wie der MS, könnte dazu füh-

ren, daß die optimalen ApoE-Konzentrationen durch die Astrozyten nicht

mehr aufrechterhalten werden können. Da die ApoE-Syntheseleistung von

Astrozyten besonders für MS-Patienten in der Remissionsphase wichtig er-

scheint, wurde in Zellkultur-Experimenten untersucht, ob die IFN-ß-Gabe die

ApoE-Synthese oder ApoE-Sekretion verändert.

Stimulationsexperimente mit IFN-ß an astrozytären Zellen in vitro, die auf

mRNA-Ebene die ApoE-Expression und die ApoE-Sekretion auf Protein-

Ebene untersuchen, wurden durchgeführt, um Aufschluß über eine eventuelle

Beeinflussung der Transkriptionsrate des ApoE-Gens und der Sekretion des

Genprodukts zu erhalten. Die Stimulation mit IFN-ß (Betaferon®, Schering)

wurde mit Konzentrationen zwischen 10 und 1 000 U Betaferon®/ml Medium

durchgeführt, um herauszufinden, ob die Änderung der ApoE-Expression do-

sisabhängig erfolgt und zu welchem Zeitpunkt eine maximale Antwort auf die

IFN-ß-Gabe erfolgt.

Würde die ApoE-Expression und in weiterer Folge auch die ApoE-Sekretion

durch IFN-ß gesteigert werden, so könnte dies im Sinne einer durch erhöhte

ApoE-Konzentrationen verbesserten Rückbildung der Plaques während der

Remissionsphasen der MS gedeutet werden. Die Remyelinisierung der MS-
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Läsionen erfolgt in unterschiedlichem Ausmaß je nach dem vorherrschenden

pathogenetischen Mechanismus 88,95,90,99. i n der frühen Phase der MS und in

den Läsionen der Muster I und II (im Bereich der Blutgefäße lokalisierte,

scharf umgrenzte Läsionen mit starker Immunreaktion und durch primär vor-

handene Entzündungsprozesse ausgelöste Demyelinisierung) ist meist eine

extensive Remyelinisierung festzustellen, die im MRI als sogenannte „shadow

plaques" erkennbar sind. Die Pathogenese der Läsionen der Muster I und II ist

zusätzlich durch die Anwesenheit von Auto-Antikörpern, die gegen Antigène

auf der Oberfläche der Myelinscheiden oder der Oligodendrozyten gerichtet

sind, gekennzeichnet 89,99,100,156. Die schlecht begrenzten Läsionen der Muster

III und IV (bei denen auch die umgebende, normal erscheinende weiße Sub-

stanz in Mitleidenschaft gezogen ist) sind durch primäre Degeneration der

Oligodendrozyten mit sekundär ausgelöster Entzündungsreaktion gekenn-

zeichnet und weisen eine nur schwache Remyelinisierung auf9596. Die Art und

Weise der Entstehung der charakteristischen Plaques variiert also von Patient

zu Patient, die verschiedenen Läsionen eines Patienten sind jedoch immer

einem Muster zuzuordnen. Daher dürfte also eine Verbesserung der

Remyelinisierung durch eine gesteigerte Synthese von ApoE nur bei Läsionen

der Muster I und II möglich sein, während in Läsionen der Muster III und IV

durch die Degeneration der Oligodendrozyten und die Erschöpfung des

Oligodendrozytenvorläufer-Pools vermutlich keine Besserung der Situation zu

erwarten ist 95,96,i62-i64,i66.

2.2.2 LN-405-Zellen

Die Inkubation mit Betaferon® veranlaßt die LN-405-Zellen zur Steigerung

der ApoE-Expression, wobei der maximale Effekt bereits nach 15 bis 30 Mi-

nuten beobachtet wird. Bei der größten Betaferon®-Konzentration von

1000 U/Medium wird die ApoE-Expression auf ca. 400 % des Ausgangswerts

(je nachdem, ob GAPDH oder ß-Actin als interner Standard verwendet wird)

angehoben. Bei 100 U Betaferon®/ml Medium erreicht die Steigerung immer-

hin noch mehr als 300 %. Bei Inkubation der Zellen mit einer Konzentration

von 10 U Betaferon®/ml Medium erfolgt eine deutlich geringere Zunahme der

ApoE-Expression auf ca. 200 %.
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Wird die Betaferon®-Konzentration noch weiter auf l U/ml Medium gesenkt,

so kann keine Veränderung/Steigerung der ApoE-Expression festgestellt wer-

den; diese Betaferon®-Konzentration liegt also bereits unterhalb der Wir-

kungsschwelle für diese Zeil-Linie. Im Bereich von 10 bis l ooo U Beta-

feron®/ml Medium kann eine strenge Dosis-Wirkungs-Beziehung festgestellt

werden.

2.2.3 Gos-3-Zellen

Die Inkubation mit Betaferon® veranlaßt auch die Gos-3-Zellen zur Steigerung

der ApoE-Expression, wobei der maximale Effekt ebenfalls bereits nach 15 bis

30 Minuten beobachtet wird. Die Änderung der ApoE-Expression durch ver-

schiedene Betaferon®-Konzentrationen gestaltet sich jedoch deutlich anders

als bei den oben beschrieben LN-405-Zellen. Bei Stimulation mit 1 000 U

Betaferon®/ml Medium resultiert eine Steigerung der ApoE-Expression auf

ca. 350 % des Ausgangswerts, bei Inkubation mit 100 U/ml Medium hingegen

wird eine Steigerung auf ca. 500 % beobachtet. Einen noch größeren Anstieg

auf ca. 600 % wird durch eine Konzentration von 10 U Betaferon®/ml Medium

hervorgerufen.

Bei Inkubation mit 1 U Betaferon®/ml Medium zeigt sich kein eindeutiger

Trend in der ApoE-Expression, die Meßwerte scheinen zufallig verteilt zu sein;

diese geringe Konzentration ruft also keine Veränderung der ApoE-Expression

hervor. Bei Konzentrationen von 10 bis 1 000 U Betaferon®/ml Medium ist

also überraschenderweise eine umgekehrte Dosis-Wirkungs-Beziehung fest-

zustellen, wenngleich sich bei Verwendung von ß-Actin als Referenz die

maximale Steigerung der Apo-Expression bei 100 U manifestiert.

2.2.4 Diskussion der Ergebnisse

LN-405-Zellen zeigen die stärkste Antwort auf eine Betaferon®-Stimulation

bei einer Konzentration von 1 000 U pro ml Medium (ApoE-Expression steigt

auf rund 400 % des Ausgangswerts), allerdings wird auch bei 100 U ein An-

stieg der ApoE-Expression in derselben Größenordnung (auf 300 %) beob-

achtet. Bei Stimulation mit nur 10 U Betaferon®/ml Medium ist die Steigerung
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der ApoE-Expression allerdings geringer (auf rund 200 %). Diese Dosis-

abhängigkeit der ApoE-Expression in Antwort auf Induktion mit Betaferon®

steht in auffallendem Gegensatz zu der umgekehrten Dosisabhängigkeit bei

Gos-3-Zellen, die bei geringeren Betaferon®-Konzentrationen größere Steige-

rungen in der ApoE-Expression zeigen. Wahrscheinlich ist dieser Effekt durch

die Eigenart der beiden aus Tumorzellen etablierten Zeil-Linien bedingt. Die

Zeil-Linie Gos-3 wurden aus einem Astro-Oligodendrogliom (Grad II/III)

einer 55-jährigen Frau etabliert; im Vergleich zu der Zeil-Linie LN-405 (eta-

bliert aus dem Astrozytom (Grad IV) einer 62-jährigen Frau) könnten diese

Zellen eventuell eine größere Ähnlichkeit zum Metabolismus eines „normalen"

Astrozyten aufweisen.

Möglicherweise hat auch der ApoE-Genotyp der beiden Zeil-Linien einen Ein-

fluß auf die Modifikation der ApoE-Expression bei Stimulation mit Beta-

feron®. Ob der Genotyp allerdings eine Umkehrung der Tendenz der Dosis-

Wirkungs-Beziehung bewirken kann, müssen weitere Untersuchungen auf-

klären. Plausibler erscheint eine Beeinflussung des Ausmaßes der Steigerung

der ApoE-Expression. Auch unter dem Gesichtspunkt des ApoE-Polymorphis-

mus spiegeln Gos-3- Zellen aufgrund ihres ApoE-Genotyps 83/3 sozusagen

eher physiologische Verhältnisse wider als LN—405 Zellen des ApoE-Geno-

typs 83/2. Die Verteilung der ApoE-Genotypen wurde in verschiedenen

Populationen ermittelt und weist stets einen Anteil von rund 60% des Geno-

typs e3/3 auf, gefolgt von den Genotypen 64/3 und 63/2 mit rund 20% und

10%, die mit großem Abstand seltensten Genotypen sind 84/2, 84/4 und

C2/2 223. Die große Häufigkeit des Allels e3 deutet darauf hin, daß es dem In-

dividuum offenbar besondere Vorteile hinsichtlich der allgemeinen „Fitness"

verschafft. In diesem Sinne können Gos-3-Zellen mit dem Genotyp 83/3 als

Beispiel für die IFN-Wirkung herangezogen werden, da die Mehrheit der

Bevölkerung diesen Genotyp und weitere 30 % zumindest ein Allel 83 auf-

weisen.

Neuere Forschungsergebnisse weisen darauf hin, daß bei Trägern des ApoE

Allels 84 eine größere Wahrscheinlichkeit für einen aggressiveren klinischen

Verlauf der MS bestehen könnte (höherer EDSS-Score, höhere Schubrate).

Eine stärkere Gewebeschädigung, nicht nur demyelinisierende sondern auch
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axonale Degenerationen sowie weniger effiziente Reparaturmechanismen

könnten dafür verantwortlich sein, wie einzelne MRT-Untersuchungen gezeigt

haben 35,167 Klinische Studien zum Thema ApoE-Polymorphismus bei MS er-

gaben divergierende Resultate, was die möglichen Auswirkungen des ApoE

Allels E4 auf die Aktivität der MS betrifft35.168'169.

Jüngste Untersuchungsergebnisse über den immunmodulatorischen Einfluß

des ApoE auf systemische Entzündungsprozesse im ZNS lassen isoform-spezi-

fische Unterschiede in der Immunregulation vermuten 170. Im Tierversuch

zeigten Mäuse mit dem humanen ApoE £4 höhere Konzentrationen der ent-

zündungsfördernden Zytokine TNF-a und IL-6 im peripheren Kreislauf und

im ZNS als Mäuse mit dem humanen ApoE eß. ApoE e4~Mäuse wiesen eine

länger anhaltende Entzündungsreaktion im ZNS nach einer Injektion von LPS

(Tiermodell für induzierte Entzündungsvorgänge) als ApoE 84-Mäuse auf. Ein

kleines Peptid, AP0E133-149, d a s wichtige Bereiche der Rezeptorbindungs-

Region enthält, verringerte bei intravenöser Verabreichung im Tierversuch die

Konzentrationen der beiden erwähnten Zytokine TNF-a und IL-6 im peri-

pheren Kreislaufund im ZNS 170. Offenbar behielt ApoEi33-i49 die enzündungs-

hemmenden Eigenschaften des intakten ApoE und konnte durch seine geringe

Größe die Blut-Hirn-Liquor-Schranke passieren. Möglicherweise ergeben sich

aus diesen Untersuchungsergebnissen Strategien für die Behandlung der MS

beim Menschen.

Es wurde gezeigt, daß Apo E die Freisetzung gliärer pro-inflammatorischer

Zytokine in vitro reduziert, wobei ApoE 4 weniger effizient wirkt als

ApoE 3 17i.i72. Auch außerhalb des Nervensystems kann ApoE entzündliche

Reaktionen durch Wechselwirkung mit einem spezifischen Rezeptor modu-

lieren; die hochaffine Bindung von ApoE an den LRP/a 2 Makroglobulin-

Rezeptor löst eine Ca2+-abhängige Signalkaskade aus, die immunkompetente

Zellen wie Makrophagen und Mikroglia-Zellen veranlaßt, beispielsweise weni-

ger TNF-a und IL-6 auszuschütten i73,i74.
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2.3 ApoE-Western Blot - Modifikation der ApoE-Synthese und ApoE-
Sekretion durch IFN-ß

2.3.1 Theoretische Aspekte

Wenn die ApoE-Konzentrationen in Zellkultur-Überständen und den resolva-

tisierten Zeil-Proteinen der Astrozyten die Steigerung der ApoE-Expression in

Antwort auf Stimulation mit Betaferon® reflektieren, so kann ein positiver Ef-

fekt der IFN-ß-Therapie bei MS-Patienten in der ausreichenden Versorgung

mit der Läsionen mit ApoE liegen, die eine gewisse Remyelinisierung während

der Remissionsphase gewährleistet. Auch wenn IFN-ß gemäß einigen Studien

keine direkten Effekte aus Astrozyten zu haben scheint, so kann durch dessen

immuno-modulatorische Effekte die Zytokinausschüttung der Astrozyten ver-

ändert werden 175. Beispielsweise führt IFN-ß zu einer massiven Ausschüttung

von Nerve Growth Factor, der seinerseits die Proliferation von Oligodendro-

zyten anregt, denen die entscheidende Rolle bei der Remyelinisierung in der

MS zugeschrieben wird. Auch eine durch IFN-ß gesteigerte ApoE-Synthese der

Astrozyten könnte zur Rückbildung der MS-typischen Läsionen und zur För-

derung der Remyelinisierung beitragen. Für diese Funktion der Astrozyten

spricht unter anderem auch die in einigen Studien gemachte Beobachtung, daß

Astrozyten offenbar erst eine gesteigerte ApoE-Sekretion aufweisen, wenn sich

in der Umgebung große Mengen an Myelinabfallprodukten angehäuft

haben 74.

2.3.2 LN-405-Zellen

Bei der Stimulation von LN-405-Zellen mit 1 000 U Betaferon®/ml Medium

resultiert eine Steigerung der ApoE-Synthese auf rund 300 % des Ausgangs-

werts (ermittelt anhand der Veränderung der ApoE-Menge in den resolvati-

sierten Zeil-Proteinen) nach rund einer Stunde (mit einem zweiten, etwas klei-

neren Maximum nach 2,5 Stunden). Auch die Veränderung der ApoE-

Sekretion zeigt ein ähnliches Muster.
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Werden die Zellen mit 100 U Betaferon®/ml Medium stimuliert, so werden

wesentlich geringere Effekte beobachtet. Die ApoE-Synthese steigt schon nach

einer Stunde auf rund 130 % des Ausgangswerts an, während sich die ApoE-

Sekretion offenbar erst nach 2 bis 3 Stunden auf denselben Wert erhöht. Diese

geringe Veränderung kann allerdings mit dem Western Blot nicht ebenso zu-

verlässig erfaßt werden wie Unterschiede im Bereich von 100 % oder mehr.

2.3.3 Gos-3-Zellen

Die Effekte einer Stimulation von Gos-3-Zellen mit 1 000 U Betaferon®/ml

Medium sind auffällig gering. Die ApoE-Synthese der Gos-3-Zellen steigt nur

schwach auf 120 bis 150 % des Ausgangswerts an, dieser Anstieg erfolgt in den

ersten ein bis 2 Stunden nach Induktionsbeginn. Die ApoE-Sekretion der

Gos-3-Zellen wird durch Induktion mit 1000 U Betaferon®/ml Medium gering

verstärkt und nach ca. einer Stunde auf 120 bis 140 % des Ausgangswerts

angehoben.

Bei der Stimulation der Gos-3-Zellen mit 100 U Betaferon®/ml Medium hin-

gegen sind etwas deutlichere Auswirkungen zu beobachten. Die ApoE-Syn-

these steigt ein bis zwei Stunden nach Induktionsbeginn auf durchschnittlich

200 % des Ausgangswerts an. Die ApoE-Sekretion der Gos-3-Zellen wird

durch Stimulation mit 100 U Betaferon®/ml Medium nach rund einer Stunde

auf durchschnittlich 160 % des Ausgangswerts gesteigert.

2.3.4 Diskussion der Ergebnisse

Bei beiden astrozytären Zeil-Linien wird durch den Western Blot die in den

RT-PCR-Experimenten festgestellte Tendenz bestätigt. Größere Betaferon®-

Konzentrationen zeigen bei den LN-405-Zellen größere Steigerungen bei allen

untersuchten Parametern (ApoE-Expression, ApoE-Synthese und ApoE-

Sekretion), wohingegen bei Gos-3-Zellen nur bei geringeren Konzentrationen

die ausgeprägtesten Auswirkungen verzeichnet werden können. Nicht in allen

Experimenten konnte eine genaue Übereinstimmung bzw. ein strenges Auf-
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einanderfolgen der Maxima in ApoE-Synthese und ApoE-Sekretion fest-

gestellt werden. Eine gesteigerte Sekretion ohne vorheriges Ansteigen der

Synthese kann durch posttranslationale Mechanismen erklärt werden wie z.B.

die Freisetzung von intrazellulär gespeichertem ApoE 5761.

2.4 Schlußbetrachtungen

Gos-3-Zellen, die dem physiologischen Zustand der Astrozyten m vivo ver-

mutlich ähnlicher sind als die weniger differenzierten LN-405-Zellen, zeigen

nach meinen Ergebnissen meßbare Reaktionen auf geringere Betaferon®-Kon-

zentrationen. Ein solches Verhalten als Reaktion auf geringe Zytokin-Mengen

mag für Stütz-Zellen von Vorteil sein, da diese ja auf eine rasche Reaktion auf

Veränderungen in der Signaltransduktion angewiesen sind. Die deutlichen

Effekte auf verschiedenen Ebenen der Protein-Stoffwechsels auf minimale

Veränderungen im Transmitter-Stoffwechsel, ermöglichen eine adäquate und

rasche Reaktion der Zelle auf innere und äußere Reize. Diese Hypothese muß

allerdings in weiterführenden Untersuchungen bestätigt werden, um detail-

liertere Aussagen über die Wechselwirkungen von Zytokinen und Zellen des

Gehirns bzw. Rückenmarks gewinnen zu können.

Maligne Zellen, die gerade durch den Verlust von Regulationsmechanismen

unablässig proliferieren, haben vielleicht auch diese Feinabstimmung der

raschen Antwort auf geringe Konzentrationen an Botenstoffen eingebüßt. Die

entdifferenzierteren LN-405-Zellen zeigen dieser Hypothese entsprechend bei

größeren Betaferon®-Konzentrationen eine ausgeprägte Antwort auf den

Ebenen der mRNA-Expression, der Protein-Translation und der Protein-

Sekretion.

Ob Untersuchungen an primären Zellkulturen von Tieren oder aber an huma-

nen Zeil-Linien die physiologischen Verhältnisse in gesunden humanen

Astrozyten widerspiegeln, ist unklar. Einerseits sind Experimente an tieri-

schen Zellen und deren Ergebnisse wahrscheinlich nicht problemlos und ohne

weitere zusätzliche Untersuchungen am Menschen auf humane Verhältnisse

umzulegen, da der Metabolismus von tierischen Zellen zum Teil wesentliche
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Unterschiede zum physiologischen Umsatz in den entsprechenden gesunden

humanen Zellen aufweist. Andererseits muß betont werden, daß auch maligne

humane Zellen Unterschiede im Metabolismus zu gesunden Zellen aufweisen.

Welches System also bessere Aussagen über physiologisch relevante Vorgänge

in humanen Zellen ermöglicht, sollte anhand spezifischer Fragestellungen

ermittelt werden.

Es kann aber noch eine zweite Deutung für die gegenläufige Dosis-Wirkungs-

Beziehung bei Stimulation mit Betaferon® in den beiden astrozytären Zeil-

Linien versucht werden. Die beiden Zeil-Linien haben einen jeweils unter-

schiedlichen ApoE-Genotyp, der möglicherweise Einfluß auf die Regulation

der Expression der mRNA oder deren unterschiedlicher Stabilität ausübt

und/oder sich auch bezüglich der Synthese und Expression des ApoE unter-

scheidet. Gos-3-Zellen haben den ApoE-Genotyp £3/3 und sind die weniger

entarteten Zellen, weswegen spekuliert werden darf, daß die hier beobachtete

Gegenläufigkeit von Betaferon®-Dosis und Steigerung von ApoE-Expression

und ApoE-Synthese das physiologische Verhalten von humanen Astrozyten

reflektiert. LN-405-Zellen haben den vielleicht weniger neuroprotektiv wirk-

samen Genotyp 83/2 und zeigen auch erst bei großen Betaferon®-Konzentra-

tionen eine deutliche Reaktion bezüglich ihrer ApoE-Expression und ApoE-

Synthese. Diese nur an wenigen Indizien festgemachten Annahmen sollten

noch an anderen Zeil-Linien verschiedenen Genotyps überprüft werden, wie es

ja auch unter Verwendung der beiden neuronalen Zellinien SH-SY5Y (ApoE

£3/3) und Kelly (ApoE £4/3) geplant war.
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3. Liquor-Serum-Datenbank

3.1 Pilotstudie

3.1.1 Theoretische Aspekte

Bei vielen entzündlichen Erkrankungen des ZNS sind erhöhte ApoE-Konzen-

trationen im liquor zu beobachten 46. Bei MS-Patienten hingegen ist die Kon-

zentration von ApoE im Liquor erniedrigt, die Serumkonzentration hingegen

erhöht und die intrathekale Synthese vermindert 37,108,176 j n der Remissions-

phase ist jedoch der ApoE-Index auf das bis zu Vierfache erhöht. Möglicher-

weise werden dadurch Remyelinisierungsprozesse (durch einen Mangel an

Cholesterin zum Aufbau der Myelinmembran) beeinträchtigt, wodurch es zu

irreversiblen klinischen Ausfallen und einem raschen Fortschreiten der MS

kommen kann 108. Zudem gibt es Anhaltspunkte, daß die ApoE-Expression je

nach Genotyp unterschiedlich reguliert ist 41>79.

3.1.2 Diskussion der Ergebnisse

Eine von uns am Forschungslabor der Universitätsklinik für Neurologie durch-

geführte kleine Studie zeigte in Übereinstimmung mit den oben angeführten

Literaturstellen, daß MS-Patienten ungeachtet ihres ApoE-Genotyps eine

signifikant niedrigere ApoE-Konzentration im Liquor haben als gesunde

Kontrollpersonen von ähnlichem Alter und ähnlicher ApoE-Genotyp-Ver-

teilung 177. Bei der ApoE-Konzentration im Plasma konnte ein solcher Unter-

schied nicht festgestellt werden. Ebenso wurden keine Unterschiede in der

ApoE-Konzentration in Liquor und/oder Serum zwischen MS-Patienten im

Schub (n = 14) und MS-Patienten in der Remissionsphase (n = 10) beobachtet.

Die eingehendere Überprüfung der Signifikanz der beiden letzten Hypothesen,

die ja bereits in der Literatur publiziert wurden, muß Studien an größeren

Fallzahlen überlassen bleiben.
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3.2 Studie über die ApoE-Konzentrationen im liquor von drei Grup-

pen: MS-Patienten, Patienten mit anderen neurologischen Erkran-

kungen und (neurologisch) gesunde (Kontroll-)Personen

Es wurde anhand von größeren Patientengruppen untersucht, ob sich die

ApoE-Konzentrationen im Liquor von MS-Patienten (n = 52), Patienten mit

anderen neurologischen Erkrankungen (n = 50) und (neurologisch) gesunden

Kontroll-Personen (n = 58) unterscheiden. Zusätzlich sollte überprüft werden,

ob bei diesen Gruppen geschlechtsspezifische Unterschiede in der ApoE-Kon-

zentration im Liquor bestehen. Innerhalb jeder Gruppe wurde geprüft, ob das

Alter einen Einfluß auf die ApoE-Konzentration im Liquor hat.

3.2.1 Theoretische Aspekte

Bei entzündlichen Erkrankungen des ZNS ist die ApoE-Konzentration im

Liquor in der Regel erhöht, während sie bei neurodegenerativen Erkran-

kungen wie beispielsweise der Demenz vom Alzheimer-Typ signifikant ernie-

drigt ist. Wenn eine deutliche/signifikante Abweichung der ApoE-Konzen-

tration im Liquor nach oben oder nach unten bei MS-Patienten oder bei Pa-

tienten mit anderen neurologischen Erkrankungen festzustellen ist, so könnte

sich daraus diagnostische oder sogar therapeutische Konsequenzen ergeben.

Eine Studie an insgesamt 160 Personen, die in der Ambulanz der Universitäts-

klinik für Neurologie lumbalpunktiert wurden, vergleicht die ApoE-Konzentra-

tion im Liquor bei den drei oben genannten Patienten-Gruppen; bei einigen

Hypothesen wurde auch das Geschlecht und/oder das Alter der Patienten bzw.

Personen berücksichtigt.

3.2.2 Diskussion der Ergebnisse

Die ApoE-Konzentrationen im Liquor waren bei MS-Patienten und bei Patien-

ten mit anderen neurologischen Erkrankungen zwar niedriger als bei den

Kontrollpersonen, dennoch waren diese Unterschiede nicht statistisch signi-

fikant. Derselbe Vergleich wurde mit einem ähnlichen Ergebnis auch für

Männer und Frauen durchgeführt. Daß die ApoE-Konzentrationen im Liquor

von MS-Patienten und gesunden Personen nicht signifikant unterschiedlich

196



DISKUSSION Iiquor-Serum-Datenbank

waren, kommt nach den ersten Ergebnissen eher überraschend. Die an den

Studien teilnehmenden Individuen wurden in beiden Fällen aus Patienten der

Ambulanz der Universitätsklinik für Neurologie rekrutiert, sodaß bei der Aus-

wahl der Personen keine Einflußnahme auf die Inkludierung genommen

werden konnte und nur die Bereitschaft der Patienten wesentlich war. Die

Daten einzelner Personen wurden höchstens nachträglich aufgrund einer

lückenhaften Dokumentation aus den Berechnungen herausgenommen

Innerhalb jeder Patienten-Gruppe wurde statistisch nachgewiesen, daß jün-

gere und ältere Personen keine signifikant unterschiedlichen ApoE-Konzentra-

tionen im Liquor aufweisen. Diese Ähnlichkeit der ApoE-Werte im Liquor

zwischen alt und jung erschient plausibel, da jüngere Individuen durch die

Reifung des Nervensystems generell zu eher höhere ApoE-Konzentrationen

tendieren, während ältere Personen aufgrund von Reparaturprozessen höhere

ApoE-Werte im Liquor zeigen können.
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