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1 Abkürzungen und Nomenklatur

1.1 Abkürzungen

ABC ATP-Bindungskassette (engl.: ATP binding cassette)
AIDS erworbenes Immundefizienzsyndrom (engl.: acquired immuno-

deficiency syndrome)
ANOVA Varianzanalyse (engl.: analysis of variance)
AP Alkalische Phosphatase
AP-1 engl.: activator protein 1
APK Astrogliareiche Primärkultur(en)
APN Aminopeptidase N
ATP Adenosintriphosphat
BSA Rinderserumalbumin (engl.: bovine serum albumin)
BSO L-Buthioninsulfoximin
bp Basenpaare
bzw. beziehungsweise
cAMP 3’,5’-cyclisches Adenosinmonophosphat
cDNA komplementäre Desoxyribonucleinsäure (engl.: complementary

deoxyribonucleic acid)
CFTR cystic fibrosis transmembrane conductance regulator
CHX Cycloheximid
CID engl.: collison induced dissociation
CKZ Cerebellare Körnerzellen
DA Dopamin
DAPI 4’,6-Diamidino-2-phenylindol
DD engl.: death domain
DFX Desferoxamin
DMEM Dulbeccos modifiziertes Eagle Medium
DNA Desoxyribonucleinsäure (engl.: deoxyribonucleic acid)
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1 Abkürzungen und Nomenklatur

dNTP Desoxyribonucleosidtriphosphate
DTNB 5,5´-Dithio-bis(nitrobenzoesäure)
E Embryonaltag
EDTA Ethylendiamintetraacetat
EGFP verstärkt grünfluoreszierendes Protein (engl.: enhanced green

fluorescent protein)
ELISA engl.: enzyme-linked immunosorbent assay
engl. englisch
ER endoplasmatisches Reticulum
ESI Electrospray-Ionisation
FAC Ammoniumeisen(III)citrat (engl.: ferric ammonium citrate)
FCS fetales Kälberserum (engl.: fetal calf serum)
FIA engl.: flow injection analysis
GalC Galactocerebrosid
GAP-43 engl.: growth-associated protein-43
GCNA γGlutamyl-(3-Carboxy-4-Nitroanilid)
GFAP gliales fibrilläres saures Protein (engl.: glial fibrillary acidic protein)
γGT γGlutamyltranspeptidase
GPx Glutathionperoxidase(n)
GR Glutathionreductase
GSH Glutathion (reduziertes Glutathion)
GS-SC Glutathionylcystein
GSSG Glutathiondisulfid (oxidiertes Glutathion)
GSx Gesamtglutathion (Menge an GSH + 2 x Menge an GSSG)
GS-X Glutathionkonjugat
HEK-Zellen humane embryonale Nierenzellen (engl.: human embryonal kidney)
HEPES N-(2-Hydroxyethyl)piperazin-N’-(2-ethansulfonsäure)
HIV humanes Immundefizienzvirus
Hrsg. Herausgeber
HS Pferdeserum (engl.: horse serum)
HPLC engl.: high performance liquid chromatography
IAA Iodacetamid
IFNγ Interferon γ

IgG Immunglobulin G
IL-1β Interleukin-1β
iNOS induzierbare Stickoxidsynthase (engl.: inducible nitric oxide syn-

thase)
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1.1 Abkürzungen

IP Inkubationspuffer
IPS Idiopathisches Parkinsonsyndrom
kb kilo-Base(n) (1000 x bp)
KM Michaelis-Menten-Konstante
LDH Lactatdehydrogenase
LPS Lipopolysaccharide
MAP mitogen activated protein
MM Minimimalmedium
MOI Viruspartikelkonzentration im Verhältnis zur Zellkonzentration

(engl.: multiplicity of infection)
mRNA Botenribonucleinsäure (engl.: messenger ribonucleic acid)
Mrp multidrug-resistance-Protein
MS Multiple Sklerose
MSK microgliareiche Sekundärkultur(en)
MS/MS Tandem Massenspektrometrie
m/z Verhältnis Masse zu Ladung
NADH reduziertes Nicotinsäureamidadenindinucleotid
NADPH reduziertes Nicotinsäureamidadenindinucleotidphosphat
NFκB Nucleärer Faktor κB
NPK neuronenreiche Primärkultur(en)
n.s. nicht signifikant
n.u. nicht untersucht
OATP organic anion transporter Protein
ORF offener Leserahmen (engl.: open reading frame)
OSK oligodendrogliareiche Sekundärkultur(en)
PBS phosphatgepufferte physiologische Kochsalzlösung

(engl.: phosphate-buffered saline)
PCR Polymerasekettenreaktion (engl.: polymerase chain reaction)
PDI Proteindisulfidisomerase
PS Penicillin/Streptomycin
RNA Ribonucleinsäure (engl.: ribonucleic acid)
RSS reaktive Sauerstoffspezies
RT reverse Transkription
SD Standardabweichung(en) (engl.: standard deviation)
SNP Nitroprussid Natrium (engl.: sodium nitroprusside)
SOD Superoxiddismutase(n)
SSS Sulfosalicylsäure
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1 Abkürzungen und Nomenklatur

TACE TNFα converting enzyme
TAE Tris-Acetat-Ethylendiamintetraacetat-Puffer
TNFα Tumor-Nekrose-Faktor α

TNF-R Tumor-Nekrose-Faktor-Rezeptor
TRAF Tumor-Nekrose-Faktor-Rezeptor-assoziierter Faktor
Tris Tris(hydroxymethyl)aminomethan
U Einheit (engl.: unit)
u.a. unter anderem
usw. und so weiter
2VP 2-Vinylpyridin
Vmax Maximalgeschwindigkeit
v/v/v Volumen/Volumen/Volumen
w/v Gewicht/Volumen (engl.: weight per volume)
z.B. zum Beispiel

1.2 Nomenklatur

Zur Unterscheidung von neuralen Zellen in Kultur und im Gehirn werden Zellen in
Kultur als Astrogliazellen, Microgliazellen und Oligodendrogliazellen bezeichnet. Sind
die entsprechenden Zellen in vivo gemeint, werden sie als Astrocyten, Microglia bzw.
Oligodendrocyten bezeichnet.

Soweit sinnvoll und vorhanden sind in dieser Arbeit deutsche Fachbegriffe verwendet
worden. Sofern keine geeigneten deutschen Fachbegriffe genutzt werden konnten oder
deutsche Begriffe keine eindeutige Bezeichnung darstellten, wurden englische Fach-
begriffe verwendet. Diese sind, ebenso wie alle anderen Begriffe aus Fremdsprachen,
kursiv geschrieben.
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2 Einleitung

2.1 Glutathion: Funktionen und Stoffwechsel

2.1.1 Funktionen

Das Tripeptid Glutathion (GSH; γ-Glutamylcysteinylglycin) ist ein zelluläres Thiol,
das in Säugerzellen in Konzentrationen bis zu 12 mM vorkommt (Dringen, 2000). Seine
Funktionen sind vielfältig. Es fungiert als Antioxidationsmittel, als Reaktionspartner
für die Entgiftung endogener Substanzen und Xenobiotika, als Cofaktor in Isomeri-
sierungsreaktionen und es ist eine Speicher- und Transportform für Cystein (Meister
und Anderson, 1983; Cooper, 1997; Wu et al., 2004). GSH ist außerdem essentiell für
die Proliferation von Zellen (Poot et al., 1995) und erhält das Thiol-Redox-Potential
in Zellen, indem es Sulfhydrylgruppen von Proteinen im reduzierten Zustand hält
(Cotgreave und Gerdes, 1998). Weiterhin wird vermutet, daß GSH auch eine Rolle
bei der Regulation der Apoptose spielt (Ghibelli et al., 1998; Hall, 1999; Sen, 2000).
Im endoplasmatischen Reticulum (ER) ist Glutathion/Glutathiondisulfid als Redox-
puffer an der Faltung von Proteinen beteiligt (Wilkinson und Gilbert, 2004). Das
Glutathionsystem ist sehr wichtig für die zelluläre Abwehr reaktiver Sauerstoffspezies
(RSS). GSH reagiert dabei einerseits direkt in nichtenzymatischen Reaktionen mit
Radikalen, andererseits ist GSH Elektronendonor in der durch Glutathionperoxidasen
(GPx) katalysierten Reduktion von Peroxiden (Chance et al., 1979; Saez et al., 1990;
Winterbourn und Metodiewa, 1994; Wu et al., 2004; Dringen et al., 2005).

2.1.2 Biosynthese

GSH wird in vivo durch zwei aufeinanderfolgende enzymkatalysierte Reaktionen syn-
thetisiert. γGlutamylcysteinsynthetase katalysiert die Kondensation von Cystein und
Glutamat zum Dipeptid γGlutamylcystein. In der durch Glutathionsynthetase kataly-
sierten Reaktion reagiert dieses Dipeptid mit Glycin zum Tripeptid GSH. Cosubstrat
dieser beiden Enzyme ist ATP (Meister, 1974). γGlutamylcysteinsynthetase ist das
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2 Einleitung

geschwindigkeitsbestimmende Enzym der Synthese von GSH und wird in negativer
Rückkopplung durch GSH gehemmt (Richman und Meister, 1975; Misra und Griffith,
1998). Dadurch wird der intrazelluläre Spiegel an GSH reguliert und die Synthese dem
Verbrauch von GSH angepaßt.

2.1.3 Intrazellulärer Metabolismus

GSH ist an der Entgiftung von RSS durch zwei verschiedenen Reaktionstypen betei-
ligt. Einmal reagiert GSH nichtenzymatisch mit Radikalen wie Superoxidradikalan-
ionen, Stickstoffmonoxid oder Hydroxylradikalen (Clancy et al., 1994; Winterbourn
und Metodiewa, 1994; Singh et al., 1996; Dickinson und Forman, 2002), zum anderen
ist GSH Elektronendonor bei der Reduktion von Peroxiden durch GPx (Chance et al.,
1979; Dringen et al., 2005). Das Endprodukt der Oxidation von GSH ist Glutathion-
disulfid (GSSG). Bisher sind mehrere Selenocystein enthaltende Isozyme der GPx
beschrieben worden (Ursini et al., 1995; Arthur, 2000). Intrazellulär wird GSH durch
die Reduktion von GSSG regeneriert. Diese Reaktion wird durch Glutathionreduktase
(GR) katalysiert, ein Flavoenzym, das den Transfer von Elektronen von NADPH auf
GSSG vermittelt (Lopez-Barea et al., 1990; Dringen und Gutterer, 2002).

Während der Reaktionen, die durch GPx und GR katalysiert werden, wird GSH
nicht verbraucht, sondern regeneriert. Im Gegensatz dazu wird die Konzentration von
GSH bei der Bildung von Glutathion-S-Konjugaten durch Glutathion-S-Transferasen
(Salinas und Wong, 1999) oder durch Freisetzung von GSH aus Zellen (Kaplowitz
et al., 1996; Dringen und Hirrlinger, 2003) verringert. Das bei diesen Reaktionen
verbrauchte GSH muß durch de novo-Synthese ersetzt werden.

2.1.4 Export von Glutathion

GSH wird von verschiedenen Zellen und Geweben freigesetzt. Beispielsweise geben
Hepatocyten große Mengen GSH an die Galle und an das Blut ab (Akerboom und
Sies, 1989; Ballatori und Rebbeor, 1998; Paulusma et al., 1999). Verantwortlich für
den Export von GSH sind zum einen Transporter der Familie der multidrug resistance-
Proteine (Mrp) (Ballatori und Rebbeor, 1998; Paulusma et al., 1999; Lai und Tan,
2002; Rius et al., 2003). Mrp gehören zur Untergruppe C der ATP-Bindungskassetten-
Transporter (ABC-Transporter; Borst et al., 1999; Klein et al., 1999; Borst und
Elferink, 2002). Zu dieser Untergruppe gehört auch das CFTR-Protein (CFTR: cystic
fibrosis transmembrane conductance regulator) (Borst et al., 1999; Klein et al., 1999),
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2.1 Glutathion: Funktionen und Stoffwechsel

das ebenfalls GSH aus Zellen exportiert (Kogan et al., 2003; Day et al., 2004). Weite-
re Transporter für GSH gehören zur Familie der ATP-unabhängigen Transporter von
organischen Anionen (OATP: organic anion transporter Protein) wie die Transporter
OATP1 und OATP2 (Ballatori und Rebbeor, 1998; Li et al., 2000).

Auch GSSG wird von Zellen exportiert. Während oxidativem Streß wurde die Frei-
setzung von GSSG für Erythrocyten (Srivastava und Beutler, 1969), für Hepatocyten
(Eklöw et al., 1981), für Astrocyten (Hirrlinger et al., 2001, 2002d) und für verschie-
dene Gewebe beschrieben (Sies und Akerboom, 1984). Exportiert wird GSSG durch
die Transporter Mrp1 und Mrp2 (Leier et al., 1996; Paulusma et al., 1999; Hirrlinger
et al., 2001, 2002d). Neben GSH und GSSG sind auch Glutathion-S-Konjugate Sub-
strate verschiedener Mrp (Keppler et al., 1998).

2.1.5 Extrazellulärer Metabolismus

Extrazelluläres GSH und Glutathionkonjugate sind Substrate der γGlutamyltrans-
peptidase (γGT; siehe 2.2). Das Enzym katalysiert die Hydrolyse von GSH und den
Transfer der γ-Glutamyl-Einheit von GSH oder Glutathion-S-Konjugaten auf einen
Aminosäureakzeptor und setzt dadurch das Dipeptid Cysteinylglycin bzw. Cysteinyl-
glycinkonjugate frei (Tate und Meister, 1981; Meister und Tate, 1976; Commandeur
et al., 1995). Das Dipeptid Cysteinylglycin kann durch Ectopeptidasen zu Cystein und
Glycin hydrolysiert werden (Tate, 1985), die dann nach Aufnahme in Zellen wieder
der Synthese von GSH zur Verfügung stehen. In Astrogliazellen kann Cysteinylglycin
aber auch über einen Peptidtransporter aufgenommen werden (Dringen et al., 1997b,
1998a).

γGT spielt eine wichtige Rolle beim Stoffwechsel (Entgiftung) von Xenobiotika und
endogenen Substanzen, die durch eine Glutathion-S-Transferase an die Sulfhydryl-
gruppe des GSH konjugiert werden. Die dabei entstehenden Glutathion-S-Konjugate
sind Substrate der γGT (Wang und Ballatori, 1998), die den γ-Glutamylanteil ab-
spaltet. Nach weiteren Modifizierungen, der Abspaltung des Cysteinrests und N-
Acetylierung, können die Substanzen mit dem Urin ausgeschieden werden (Taniguchi
und Ikeda, 1998). Dieser Stoffwechsel der Glutathion-S-Konjugate ist nicht nur für
die Entgiftung von Xenobiotika relevant, sondern auch für den Stoffwechsel endogener
Substanzen, wie z. B. die Umwandlung von Leukotrien C4 in Leukotrien D4 (Anderson
et al., 1982) und den Prostaglandinstoffwechsel (Cagen et al., 1976).

In Gegenwart von RSS reagiert GSH mit Catecholaminen zu Cysteinylkonjugaten
dieser Catecholamine (Spencer et al., 1998), die dann durch extrazelluläre γGT abge-
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baut werden (Wang und Ballatori, 1998). Durch die Katalyse einer membranständigen
Oxidase wird extrazelluläres GSH im Gehirn und anderen Geweben zu GSSG oxidert
(Tate und Orlando, 1979). Der Stoffwechsel von extrazellulärem GSSG ist bisher an
Leber, renalen Tubuluszellen und Dünndarmmucosazellen der Ratte untersucht wor-
den. In den untersuchten Zelltypen und Geweben wurde GSSG wie GSH durch γGT
gespalten und abgebaut (Hahn et al., 1978; Grafström et al., 1980).

2.2 γGlutamyltranspeptidase

γGlutamyltranspeptidase (γGT) (EC 2.3.2.2) ist ein Schlüsselenzym im Glutathion-
metabolismus und spielt eine zentrale Rolle beim Abbau von extrazellulärem GSH und
bei der Bereitstellung von Substraten für die Synthese von GSH (Meister und Tate,
1976; Meister und Anderson, 1983). γGT ist ein membrangebundenes Ectoenzym, das
sowohl den Transfer der γ-Glutamyl-Einheit von GSH oder Glutathion-S-Konjugaten
auf einen Aminosäureakzeptor als auch die Hydrolyse von GSH katalysiert (Tate und
Meister, 1981; Meister und Tate, 1976). In Säugetieren findet man die höchste Akti-
vität der γGT in der Niere. Weitere Gewebe, die γGT-Aktivität aufweisen, sind u.a.
Pankreas, Epididymis, Jejunum, Leber und Milz (Tate und Meister, 1981).

γGT ist ein glycosyliertes Heterodimer, das über eine kurze, hydrophobe N-termi-
nale Region in der Zellmembran verankert ist (Tate und Meister, 1976, 1985). Die Un-
tereinheiten haben eine molekulare Masse von ungefähr 22 kDa (leichte Untereinheit)
und, je nach Spezies, von 46 oder 65 kDa (schwere Untereinheit) (Tate und Meister,
1976). Die Bindungsstelle für den γ-Glutamylrest ist auf der leichten Untereinheit
lokalisiert (Tate und Meister, 1981). Das Enzym wird als monomere nichtglycosylier-
te Polypeptidkette synthetisiert. Das Polypeptid wird noch während der Translation
glycosyliert, in die Membran des endoplasmatischen Reticulums integriert (Nash und
Tate, 1982, 1984) und autokatalytisch in die beiden Untereinheiten gespalten (Suzuki
und Kumagai, 2002). Die ungespaltene Form der γGT weist nur etwa 2 % der Aktivi-
tät des reifen heterodimeren Enzyms auf (Tate, 1986). Es wird angenommen, daß die
Polypeptidkette schon während der Glycosylierung gespalten wird bevor das Enzym
die Membranaußenseite erreicht (Tate und Meister, 1985).

Struktur und Organisation des Gens der γGT sind vielfach untersucht worden. In
Maus und Ratte wurde jeweils ein Gen nachgewiesen, dessen Transkription bei der
Maus durch bis zu sechs Promoter reguliert wird, so daß bis zu sechs verschiedene
mRNAs erzielt werden können (Rajagopalan et al., 1993). In der Ratte sind bislang
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vier Promoter identifiziert worden, die zu fünf verschiedenen mRNAs führen können
(Okamoto et al., 1994). Beim Menschen sind die Gene der γGT auf dem Chromosom
22q11 lokalisiert (Figlewicz et al., 1993; Collins et al., 1997). Es gibt bis zu sieben
humane Gene, aber nur eins codiert ein komplettes funktionelles Protein (Lieberman
et al., 1995; Chikhi et al., 1999). Bei der Transkription des Gens durch mehrere Pro-
moter entstehen verschiedene RNAs, die zu dem gleichen Protein führen. Es wird
vermutet, daß dies eine Rolle in der gewebe- und entwicklungsspezifischen Expression
der γGT spielt (Lieberman et al., 1995; Chikhi et al., 1999; Visvikis et al., 2001).

Die Aktivität der γGT wird durch eine Vielzahl von Substanzen reguliert. Beein-
flusst wird die Aktivität durch Effektoren wie Wachstumshormon (Brown-Borg et al.,
2004), Glucocorticoide (Stastný und Lisý, 1981), 1,25-Dihydroxyvitamin D3 (Garcion
et al., 1996, 1999), Thyroidhormon (Hemmings und Storey, 1999) und Retinsäure
(Tsao und Batist, 1988). Ebenfalls erhöhend auf die Aktivität der γGT wirken Li-
popolysaccharide (LPS; Garcion et al., 1999), Stickstoffmonooxid (NO; Gegg et al.,
2003) und Tumor-Nekrose-Faktor α (TNFα; Ruedig und Dringen, 2004).

Die Bedeutung der γGT für den GSH-Stoffwechsel wird in γGT-defizienten Mäusen
besonders deutlich. Das Ausschalten des Gens der γGT führt bei Mäusen zu einem
retardierten Wachstum und fehlender Geschlechtsreife. Die Tiere sterben im Alter
von ca. 10 Wochen und entwickeln häufig Katarakte. Die GSH-Konzentrationen in
Plasma und Urin sowie in verschiedenen Geweben sind erhöht (Lieberman et al.,
1996; Harding et al., 1997), die Konzentration von Cyst(e)in im Plasma hingegen
erniedrigt (Lieberman et al., 1996). Glutathionurie und Glutathionämie treten auch
bei Patienten mit einem Mangel an γGT auf. Diese Patienten haben ebenfalls ein
verlangsamtes Wachstum und sind geistig retardiert (Schulman et al., 1975; Wright
et al., 1980; Hammond et al., 1999; Iida et al., 2005).

Inhibiert werden kann γGT durch die γ-Glutamyl-Antagonisten 6-Diazo-5-Oxo-L-
Norleucin und L-Azaserin (Inoue et al., 1977; Tate und Meister, 1977). Weitaus effek-
tiver und spezifischer wird die γGT aber durch Acivicin inhibiert (Stole et al., 1994).
Dieser Inhibitor derivatisiert spezifisch den Threoninrest 523 und den Serinrest 405
der γGT (Stole et al., 1990, 1994) und inaktiviert damit das Enzym.
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2.3 Glutathionstoffwechsel im Gehirn

2.3.1 Zelltypen des Gehirns

Das Gehirn des Menschen und der höheren Säugetiere ist ein sehr kompliziert auf-
gebautes Organ. Kleinere zelluläre Einheiten setzen sich zu größeren funktionellen
Arealen zusammen, die ihrerseits übergeordnete Gehirnbereiche bilden. Damit ver-
bunden ist eine Spezialisierung der Struktur, die bis in die geweblichen Feinstrukturen
reicht. Die Anzahl von Verschaltungen zwischen Neuronen und die morphologischen
und funktionellen Verknüpfungen der verschiedenen Zelltypen des Gehirns sind kaum
zu überblicken. Neben den Neuronen, die für die Erregungsfortleitung, die Signalverar-
beitung und die Informationsintegration verantwortlich sind, bilden die Gliazellen die
zweite Säule der Funktionen des Gehirns (Somjen, 1988; Kettenmann und Ransom,
1995). Gliazellen lassen sich einteilen in Macroglia (Astrocyten, Oligodendrocyten
und Ependymzellen) und Microglia. Die Eigenschaften von Zellen eines Zelltyps im
Gehirn können sich dabei je nach Lokalisation und Aufgaben stark unterscheiden
(Denis-Donini et al., 1984; Prochiantz und Mallat, 1988; Raine, 1999).

Mit steigender Gehirnkomplexität und Phylogenie steigt auch die Anzahl der Astro-
cyten im Gehirn relativ zur Gesamtzellzahl und zur Anzahl der Neuronen. In weniger
entwickelten Organismen überwiegt die Anzahl der Neuronen, im humanen Gehirn
sind Astrocyten der am häufigsten vorkommende Zelltyp (Nedergaard et al., 2003).
Astrocyten formen ein dichtes Netzwerk aus Zellfortsätzen, die sich um andere Zellen
herum legen, und bilden nicht nur einen morphologischen, sondern auch einen funk-
tionellen Verband (Nedergaard et al., 2003). Astrocyten spielen eine wichtige Rolle in
der Aufrechterhaltung der Funktionen des Gehirns (Kirchhoff et al., 2001). Sie unter-
stützen die neuronale Erregungsfortleitung, indem sie Neurotransmitter wie Glutamat
und Ionen wie K+ aufnehmen und so zur Beendigung der Neurotransmission und zur
Aufrechterhaltung der Ionenhomöostase beitragen (Swanson, 2005; Newman, 2005;
Coles und Deitmer, 2005). Astrocyten sind aber auch bidirektionale Kommunikations-
partner von Neuronen. Sie erhalten Signale von benachbarten Neuronen und können
darauf durch Freisetzung neuroaktiver Substanzen reagieren. Als Folge einer erhöh-
ten intrazellulären Calciumionenkonzentration können Astrocyten mit der Freisetzung
von Glutamat und/oder Adenosintriphosphat (ATP) reagieren, die als Gliatransmit-
ter präsynaptische oder postsynaptische Neuronen beeinflussen (Parpura et al., 1994;
Pasti et al., 1997; Newman, 2005).

Neuronen sind die am meisten polymorphen Zellen des menschlichen Organismus.
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Sie haben eine Vielzahl von Fortsätzen (Dendriten und Axone), die in der Regel den
Großteil der Zelloberfläche ausmachen. Sie zeichnen sich durch ihre Fähigkeit zur Bil-
dung von Aktionspotentialen aus. Axone sind im Gegensatz zu Soma und Dendriten
häufig myelinisiert, wodurch ihre Effizienz zur Reizweiterleitung erhöht ist (Raine,
1999; Thompson, 2000). Neuronen führen die Erregungsleitung, Verschaltung und
Prozessierung von Information und die Steuerung willkürlicher und unwillkürlicher
Bewegungen und Vorgänge aus. Die Zellen können durch mehrere Kriterien charak-
terisiert werden, z.B. durch den auf Zielzellen ausgeübten Effekt (inhibitorisch, ex-
zitatorisch, sekretorisch), durch ihre Funktion (sensorisch, motorisch oder verschal-
tend), oder durch die verwendeten Neurotransmitter (Glutamat, Glycin, Dopamin
usw.). Diese Einteilung berücksichtigt nicht, daß viele Neuronen auch mehrere Neuro-
transmitter verwenden können (Changeux, 1986; Hoekfelt et al., 1986; Raine, 1999;
Thompson, 2000). Die neuronale Zellpopulation ist bereits kurz nach der Geburt fest-
gelegt. Reife Neuronen können sich nicht mehr teilen. Obwohl im menschlichen Gehirn
pro Tag bis zu 20.000 Neuronen zugrunde gehen, die in den meisten Gehirnarealen
nicht ersetzt werden können (Raine, 1999), werden die Funktionen des Gehirns den-
noch in der Regel bis ins hohe Alter erfüllt. Nur in bestimmten Bereichen des adulten
Gehirns werden aus neuralen Stammzellen Neuronen generiert (Lie et al., 2004).

Microgliazellen repräsentieren im Gehirn bis zu 20 % der gesamten Zellpopulation
(Streit, 2005). Sie wurden bereits Anfang des 20. Jahrhunderts beschrieben, genauer
untersucht wurde dieser Zelltyp aber erst in den letzten 20 Jahren. Microgliazellen
üben im Gehirn ähnliche Funktionen aus wie Macrophagen in der Peripherie. Sie tei-
len mit Macrophagen einige wesentliche biochemische, entwicklungsgeschichtliche und
physiologische Merkmale. Microgliazellen sind aber im Gegensatz zu Macrophagen
echte parenchymale Zellen, da sie außerhalb der Basalmembran der Blutkapillaren
vorkommen (Streit, 2005). Sie zeigen ein ausgeprägtes Territorialverhalten, d.h. in
vivo besteht zwischen zwei Microgliazellen immer ein gewisser Abstand. Microglia-
zellen können im adulten Gehirn in verschiedenen Zuständen vorliegen: als ruhende
ramifizierte Zellen, als aktivierte reaktive Zellen und als runde phagocytierende Zellen
(Streit, 2005). Microgliazellen sind an völlig unterschiedlichen Vorgängen im Gehirn
beteiligt, z.B. an der Regulation der Proliferation von Astrocyten (Giulian und Baker,
1985) und an immunologischen Prozessen. Dabei wirken sie wie Macrophagen, als an-
tigenpräsentierende Zellen und als Immuneffektorzellen bei lokalen entzündlichen Re-
aktionen des Gehirns (Giulian, 1987; Nelson et al., 2002). Nach akuten Verletzungen
des Gehirns haben Microglia eine zentrale Rolle bei der Regulation posttraumatischer
Mechanismen, indem sie Cytokine und deren Rezeptoren exprimieren (Streit, 2005).
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Oligodendrocyten bilden die Myelinschicht um Axone von Neuronen im Gehirn
(Baumann und Pham-Dinh, 2001; Butt, 2005). Die Zusammensetzung des Myelins ist
dabei einzigartig. Es ist sehr reich an Lipiden und zugleich arm an Wasser, so daß eine
elektrische Isolierung der Axone gewährleistet wird (Baumann und Pham-Dinh, 2001).
Myelinhüllen sind die Verlängerungen der Plasmamembran von Oligodendrocyten, die
um die Axone gewickelt sind. Die Zellen bilden dabei Myelinsegmente, zwischen denen
die Ranvierschen Schnürringe liegen. Diese Anordnung ermöglicht eine saltatorische
Erregungsleitung entlang der Axone, wodurch auch dünne, feine Nervenfasern Impulse
sehr schnell weiterleiten können (Baumann und Pham-Dinh, 2001). Eine Schädigung
des Myelins spielt eine entscheidende Rolle bei pathologischen Prozessen wie der Multi-
plen Sklerose (MS). MS ist eine chronisch-entzündliche demyelinisierende Erkrankung
des zentralen Nervensystems. Die Ursachen der Erkrankung sind bislang ungeklärt
(Keegan und Noseworthy, 2002).

2.3.2 Glutathionstoffwechsel

Der Gehalt des Gehirns an GSH wird vermutlich größtenteils durch die Wiederver-
wendung der Bestandteile des GSH aufrecht erhalten (Dringen, 2000). Vorstufen von
GSH können aber auch durch die Blut-Hirn-Schranke aus der Peripherie ins Gehirn
transportiert werden. So gelangen Cystein und Glutamin über verschiedene Trans-
portsysteme in das Gehirn (Wade und Brady, 1981; Xiang et al., 2003). Es gibt aber
auch Hinweise auf einen Transport von GSH aus der Peripherie in das Gehirn (Kannan
et al., 1992; Zlokovic et al., 1994). Unklar aber ist, ob GSH intakt importiert wird
(Dringen, 2000), oder ob die Aufnahme von GSH in das Gehirn vom Abbau des Mole-
küls durch γGT an der luminalen Seite der Endothelzellen abhängt (Jain et al., 1991).
In welchem Umfang der Transport von GSH aus der Peripherie zur Aufrechterhaltung
der GSH-Homöostase im Gehirn beiträgt ist noch unklar (Dringen, 2000).

Synthetisiert wird GSH im Gehirn auf gleichem Wege wie in anderen Geweben
(Dringen, 2000). Die beiden beteiligten Enzyme GSH-Synthetase und γGlutamyl-
cysteinsynthetase wurden im Gehirn mit der höchsten spezifischen Aktivität im cho-
roidalen Plexus nachgewiesen (Tate et al., 1973; Okonkwo et al., 1974). GSH liegt im
Gehirn in Konzentrationen von 1 bis 3 mM vor (Cooper, 1997). Die Konzentration an
GSH im Gehirn wird durch direkte Applikation von Synthesevorstufen (Pileblad und
Magnusson, 1992) oder leichte γ-Strahlung (Kojima et al., 1998) erhöht. Die Gabe
von BSO verringert die GSH-Konzentration (Jain et al., 1991; Wüllner et al., 1999).

Astrogliazellen und Neuronen bevorzugen für die Synthese von GSH jeweils unter-
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schiedliche extrazelluläre Substrate. Astrogliazellen synthetisieren GSH in Gegenwart
von extrazellulärem Cystin und Glutamat bzw. Glutamin (Kranich et al., 1996; Sun
et al., 2005), Neuronen dagegen bevorzugen extrazelluläres Cystein und Glutamin
(Kranich et al., 1996). Neuronen sind für ihre GSH-Synthese auf Cystein angewie-
sen und können extrazelluläres Cystin nicht als GSH-Vorstufe nutzen (Sagara et al.,
1993a,b; Kranich et al., 1996). Cystein kann durch verschiedene unabhängige Trans-
portsysteme in Neuronen aufgenommen werden (Sagara et al., 1993b; Himi et al.,
2003). Im Extrazellulärraum des Gehirns wird jedoch Cystein schnell durch Sauer-
stoff zu Cystin oxidiert. Im Gegensatz zu Neuronen können Astrogliazellen extra-
zelluläres Cystin für die GSH-Synthese effizient nutzen (Kranich et al., 1996, 1998).
Astrogliazellen versorgen Neuronen mit Cystein für deren GSH-Synthese. Sie setzen
GSH frei, aus dem durch die astrogliale γGT (Dringen et al., 1997a) das Dipeptid
Cysteinylglycin entsteht, das von Neuronen zur GSH-Synthese verwendet werden kann
(Abb. 1; Dringen et al., 1999b). Cysteinylglycin wird dabei durch das neuronale Ecto-
enzym Aminopeptidase N hydrolysiert (Dringen et al., 2001) und die entstehenden
Aminosäuren Cystein und Glycin können von Neuronen aufgenommen und für ihre
GSH-Synthese verwendet werden (Abb. 1). Zusätzlich stellen Astrogliazellen durch
Freisetzung von Glutamin (Hertz et al., 1999) Neuronen auch die Vorstufe des dritten
Bausteins (Glutamat) für die GSH-Synthese zur Verfügung (Dringen et al., 2001).

Der Transport von Cystin durch die Plasmamembran ist von Bedeutung für die Syn-
these von GSH in neuralen Zellen (Sagara et al., 1993a,b; Kranich et al., 1996, 1998).
An der Translokation von Cystin durch die Membran können sowohl Na +-abhängige
als auch Na+-unabhängige Prozesse beteiligt sein. In Anwesenheit von Na+ wird Cys-
tin mit Hilfe des hochaffinen Glutamattransporters X AG

− in Zellen aufgenommen.
Der Na+-unabhängige Transport wird durch einen elektroneutralen Cystin-Glutamat
Austausch vermittelt (Bannai, 1984; McBean, 2002). Dieses Na+-unabhängige Trans-
portsystem X c

− (Makowske und Christensen, 1982) gehört einer Familie von disul-
fidverbundenen, heteromeren Aminosäuretransportern an, die aus einer schweren und
einer leichten Untereinheit zusammengesetzt sind (Sato et al., 1999, 2000). Die leich-
te Untereinheit, xCT genannt, besteht aus 502 Aminosäuren (Sato et al., 1999). Die
schwere Untereinheit des Systems X c

− wurde als das Zelloberflächenantigen 4F2 iden-
tifiziert. Zwei mögliche Spleißvarianten der humanen xCT-Untereinheit, hxCTa und
hxCTb, sind für humane U87-Gliomzellen beschrieben worden und unterscheiden sich
in der C-terminalen Region. Beide Varianten kommen im Rückenmark, Gehirn und
Pankreas vor (Kim et al., 2001). Die Na+-unabhängige Cystin-Aufnahme wurde für fe-
tale Gehirnzellen (Sagara et al., 1993a), hippocampale Neuronen (Allen et al., 2001),
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sowie zu einem geringen Anteil für Synaptosomen (Flynn und McBean, 2000) und
Astrogliazellen in Kultur (Bender et al., 2000) beschrieben. Die xCT-Untereinheit
wurde immuncytochemisch auf Astrocyten im Hippocampus, auf Müller-Zellen in der
Retina und auf Bergmann-Gliazellen im Cerebellum nachgewiesen (Pow, 2001).
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Abb. 1 Metabolische Kooperation zwischen Astrocyten und Neuronen im Gluta-
thionstoffwechsel. Im oberen Teil der Abbildung ist der Glutamat-Glutamin-Zyklus
dargestellt, der Neuronen mit Glutamat versorgt. Der untere Teil zeigt den Stoff-
wechselweg, über den Astrocyten Neuronen mit Cystein und Glycin versorgen. Dabei
wird nach Abspaltung der γ-Glutamyl-Einheit des GSH durch die γGT das entste-
hende Cysteinylglycin (CysGly) durch Aminopeptidase N (APN) weiter gespalten. Die
Aminosäuren Cystein (Cys) und Glycin (Gly) können von Neuronen aufgenommen
werden und zur Synthese von GSH genutzt werden. (Gln: Glutamin, Glu: Glutamat,
γGluCys: γGlutamylcystein, Mrp1: multidrug resistance protein 1, X: Akzeptor der
γ-Glutamyl-Einheit) (Abbildung modifiziert nach Dringen et al. (2001))

GSH erfüllt im Gehirn ebenso wie in der Peripherie antioxidative Aufgaben. Die
spezifischen Aktivitäten der am GSH-Redoxzyklus beteiligten Enzyme GPx und GR
sind allerdings im Gehirn niedriger als in anderen Geweben (Dringen, 2000). Die
Lokalisation der Enzyme in den verschiedenen Zelltypen variiert zwischen Spezies
(Damier et al., 1993; Takizawa et al., 1994; Knollema et al., 1996; Trépanier et al.,
1996; Lindenau et al., 1998). Verbraucht wird GSH in Gehirnzellen durch Konjuga-
tion an Substanzen, die so entgiftet werden. Von dem dafür verantwortlichen Enzym
Glutathion-S-Transferase kommen verschiedene Isoformen in den verschiedenen Zell-
typen des Gehirns vor (Tansey und Cammer, 1991; Johnson et al., 1993; Philbert
et al., 1995).

22



2.3 Glutathionstoffwechsel im Gehirn

Die Freisetzung von unkonjugiertem GSH aus Zellen wurde auch für neurale Zel-
len beschrieben. So konnte die Freisetzung von GSH an Hirnschnitten (Zängerle et al.,
1992; Li et al., 1999) und in Microdialysestudien (Yang et al., 1994; Lada und Kennedy,
1997; Han et al., 1999) gezeigt werden und GSH in der cerebrospinalen Flüssigkeit
nachgewiesen werden (Anderson et al., 1989; Do et al., 2000). Auch Astrogliazel-
len in Kultur setzen GSH (Yudkoff et al., 1990; Sagara et al., 1996; Dringen et al.,
1997a; Hirrlinger et al., 2002c) und GSSG frei (Hirrlinger et al., 2001, 2002d). Ob-
wohl in Astrogliakulturen verschiedene Mrp exprimiert werden (Declèves et al., 2000;
Hirrlinger et al., 2001, 2002a), wird GSH aus Astrogliazellen überwiegend durch Mrp1
exportiert (Hirrlinger et al., 2002c). In anderen Gehirnzelltypen wurde zwar das Vor-
kommen der Mrp1-mRNA gezeigt, jedoch kein Export von GSH (Hirrlinger et al.,
2002a). Im humanen Gehirn konnten durch Immunfluoreszenz die GSH-transportieren-
den MRP1 und MRP4 nachgewiesen werden (Nies et al., 2004). Für den Export von
GSSG aus Zellen können Mrp1 und Mrp2 verantwortlich sein (Leier et al., 1996;
Paulusma et al., 1999). Von diesen Transportern wird in kultivierten Astrogliazellen
lediglich Mrp1 exprimiert (Hirrlinger et al., 2001, 2002a). Da der Export von GSSG
durch den Mrp1-Inhibitor MK571 gehemmt wird (Hirrlinger et al., 2001), ist Mrp1
auch für den Export von GSSG aus Astrogliazellen verantwortlich.

Extrazelluläres GSH hat im Gehirn wahrscheinlich mehrere Funktionen. Diskutiert
wird die Funktion als Neurohormon, die Detoxifikation von Glutamat, die Modula-
tion von Glutamatrezeptoren und, durch die Rolle im Leukotrienmetabolismus, ei-
ne Beteiligung an lokalen hormonalen Signalprozessen (Dringen, 2000; Dringen und
Hirrlinger, 2003). Als Funktionen von extrazellulärem GSSG werden die Modulation
von Glutamatrezeptoren oder eine Rolle im Schlafrhythmus vorgeschlagen (Dringen,
2000; Dringen und Hirrlinger, 2003).

Metabolisiert wird extrazelluläres GSH auch im Gehirn durch γGT. Im Gehirn fin-
det man eine hohe Aktivität der γGT in Kapillaren (Orlowski et al., 1974). Dabei
werden sowohl Endothelzellen als auch Pericyten mit Antikörpern gegen γGT ange-
färbt (Ghandour et al., 1980; Frey et al., 1991). Ebenfalls γGT-positiv sind Gliazellen
und Ependymzellen, Neuronen dagegen zeigen kaum γGT-Immunreaktivität (Shine
und Haber, 1981; Philbert et al., 1995; Zhang et al., 1997). In vitro ist die Aktivität
der γGT für APK nachgewiesen worden (Dringen et al., 1997a; Garcion et al., 1999;
Gegg et al., 2003; Ruedig und Dringen, 2004). Im Gegensatz dazu wurde in Kulturen
anderer Zelltypen allenfalls eine geringe Aktivität der γGT gemessen (Ruedig und
Dringen, 2004).
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2.3.3 Glutathion, oxidativer Streß und neurologische

Erkrankungen

Während des normalen Stoffwechsels entstehen RSS. Dazu gehören unter anderem
Superoxid, H2O2, Alkylhydroperoxide, Singulettsauerstoff, Hydroxylradikale, NO und
Peroxynitrit (Halliwell, 1992). Es gibt eine Reihe von Mechanismen zur Entgiftung
dieser Verbindungen. Durch eine Verschiebung des Fließgleichgewichts von Bildung
und Entgiftung von RSS in Richtung einer erhöhten Konzentration von RSS entsteht
oxidativer Streß. Dessen Ursache ist vermehrte Bildung und/oder verminderte Entgif-
tung von RSS. Die Folge von oxidativem Streß ist die Schädigung der Zellen, z.B.
durch DNA-Strangbrüche, Proteinmodifikationen und Lipidperoxidation (Halliwell
und Gutteridge, 1999; Halliwell, 2001). Antioxidative Mechanismen basieren zum
einen auf der Beseitigung der RSS. So wird z.B. H2O2 durch Catalase und GPx oder
Superoxid durch Superoxiddismutasen (SOD) beseitigt. Zum anderen basieren anti-
oxidative Mechanismen darauf die Entstehung von RSS zu verhindern. So wird das
Hydroxylradikal unschädlich gemacht, indem die Edukte für die Fenton-Reaktion und
die Haber-Weiss-Reaktion (H2O2, Superoxid und Eisenionen als Katalysator) beseitigt
werden (Halliwell, 1992).

Die meisten RSS werden im oxidativen Stoffwechsel durch die mitochondrialen At-
mungskette freigesetzt (Halliwell, 1992, 2001). Dort entsteht Superoxid als Neben-
produkt einer Einelektronen-Reduktion des Sauerstoffs. Superoxid wird durch SOD
zu H2O2 und O2 disproportioniert. Das entstehende H2O2 kann durch Catalase zu
Wasser und Sauerstoff disproportioniert oder durch GPx zu Wasser reduziert werden
(Halliwell, 1992; Dringen et al., 2005).

Von allen Organen scheint das Gehirn im Hinblick auf oxidativen Streß in mehrfa-
cher Hinsicht besonders gefährdet zu sein. Die Zellen des Gehirns verbrauchen 20 %
des vom Körper aufgenommenen Sauerstoffs (Clarke und Sokoloff, 1999) und der Ei-
sengehalt ist in einigen Gehirnbereichen recht hoch (Gerlach et al., 1994; Lan und
Jiang, 1997). Das Gehirn ist zudem reich an Lipiden mit mehrfach ungesättigten
Fettsäureketten, die leicht zu Lipidperoxiden oxidiert werden (Porter, 1984; Halliwell,
1992). Die spezifischen Aktivitäten von SOD, Catalase und GPx sind niedriger als in
anderen Geweben (Cooper, 1997; Ho et al., 1997). Weil geschädigte und abgestorbene
Neuronen bis auf wenige Ausnahmen nicht durch neue Neuronen ersetzt werden kön-
nen, ist die Entgiftung von RSS und das Verhindern oxidativer Schädigung für das
Gehirn von großer Bedeutung.

Oxidativer Streß spielt eine wichtige Rolle bei physiologischen Prozessen wie dem
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Altern (Halliwell, 2001; Barja, 2004; Junqueira et al., 2004; Poon et al., 2004) oder bei
der Pathogenese einer Vielzahl von neurodegenerativen Erkrankungen, wie dem Idio-
pathischen Parkinsonsyndrom (IPS), der Alzheimerschen Krankheit oder der Amyo-
trophen Lateralsklerose (Jenner, 2003; Andersen, 2004; Emerit et al., 2004). Dabei
werden unterschiedliche Mechanismen als Ursache angesehen. Neben der Mutation
wichtiger Enzyme (Morrison und Morrison, 1999) werden in diesem Zusammenhang
proteasomale Dysfunktionen diskutiert. Die Fehlfunktion des Proteasoms kann durch
oxidativen Streß ausgelöst werden und zur Aggregation oxidativ modifizierter Prote-
ine führen (Halliwell, 2002; Grune et al., 2004; Hyun et al., 2004). Als Ursachen für
oxidativen Streß bei neurodegenerativen Erkrankungen werden Störungen der Eisen-
homöostase diskutiert (Todorich und Connor, 2004; Zecca et al., 2004). Ebenso führen
Inhibition oder Entkopplung der mitochondrialen Atmungskette zu erhöhter Produk-
tion von RSS (Yakes und van Houten, 1997). Bei der Alzheimerschen Erkrankung und
bei HIV-Infektionen scheint auch eine irrtümliche Aktivierung von Microglia an der
verstärkten Bildung von RSS beteiligt zu sein (Meda et al., 1995; Bissel und Wiley,
2004; Verani et al., 2005).

Beim IPS wird der Zusammenhang zwischen oxidativem Streß und Neurodegene-
ration besonders intensiv dikutiert. Charakteristisch für das IPS ist eine progressi-
ve Degeneration dopaminerger Neuronen in der substantia nigra pars compacta. Die
Etiologie der Krankheit ist noch unbekannt. Es gibt aber durch Analysen von post
mortem-Gewebe starke Hinweise auf oxidativen Streß in der substantia nigra während
der Progression der Erkrankung (Jenner, 2003). Nachgewiesen wurden gesteigerte Li-
pidperoxidation (Jenner et al., 1992; Dexter et al., 1994) und erhöhter Eisengehalt in
der substantia nigra (Youdim und Riederer, 1993; Gerlach et al., 1994; Jenner, 2003).
Gleichzeitig liegt bei der Pathogenese des IPS eine Störung des Glutathionstoffwechsels
vor. In der substantia nigra von IPS-Patienten ist der Gehalt an GSH im Vergleich zu
gesunden Kontrollpersonen um 40 bis 50 % verringert (Sofic et al., 1992; Sian et al.,
1994a; Pearce et al., 1997). Der verringerte Gehalt an GSH ist möglicherweise ein er-
ster Hinweis darauf, daß oxidativer Streß an der Erkrankung beteiligt ist (Nakamura
et al., 1997), da bereits bei Patienten mit einer präsymptomatischen Form (Inciden-
tial Lewy Body Disease) des IPS in der substantia nigra ein verringerter GSH-Gehalt
festgestellt wurde (Dexter et al., 1994). Der Ursprung des oxidativen Streß liegt bei
neurodegenerativen Erkrankungen wie IPS möglicherweise in Gliazellen und nicht in
Neuronen, da Veränderungen in glialen Funktionen als Ursachen für die Pathogenese
und Progression dieser Erkrankungen diskutiert werden (Jenner und Olanow, 1998;
Vila et al., 2001; Wu et al., 2002; Heales et al., 2004). Gliazellen in der Nachbarschaft
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dopaminerger Neuronen könnten durch die Freisetzung von Verbindungen wie NO oder
Cytokinen an der Schädigung dieser Neuronen beteiligt sein (Hirsch et al., 1998; Vila
et al., 2001). Da der Verlust von GSH in der substantia nigra von IPS-Patienten nicht
nur auf den Verlust der dopaminergen Neuronen zurückgeführt werden kann, wurde
vermutet, daß auch Gliazellen in der substantia nigra einen verringerten Gehalt an
GSH beim IPS aufweisen (Jenner und Olanow, 1998). Die dadurch gegenüber RSS
weniger geschützten Gliazellen würden oxidativen Streß erleiden. Unklar ist aber, ob
die Abnahme des GSH-Gehaltes in der substantia nigra von IPS-Patienten auf unzu-
reichende GSH-Synthese oder auf erhöhten, nicht kompensierten Verbrauch von GSH
zurückzuführen ist (Jenner, 2003).

In diesem Zusammenhang ist der Verbrauch von GSH durch Reaktion mit Dopamin
interessant. In einer superoxidabhängigen Reaktion von GSH mit Dopamin entsteht
5-S-Glutathionyl-Dopamin (Spencer et al., 1995; Hirrlinger et al., 2002d), das Substrat
der γGT ist (Wang und Ballatori, 1998). Das durch die Katalyse der γGT entstehen-
de 5-Cysteinyl-Dopamin wurde in der substantia nigra von IPS-Patienten in erhöhten
Konzentrationen gefunden (Spencer et al., 1998). Cysteinylkonjugate von Catechola-
minen und ihre Derivate sind als neurotoxisch eingestuft worden (Zhang et al., 2000;
Spencer et al., 2002). Somit könnte dieser Stoffwechsel am Untergang dopaminerger
Neuronen beteiligt sein.

Die Bedeutung der γGT im neuralen Stoffwechsel von GSH im Zusammenhang mit
neurologischen Erkrankungen wird durch eine Reihe von Befunden deutlich. Beispiels-
weise wurden erhöhte Aktivitäten der γGT in der substantia nigra von IPS-Patienten
gefunden (Sian et al., 1994b). Auch bei der Huntingtonschen Erkrankung ist im Ge-
hirn von Ratten und Menschen die Aktivität des Enzyms erhöht (Butterworth et al.,
1985; Zhu et al., 1990). Ebenso ist nach einem ischämischen Infarkt des Gehirns die
γGT-Aktivität im humanen Serum gesteigert (D’Erasmo et al., 1993).

2.4 Tumor-Nekrose-Faktor α und seine Rezeptoren

Die Wirkung von Tumor-Nekrose-Faktor α (TNFα) bei der antitumoralen Immun-
antwort wurde bereits vor etwa 100 Jahren von William B. Coley entdeckt (Wajant
et al., 2003). Benannt als TNFα wurde das dafür verantwortliche lösliche Cytokin
aber erst 1975 von Carswell et al. (1975). TNFα wird zunächst als transmembranes
Protein vom Typ II (Kriegler et al., 1988) als stabiles Homotrimer produziert (Tang
et al., 1996). Von dieser membranintegrierten Form wird der lösliche TNFα durch
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eine Metalloprotease (TACE; TNFα converting enzyme) abgespalten (Gearing et al.,
1994; Black et al., 1997). Das lösliche Cytokin ist ebenfalls ein Homotrimer (Wing-
field et al., 1987) und hat eine molekulare Masse von 52 kDa, das Monomer eine von
17 kDa (Pennica et al., 1984, 1985; Aggarwal et al., 1985; Shirai et al., 1985; Arakawa
und Yphantis, 1987).

TNFα wird von einer Reihe von Zellen synthetisiert, z.B. von Monocyten/Macro-
phagen, Lymphocyten und Kupfferschen Zellen (Tracey et al., 1989). Im gesunden,
unversehrten Gehirn wird TNFα in geringen Konzentrationen hauptsächlich von Neu-
ronen synthetisiert (Gendron et al., 1991; Breder et al., 1993; Gahring et al., 1996).
Bei Schädigung des Gehirns sind aktivierte Astrocyten und Microglia die Hauptquelle
von TNFα (Chung und Benveniste, 1990; Renno et al., 1995; Schlomann et al., 2000).
Auch in vitro wird TNFα von stimulierten Astroglia- und Microgliazellen synthetisiert
(Sawada et al., 1989; Lee et al., 1993; Benveniste et al., 1995; Chao et al., 1995).

TNFα ist an einer Vielzahl von biologischen Reaktionen beteiligt und hat unter-
schiedliche Effekte auf verschiedene Zelltypen. Durch die Stimulation von Lipolyse
und Glycogenolyse kann TNFα Cachexie verursachen und spielt eine Rolle in der
Pathogenese von endotoxischen und septischen Schocks, Entzündungsreaktionen und
Infektionen (Camussi et al., 1991; Wajant et al., 2003). Aber TNFα kann auch als
Wachstumsfaktor Zellwachstum stimulieren und ist über die Aktivierung von Macro-
phagen in die Immunabwehr eingebunden (Camussi et al., 1991; Wajant et al., 2003).
Auch im Gehirn hat TNFα nicht nur cytotoxische Effekte, sondern ist an der Funk-
tion und Entwicklung des Gehirns beteiligt. So induziert TNFα die Proliferation von
Astrocyten (Barna et al., 1990; Selmaj et al., 1990). Außerdem fördert TNFα die
Differenzierung unreifer Neuroblastomzellen zu einem neuronalen Phänotyp (Muñoz-
Fernández et al., 1991, 1994; Obregón et al., 1997). Mäuse, die keine TNFα-Rezeptoren
exprimieren, sind einerseits anfälliger für neuronale Schäden (Rothwell und Luheshi,
1996), andererseits aber auch geschützt gegen dopaminerge Neurotoxizität (Sriram
et al., 2002). Ebenso ist bei TNFα-defizienten Mäusen die neurotoxische Wirkung von
MPTP abgeschwächt (Ferger et al., 2004). In hohen Konzentrationen wirkt TNFα neu-
rotoxisch (Araujo, 1992) und schädigend auf Oligodendrocyten (Robbins et al., 1987;
Selmaj und Raine, 1988). Ferner hat TNFα proinflammatorische Eigenschaften und
induziert die Produktion anderer Cytokine, die eigene Synthese und die Freisetzung
neuroaktiver Substanzen wie Glutamat, NO und Arachidonsäure (Muñoz-Fernández
und Fresno, 1998).

Seine Wirkungen übt TNFα über die Regulation der Expression einer Vielzahl von
Genen aus. Nach Applikation von TNFα werden beispielsweise Collagenase, Ferritin,
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Mn-SOD, Hitzeschockproteine sowie c-fos und c-jun vermehrt exprimiert (Camussi
et al., 1991; Wajant et al., 2003). In Astrogliazellen werden durch die Wirkung von
TNFα u.a. Phospholipase A2 (Oka und Arita, 1991), Transferrin (Oh et al., 1993),
induzierbare NO-Synthase (iNOS, Da Silva et al., 1997) und der TNF-Rezeptor 2
(Lung et al., 2001) vermehrt exprimiert.

Die Mitglieder der Familie der TNF-Liganden üben ihre biologischen Funktionen
über Membranrezeptoren, die TNF-Rezeptoren (TNF-R), aus. Der membranintegrier-
te und lösliche TNFα wird von zwei Rezeptoren der Familie, TNF-R1 (TNF-Rezeptor
Typ 1, CD120a, p55/60) und TNF-R2 (TNF-Rezeptor Typ 2, CD120b, p75/80) ge-
bunden (Wajant et al., 2003). Die humanen und murinen Rezeptoren wurden vor etwa
15 Jahren kloniert (Loetscher et al., 1990; Schall et al., 1990; Goodwin et al., 1991;
Lewis et al., 1991) und sind auf einer Vielzahl von Zelltypen exprimiert (Lewis et al.,
1991; Vandenabeele et al., 2002; Wajant et al., 2003). In den meisten Geweben, wie
auch dem Gehirn, wird konstitutiv TNF-R1 synthetisiert. Im Gegensatz dazu ist die
Expression von TNF-R2 stark reguliert und typischerweise auf Zellen des Immunsys-
tems, z.B. Microglia, beschränkt (Bette et al., 2003; Wajant et al., 2003). In Kultur
exprimieren auch Astrogliazellen konstitutiv TNF-R1 (Tada et al., 1994; Aranguez
et al., 1995; Dopp et al., 1997; Lung et al., 2001). TNF-R2 wird dagegen erst nach
Induktion durch Cytokine gebildet (Lung et al., 2001).

Die intrazellulären Domänen der beiden Rezeptortypen haben keine enzymatischen
Aktivitäten. TNF-R1 enthält eine Protein-Protein-Interaktionsdomäne, die sogenann-
te death domain (DD). Diese DD rekrutiert weitere DD-enthaltende Proteine und
kann so die Rezeptoren an die Aktivierung von Caspasen und an die Apoptose kop-
peln. Der TNF-R1 aktiviert die Expression von Genen über indirekte Rekrutierung
TNF-Rezeptor-assoziierter Faktoren (TRAF). TNF-R2 dagegen interagiert direkt mit
TRAF2, induziert Genexpression oder interagiert mit TNF-R1 (Wajant et al., 2003;
Vandenabeele et al., 2002; Hehlgans und Mannel, 2002). Auch die proinflammatori-
sche Wirkung von TNFα wird durch TNF-R2 vermittelt (Akassoglou et al., 2003).
TNF-R aktivieren Transkriptionsfaktoren wie das activator protein 1 (AP-1) oder
NFκB (Lee et al., 2003; Ventura et al., 2003) über die Signalkaskaden von mitogen
activated protein (MAP)-Kinasen (Chen und Goeddel, 2002; Wajant et al., 2003). Der
Transkriptionsfaktor AP-1 aktiviert die Expression verschiedener Gene, z.B. der Col-
lagenase (Brenner et al., 1989). Auch im Promoter der γGT ist eine Bindungsstelle
für AP-1 nachgewiesen worden (Visvikis et al., 2001).

TNFα ist mit neurodegenerativen Erkrankungen in Verbindung gebracht worden.
In Gehirnen von IPS-Patienten wurden erhöhte TNFα-Konzentrationen und erhöhte
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Immunreaktivität gegen TNFα festgestellt (Boka et al., 1994; Mogi et al., 1994). Auch
im Gehirn und Plasma von Alzheimer-Patienten wurden erhöhte Konzentrationen an
TNFα gefunden (Fillit et al., 1991; Bruunsgaard et al., 1999; Tarkowski et al., 1999).
In vitro konnte TNFα in Microgliazellen und Macrophagen durch das Aβ-Protein
induziert werden (Klegeris et al., 1997; Galimberti et al., 1999; Combs et al., 2001;
Yates et al., 2000). Die Studien zum Zusammmenhang zwischen TNFα und Multipler
Sklerose sind widersprüchlich. So wird TNFα zum einen ein neuroprotektiver Effekt
zugeschrieben, zum anderen wird aber auch von einer demyelinisierenden Wirkung
auf Oligodendrocyten berichtet (Muñoz-Fernández und Fresno, 1998). Erhöhte Im-
munreaktivität gegen beide TNFα-Rezeptoren wurde im Gehirn von AIDS-Patienten,
IPS-Patienten, MS-Patienten und Patienten mit chronischem Hirnödem oder Strah-
lungsnekrosen gefunden (Boka et al., 1994; Sippy et al., 1995; Mogi et al., 2000).

Es wird vermutet, daß Cytokine glialer Herkunft wie TNFα an der Pathogenese
des IPS direkt oder indirekt über NO-vermittelte Mechanismen beteiligt sind (Hirsch
et al., 2003). NO wird aus L-Arginin durch das NADPH-abhängige Enzym NO-
Synthase (NOS) synthetisiert. Von NOS existieren drei Isoformen, zwei werden kon-
stitutiv exprimiert, die dritte, iNOS, ist induzierbar. Induziert wird iNOS durch LPS
und Cytokine über die Aktivierung des Gens der iNOS und de novo-Synthese des
Proteins (Knowles und Moncada, 1994; Wiesinger, 2001; Kleinert et al., 2003). NO
ist eine sehr reaktive Substanz, die eine Rolle bei der Pathogenese einer Vielzahl neu-
rodegenerativer Erkrankungen spielt (Muñoz-Fernández und Fresno, 1998; Wiesinger,
2001; Togo et al., 2004). NO und NO-Derivate wie Peroxynitrit und S-Nitrosothiole
hemmen den Komplex I der mitochondrialen Atmungskette (Brown und Borutaite,
2004). Hemmung des Komplex I ist ein Symptom des IPS (Jenner, 2003), da in der
substantia nigra von IPS-Patienten eine verringerte Aktivität dieses Komplexes nach-
gewiesen wurde (Mizuno et al., 1989; Schapira et al., 1990). iNOS wird im Gehirn und
in kultivierten Gehirnzellen durch Cytokine wie Interferonγ (IFNγ), TNFα, IL-1β
und durch LPS induziert (Da Silva et al., 1997; Ding et al., 1997; Kong et al., 2000;
Simmons und Murphy, 1992).

2.5 Gentherapie und adenoviraler Gentransfer

Humane Gentherapie ist eine Methode zur Behandlung neurologischer Erkrankungen,
für die es keine klassische Pharmakotherapie gibt (Barkats et al., 1998). Wegen der
Blut-Hirn-Schranke ist das zentrale Nervensystem nur schwer für systemisch appli-
zierte therapeutische Makromoleküle, wie Wachstumsfaktoren, Cytokine oder Enzy-
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me, erreichbar (Barkats et al., 1998). Diese Moleküle müssen direkt in situ injiziert
werden, um das Gehirngewebe zu erreichen. Die kurze Halbwertszeit dieser Moleküle
erfordert aber wiederholte Injektionen oder Infusionen und erhöht damit das Risiko
von Infektionen. Daher ist die Gentherapie eine zukunftsweisende Therapiemethode
(Barkats et al., 1998). Vielversprechende Substanzen für die Gentherapie im Nerven-
system sind neurotrophische Faktoren oder antioxidative Enzyme, wie SOD, Catala-
se und GPx (Olanow, 1993; Barkats et al., 1998). Bei der Therapie von IPS durch
Gentransfer werden eine Reihe von Strategien verfolgt, darunter die Behandlung mit
neurotrophen Faktoren, die Verhinderung von Apoptose oder die Modulation der Ex-
pression von Neurotransmittern (Eberhardt und Schulz, 2004). Bei der Gentherapie
sind prinzipiell zwei Strategien möglich: Gene können einerseits direkt durch Injek-
tion eines Genvektorsystems (in vivo-Gentransfer) oder indirekt durch Implantation
genetisch modifizierter Zellen in das Gehirn (ex vivo-Gentransfer) transferiert werden
(Barkats et al., 1998). Für beide Strategien (in vivo und ex vivo) sind modifizierte
Viren als biologische Vektorsysteme sehr effiziente Werkzeuge, da Viren ihr eigenes
Genom in die Zellen transferieren, die sie infiziert haben. Bevorzugt werden drei Ty-
pen von Viren genutzt: Retroviren, Adenoviren und adenoassoziierte Viren (Barkats
et al., 1998; Eberhardt und Schulz, 2004). Durch adenoviralen Gentransfer in Kultur
können bei Körnerzellen des Kleinhirns und bei Neuroblastomzellen Transfektionsra-
ten zwischen 70 und 100 % erreicht werden (Le Gal La Salle et al., 1993; Simons et al.,
1999; von Coelln et al., 2001; Gerhardt et al., 2001; Xia et al., 2001). Von primären
Neuronenkulturen des Mesencephalons werden Transfektionsraten von 10 bis 20 %
berichtet (von Coelln et al., 2001). In APK konnten zwei Drittel der Zellen adenoviral
transfiziert werden (Le Gal La Salle et al., 1993)

In der Regel sind nichtvirale Gentransfermethoden bei primären neuralen Zellen
weniger effizient als bei proliferierenden Zellen. Durch liposomalen Gentransfer in
Neuronen können Transfektionsraten zwischen 4 und 30 % erreicht werden (Kofler
et al., 1998; Ohki et al., 2001; da Cruz et al., 2004). Erst neuere Arbeiten beschreiben
höhere Transfektionsraten für solche Methoden. So werden seit einiger Zeit auch durch
Elektroporation hohe Transfektionsraten (bis zu 80 %) in kultivierten Neuronen erzielt
(Dityateva et al., 2003). Diese Techniken eignen sich für die ex vivo-Strategie.

Adenoviren sind DNA-Viren, die lineare doppelsträngige DNA von etwa 35 kb ent-
halten (Volpers und Kochanek, 2004). Adenoviren können in 49 Serotypen unterteilt
werden, die aufgrund ihrer Fähigkeit zur Hämagglutination von Erythrocyten weiter
in die Untergruppen A bis F eingeteilt werden (Walther und Stein, 2000; Volpers
und Kochanek, 2004). Die am intensivsten untersuchten Typen sind Typ 2 (Ad2) und
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Typ 5 (Ad5), die der Untergruppe C angehören. Diese Virustypen wurden zur Her-
stellung der ersten viralen Vektoren zum Gentransfer genutzt, weil diese Typen nicht
mit schweren Krankheiten bei Menschen assoziiert sind (Walther und Stein, 2000;
Volpers und Kochanek, 2004). Sie sind daher auch für in vivo-Applikationen geeig-
net. Erste Modifikation des adenoviralen Genoms war die Deletion des early gene 1
(E1A), um replikationsinkompetente Vektoren und genügend Platz für Geninsertionen
zu erhalten. Das E1A-Gen ist für die Replikation des Virus essentiell (Walther und
Stein, 2000; Imperiale und Kochanek, 2004). Weitere partielle Deletionen wurden an
den Genen E1B und E3 vorgenommen. Die DNA des Transgens wird in die E1- und
E3-Regionen des Virusgenoms eingefügt. Die Aufnahmekapazität dieser Vektoren der
ersten Generation ist ca. 7-8 kb (Walther und Stein, 2000; Imperiale und Kochanek,
2004; Volpers und Kochanek, 2004). Für die Erzeugung infektiöser Viruspartikel wer-
den Helferzellen benötigt, die die Fähigkeit zur Verpackung der DNA haben. Dafür
wird die humane embryonale Nierenzellinie (HEK) 293 genutzt, in deren Genom das
E1A-Gen eingefügt wurde. Dadurch sind hohe Virustiter erreichbar (Imperiale und
Kochanek, 2004; Volpers und Kochanek, 2004).

Adenovirale Vektoren infizieren ein breites Spektrum von Zellen, unter anderem
auch postmitotische Zellen wie Neuronen (Le Gal La Salle et al., 1993; Simons et al.,
1999; Walther und Stein, 2000). Der Nachteil adenoviraler Vektoren ist, daß das virale
Genom nicht in das Wirtsgenom integriert wird und die Expression therapeutischer
Gene daher nur transient ist (Walther und Stein, 2000). Da die Expression des viralen
E2-Proteins Entzündungsreaktionen auslöste (Imperiale und Kochanek, 2004), wurde
eine zweite Generation von Vektoren entwickelt, in denen die Funktion des E2A-Gens
ausgeschaltet ist und deren E4-Gen modifiziert oder deletiert ist (Walther und Stein,
2000; Imperiale und Kochanek, 2004; Volpers und Kochanek, 2004). Diese Vektoren
benötigen Helferzellen, die die Funktionen des E4-Gens (Regulation der Transkription,
Übergang von früher zu später Genexpression, Transport der mRNA, Replikation
der viralen DNA, Ausschalten der Expression der Gene des Wirtsorganismus und
Zusammenbau des Virions) zur Verfügung stellen (Walther und Stein, 2000). Neuartige
Vektoren, aus denen die meisten viralen codierenden Regionen entfernt wurden, sind
noch weniger immunogen (Walther und Stein, 2000). Sie können bis zu 36 kb Fremd-
DNA aufnehmen. Der Nachteil dieser Vektoren ist, daß sie nur schwer von Helferviren
separiert werden können (Walther und Stein, 2000; Imperiale und Kochanek, 2004;
Volpers und Kochanek, 2004).

Erste Versuche mit adenoviralen Vektoren in vivo und in vitro an Nervenzellen
von Nagern zeigten eine bemerkenswerte Effizienz der Vektoren, fremdes genetisches
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Material in Zellen zu transferieren (Le Gal La Salle et al., 1993). Die intrazelluläre
Expression der Markierungsgene war über zwei Monate detektierbar. Diese Ergebnisse
in vivo wurden von weiteren Gruppen bestätigt (Davidson et al., 1993; Bajocchi et al.,
1993; Akli et al., 1993).

In vivo ist eine Verteilung der Viruspartikel über die Injektion der Viren in Hirnven-
trikel, cerebrospinale Flüssigkeit oder die Arteria Carotis oder über nasale Instillation
möglich (Bajocchi et al., 1993; Doran et al., 1995; Draghia et al., 1995; Ooboshi et al.,
1995). Adenovirale Vektoren können auf eine retrograde Weise von der Injektionsstel-
le zu den Zellkörpern transportiert werden (Akli et al., 1993; Ridoux et al., 1994a).
Dieser retrograde axonale Transport ist besonders interessant für die Gentherapie
tödlicher neurodegenerativer Erkrankungen der Motoneuronen, wie der Amyotrophen
Lateralsklerose (Barkats et al., 1998).

Adenovirale Vektoren sind auch geeignete Vektoren für einen ex vivo-Gentransfer,
wie Ridoux et al. (1994b) an Rattenastrocyten zeigten. Das Transgen wurde dabei
über wenigstens fünf Monate exprimiert. Ähnliche Strategien sind für humane neura-
le Vorläuferzellen aus 5 bis 12 Wochen alten Feten entwickelt worden (Buc-Caron,
1995; Sabaté et al., 1995). Die Amplifizierung dieser neuralen Vorläuferzellen ist ei-
ne Möglichkeit die ethischen Konflikte zu minimieren, die bei klinischer Anwendung
aufgrund des Bedarfs an humanem fetalem Gewebe entstehen.

2.6 Aufgabenstellung

Gegenstand der Untersuchungen in vorliegender Arbeit war der extrazelluläre GSH-
Metabolismus. Dabei sollte zum einen in neuralen Zellen das Vorkommen und die
spezifische Aktivität des GSH-abbauenden Enzyms γGT sowie die Modulation der
spezifischen Aktivität der γGT durch verschiedene Substanzen untersucht werden.
Durch adenoviralen Gentransfer der γGT in Neuronen sollte dieses Protein überexpri-
miert werden und die Auswirkungen auf den GSH-Metabolismus untersucht werden.
Neben dem GSH-Stoffwechsel sollte auch der extrazelluläre GSSG-Stoffwechsel und
eine Beteiligung der γGT am Abbau von GSSG durch neurale Zellen untersucht wer-
den.
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Die Abbildungen und Tabellen der vorliegenden Arbeit zeigen entweder Daten reprä-
sentativer Experimente, die in Dreifachbestimmungen an einer Kultur durchgeführt
wurden, oder sie fassen Daten aus Experimenten an mehreren Kulturen zusammen.
Wurden Daten aus mehreren Experimenten zusammengefaßt, ist die Anzahl der Expe-
rimente (n) angegeben. In den Diagrammen repräsentieren, wenn nicht anders angege-
ben, die Symbole den Mittelwert. Die Fehlerbalken geben die Standardabweichungen
(SD) an. Fehlerbalken wurden nicht eingezeichnet, wenn sie kleiner waren als die Sym-
bole, die den Mittelwert angeben. Statistische Vergleiche zweier Datensätze wurden,
wenn nicht anders vermerkt, mit dem ungepaarten Student’s t-Test, der Vergleich
mehrerer Datensätze wurde mittels Varianzanalyse (ANOVA gefolgt von dem Bonfer-
roni post-Test) durchgeführt. War der Bonferroni post-Test zu konservativ, wurde der
Tuckey-Kramer post-Test angewendet. Der Welch-korrigierte t-Test wurde verwen-
det, wenn die SD der Werte zu verschieden waren für den Student´s t-Test (Sachs,
2002). p>0,05 wurde als nicht signifikant gewertet. Signifikante Unterschiede zwischen
Datensätzen wurden mit Sternen gekennzeichnet: * p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001.
Sofern nicht anders angegeben, wurden alle in dieser Arbeit aufgeführten Experimente
an wenigstens zwei, in der Regel an drei oder mehr unabhängigen Kulturen durchge-
führt.

3.1 Charakterisierung der verwendeten neuralen

Zellkulturen

In der vorliegenden Arbeit wurden neurale Zellkulturen aus Rattengehirn als Mo-
dellsysteme für verschiedene Gehirnzelltypen eingesetzt. Dazu wurden astrogliareiche
Primärkulturen (APK), neuronenreiche Primärkulturen (NPK), oligodendrogliarei-
che Sekundärkulturen (OSK) und microgliareiche Sekundärkulturen der Methode A
(MSK-A) nach etablierten Methoden (Hamprecht und Löffler, 1985; Löffler et al., 1986;
Hirrlinger et al., 2000, 2002b) hergestellt. Zusätzlich wurde zur Gewinnung von Micro-
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gliakulturen eine weitere Methode etabliert und diese Kulturen immuncytochemisch
charakterisiert. Phasenkontrastaufnahmen verschiedener neuraler Zellkulturen, die in
der vorliegenden Arbeit untersucht wurden, sind in Abb. 2 dargestellt.

APK bildeten einen konfluenten Zellrasen (Abb. 2 A). Im Gegensatz dazu waren
Kulturen von Neuronen und Microgliazellen nicht konfluent (Abb. 2 C, E, G). Neuro-
nen in Kultur zeigten ein weit verzweigtes Netzwerk von Fortsätzen (Abb. 2 C). Die
Mehrzahl der Microgliazellen in Kulturen, die nach den Methoden A (MSK-A) oder
B (MSK-B) präpariert worden waren, hatten amöboide oder stäbchenförmige Form
(Abb. 2 E und G).

Die verwendeten Kulturen von Astrogliazellen, Microgliazellen, Oligodendrogliazel-
len und Neuronen enthalten in geringen Mengen andere Zelltypen (Reinhart et al.,
1990; Dringen et al., 1999a; Hirrlinger et al., 2000, 2002b). Deshalb wurden die ge-
wonnenen Kulturen bezüglich der in ihnen enthaltenen Zelltypen charakterisiert. Da-
für wurden Antikörper gegen CD 11b (Ox42) zur Identifizierung der Microgliazel-
len (Graeber et al., 1988), gegen Galactocerebrosid (GalC) (Ranscht et al., 1982)
zur Identifizierung von Oligodendrogliazellen, gegen das growth-associated protein-43
(GAP-43) zum Nachweis von Neuronen (Jacobson et al., 1986) sowie Antikörper ge-
gen das gliale fibrilläre saure Protein (GFAP) (Bock et al., 1977) zum Nachweis von
Astrogliazellen eingesetzt.

Die Anfärbung von APK mit einem polyklonalen Antikörper gegen GFAP führ-
te zu einer intensiven Anfärbung der meisten Zellen der Kultur (Abb. 2 B). Die
GFAP-positiven Zellen der APK wiesen die typische Morphologie von Astrogliazellen
in Kultur auf (Reinhart et al., 1990). Wurde der Primärantikörper bei der Anfärbung
weggelassen, waren die Zellen nicht angefärbt (Daten nicht gezeigt). Die blaue Fluo-
reszenz ist die Färbung der Zellkerne mit DAPI. Die untersuchten APK waren also
stark angereichert an GFAP-positiven Zellen und somit ein geeignetes Modellsystem
zur Untersuchung der Eigenschaften von Astrogliazellen.

In NPK wurden mit einem monoklonalen Antikörper gegen GAP-43 Neuronen an-
gefärbt (Abb. 2 D). Nur vereinzelte Zellen in NPK waren GFAP-positiv (Daten nicht
gezeigt). Die Anfärbung von MSK-A mit dem monoklonalen Antikörper Ox42 gegen
CD 11b führte zu einer intensiven Anfärbung von Zellen (Abb. 2 F). Vereinzelte Zel-
len in diesen Kulturen waren GFAP-positiv. Wurden die Primärantikörper während
der Anfärbung von NPK und MSK-A weggelassen, waren die Zellen nicht angefärbt
(Daten nicht gezeigt).

MSK-B wurden nach einer Modifikation der Methode von Saura et al. (2003) ge-
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Abb. 2 Phasenkontrastaufnahmen (A, C, E, G) und immuncytochemische Anfär-
bungen (B, D, F, H) von APK (A, B), NPK (C, D), MSK-A (E, F) und MSK-B
(G, H). Die immuncytochemischen Anfärbungen zeigen Ausschnitte von Kulturen,
die jeweils mit Antikörpern gegen GFAP (B, grün), GAP43 (D, rot) oder CD11b (F
und H, rot) angefärbt wurden. Die Zellkerne wurden mit DAPI gegengefärbt (blau).
Die Balken in den Abb. entsprechen 20 µm. Die Kulturen waren zum Zeitpunkt der
Experimente 3 d (MSK), 5 d (NPK) und 7 d (APK) alt.
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wonnen (5.3.1.4). Im mikroskopischen Bild waren Zellen mit der für Microgliazellen
typischen Morphologie (Streit, 2005) als runde, spiegeleierförmige Zellen zu sehen
(Abb. 2 G). Durch immuncytochemische Anfärbungen mit Antikörpern gegen CD11b
(Abb. 2 H) und zelltypspezifische Markerproteine und -lipide (Tabelle 1) wurden die
in den MSK-B vorhandenen Zelltypen identifiziert und so die Zellzusammensetzung
der Kulturen charakterisiert. Wurden die Primärantikörper während der Anfärbung
weggelassen, waren keine Zellen angefärbt (Daten nicht gezeigt). Zwei angefärbte Prä-
parate wurden freundlicherweise von Hans-Hermann Höpken zur Verfügung gestellt.
Die Anfärbungen wurden photographiert und die Anzahl der gefärbten Zellen sowie
die Gesamtzahl der Zellen durch eine Anfärbung der Zellkerne mit 4’,6-Diamidino-2-
phenylindol (DAPI) bestimmt (Tabelle 1). In MSK-B war der überwiegende Anteil der
Zellen (96 %) positiv für Ox42 (Tabelle 1). Nur 1 % der Zellen war positiv für GFAP
(Tabelle 1). GalC-positive Zellen wurden nicht gefunden. Somit zeigte die immuncy-
tochemische Charakterisierung, daß in der durch Trypsinisierung von APK erhaltenen
MSK-B Microgliazellen stark angereichert waren. Sie wurden daher als zweites Kul-
turmodell zur Untersuchung der Eigenschaften von Microgliazellen herangezogen.

Tabelle 1 Immuncytochemische Charakterisierung microgliareicher Sekundärkultu-
ren (MSK-B)

Markierung positive Zellen n
% der Zellen einer Kultur

CD11b 96,4 ± 2,8 3
GFAP 0,9 ± 0,9 3
GalC 0 2

Die Kulturen wurden durch Trypsinisieren gewonnen und mit Antikörpern gegen die
angegebenen Moleküle angefärbt. Die Gesamtzahl der Zellen wurde durch eine Anfär-
bung der Zellkerne mit DAPI bestimmt. In n Kulturen wurde der Anteil der positiven
Zellen durch Auszählen bestimmt. Pro Kultur und Anfärbung wurden zwischen 142
und 440 Zellen ausgezählt. Insgesamt wurden 2375 Zellen gezählt.
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3.2 Vorkommen von γGlutamyltranspeptidase in

neuralen Zellen

Um zu überprüfen, ob Zellen der in vorliegender Arbeit verwendeten neuralen Zell-
kulturen γGT exprimieren, wurde das Vorkommen von mRNA der γGT untersucht
und die spezifische Aktivität der γGT in den Zellkulturen bestimmt.

Das Vorkommen der mRNA von γGT in APK, NPK, OSK und MSK-A sowie in
Gehirn und Leber adulter Ratten als Kontrollen wurde durch RT-PCR untersucht.
Diese Methode liefert eine rein qualitative Aussage über die Präsenz einer bestimm-
ten mRNA. Mit spezifischen Primern (Tabelle 20) konnte nach reverser Transkrip-
tion der Gesamt-RNA, die aus den neuralen Zellkulturtypen isoliert wurden, jeweils
ein cDNA-Fragment der erwarteten Größe (Tabelle 20) für γGT amplifiziert werden
(Abb. 3). Außer dem prominenten und erwarteten 399 bp großen cDNA-Fragment
der γGT waren in den Gelen noch einige weitere weniger intensive Banden größerer
und kleinerer Masse vorhanden. In den Proben der β-Actin-Kontrollen waren keine
weiteren Banden zu sehen (Abb. 3).

A N O M H L +-

gGT

Actin

399 bp
500 bp

200 bp
300 bp

237 bp

Abb. 3 RT-PCR-Analyse des Vorkommens von mRNA von γGT in neuralen Zell-
kulturen und in Gehirn und Leber adulter Ratten. Je 1 µg Gesamt-RNA aus APK (A),
NPK (N), OSK (O), MSK-A (M), Rattengehirn (H) und Rattenleber (L) wurde revers
transkribiert und mit spezifischen Primern für die γGT der Ratte amplifiziert (35 PCR-
Zyklen). Die Positivkontrolle (+) war cDNA der γGT in einem Plasmid (PGT-12).
Für die Negativkontrolle (-) wurde die PCR ohne Zugabe von cDNA durchgeführt.
Die erhaltenen PCR-Produkte wurden auf einem 2 %igen Agarosegel analysiert. Die
Integrität der cDNA wurde mit β-Actin-spezifischen Primern untersucht (Actin).

Um neben der Analyse des Vorkommens von mRNA der γGT auch Daten zum
Vorkommen des Proteins zu erhalten, wurde die spezifische Aktivität der γGT in
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den verschiedenen Zellkulturtypen bestimmt. Dazu wurden Zellen in Zellkulturscha-
len (50 mm Durchmesser) verwendet. Die gemessenen spezifischen Aktivitäten der
γGT sowie die Proteingehalte der Kulturen sind in Tabelle 2 dargestellt. Von den un-
tersuchten neuralen Zellkulturen wiesen APK die höchste spezifische γGT-Aktivität
auf, gefolgt von OSK. Die hohe SD der Werte für OSK mag eine Folge von Ver-
unreinigungen der Kulturen durch unterschiedliche Mengen an Astrogliazellen sein.
Microgliazellen und Neuronen wiesen nur geringe spezifische γGT-Aktivitäten auf
(Tabelle 2).

Um die durch das verwendete Testsystem bestimmte Bildung von 3-Carboxy-4-
nitroanilin aus γGlutamyl-(3-carboxy-4-nitroanilid) (GCNA) eindeutig der γGT zu-
ordnen zu können, wurden neurale Zellkulturen 24 h lang mit Acivicin, einem spezifi-
schen Inhibitor der γGT (Stole et al., 1994), inkubiert. Diese Inkubation mit Acivicin
hemmte in allen vier Zellkulturtypen die Bildung von 3-Carboxy-4-nitroanilin nahezu
vollständig (Tabelle 3). Somit war ausschließlich γGT für den beobachteten Umsatz
von GCNA verantwortlich.

3.2.1 Modulation der Aktivität der γGlutamyltranspeptidase in

neuralen Zellen

Um mögliche Veränderungen der Aktivität der γGT in APK zu bewirken, wurden
APK in Zellkulturschalen (50 mm Durchmesser) mit verschiedenen Substanzen in-
kubiert (Tabelle 4). Diese Pilotexperimente zeigten, daß in Anwesenheit von TNFα

(10 ng/ml), Ammoniumeisen(III)citrat (FAC; 100 µM) oder IFNγ + LPS (5 U/ml
bzw. 50 µg/ml) die Aktivität der γGT innerhalb von 24 h im Vergleich zu den Kon-
trollen anstieg. Alle anderen untersuchten Substanzen beeinflußten die Aktivität nicht
(Tabelle 4).

Der Effekt von IFNγ und LPS wurde in weiteren Experimenten bestätigt. Dabei
führte die Anwesenheit von IFNγ (5 U/ml) und LPS (50 µg/ml) in einer 21 d alten
APK (1,48± 0,03 mg Protein pro Schale) innerhalb von 72 h zu einem Anstieg der spe-
zifischen Aktivität der γGT von einem Ausgangswert von 1,6 ± 0,0 nmol/(min x mg)
auf 7,7 ± 0,9 nmol/(min x mg). In den Kontrollen (Abwesenheit von IFNγ und LPS)
stieg die Aktivität nur auf 2,6 ± 0,3 nmol/(min x mg). Da der Anstieg der spezifischen
γGT-Aktivität durch IFNγ und LPS in Astrogliazellen schon beschrieben worden war
(Garcion et al., 1999), wurde dieser Effekt in vorliegender Arbeit nicht weiter ver-
folgt. Im Gegensatz dazu waren die beobachteten Effekte von TNFα und FAC auf die
Aktivität der γGT in Astrogliazellen neu und wurden im weiteren näher analysiert.

38



3.2 Vorkommen von γGlutamyltranspeptidase in neuralen Zellen

Tabelle 2 γGT-Aktivität in neuralen Zellkulturen

Zellkultur γGT-Aktivität Proteingehalt n
nmol/(min x mg) µg/Schale

APK 2,5 ± 0,8 1274 ± 282 57
OSK 1,6 ± 1,1 111 ± 32 7
MSK-A 0,6 ± 0,4 207 ± 74 5
MSK-B 0,1 ± 0,1 155 ± 71 3
NPK 0,4 ± 0,1 405 ± 8 3

Neurale Zellkulturen wurden in Zellkulturschalen (50 mm Durchmesser) kultiviert und die
spezifische γGT-Aktivität wurde bestimmt. Die Daten repräsentieren Mittelwerte ± SD
von Werten, die in n Experimenten gewonnen wurden.

Tabelle 3 Modulation der γGT-Aktivität durch Acivicin

Zellkultur [Acivicin] γGT-Aktivität n Proteingehalt
µM nmol/(min x mg) µg/Schale

APK 0 3,9 ± 1,1 9 1050 ± 124
100 0,1 ± 0,1 ** 9 961 ± 81

MSK-A 0 0,4 ± 0,1 4 177 ± 9
100 0,1 ± 0,1 ** 4 n.b.

OSK 0 2,7 ± 0,4 5 101 ± 21
100 0,3 ± 0,1 *** 4 n.b.

NPK 0 0,4 ± 0,2 6 400 ± 104
100 0,02 ± 0,01 ** 6 n.b.

Neurale Zellen wurden 24 h lang in Ab- oder Anwesenheit von 100 µM Acivicin inkubiert.
Die Tabelle faßt Daten aus 1 bis 3 Experimenten zusammen. Die Daten repräsentie-
ren Mittelwerte ± SD, die an n Kulturschalen aus je drei APK und NPK und je einer
OSK und MSK-A gewonnen wurden. Zur Berechnung der spezifischen γGT-Aktivität
von acivicinbehandelten MSK-A, OSK und NPK wurden die angegebenen Protein-
werte von Kulturen genutzt, die ohne Acivicin inkubiert worden waren. Durch Sterne
gekennzeichnet ist die Signifikanz der Unterschiede in der γGT-Aktivität zwischen aci-
vicinbehandelten Zellen und den entsprechenden Kontrollen (ohne Acivicin), die mittels
Student´s t-Test berechnet wurde. Für APK, NPK und OSK wurde zusätzlich eine
Welch-Korrektur gerechnet. (n.b. = nicht bestimmt)
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Tabelle 4 Modulation der spezifischen Aktivität der γGT

Substanz Konzentration γGT-Aktivität
nmol/(min x mg)

- (Kontrolle A) 3,3 ± 0,4
PMA 100 nM 3,6 ± 0,3
GABA 1 mM 3,9 ± 0,3
Glutamat 1 mM 3,0 ± 0,3
A23187 (in DMSO) 1 µM 3,7 ± 0,5
Isoproterenol 1 µM 2,7 ± 0,4
Insulin 1 µM 3,2 ± 0,3
db-cAMP 0,5 mM 3,7 ± 1,3
TNFα 10 ng/ml 4,8 ± 0,9 ***
- (Kontrolle B) 2,4 ± 0,4

- (Kontrolle C) 1,9 ± 0,0
HVA 1 mM 1,7 ± 0,3
Dopac 1 mM 1,8 ± 0,3
MPTP 1 mM 1,7 ± 0,2
MPP+ 1 mM 2,1 ± 0,1
TGFβ1 1 ng/ml 1,7 ± 0,1
IFNγ + LPS 5 U/ml + 50 µg/ml 2,9 ± 0,3
FAS (in DMEM/FCS) 100 µM 2,7 ± 0,4
FAC 100 µM 5,0 ± 0,5 ***
Dexamethason (in EtOH) 1 µM 1,9 ± 0,1
- (Kontrolle D) 2,1 ± 0,1

APK wurden 24 h lang in DMEM/PS mit den aufgeführten Substanzen in den ange-
gebenen Konzentrationen inkubiert. Die Daten sind Mittelwerte ± SD von Dreifach-
bestimmungen. Die Kultur war zum Zeitpunkt des Experiments 16 d alt und enthielt
1,6 ±0,2 mg Protein pro Schale. Um durch den Ablauf des Experiments bedingte
Schwankungen der γGT-Aktivität zu erfassen, wurden zu verschiedenen Zeitpunkten
Kontrollen (A, B, C, D) eingefügt. Die Unterschiede zwischen Kontrollen und TNFα-
behandelten bzw. FAC-behandelten Zellen waren höchst signifikant. (PMA: Phorbol-
12-myristat-13-acetat; GABA: γ-Aminobuttersäure; db-cAMP: Di-butyryl-cAMP; HVA:
Homovanillinsäure; Dopac: 3,4-Dihydroxyphenylessigsäure; MPTP: 1-Methyl-4-phenyl-
1,2,3,6-tetrahydropyridin; MPP+: 1-Methyl-4-phenylpyridiniumion; TGFβ1: transfor-
ming growth factor β1; FAS: Ammoniumeisen(II)sulfat; EtOH: Ethanol)
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3.2.1.1 Tumor-Nekrose-Faktor α

Um den Einfluß von TNFα auf die spezifische Aktivität der γGT in APK näher zu
untersuchen, wurden APK mit 30 ng/ml TNFα bis zu 72 h lang inkubiert. Während
dieser Inkubation stieg in Anwesenheit von TNFα die spezifische Aktivität der γGT
von einem Ausgangswert von 2,0 ± 0,4 nmol/(min x mg) innerhalb von 72 h um
den Faktor 4,5 auf einen Plateauwert von 9,1 ± 1,6 nmol/(min x mg) (Abb. 4). Im
Gegensatz dazu stieg in Abwesenheit von TNFα die spezifische Aktivität der γGT
während der Inkubation nur geringfügig an. Die Vitalität der Zellen wurde durch die
Inkubation nicht beeinträchtigt, da nur geringe LDH-Aktivitäten (<10 %) im Medium
gefunden wurden (Daten nicht gezeigt).
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Abb. 4 Einfluß von TNFα auf die spezifische γGT-Aktivität von APK. Die Zellen
wurden in DMEM/PS in Ab- oder Anwesenheit von TNFα (30 ng/ml) für die ange-
gebene Zeit inkubiert. Die Daten sind Mittelwerte ± SD von Werten, die in sechs bis
elf Experimenten an unabhängigen APK gewonnen wurden. Die Signifikanz der Un-
terschiede in der γGT-Aktivität zwischen Kontrollen und TNFα-behandelten Zellen
wurde mittels Student´s t-Test berechnet.

Zur Bestimmung der Konzentrationsabhängigkeit des Effekts von TNFα auf die
Aktivität der γGT wurden APK mit TNFα variierter Konzentration in DMEM/PS
inkubiert. Dabei zeigte sich nach 72 h ein deutlicher Zusammenhang zwischen der
TNFα-Konzentration und der spezifischen γGT-Aktivität. Eine höhere Konzentrati-
on an TNFα resultierte in einer höheren γGT-Aktivität in APK (Abb. 5). In vorlie-
gender Arbeit wurden in weiteren Experimente 30 ng/ml TNFα eingesetzt, da diese
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Konzentration einen signifikant stimulierenden Effekt auf die Aktivität der γGT in
APK hatte (Abb. 5).
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Abb. 5 Einfluß von TNFα auf die spezifische γGT-Aktivität in APK. Die Zellen
wurden 72 h lang in DMEM/PS mit TNFα der angegebenen Konzentrationen inku-
biert. Die gezeigten Daten sind Mittelwerte ± SD und wurden in Dreifachbestimmung
an drei bis zehn unabhängigen APK gewonnen. Die Ausgangsaktivität der γGT be-
trug 1,9 ± 0,3 nmol/(min x mg) (n = 10). Die Signifikanz der Unterschiede in der
γGT-Aktivität wurde mittels ANOVA und anschließendem Bonferroni posthoc-Test
berechnet.

Um zu belegen, daß die nach Inkubation von APK mit TNFα nachgewiesene Stei-
gerung der Bildung von 3-Carboxy-4-nitroanilin durch die gesteigerte Aktivität der
γGT verursacht wurde, wurde der γGT-Inhibitor Acivicin eingesetzt. APK wurden
zunächst für 48 h mit 30 ng/ml TNFα vorinkubiert und die spezifische Aktivität
der γGT wurde bestimmt (Tabelle 5). Die mit TNFα inkubierten Zellen wiesen da-
bei eine um den Faktor 3 erhöhte γGT-Aktivität im Vergleich zu den Kontrollen auf
(Tabelle 5). Bei der darauf folgenden Hauptinkubation wurden die Zellen in An- oder
Abwesenheit von TNFα mit oder ohne Acivicin (100 µM) 24 h lang inkubiert. Für aci-
vicinbehandelte Zellen war nahezu keine Aktivität der γGT nachweisbar, unabhängig
von einer Inkubation mit oder ohne TNFα (Tabelle 5). Zellen, die nicht mit Acivi-
cin inkubiert wurden, zeigten nach 24 h Hauptinkubation eine ähnliche spezifische
γGT-Aktivität wie Zellen nach der jeweiligen Vorinkubation.

Physiologisches Substrat der γGT ist GSH (Meister und Tate, 1976; Meister und
Anderson, 1983), das von Astrocyten freigesetzt wird (Yudkoff et al., 1990; Sagara
et al., 1996; Dringen et al., 1997a; Hirrlinger et al., 2002c). Eine erhöhte Aktivität der
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Tabelle 5 Einfluß von Acivicin auf die spezifische γGT-Aktivität in APK

48 h Vorinkubation 24 h Hauptinkubation
[TNFα] γGT-Aktivität [Acivicin] γGT-Aktivität
ng/ml nmol/(min x mg) µM nmol/(min x mg)

0 3,6 ± 1,2 0 3,2 ± 0,8
100 0,1 ± 0,1

30 10,1 ± 0,1 0 8,8 ± 1,0
100 0,2 ± 0,1

Die Zellen wurden 48 h lang in DMEM/PS in An- oder Abwesenheit von TNFα
(30 ng/ml) vorinkubiert. Die Hauptinkubation erfolgte über weitere 24 h mit oder
ohne TNFα in Ab- oder Anwesenheit von Acivicin (100 µM). Die angegebenen Daten
sind Mittelwerte ± SD und wurden in Dreifachbestimmung in drei unabhängigen Ex-
perimenten gewonnen. Die Ausgangsaktivität der γGT vor Beginn der Vorinkubation
betrug 2,0 ± 0,3 nmol/(min x mg) (n = 3). Die Unterschiede in der γGT-Aktivität
zwischen der Kontrolle (ohne Acivicin) und den acivicinbehandelten Zellen ist höchst
signifikant (Student´s t-Test; p<0,001).

γGT sollte daher zu einem verbesserten Abbau von extrazellulärem GSH in APK füh-
ren. Um diese Hypothese zu untersuchen, wurden APK in wells von 24-well -Platten
zunächst 72 h lang mit oder ohne TNFα (30 ng/ml) in DMEM/PS vorinkubiert. Da-
nach wurden die Zellen gewaschen und mit oder ohne 100 µM Acivicin in MM 6 h
lang inkubiert. Nach Inhibierung der γGT durch Acivicin akkumulierte das von den
Astrocyten freigesetzte GSx proportional zur Zeit im Medium (Abb. 6). Die spezi-
fischen Freisetzungsgeschwindigkeiten für GSH betrugen 2,0 ± 0,5 nmol/(h x mg)
(Kontrolle) und 1,9 ± 0,6 nmol/(h x mg) (TNFα). Es bestand somit kein Unterschied
in der Geschwindigkeit der Freisetzung von GSH zwischen Kontrollen und TNFα-
behandelten Zellen. In Abwesenheit von Acivicin kann aus APK freigesetztes GSH
durch γGT gespalten werden (Dringen et al., 1997a). Unter solchen Bedingungen
zeigte sich hinsichtlich der extrazellulären Akkumulation von GSH ein signifikanter
Unterschied zwischen Kontrollen und TNFα-behandelten Zellen. Die Behandlung mit
TNFα führte zu erhöhter Aktivität der γGT. Ferner wurde extrazelluläres GSH in
größerem Umfang von TNFα-behandelten Zellen abgebaut als von Kontrollzellen, in
denen die Aktivität der γGT nicht durch Vorinkubation mit TNFα erhöht worden
war (Abb. 6).

Ursache gesteigerter Enzymaktivität kann erhöhte Expression des Gens, Stabilisie-
rung der mRNA, Aktivierung des Enzyms oder Freisetzung gespeicherten Enzyms sein.
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3 Ergebnisse

Um zu untersuchen, worauf die Steigerung der Aktivität der γGT in APK nach der
Behandlung mit TNFα beruhte, wurde Cycloheximid (CHX), ein Inhibitor der Pro-
teinbiosynthese (Ennis und Lubin, 1964), eingesetzt. Dafür wurden Zellen mit oder
ohne TNFα in An- und Abwesenheit von CHX (10 µM) inkubiert. Nach 24 und 48 h
Inkubation wurde die Aktivität der γGT gemessen. Dabei zeigte sich, daß die durch
TNFα induzierte Steigerung der spezifischen Aktivität der γGT in Anwesenheit von
CHX vollständig unterdrückt wurde (Tabelle 6). Die spezifische γGT-Aktivität TNFα-
behandelter APK entsprach nach Inkubation mit CHX nahezu dem Ausgangswert. Die
LDH-Freisetzung aus APK war nach 48 h Inkubation mit CHX im Vergleich zur je-
weiligen Kontrolle erhöht (Tabelle 6), was auf eine verminderte Zellvitalität schließen
läßt.
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Abb. 6 Einfluß von TNFα auf die extrazelluläre GSx-Akkumulation in APK. Die
Zellen wurden 72 h lang in DMEM/PS in der Abwesenheit (Quadrate) oder An-
wesenheit (Kreise) von TNFα (30 ng/ml) vorinkubiert. Danach wurden die Zellen
in MM inkubiert in Abwesenheit (offene Symbole) oder Anwesenheit (geschlossene
Symbole) von Acivicin (100 µM). Die Daten sind Mittelwerte ± SD von Werten, die
in Dreifachbestimmung in drei unabhängigen Experimenten gewonnen wurden. Die
Signifikanzen der Unterschiede in der extrazellulären GSx-Konzentration von Kontrol-
len (ohne TNFα) und TNFα-behandelten Zellen wurden mittels Student´s t-Test
berechnet. Für die 6-h-Werte wurde zusätzlich eine Welch-Korrektur gerechnet.
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3.2 Vorkommen von γGlutamyltranspeptidase in neuralen Zellen

Tabelle 6 Effekte von Cycloheximid auf die spezifische γGT-Aktivität und die Zell-
vitalität von APK

24 h 48 h

[TNFα] [CHX] γGT-Aktivität LDH-Freisetzung γGT-Aktivität LDH-Freisetzung
ng/ml 10 µM nmol/(min x mg) % nmol/(min x mg) %

0 - 3,0 ± 0,3 3 ± 2 3,4 ± 0,7 5 ± 3
0 + 2,1 ± 0,4 * 12 ± 11 * 2,2 ± 0,3 24 ± 13 *

30 - 5,1 ± 1,5 8 ± 8 8,2 ± 1,7 5 ± 3
30 + 2,2 ± 0,4 * 25 ± 10 * 2,5 ± 0,5 ** 37 ± 5 ***

Die Zellen wurden bis zu 48 h lang ohne oder mit (30 ng/ml) TNFα in Ab- oder Anwe-
senheit von Cycloheximid (10 µM) inkubiert. Die angegebenen Werte sind Mittelwerte
± SD von Daten, die in Dreifachbestimmung an je drei unabhängigen Kulturen (n = 9)
gewonnen wurden. Die Ausgangsaktivität der γGT betrug 1,9 ± 0,3 nmol/(min x mg)
(n = 9). Durch Sterne gekennzeichnet ist die Signifikanz der Unterschiede in der γGT-
Aktivität zwischen CHX-behandelten Zellen und den entsprechenden Kontrollen (ohne
CHX), die mittels Student´s t-Test berechnet wurde.

3.2.1.2 Eisenionen

Wie in Tabelle 4 gezeigt, wurde die spezifische Aktivität der γGT in APK auch durch
Inkubation mit dem Eisensalz FAC gesteigert. Um diesen Effekt näher zu untersuchen,
wurden APK in Zellkulturschalen (50 mm Durchmesser) mit oder ohne FAC (100 µM)
in DMEM/PS inkubiert. Die Messung der γGT-Aktivität nach Inkubation von APK
mit FAC ergab je nach Experiment recht heterogene Ergebnisse. Erhebliche gesteigerte
Aktivitäten der γGT zeigten sich nicht nur nach Inkubation mit FAC, sondern auch bei
den Kontrollinkubationen ohne FAC. Tabelle 7 faßt Daten aus 12 bis 14 Experimenten
zusammen, in denen APK 48 h lang mit oder ohne FAC inkubiert worden waren. Die
hohen SD zeigen die Heterogenität der Ergebnisse. Nur durch die große Anzahl der
durchgeführten Experimente wurde der Unterschied in der spezifischen Aktivität der
γGT zwischen FAC-inkubierten Zellen und Kontrollen signifikant (Tabelle 7).

Abb. 7 zeigt Ergebnisse aus vier unabhängigen Experimenten und verdeutlicht die
Variabilität des Effektes von FAC auf die Aktivität der γGT in APK. In Abhängigkeit
der applizierten Konzentration an FAC veränderte sich die spezifische Aktivität der
γGT (Abb. 7 A, B). Dabei war die Aktivität der γGT nach Inkubation mit FAC in
Konzentrationen von 100 bis 300 µM am höchsten. Die Unterschiede in der Aktivi-
tät der γGT zwischen FAC-inkubierten Zellen und Kontrollen, die 48 h ohne FAC
inkubiert worden waren, waren jedoch nicht signifikant (Abb. 7 A, C). Im Gegensatz

45



3 Ergebnisse

Tabelle 7 Einfluß von Eisen auf die γGT-Aktivität in APK

[FAC] γGT-Aktivität Proteingehalt n
µM nmol/(min x mg) mg/Schale

0 5,3 ± 1,6 1,1 ± 0,2 12
100 6,4 ± 1,1* 1,1 ± 0,2 14

Die Zellen wurden 48 h lang in An- oder Abwesenheit von FAC inkubiert. Die Daten
sind Mittelwerte ± SD aus n Experimenten an neun unabhängigen APK. Der mittlere
Ausgangswert der γGT-Aktivität betrug 3,0 ± 0,5 nmol/(min x mg)(n = 14). Der
signifikante Unterschied der γGT-Aktivität zwischen Kontrollen und FAC-inkubierten
Zellen wurde mittels Student‘s t-Test berechnet.

dazu zeigten die Zeitabhängigkeiten des Effekts von 100 µM FAC auf die Aktivität der
γGT zu verschiedenen Zeitpunkten signifikante Unterschiede zu Kontrollen (Abb. 7
C, D). Auch in den Zeitabhängigkeiten war immer ein tendenzieller Anstieg der γGT-
Aktivität nach Gabe von FAC meßbar (Abb. 7 C, D).

Um zu überprüfen, ob eine Inkubation von APK mit FAC den zellulären Eisengehalt
verändert, wurde der spezifische Eisengehalt der Zellen bestimmt. Bei Inkubation von
APK mit 100 µM FAC stieg der Eisengehalt der Zellen innerhalb von 48 h auf einen
Maximalwert von 197 ± 8 nmol/mg an, der 20fach höher war als der von Zellen, die
ohne FAC inkubiert wurden (Abb. 8 A). Ein maximaler Gehalt an Eisen in Zellen von
APK wurde nach 48 h Inkubation mit 300 µM FAC erreicht. Inkubation bei geringeren
oder höheren Konzentrationen führte zu einem geringeren spezifischen Eisengehalt
(Abb. 8 B).

Um die Bedeutung von Eisen in dem Eisenkomplex FAC auf die Änderung der
Aktivität der γGT zu überprüfen, wurden APK mit den in Tabelle 8 angegebenen
Substanzen inkubiert. FAC führte zu einem stärkeren Anstieg der γGT-Aktivität als
die anderen Substanzen und als Abwesenheit von Zusätzen. Citrat und Ammoniumio-
nen, die neben Eisen in FAC enthalten sind, führten zu keiner Steigerung der spezi-
fischen γGT-Aktivität in APK (Tabelle 8). Der Eisenchelator Desferoxamin (DFX)
verhinderte den FAC-abhängigen Anstieg der γGT-Aktivität. Die beobachteten Un-
terschiede in der spezifischen γGT-Aktivität von APK, die mit FAC bzw. den anderen
in Tabelle 8 angegebenen Testsubstanzen erhalten wurden, waren nicht signifikant. Im
Gegensatz zu den anderen getesteten Substanzen wurde in Anwesenheit von Acivicin
die Aktivität der γGT nahezu vollständig gehemmt (Tabelle 8).
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3.2 Vorkommen von γGlutamyltranspeptidase in neuralen Zellen
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Abb. 7 Effekt einer Eisenapplikation auf die γGT-Aktivität in APK. Dargestellt
sind Daten aus vier unabhängigen Experimenten (A-D), die an unabhängigen Kultu-
ren durchgeführt wurden. Die Zellen wurden 48 h lang in DMEM/PS mit FAC der
angegebenen Konzentrationen (A, B) oder für die angegebene Zeit in Ab- oder An-
wesenheit von 100 µM FAC (C, D) inkubiert. Die Werte sind Mittelwerte ± SD aus
Dreifachbestimmungen, die an 18 d (A, C, D) und 15 d (B) alten APK gewonnen
wurden. Die Proteingehalte der Kulturen betrugen 1,3 ± 0,1 (A), 1,3 ± 0,0 (B),
1,3 ± 0,0 (C) und 1,3 ± 0,1 (D) mg pro Schale. Die Unterschiede zwischen Kontrol-
len und FAC-inkubierten Zellen sind in den Experimenten A und B nicht signifikant
(ANOVA mit Tuckey-Kramer post-Test). Die Signifikanzen der Unterschiede zwischen
Kontrollen und FAC-inkubierten Zellen in den Experimenten C und D wurden per Stu-
dents´s t-Test ermittelt.
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Abb. 8 Eisengehalt von APK in Abhängigkeit der Inkubationszeit in Ab- oder An-
wesenheit von FAC (100 µM). Die Zellen wurden bis zu 72 h lang mit FAC (100 µM)
(A) oder 48 h lang mit FAC variierter Konzentrationen (B) inkubiert. Die Werte wur-
den in Dreifachbestimmung an einer 18 d (A) und einer 15 d (B) alten APK gewonnen.
Der Eisengehalt unbehandelter APK betrug 9,5 ± 0,9 (A) und 14,8 ± 3,4 nmol/mg.
Der Proteingehalt der Kulturen betrug 1,27 ± 0,01 (A) und 1,34 ± 0,03 (B) mg pro
Schale.

Tabelle 8 Effekte verschiedener Substanzen auf die spezifische γGT-Aktivität in
APK

Substanz Konzentration γGT-Aktivität n
nmol/(min x mg)

- (Kontrolle) 5,5 ± 1,9 5
FAC 100 µM 6,1 ± 1,2 7
AC 100 µM 5,0 ± 1,5 3
Citrat 100 µM 5,4 ± 1,8 3
NH+

4 100 µM 4,5 ± 0,5 3
FAC + DFX 100 µM / 1 mM 4,6 ± 1,4 4
DFX 1 mM 4,0 ± 0,8 3
FAC + Acivicin 100 µM / 100 µM 0,1 ± 0,03 3
Acivicin 100 µM 0,1 ± 0,1 4

Die Zellen wurden 48 h lang in DMEM/PS mit den aufgeführten Substanzen in den
angegebenen Konzentrationen inkubiert. Die Daten sind Mittelwerte ± SD von Werten,
die in n Experimenten an unabhängigen Kulturen gewonnen wurden. Die Ausgangsak-
tivität der γGT betrug 2,9 ± 0,3 nmol/(min x mg). (AC: Ammoniumcitrat (dibasisch);
DFX: Desferoxamin)
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