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1 Einleitung

1.1  Das Konzept der neurotrophen Faktoren

Die Zellen des Nervensystems sind hochspezialisiert. Im Gegensatz zu den meisten anderen Zellen
des Organismus sind Nervenzellen nahezu unersetzlich. Gehen Neurone zugrunde, so gehen Funk-
tionen verloren. In gewissem Umfang konnen diese durch andere Neurone iibernommen werden,

héufig sind die Schiden jedoch irreversibel.

Seit langem ist bekannt, da3 wihrend der Embryonalentwicklung des Nervensystems ein Uber-
schufl an Nervenzellen gebildet wird. Wahrend der weiteren Entwicklung geht ein Teil der Neuro-
ne wieder zugrunde. Es wurde postuliert, daB zu innervierendes Gewebe Uberlebensfaktoren fiir
die innervierenden Neurone bildet, wodurch dieser natiirliche Nervenzelltod limitiert wird (Purves,
1986; Oppenheim, 1991). So 146t sich auch erkldren, wie der Organismus Neuron und Zielgewebe
zusammenbringt. Die sich entwickelnden Neurone konkurrieren um begrenzte Mengen eines vom
Zielgewebe gebildeten spezifischen Stoffes, der ihre Uberlebensfihigkeit verbessert. Die Neurone,
die nicht rechtzeitig ihr Zielgewebe finden, unterliegen dem programmierten Zelltod (Burek und

Oppenheim, 1996; Korsching, 1993).

Mit NGF (nerve growth factor) wurde 1954 der erste neurotrophe Faktor entdeckt (Levi-
Montalcini et al., 1954). Untersuchungen zeigten, daB dieses Protein das Uberleben, das Wachstum
von Zellfortsdtzen und die Neurotransmitterproduktion der Sympathicusneurone des peripheren
Nervensystems (PNS) reguliert. NGF wird von Zielzellen gebildet und von Sympathicusneuronen
spezifisch gebunden und internalisiert. Zusammen mit dem Rezeptormolekiil wird es zum Zellkor-

per transportiert, wo der Faktor seine Wirkung entfaltet.

Zunéchst wurde angenommen, dal3 andere neurotrophe Faktoren dhnlich funktionieren. Es entstand
die klassische Vorstellung von verschiedenen, voneinander unabhéngigen retrograden Botenstof-
fen, die in bestimmten Zielgebieten gebildet werden und daher nur auf bestimmte Neuronentypen
wirken konnten. Tatséchlich gibt es eine ganze Molekiilgruppe, auf die dieses Konzept teilweise
zutrifft. Zu dieser Familie der sog. Neurotrophine gehoren: nerve growth factor, NGF (Levi-
Montalcini, 1987), Neurotrophin-3 und —4/5, NT-3, NT-4/5 und brain derived neurotrophic factor,
BDNF (Leibrock et al., 1989; Hohn et al., 1990; Maisonpierre et al., 1990; Berkemeier et al., 1991;
Halbook et al., 1991).
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Die vielfiltigen Forschungsergebnisse auf diesem Gebiet haben gezeigt, dal Wachstum und Diffe-
renzierung von Nervenzellen durch zahlreiche weitere Faktoren beeinfluit werden. So ist nicht nur
ein EinfluB} von zu innervierenden bzw. innervierten Zellen (also der beschriebene retrograde Me-
chanismus) denkbar. Auch Einfliisse von afferenten Zellen (anterograder Mechanismus), der um-
hiillenden Gliazellen (lokaler trophischer Einflul) oder ein auto- bzw. parakriner Mechanismus
(die Nervenzelle produziert selbst fiir sich und benachbarte Neurone Wachstums- und Differenzie-

rungsfaktoren) sind moglich.
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Abb. 1: Schematische Darstellung moglicher Quellen trophischer Faktoren
(a: afferentes Neuron, b: innervierte Zelle, c: umhiillende Gliazellen, d: autokriner Mechanismus,
e: endo-/parakriner Mechanismus). Modifiziert nach (Korsching, 1993).

Zudem wirken die bekannten neurotrophen Faktoren ldngst nicht so spezifisch wie urspriinglich
angenommen. Ein einzelnes Neuron kann auf verschiedene Faktoren reagieren, und ein einzelner
Faktor beeinflufit diverse Neuronpopulationen. Auf der molekularen Ebene hingen diese Wirkun-
gen sowohl vom Vorhandensein der Faktoren als auch von der Verfiigbarkeit des Faktors fiir die
Nervenzelle ab. Dazu muf3 der Faktor die Zelle erreichen knnen. AuBlerdem miissen ein Rezeptor
sowie ein intrazellularer Signalweg fiir die Vermittlung seiner Wirkung vorhanden sein. Die Ex-
pression der einzelnen Komponenten ist nicht nur vom Zelltyp, sondern auch von dessen Entwick-
lungsphase abhingig - zum rdumlichen Aspekt kommt also ein zeitlicher. Es wird vermutet, dafl
Wirkungsabfolgen verschiedener Faktoren nétig sind, die zur korrekten Differenzierung und Erhal-

tung der Zellgruppen flihren. Im einzelnen sind diese Verhéltnisse noch nicht geklért.

In den letzten Jahren wurden auBler den klassischen Neurotrophinen (s.0.) eine Reihe anderer Mo-
lekiile mit neuropoetischer Wirkung entdeckt. Diese Proteine sind mit den bisher gefundenen Mo-
lekiilen mit neurotropher Wirkung nicht verwandt, weisen aber Ahnlichkeiten mit bekannten Zyto-
kinen auf. Daher werden sie als neuropoetische Zytokine oder Neurozytokine bezeichnet (Bazan,

1990a; Bazan, 1990b; Bazan, 1991; Patterson, 1992; Korsching, 1993; Unsicker et al., 1992a).
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Hierzu gehoren: ciliary neurotrophic factor (CNTF), Interleukin-6 (IL-6), Cardiotrophin-1 (CT-1),
leukemia inhibitory factor (LIF) und Oncostatin M (OSM).

Nach der urspriinglichen Definiton sind Zytokine flir die Kommunikation zwischen Zellen des
Immunsystems und anderen Zellen des Organismus verantwortlich. Zudem sind fiir einige Zytoki-
ne Wirkungen auf Neurone (Patterson, 1992; Martinou et al., 1992; Hughes et al., 1993; Yamamori
et al., 1989; Cheema et al., 1994; Ip, 1998) und hdmatopoetische Zellen (Patterson, 1992) sowie
auf die Expression entziindungsassoziierter Proteine (Schooltink et al., 1992; Baumann et al.,
1993) bekannt. Umgekehrt fand sich ein neurotropher Effekt flir Erythropoetin, einen bekannten
hdamatopoetischen Faktor (Campana et al., 1998). Die Sequenzen der Gene fiir die o.g. Zytokine
sind in den bisher untersuchten Sdugetierspezies hochkonserviert. Ein von einer Spezies produzier-
ter Faktor kann also auf Zellen anderer Arten wirken. Zwischen den neuropoetischen Zytokinen
gibt es nicht nur strukturelle, sondern auch funktionelle Gemeinsamkeiten (Patterson, 1992; Satoh
et al., 1988; Hama et al., 1991; Kushima und Hatanaka, 1992). Die Rezeptoren fiir diese Stoffe
sind mittlerweile bekannt; sie bestehen aus mehreren z. T. identischen Untereinheiten (Bazan,
1990b; Gearing et al., 1992; Liu et al., 1992; Stahl und Yancopoulos, 1993; Stahl et al., 1993; Mu-
rakami et al., 1993).

1.2 Ciliary neurotrophic factor (CNTF) und seine Rezeptoren

Ciliary neurotrophic factor (CNTF) wurde nach seiner Wirkung auf die Neurone des Ganglion ci-
liare von Hiihnerembryonen benannt (Adler et al., 1979; Barbin et al., 1984; Manthorpe et al.,
1985; Unsicker et al., 1992b; Nishi, 1994). Die Ganglienzellen gehdren zum parasympathischen
Nervensystem und innervieren Iris, Choroidea und Ziliarkorper. Diese Ganglien wurden schon
lange fiir experimentelle Studien benutzt, da sie der Priparation leicht zuginglich sind und ver-
gleichsweise viele Neurone (mehrere tausend) besitzen. Wihrend der zweiten Entwicklungswoche
des Hiihnerembryos geht etwa die Hélfte der Neurone zugrunde. Auf der Suche nach dem trophi-
schen Agens, das die andere Hilfte der Zellen tiberleben 148t, wurde CNTF entdeckt. Explantierte
Neurone lieBen sich unter basalen Bedingungen nur 24 h kultivieren. Zusammen mit verschiede-
nen Gewebsextrakten - nicht nur aus dem natiirlichen Zielgewebe - iiberlebten sie und zeigten ein
Wachstum von Fortsdtzen (Neuriten). Isolierung und Sequenzierung des neurotrophen Faktors
gelangen, und seit Anfang der neunziger Jahre kann CNTF gentechnisch erzeugt werden (Stockli
et al., 1989; Lin et al., 1989). Das menschliche CNTF-Gen konnte auf Chromosom 11 lokalisiert
werden (Giovannini et al., 1993; Yokoji et al., 1995).
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In vivo wird CNTF in verschiedenen Zelltypen und Regionen gebildet. Eine der reichsten Quellen
sind die Hiillen der peripheren Nerven. Die Schwannschen Zellen produzieren grole Mengen an
CNTF (Stockli et al., 1989; Sendtner et al., 1992b; Friedman et al., 1992; Rende et al., 1992).
Auch im ZNS wird CNTF gebildet; dort sind aktivierte Astrozyten die Hauptproduzenten (Stockli
et al., 1991; Ip und Yancopoulos, 1992). CNTF-Protein und CNTFmRNA konnten in vielen ZNS-
Abschnitten detektiert werden (Sendtner et al., 1994a).

Wiéhrend der Embryonalentwicklung der Neurone konnte nur eine minimale CNTF-Bildung nach-
gewiesen werden. Auf diese scheint CNTF also wenig Einflu3 zu haben. Hierfiir spricht auch, daf3
sich Méuse, denen das CNTF-Gen fehlt, pra- und postnatal zundchst vollig normal entwickeln
(Masu et al., 1993). Die CNTF-Expression nimmt postpartal zu, hierbei gibt es zwischen den Ge-
webetypen deutliche Unterschiede.

CNTF kann viele neuronale Zelltypen beeinflussen, auer den o.g. cholinergen Ganglienzellen
(Barbin et al., 1984) u.a. Spinalganglienzellen (Skaper und Varon, 1986), Motoneurone (Sendtner
et al., 1990; Arakawa et al., 1990), verschiedene Neuronentypen des autonomen Nervensystems
(Rao et al., 1990) und hippocampale Neurone (Ip et al., 1991). Applikation von CNTF verhindert
das programmierte Absterben von motorischen Vorderhornzellen der Maus in vivo wéhrend der
Entwicklung (Wewetzer et al., 1990; Oppenheim et al., 1991). Er hemmt die retrograde Degenera-
tion von motorischen Vorderhornzellen (Sendtner et al., 1990) und von ZNS-Neuronen (Hagg et
al., 1992; Clatterbuck et al., 1993; Hagg und Varon, 1993) nach Durchtrennung der zugehdrigen
Axone. CNTF induziert zudem das Aussprossen von Kollateralen motorischer Nervenfasern aus
den distalen Axonabschnitten und unmittelbar an den motorischen Endplatten (Gurney et al., 1992;
Kwon und Gurney, 1994). An kultivierten Motoneuronen induziert exogen appliziertes CNTF ein

Neuritenwachstum und verbessert die Uberlebensfihigkeit (Oppenheim et al., 1991).

Aber auch auf nichtneuronale Zellen wirkt CNTF. Es trigt zur Astrozytendifferenzierung (Hughes
et al., 1988) und -aktivierung (Hudgins und Levison, 1998) bei. Reaktive Astrozyten wiederum
exprimieren vermehrt CNTF (Lee et al., 1998). CNTF induziert entziindliche Reaktionen in Leber-
zellen (Dittrich et al., 1994; Schooltink et al., 1992). Es gibt auch Hinweise auf einen direkten
trophischen Effekt an Muskelfasern, also eine Wirkung direkt am Muskel ohne Vermittlung des
Nervensystems (Forger et al., 1993; Helgren et al., 1994).




U. RagoB Expression von CNTFRo. in humanem Muskel- und Nervengewebe

CNTF verfiigt tiber keine hydrophobe Signalsequenz, die normalerweise die Ausschleusung eines
Proteins aus der produzierenden Zelle vermittelt (Stockli et al., 1989). Dies weist darauf hin, daf3
es sich bei CNTF um einen in den produzierenden Zellen bevorrateten Stoff fiir den Fall einer La-
sion handelt. Bei Schidigungen von Schwannzellen und Astrozyten konnte freiwerdendes CNTF
dann eine Wirkung z. B. auf regenerierende Nervenfasern entfalten (Sendtner et al., 1992b). Ande-

rerseits konnte auch ein bisher unbekannter Exkretionsmechanismus vorliegen.

Die Tertidrstruktur von CNTF &hnelt der Konfiguration von LIF, OSM, CT-1 und IL-6. So schien
es wahrscheinlich, dal auch die Rezeptor- und Signalmechanismen dhnlich sein konnten. Tatsdch-
lich haben diese Molekiile dhnliche, z.T. identische Rezeptoruntereinheiten (Bazan, 1990b; Gea-
ring et al., 1992; Liu et al., 1992; Stahl und Yancopoulos, 1993; Stahl et al., 1993; Murakami et al.,
1993).

Tabelle 1: Rezeptorkomponenten neutrotrophischer Zytokine. In allen vier Rezeptorsystemen ist
gp130 die signaltransduzierende membranstindige Komponente. OSM bindet an die gp130-, LIF
an die LIF-R-Komponente des Heterodimers (Rose-John und Heinrich, 1994).

Faktor 1. Rezeptor- 2. Rezeptor- 3. Rezeptor-
komponente Komponente komponente

CNTF ap130 LIF-R (s)CNTF-R

IL-6 op130 ap130 (s)IL-6-R

OSM gp130 LIF-R -

LIF gp130 LIF-R -

Der CNTF-Rezeptor besteht aus drei Untereinheiten (Davis et al., 1991; Davis und Yancopoulos,
1993; Davis et al., 1993b). Zwei davon sind membrangebunden: gpl130 und LIF-Rezeptor 3
(LIFRP). Die spezifische ligandenbildende Untereinheit CNTF-Rezeptor oo (CNTFRo) kann so-
wohl membrangebunden als auch I6slich vorliegen (Davis et al., 1993a). Das Molekiil verfiigt
nicht {iber eine transmembrandse Domine, sondern ist mittels einer GPI (Glykosylphosphatidyl-
inositol)-Bindung in der Zelloberfliche verankert (Davis et al., 1991). Diese Kontaktstelle ist
durch Phospholipase C spaltbar. Das Prinzip eines solchen l16slichen Rezeptors ist nicht neu (Rose-
John und Heinrich, 1994), iiberraschend war aber der daraus resultierende Effekt. Ublicherweise
inhibieren 16sliche Rezeptoren die Wirkung des Liganden, indem sie die Konzentration des freien
Liganden verringern. Der Komplex aus CNTF und seiner spezifischen Rezeptoruntereinheit ist
hingegen biologisch aktiv und ermdglicht CNTF-vermittelte Wirkungen an nicht CNTEF-

responsiven Zellen (Davis et al., 1993a).
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Durch den Komplex CNTF/CNTFRa kénnen Zellen, die LIF-Rezeptoren tragen, aktiviert werden.
CNTF bindet erst an CNTFRo, assoziiert sich dann mit gp 130 und schlieBlich mit LIFRp. Die
intrazelluldre Signalkaskade wird dann durch Aktivierung zytoplasmatischer Tyrosinkinasen (sog.
Jak-Tyk Kinasen) in Gang gesetzt (Stahl und Yancopoulos, 1994; Bonni et al., 1993). Das mensch-
liche Gen fiir CNTFRa konnte auf Chromosom 9 lokalisiert werden (Donaldson et al., 1993).

Wie fiir den Rezeptor eines neuropoetischen Faktors erwartet, wurden CNTFRo-Transkripte vor
allem innerhalb des Nervensystems gefunden (Kirsch und Hofmann, 1994; Ip et al., 1993; Mac-
Lennan et al., 1994; MacLennan et al., 1996; Kordower et al., 1997; Lee et al., 1997; Ip et al.,
1993). AuBlerdem wurde eine Expression in quergestreifter Muskulatur festgestellt (Ip et al., 1993).
Dies lie3 eine unerwartete Rolle von CNTF im Muskelstoffwechsel vermuten, die sich in einem
direkten trophischen Effekt auf denervierte Muskulatur von Ratten manifestiert (Helgren et al.,

1994; Forger et al., 1993).

Das Ausmal} der Expression von CNTFRao bei Ratten ist durch Axonschidigung beeinflu3bar.
Durchtrennung des Ischiasnervs fiihrte zu verstdrkter Expression von CNTFRo sowohl im Riik-
kenmark (Mata et al., 1993) als auch in Fasern der quergestreiften Muskulatur (Davis et al., 1993a;
Helgren et al., 1994). Der retrograde axonale Transport von CNTF ist bei Ratten nach Lasion eines
peripheren Nerven verstirkt (Curtis et al., 1993). Auch durch Aktivitidt/Belastung und Verletzun-
gen auf Ebene der Skelettmuskulatur (Guillet et al., 1998) sowie durch das Alter der Versuchstiere
(Guillet et al., 1999) wird der Grad der CNTFRo-Expression beeinflufit.

Nach Denervation von Skelettmuskulatur von Hithnern fand sich hingegen interessanterweise eine
geringere Expression von CNTFRo im Muskel im Vergleich zu innervierter Muskulatur (Ip et al.,

1996).

An humanem Material konnte gezeigt werden, da3 die CNTFRo-Expression bei chronischer neu-
rogener Muskelatrophie durch Denervation aufgrund peripherer Neuropathien und aufgrund von
Motoneuron-Erkrankungen wie der amyotrophen Lateralsklerose (ALS) gesteigert wird (Weis et
al., 1998). Es gibt also speziestypische Unterschiede in der Regulation der CNTFRo-Expression.
Der freie Rezeptor konnte beim Menschen und anderen Sdugern die Reinnervation der Muskelfa-
sern beeinflussen, u.a. indem er zusammen mit CNTF auch auf Zellen wirkt, die keinen membran-

stindigen CNTFRo aufweisen (Ip und Yancopoulos, 1992).
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Mause, denen das Gen fiir CNTF fehlt, weisen postpartal nur geringe motorische Defizite auf. Die
Entwicklung des Nervensystems scheint also auch ohne CNTF zu funktionieren. In der weiteren
Entwicklung dieser sog. CNTF-, knockout“~-Méause zeigt sich jedoch eine Degeneration der motori-
schen Vorderhornzellen des Riickenmarks und damit einhergehend ein Kraftverlust (Masu et al.,
1993). Wird zusitzlich das Gen fiir LIF ausgeschaltet, werden die Motoneurone erheblich friither
und weitreichender geschidigt (Sendtner et al., 1996). Miuse, deren CNTFRo-Gen durch homolo-
ge Rekombination inaktiviert wurde, sterben kurz nach der Geburt (DeChiara et al., 1995). Diese
Ergebnisse zeigen, daB CNTFRa fiir die normale Entwicklung des Nervensystems wichtiger ist als
CNTEF. Moglicherweise existiert sogar ein weiterer, bisher unbekannter Ligand fiir den CNTF-

Rezeptor (Ip und Yancopoulos, 1996).

1.3  Klinische Aspekte

Das Konzept der trophischen Interaktion von Zielzelle/-gewebe und Neuron impliziert therapeuti-
sche Ansitze. Das therapeutische Potential erstreckt sich auf eine Vielzahl neurologischer Storun-
gen, darunter traumatische Prozesse, neurodegenerative Erkrankungen und Muskelerkrankungen.
Die Applikation eines neurotrophen Faktors konnte die Uberlebensfihigkeit der betroffenen Neu-

rone verbessern.

Die bisher erwdhnten Studien weisen auf eine wichtige Rolle von CNTF und CNTFRa fiir den
Erhalt der Funktion der Motoneurone und fiir die axonale Regeneration hin. Diese Wirkungen wur-
den bereits teilweise experimentell iiberpriift. Nach Durchtrennen eines peripheren Nerven folgt
hiufig die Degeneration zahlreicher zugehoriger Neurone. Lokal appliziertes CNTF verhinderte
diesen Zelltod (Sendtner et al., 1990; Clatterbuck et al., 1993; Hagg et al., 1992; Hagg und Varon,
1993). Im Fall der Motoneurone wird so die Reinnervation des denervierten Muskels verbessert.
Von besonderer Bedeutung ist die Entdeckung, daB CNTF bei hereditiren Motoneuron-
Erkrankungen der Maus, die als Tiermodell spinaler Muskelatrophien und der amyotrophen Late-
ralsklerose gelten, die Degeneration der Motoneurone hemmt (Sendtner et al., 1992a; Helgren et
al., 1992; Holmlund et al., 1992; Mitsumoto et al., 1994; Sendtner et al., 1997). So wurde die
Moglichkeit diskutiert (Sendtner et al., 1992a; Sendtner et al., 1994b; Lindsay, 1994) und in klini-
schen Studien iiberpriift (Anonymous, 1995; Anonymous, 1996), CNTF zur Therapie bei einer

menschlichen Motoneuronerkrankung einzusetzen: der Amyotrophen Lateralsklerose (ALS).




U. RagoB Expression von CNTFRo. in humanem Muskel- und Nervengewebe

Die ALS ist eine progressive degenerative Erkrankung des 1. (kortikalen) und 2. (spinalen) Moto-
neurons unklarer Atiologie. Sie manifestiert sich meist zwischen dem 40. und 65. Lebensjahr mit
asymmetrischen Paresen, Muskelatrophie, Spastik, Krimpfen und Faszikulationen. Die Prognose
ist schlecht, die 5-Jahres-Uberlebensrate betriigt nur ca. 20%. Eine kurative Behandlung gibt es
bisher nicht.

In den Motoneuronen (Duberley et al., 1995) und in der Muskulatur (Weis et al, 1998) von ALS-
Patienten wurde eine erhohte Trankriptionsrate von CNTFRo festgestellt. Im Urin zeigte sich ent-
sprechend eine erhohte Ausscheidung von CNTFRao (Weis et al., 1998). Die Steigerung der Rezep-
torexpression konnte als Kompensationsmechanismus auf eine sinkende Verfiigbarkeit von CNTF

interpretiert werden.

Die klinischen Priifungen zeigten tatséchlich bei einigen ALS-Patienten eine subjektive Befund-
verbesserung nach CNTF-Gabe (Brookes et al., 1993). Diese Wirkung wurde aber durch erhebli-
che systemische Nebenwirkungen, sog. zytokinartige Effekte wie Fieber (Shapiro et al., 1993) und
Gewichtsverlust, erkauft. Die Nebenwirkungen sind u. U. durch die gewihlte Applikationsform
(subkutane Injektionen, also systemische Applikation) mitbedingt. Die Plasmahalbwertzeit von
systemisch gegebenem CNTF betrigt nur weniger als 3 Minuten (Dittrich et al., 1994). Nach As-
soziation mit SCNTFRa (s = soluble: 16slich) und o2-Makroglobulin (Liebl und Koo, 1993) wird
der Grofiteil des systemisch verabreichten CNTF in der Leber aufgenommen und fiihrt dort zur
Induktion von Akute-Phase-Proteinen, also einer Entziindungsreaktion mit entsprechenden Sym-
ptomen (Schooltink et al., 1992; Dittrich et al., 1994). Systemische Gabe fiihrte insgesamt zu ei-
nem Verlust an Muskelmasse (Espat et al., 1996). Zwar wird die Proteinsynthese stimuliert, insge-

samt iiberwiegen aber Gewebeabbau und Gewichtsverlust (Martin et al., 1996).

Neuere Studien zeigen, da3 neurotrophe Faktoren bzw. neuropoetische Zytokine in anderen Appli-
kationsformen - z.B. bei intrathekaler Gabe - durchaus bei Erkrankungen der Motoneurone einge-
setzt werden konnen (Aebischer et al., 1996; Gravel et al., 1997; Tan et al., 1996; Haase et al.,
1998; Déglon et al., 1996; Penn et al., 1997).

Mittlerweile gibt es auch Hinweise auf die Wirksamkeit von CNTF bei anderen Erkrankungen.
CNTF ist als trophischer Faktor fiir Neurone des Striatums im Tierversuch gegen kiinstlich erzeug-

te Chorea Huntington wirksam (Emerich et al., 1997). Die Chorea Huntington ist eine autosomal
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dominant erbliche Erkrankung des extrapyramidalen Systems, die sich meist zwischen dem 30.
und 50. Lebensjahr manifestiert. Symptome sind u. a. Hyperkinesen und eine allgemeine Hypoto-
nie der Muskulatur. Verbunden ist die Krankheit mit einer progressiven Demenz. Eine wirksame
Therapie existiert bislang nicht. Der Gendefekt fiir diese Erkrankung hingegen ist bekannt, die Er-
krankungswahrscheinlichkeit fiir Verwandte Erkrankter kann bestimmt werden. Eine somatische
Gentherapie filir solche Patienten erscheint vorstellbar. Durch die Frithdiagnose und die dadurch
ermdglichte Therapie der noch vitalen Neurone vor Krankheitsausbruch lieBe sich die Funktions-

dauer der striatalen Neurone moglicherweise verldngern.

Der Morbus Parkinson stellt eine weitere neurodegenerative Erkrankung des extrapyramidalen
Sytems dar. Infolge Degeneration dopaminerger Neurone in der Substantia nigra entfdllt bei dieser
Erkrankung ein Teil der Hemmung auf cholinerge Neurone im Corpus striatum. Die sog. Schiittel-
lahmung ist eine der hdufigsten neurologischen Erkrankungen des fortgeschrittenen Lebensalters;
sie kommt bei ca. 1 % der iiber 60jdhrigen vor. Es gibt verschiedene Ursachen des M. Parkinson.
AuBer der haufigsten idiopathischen Form sind auch toxische, traumatische, postinfektiose und
ischimische Atiologien bekannt. Eine Heilung ist nicht moglich. Durch medikamentdse Behand-
lung und neurochirurgische Interventionen kann die Symptomatik jedoch erheblich gebessert wer-
den. Auch fiir diese Erkrankung gibt es Therapieansitze mittels neurotropher Faktoren wie z.B.

CNTF (Hagg und Varon, 1993; Sariola et al., 1994).

Wichtig ist in diesem Zusammenhang, dal3 die durch Therapie mit neurotrophen Molekiilen ver-
besserte Uberlebensfihigkeit der Neurone den Krankheitsverlauf mildern kénnte, selbst wenn in
der jeweiligen Pathogenese der Erkrankung das Fehlen des eingesetzten Molekiils selbst keine Rol-

le spielt (Lindsay et al., 1993).

Ein weiteres Einsatzgebiet neurotropher Molekiile sind Nervenschidigungen. Nach Durchtrennung
einer Nervenfaser degeneriert der gesamte distale Anteil des Axons (Wallersches Gesetz). Auch im
proximalen Nervenstumpf ist innerhalb der ersten Tage nach Durchtrennung eine Schadigung von
Axonen erkennbar. Liegt der Lasionsort nahe am Riickenmark bzw. den Spinalganglien, degene-
riert das gesamte Neuron einschlieBlich des Perikaryons. Bleiben die Perikarya erhalten, ist schon
wenige Tage nach der Lésion ein Aussprossen regenerierender Nervenfasern innerhalb des proxi-
malen Stumpfes und aus dem Stumpfende heraus zu beobachten. Diese Axone kdnnen denervierte

Muskelfasern reinnervieren und damit ausgefallene Funktionen wiederherstellen. Nervenschidi-
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gungen konnen eine Vielzahl von Ursachen haben. Neben der oben geschilderten traumatischen
Genese sind toxische Léisionen (Alkohol, Medikamente), Entziindungen und die diabetische Neu-
ropathie wichtig. Die meisten Neuropathien sind durch eine wiederholte De- und Regeneration von
Nervenfasern gekennzeichnet. Von einer verbesserten Regenerationsfahigkeit der Nervenfasern
durch neurotrophe Faktoren verspricht man sich therapeutische Effekte bei Neuropathien (Sahenk
et al., 1994; Apfel und Kessler, 1995). Kombinationstherapien verschiedener neurotropher Mole-
kiile stellen dabei einen besonders interessanten Ansatz dar (Thoenen et al., 1993; Mitsumoto et

al., 1994; Mitsumoto und Olney, 1996).

Auch fiir Antagonisten bzw. Inhibitoren der Faktoren bzw. Rezeptoren sind Anwendungsgebiete
vorstellbar. CNTFRo wird auf manchen Tumorzellpopulationen exprimiert (Douglas et al., 1997,
Weis et al., 1999, in Druck). Durch Hemmung der CNTF-Wirkung konnte der daraus evtl. resultie-

rende proliferationsfordernde Effekt gehemmt werden.

Es existiert also eine grole Zahl moglicher therapeutischer Anwendungsgebiete fiir neurotrophe
Molekiile. Vor einer klinischen Anwendung sind allerdings eine Reihe von Aspekten zu bedenken.
Abzukldren wiren u.a.:

e pharmakokinetische und -dynamische Eigenschaften

e physiologische Wirkungen und Interaktionen

e Haupt- und Nebenwirkungen bei Patienten

e fiir die jeweilige Anwendung optimierte Applikationsformen

e Effekte von Mono- und Kombinationstherapien von neurotrophen Faktoren

Wichtig zum Verstdndnis der Haupt- und Nebenwirkungen eines neurotrophen Faktors ist auch die
Kenntnis des Expressionsmusters seines Rezeptors. In der vorliegenden Arbeit wurde die Expres-
sion der spezifischen Komponente des Rezeptors fiir CNTF an humanem Muskel- und Nervenge-

webe mit Hilfe der in situ-Hybridisierung untersucht.

1.4  Insitu-Hybridisierung

Mit der Methode der in situ-Hybridisierung (Pardue und Gall, 1969; John et al., 1969) konnen spe-
zifische Nukleinsduresequenzen - RNA oder DNA - in morphologisch erhaltenen Chromosomen,
Zellen oder Gewebeschnitten detektiert werden. Im Gegensatz zu Nukleinsdureanalyse durch eine
Southern- oder Northern-Blot-Hybridiserung wird bei dieser Technik das Hybridisierungssignal

nicht auf einer festen Tragermembran, sondern direkt im biologischen Priparat (in situ) sichtbar.
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Die wichtigsten Arbeitsschritte sind in Abb. 2 dargestellt.

Vorbereitung Objekttriger Aufarbeitung des zu unter-
suchenden Materials

(z.B. Silanisierung zur besseren

Gewebehaftung) (z.B. Formalinfixierung,

Paraffineinbettung)

Aufbringen des Untersuchungsmaterials
(z.B. Paraffinschnitte)

Vorbereitung des Gewebes

- Entparaffinieren, Rehydrieren
- MafBnahmen zur Verringerung des Hintergrundsignals
- Permeabilisierung (z.B. Andau mittels Proteasen)

Priahybridisierung
zur Verringerung unspezifischer Bindungen
| Sonde
-Auswahl der Sondenart
Hybridisierung (z.B. RNA, DNA, cDNA)

. < - Herstellung der markierten Sonde
EinfluBfaktoren: z.B. Temp eratur, (z.B. fiir RNA Sonde: Einklonieren
pH-Wert, Sondenkonzentration der ¢cDNA in Transkriptionsvektor

| und in-vitro Transkription)

Post-Hybridisierung

(z.B. RNAse-Behandlung
stringente Waschschritte)

Detektion
|
Dokumentation

Auswertung

Abb. 2: Ablaufschema in situ-Hybridisierung. Modifiziert nach Boehringer Mannheim: Nonradio-
active in situ-Hybridization Application Manual, Second Edition.

Eine zur gesuchten Zielsequenz komplementire Sonde wird markiert. Die einzelstrangig vorlie-
gende Sonde kann sich dann an die komplementére einzelstringig vorliegende Nukleinsdurese-
quenz des biologischen Praparates anlagern (hybridisieren). Das neugebildete doppelstrangige Mo-
lekiil 148t sich aufgrund seiner Markierung nachweisen. Die Nachweismethode hdngt von der Mar-

kierung der Sonde ab.

Bei bekannter Zielsequenz kann in vitro eine komplementédre markierte Sonde hergestellt werden.
Lange Zeit konnten diese Sonden nur radioaktiv markiert werden. Dadurch gestaltete sich die De-
tektion sehr zeitaufwendig. Zudem war die Technik zunichst auf Sequenzen beschrénkt, die mit

konventionellen biochemischen Methoden isoliert werden konnten. Die Weiterentwicklung der
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molekularbiologischen Methoden und nichtradioaktive Labelingmethoden ermdglichten eine ein-

fachere Verfahrensweise. Erst hierdurch wurde eine breite Anwendung moglich.

Es gibt zwei Arten der nichtradioaktiven Hybridisierung. Zum einen ist es moglich, das detektier-
bare Molekiil (=Reporter) direkt an die Sonde zu binden, so da3 Hybride direkt nach der Hybridi-
sierung detektiert werden konnen. Zum anderen kann in die Sonde ein Molekiil eingefiihrt werden,
daB3 dann nach der Hybridisierung mittels immunhistochemischer Methoden detektiert werden
kann. Mittels dieser indirekten Methode werden Probleme umgangen, die durch Instabilitit der
Sonden-Reporter-Bindung oder durch Interferenz des Reporters mit der Hybridisierungsreaktion

entstehen konnen.

In der vorliegenden Arbeit wurde die von Boehringer Mannheim entwickelte indirekte Methode
angewendet (Kessler, 1990; Miihlegger et al., 1990). Hierbei wird Digoxigenin (DIG) als von spe-
zifischen Antikorpern detektierbarer Reporter verwendet. Die DIG Methode basiert auf einem aus
Digitalis purpurea/lanata isolierten Steroid. Diese Pflanzen sind die einzige bekannte natiirliche

Quelle von Digoxigenin. Der anti-DIG Antikorper bindet daher an kein anderes biologisches Mate-

rial.
O
OH O
CHS\
CH3
o) 9 H OH
N
NH N N N e \"/\O
I ’ ©
o) O N
1} 1 11
O'—F?— O—FID—O— FID—O Q.
o o o

OH OH

Abbildung 3: Digoxigenin-UTP, nach Boehringer Mannheim: Nonradioactive in situ-
Hybridization Application Manual, Second Edition. Die als Pfeilspitzen dargestellten Bindungen
im rechten Abbildungsteil beschreiben die sterische Anordnung der einzelnen Gruppen (Ausrich-
tung nach oben).

Digoxigenin wird an der C-5 Position von Uridinnukleotiden mittels eines elf Kohlenstoffatome
enthaltenden Armes eingebaut. Diese Dig-markierten Nukleotide kdnnen nun mit einer definierten
Densitét in Nukleinsduresonden eingefiihrt werden. Dies ist sowohl mit DNA-/RNA-Polymerasen

als auch mit Terminaler Transferase moglich.
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Die Detektion DIG-markierter Sonden erfolgt mittels hochaffiner Antikorper. Diese konnen ent-
weder direkt mit einem Enzym gekoppelt vorliegen oder in einer zweiten Reaktion mit einem en-

zymkonjugierten Sekundarantikérper gekoppelt werden.

Abb.4: Die gesuchte Nukleinsduresequenz liegt einzelstringig vor (3°-5°). Als Sonde wird eine
komplementdre Sequenz erzeugt (5°-3°), diese ist mit Digoxigenin markiert (X ). En spezifischer
Antikorper (') kann an Digoxigenin binden. Das angekoppelte Enzym (O) katalysiert eine Farb-
reaktion (— ), wodurch die Zielsequenz indirekt sichtbar wird.

Die Stabilitit der Hybride spielt eine entscheidende Rolle fiir die Sensitivitdt des Versuchs. Diese
nimmt in der Reihenfolge RNA-RNA, DNA-RNA, DNA-DNA ab (Wetmur et al., 1981).

1.5  Problemstellung der Studie

Aufgrund der bisher bekanntgewordenen Effekte erscheinen weitere Untersuchungen der Wirkung
von CNTF auf Uberleben und Differenzierung neuronaler Zellen notwendig. Dabei ist wegen der
moglichen therapeutisch-pharmakologischen Implikationen die Erforschung der Interaktion von
CNTF mit seinem Rezeptor von besonderer Bedeutung. Ungeklért sind bisher sowohl die Vertei-
lung des Rezeptors beim Menschen als auch die Anderungen seiner Produktion bei verschiedenen

Beeintrachtigungen des Organismus.

Aus Untersuchungen an tierischem Gewebe ist schon langer bekannt, dafl quergestreifte Muskula-
tur CNTFRa bildet. Nach Denervation kommt es bei Ratten und Menschen zu einer vermehrten
(Davis et al., 1993a), bei Hithnern zu einer geringeren Produktion (Ip et al., 1996). Fiir diese quan-
titativen Analysen muflte die Gewebestruktur zerstort werden, um den RNA- bzw. Proteingehalt zu
bestimmen. An humanem Material wurde bisher nur eine Studie durchgefiihrt (Weis et al., 1998).
Dort wurde nachgewiesen, da3 das Ausmal} der CNTFRo-Expression durch den Innervationsstatus
der Muskelfasern reguliert wird. Im denervierten Muskel fand sich eine im Vergleich zum Nor-

malfall achtfach erhohte CNFRa-mRNA-Menge. In der vorliegenden Arbeit soll die Frage, welche
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Zellen im normalen und denervierten Muskel fiir die Rezeptorsynthese verantwortlich sind, mit

Hilfe der in situ-Hybridisierung beantwortet werden.

Nervengewebe ist ein Hauptsyntheseort von CNTF. Auch CNTFRo-mRNA konnte in peripheren
Nerven detektiert werden (Ip et al., 1993). Aufgrund der vergleichsweise geringen Transkriptions-
rate konnte/n der/die verantwortliche/n Zelltyp/en noch nicht identifziert werden (Kirsch et al.,
1998). Um innerhalb des intakten Gewebes (in situ) den genauen Ort der CNTFRo-Synthese zu
lokalisieren, wurde fiir die vorliegende Arbeit eine Markierung der spezifischen messenger-RNA
durchgefiihrt.

intron exon
::_:—A_—ﬁ:: DNA
l Transkription

E) (S s — | RNA

3 l

N Spleifien
2@5 ? gs der RNA

|

3 N

% mmsm mMRNA

g- l Translation

ﬁ‘ == Protein

Abb.5: Informationstransfer von DNA zum Protein. Die nichtkodierenden Abschnitte (Introns)
werden nach der Transkription entfernt, die mRNA setzt sich aus den translatierten Exons zusam-
men.

Verwendet wurden fiir die RNA-RNA-in situ-Hybridisierung Muskelbiopsien von Patienten mit

neurogener Muskelatrophie unterschiedlicher Genese sowie Biopsien peripherer Nerven.

Folgende Fragestellungen sollen mit der vorliegenden Arbeit beantwortet werden.

e In welchen Zellen der Gewebe wird CNTFRo gebildet?

e Beruht die gesteigerte Expression des spezifischen CNTF-Rezeptors allein auf einer Expression
in den Muskelfasern oder sind andere Strukturen verantwortlich bzw. beteiligt?

e Lassen sich qualitative und/oder quantitative Unterschiede bei verschiedenen Erkrankungen

bzw. Erkrankungsstadien erkennen?

e Gibt es an humanem Material Hinweise auf eine Rezeptorsynthese im Nerven?

14
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2 Material und Methoden

Es wurde eine RNA-RNA in situ-Hybridisierung an Paraffinschnitten von vierzehn Muskel- und
neun Nervenbiopsien durchgefiihrt. Durch die eingesetzte RNA-Sonde wurde ein 400 bp Abschnitt
von CNTFRo-mRNA markiert. Die Detektion erfolgte mittels an Alkalische Phosphatase konju-

gierter anti-DIG-Antikorper.

RNA ist dem Angriff von ubiquitidr vorkommenden RNAsen ausgesetzt. Um den Verlust an Ziel-
sequenzen und Sonde moglichst gering zu halten, miissen Vorsichtsmalnahmen eingehalten wer-
den. Um eine Kontamination von Losungen mit RNAsen auszuschlieBen, wurde nur DEPC-
vorbehandeltes H,O bidest. verwendet. Hierzu wurde dd H,O mit 9,1 % DEPC (Diethylpyrocarbo-
nat) versetzt, gut geschiittelt und mindestens 24 h bei Raumtemperatur stehen-gelassen. DEPC
zerstort RNAsen. Durch zwanzigminiitiges Autoklavieren bei 120° C wird DEPC in CO; und H,O
gespalten. Alle verwendeten Glasmaterialien wurden vor Gebrauch fiir mindestens 2 h auf 180° C

erhitzt.

2.1 Sonde
Zur Herstellung der Sonde wurde ein Pst-Xmal Fragment der in pSPT 18 einklonierten cDNA von
CNTFRa eingesetzt. Mittels in vitro-Transkription (Boehringer Mannheim RNA labeling Kit)

wurde die gelabelte Sonde erzeugt.

9. Linearisierung des
0SPT 18 Transkriptionsvektors
mittels Restriktiosenzym

+ ATP, CTP, GTP, UTP,

pumm——  UTe
+ Polymerase -
I& RNA-Synthese mittels

in vitro Transkription

Abb. 6: Ablaufschema der in vitro Transkription
nach Boehringer Mannheim, DIG RNA Labeling Kit (SP6/T7), Best.Nr. 1175025
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cDNA ist ein zur gesuchten mRNA komplementéres (complimentary) doppelstrangiges Molekiil.
Man erhélt es durch reverse Transkription der bekannten mRNA, wobei zunéichst ein einzelstréin-
giges ,,Gegenstiick” zum einzelstrangigen mRNA-Molekiil resultiert. Mittels DNA Polymerase
wird der komplementdre DNA-Strang synthetisiert. Der erhaltene DNA-Abschnitt entspricht der

Abfolge von kodierenden Exons.

Das zu transkribierende cDNA-Fragment wurde in denTranskriptionsvektor des Plasmids pSPT 18

zwischen die Promotoren SP6 und T7 einkloniert (Pst/Xmal).

Hind III Pstl Xma I EcoR1
SP6 AAGCTTGCATGCCTGCAGGTCGACTTCTAGAGGATCCCCGGGTACCGAGCTCGAATTC
> 72
GAATAC CGGTCTCCC
1 |
T7

Abb.7: Plasmid pSPT 18. Im Tranksriptionsvektor sind die Angriffsstellen der verwendeten Re-
striktionsenzyme gezeigt.

Das erhaltene Plasmid wurde in Bakterien eingefiihrt (Transformation von Epicurian coli XL 1-
Blue, Fa. Stratagene). Die transfizierten Bakterien wurden kultiviert. Bei den ablaufenden Zelltei-
lungen wird auch das Plasmid repliziert. Hierdurch erreicht man eine erhebliche Materialvermeh-

rung.

Das isolierte, gereinigte Plasmid (Aufarbeitung mittels Quiagen Prep Kit, Fa. Quiagen, Hilden)
wurde in zwei Ansitzen (a) und (b) mittels (a) Asp 718 und (b) Hind III linearisiert. Die Transkrip-
tion mit der RNA-Polymerase SP6 in Ansatz (a) ergibt sense-Transkripte, die Transkription mit
der RNA-Polymerase T7 in Ansatz (b) ergibt antisense-Transkripte. Die antisense-Transkripte sind
komplementir zur mRNA und wurden als Sonde eingesetzt, die sense-Transkripte dienten als Ne-

gativkontrolle.
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2.1.1 Protokoll zur Sondenherstellung

1 ug cDNA wurden mittels Asp718 (Boehringer Mannheim, Best.Nr. 814245) bzw. HindIII (Boeh-
ringer Mannheim Best.Nr. 656313) linearisiert. Fiir einen 20 pul Ansatz wurden 1 pg der cDNA
und 5 u Asp718 bzw. 5 u HindlII eingesetzt. Dieser Ansatz wurde flir zwei Stunden bei 37° C in-
kubiert. Mittels Phenol/Chloroform-Extraktion und Ethanolprézipitation wurde die linearisierte
DNA gereinigt. Hierdurch wird nicht nur eine Kontamination der Sonde mit Restriktionsenzymen
vermieden, sondern auch ausgeschlossen, da3 die in der Préparation des Plasmids eingesetzte
RNAse die Transkription stort. Das erhaltene Pellet wurde in 2 pl 10x Transkriptionspuffer (aus
Boehringer Mannheim DIG RNA Labeling Kit, Best.Nr. 1175025) und 11 pl ddH,O gel6st. 2 ul
NTP Labeling Mix (11 konzentrierter Labeling Mix enthdlt 10 mmol ATP, 10 mmol CTP, 10
mmol GTP, 6,5 mmol UTP und 3,5 mmol DIG-UTP; pH 7,5), 1 ul RNAse Inhibitor (20 u) und 2
ul der entsprechenden Polymerase (SP6 oder T7) wurden hinzugefiigt. Dieser Ansatz wurde fiir
zwei Stunden bei 37° C inkubiert. Die markierte RNA wurde mit 2,5 ul 4 M LiCl und 75 pl kaltem
Ethanol iiber Nacht bei -20°C prézipitiert. Der Ansatz wurde dann bei 12000 g zentrifugiert, das
Pellet mit 40 pl kaltem Ethanol gewaschen, nach erneutem Zentrifugieren getrocknet und in
DEPC-behandeltem ddH,O geldst. Unter Standardbedingungen werden ca. 10 ug DIG-markierte
RNA pro pg eingesetzter DNA transkribiert. Jedes 20. Nukleotid der synthetisierten RNA ist ein
DIG-UTP. Dies stellt aus sterischen Griinden die optimale Labelingdichte dar, denn die Gré8e des

spater angelagerten Antikorper-Konjugates iiberdeckt etwa 20 Nukleotide.

2.2 Dot Blots
Die Effizienz der Labelingreaktion und damit die Konzentration der eingesetzten Sonde sowie die
Spezifitit der Sonde wurden durch getrennte Dot Blots iiberpriift. Diese Dot Blots sind Enzym-

Immunoassays. Die Quantifizierung erfolgt durch eine enzymkatalysierte Farbreaktion.

Um die Konzentration der Sonde zu bestimmen, wurde die transkribierte RNA in mehreren Ver-
diinnungsstufen direkt auf eine positiv geladene Nylonmembran aufgetragen. Die RNA wurde
durch Backen an die Nylonmembran fixiert. Nach Inkubation mit dem an Alkalische Phosphatase
gekoppelten Digoxigenin-Antikorper erfolgt die kolorimetrische Detektion. In der durch Alkali-
sche Phosphatase katalysierten Farbreaktion mit 5-Brom-4-Chlor-3-Indolylphosphat (BCIP) und
Nitroblautetrazoliumsalz (NBT) entsteht ein wasserunldslicher blauer Niederschlag, der die Hy-
bridmolekiile sichtbar macht. Der Vergleich der Farbintensitidten mit der Verdiinnungsreihe einer
markierten Kontroll-RNA bekannter Konzentration 16t das direkte Ablesen der Transkriptionsef-

fizienz zu.
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Die in situ-Hybridisierung liefert nur dann verwertbare Ergebnisse, wenn sichergestellt ist, daf3 die
eingesetzte Sonde tatsdchlich nur die Zielsequenz erkennt. Um die Spezifitidt der Sonde zu {iber-
priifen, werden verschiedene unmarkierte Nukleinsdureabschnitte aufgetragen und an die Membran
fixiert. Nach Hybridisierung der DIG-markierten RNA-Sonde an die Ziel-Nukleinséuren erfolgt
analog die Detektion mittels anti-DIG und BCIP/NBT.

2.2.1 Dot-Blot-Protokoll zur Bestimmung der Konzentration der Sonde

Alle Schritte fanden, soweit nicht anders vermerkt, bei Raumtemperatur statt.

Je eine Verdlinnungsreihe der erzeugten RNA-Sonden (sense/antisense) wurde auf eine positiv
geladene Nylonmembran (Fa. Amersham) in Dots von je 1 pl aufgetropft. Zum Vergleich wurde
eine Verdiinnungsreihe bekannter Konzentration einer markierten Kontroll-RNA (DIG RNA Labe-
ling Kit, vial 5) eingesetzt. Die Nukleinsduren wurden durch dreifigminiitiges Backen bei 120° C
an die Membran fixiert. Nach einem kurzen Waschschritt (Waschpuffer: 100mM Maleinséure,
150mM NaCl, pH 7,5, 0,3% Tween 20) wurde die Membran fiir 30 min in Blockierungsldsung
inkubiert (1% Blocking-Reagens in 100mM Maleinsdure, 150mM NaCl, pH 7,5). Im anschlieBen-
den Schritt erfolgte die Koppelung des anti-DIG-Antikdrpers an die mit DIG markierte Sonde.
Hierzu wurde der Antikorper im Verhiltnis 1:5000 mit Blockierungslosung verdiinnt und die
Membran darin fiir 30 min inkubiert. In den sich anschlieBenden Waschschritten (2x15 min in
Waschpuffer) wurden tiberschiissige Antikorper entfernt. Eine kurze Inkubation in Substratpuffer
(100mM Tris-HCI, 100mM NaCl, pH 9,5) schloB3 sich an. Die Farbreaktion erfolgte in einer Lo-
sung aus 0,3375 mg/ml NBT und 0,175 mg/ml BCIP in Substratpuffer. Die Farbentwicklung muf}
im Dunkeln stattfinden, das Inkubationsgefdl3 sollte dabei moglichst wenig bewegt werden. Bei
den Dots hoher Konzentration ist eine Prizipitatbildung schon nach wenigen Minuten zu beobach-
ten, bei den hoheren Verdiinnungsstufen wird eine ausreichende Farbintensitét erst nach einigen

Stunden erreicht.

2.2.2 Dot-Blot-Protokoll zur Bestimmung der Spezifitiat der Sonde

Das zur in vitro-Transkription eingesetzte Plasmid wurde in drei verschiedenen Ansétzen geschnit-
ten: Mit HindIIl wurde es linearisiert, mit PST1 und Smal wurde das CNTFRa-Insert herausge-
schnitten, und mit HindIIl und Eco-R1 wurde das Insert samt Teilstiicken des Vektors, die teilwei-
se mittranskribiert wurden, aus dem Plasmid getrennt. Die Ansidtze wurden mittels Gelelektropho-
rese aufgetrennt und die DNA-Fragmente mittels des Sephaglas Band PrepKit (Fa. Pharmacia)
extrahiert. Die verschiedenen Fragmente (Plasmid, Plasmid ohne Insert, Plasmid ohne Insert und

ohne insertbenachbarte Region, Insert) sowie eine weitere Kontrolle (human genomic DNA) wur-
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den zunichst denaturiert und dann in 1 pl Dots auf eine positiv geladene Nylonmembran aufgetra-
gen. Die Nukleinsduren wurden zunéchst durch 30 min Backen bei 120° C an die Membran fixiert
und dann bei 50° C fiir zwei Stunden prahybridisiert (Hybridisierungspuffer: Formamid 50% v/v,
5xSSC, Blocking Reagens 2% w/v, N-Lauroylsarkosin 0,1% w/v, SDS 0,2% w/v, RNAsefrei). Fiir
die Hybridisierung wurden 0,1 ng Sonde pro pl Hybridisierungsmix verwendet. Die Membran
wurde in dieser Losung tiber Nacht bei 50° C inkubiert. Es folgten intensive Waschschritte ( 2x5
min in 2x SSC, SDS 0,1 %; 2x15 min bei 68° C in 0,1x SSC, SDS 0,1%). Die weitere Detektion

erfolgte analog zu dem oben beschriebenen Dot Blot.

2.3 Vorbereitung der Objekttriger

Die verwendeten Objekttrager wurden vor Gebrauch silanisiert. Hierdurch soll eine bessere Haf-
tung des Materials an den Objekttrager erzielt werden. Der Gewebeverlust wihrend der vielen
Reagenzienwechsel im Rahmen der Hybridisierung wére sonst erheblich. Die Objekttrager werden
fiir die Silanisierung in inerte Halterungen verbracht und so in die folgenden Losungen eingestellt:
e Azeton 5 min zur Reinigung, anschlieBend Trocknung (10 min, 50° C)

e 6 % Triethoxysilylpropylamin in Aceton, 5 min

e 2 x 5 min Azeton

e 2x5mindd H20

Durch das anschlieBende Backen zur RNAseninaktivierung wird die Silanisierung nicht beein-

trachtigt.

2.4  Gewebe: Auswahl und Aufarbeitung

Es wurden Paraffinschnitte von 15 Muskel- und 9 Nervenbiopsien untersucht. Die verwendeten
Gewebe waren den Patienten nach Einwilligung zu diagnostischen Zwecken entnommen und im
Institut fiir Neuropathologie der RWTH Aachen untersucht worden. Aus den von Mai 1994 bis
Juni 1995 eingegangenen Muskelbiopsien wurden 15 Fille (Alter 39-79 Jahre, Durchschnittsalter
63,4 Jahre, 9 ménnlich, 6 weiblich) nach Stellung der Diagnose ,,neurogene Muskelatrophie* aus-
gewihlt. Diese Diagnose griindete sich auf Paraffinschnitte, Semidiinnschnitte sowie histochemi-
sche Untersuchungen. Um den Grad der Atrophie weiter zu charakterisieren, wurden die Muskel-
faserkaliber der ausgewihlten Félle morphometrisch erfaf3t. Die Nervenbiopsien wurden im Juni
und Juli 1996 konsekutiv gesammelt (Alter 61 bis 75 Jahre, Durchschnittsalter 67,9 Jahre, 4 méann-
lich, fiinf weiblich).
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Die Fixierung des Materials erfolgte mit 4% Formaldehyd iiber mind. 4 Stunden, woran sich eine
automatisierte Entwisserung und Paraffineinbettung anschloB3. In das verwendete Mikrotom wurde
eine neue Einmalmesserklinge eingespannt. Es wurde mit Mundschutz und Handschuhen gearbei-
tet. Die angefertigten Schnitte wurden zunéchst mit einem neuen, gespiilten Pinsel in ein Streck-
bad (DEPC-behandeltes ddH,O) tiberfiihrt und auf die RNAsefreien Objekttriger {iberfiihrt. Die
abgetropften Objekttriger wurden fiir mind. 24 h im Brutschrank bei 37° C getrocknet und bis zur

Verwendung staubfrei gelagert.

2.5  Durchfithrung der in situ-Hybridisierung
Um den Ablauf der in situ-Hybridisierung zu erldutern, erscheint es zweckméfig, das Protokoll

zunéchst stichwortartig aufzulisten. Erkldrungen zu den einzelnen Punkten folgen im AnschluB3.

Schritt | Bezeichnung Zeit/Temperatur
1 Xylol 2 X 5 min
2 Absteigende Alkoholreihe: 100%, 100%, 100%, 90%, 70%, 50% |je 5 min
3 DEPC-H;0: 2 x spiilen
4 Proteinase-K-Puffer: 0.1 M Tris, pH 8.0, 0.05 M EDTA 5 min, 37°C
5 Proteinase K in Puffer (4 pug/ml) 30 min, 37°C
6 DEPC-H,0: spiilen
7 4% Paraformaldehyd in PBS 20 min, RT
8 DEPC-H,O0: spiilen
9 Triethanolamin-Lsg. (0.1 M, pH 8.0): spiilen
10 Essigsdureanhydrid in TEA (0.25%) 10 min, RT
11 DEPC-H;0: 2 x spiilen
12 Prahybridisierung 4 h, 50°C
(Hybridisierungsmix: 50% Formamid, 0.3 M NaCl,
0.02 M Tris pH 8.0, 0.001 M EDTA, 1 x Denhardts, 10% Dextran-
sulfat. 500 pg/ml tRNA)
13 4 x SSC 1 min
14 Hybridisierung tiber Nacht, 50°C
(1 ng Sonde/pul Hybridisierungmix) (40 pl/Schnitt, Deckgléser)
15 4 x SSC in Kiivette (Deckgléser ab) 10 min
16 4 x SSC 15 min, RT
17 2 x SSC 5 min

20



U. RagoB

Expression von CNTFRo. in humanem Muskel- und Nervengewebe

18 RNAse A-Puffer: 5 min, 37°C
0.01 M Tris (pH 8.0), 0.001 M EDTA, 0.5 M NacCl
19 RNAse A in Puffer (20 pg/ml) 30 min, 37°C
20 2 x SSC 3 x 20 min, 50°C
21 0,1 x SSC 3 x 20 min, 50 °C
22 0,1 x SSC 5 min, RT
23 TBS 5 min, RT
24 Block-Losung: 30 min, RT
2 % Normal Goat Serum, 0.15 % Triton X-100 in TBS
25 Anti-Digoxigenin/Alkalische Phosphatase-Konjugat in TBS / 1 %|2 h, RT
Normal Goat Serum
26 TBS: spiilen 2 x 10 min
27 Substrat-Puffer: 0.1 M Tris pH 9.5, 0,1 M NacCl, 0.05 M MgCl, 2 min, RT
28 Detektion: 450 ul Nitroblau-Tetrazolium (75 mg/ml), 350 ul Brom-|{0.5-2h
chlorindolylphosphat (50 mg/ml), in Substratpuffer
29 Stop-Puffer: 0.1 M Tris pH 7.5, 0.01 M EDTA 5 min
30 Aquatex: eindeckeln

Nach der Rehydrierung des Materials (1-3) wurden die Schnitte mit einem Fettstift umrandet. Die
weiteren Losungen konnten dann aufpipettiert und mittels einer Wasserstrahlpumpe abgesaugt

werden. Hierdurch verringerte sich der Verbrauch an Reagenzien erheblich. Das Verfahren ist

zudem materialschonend. Um Verdunstung der Reagenzien und damit Eintrocknung des Gewebes

zu umgehen, erfolgten die meisten Versuchsschritte in einer feuchten Kammer. Die Detektion mit-

tels NBT/BCIP erfolgte allerdings in einer Kiivette, um Partikelniederschlige auf dem Gewebe zu

vermeiden.

Erliuterungen zu den Protokollschrittten

(1)-(3)
)

(7
(10)

Entfernen des Paraffins, Rehydrierung des Gewebes
Freilegen der Ziel-RNA durch Andau von Proteinen
Nachfixieren der mRNA im Gewebe

Acetylieren: Essigsdureanhydrid inaktiviert endogene alkalische Phosphatase. Diese

konnte sonst die abschlielende Detektion verfalschen.
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(12)
(14)

(15)

(19)

(20)-(21)
(25)

(30)

Verringerung unspezifischer Bindungen

Zusammensetzung des Hybridisierungsmixes und Hybridisierungstemperatur miissen
fiir die jeweilige Sonde optimiert werden. Formamid- und Salzgehalt sowie die Tem-
peratur beeinflussen den Denaturierungsgrad von Nukleinsduren und damit sowohl
die Zugénglichkeit der Zielsequenz als auch die Stabilitit der Hybride. Dextransulfat
ist in wiBrigen Losungen stark hydriert. Hierdurch erhoht sich die Sondenkonzentra-
tion. Die liberschichteten Schnitte werden mit RNAsefreien Deckgldsern bedeckt und
mit Fixogum (Fa. Marabu) abgedichtet. Die Hybridisierung erfolgt iiber Nacht in
einer feuchten Kammer im Brutschrank.

Abschwimmen des Deckglases, der zéhfliissige Hybridisierungsmix wird schonend
abgewaschen

Verringerung des Hintergrundsignals - ungebundene (einstringige) Sonde wird ge-
spalten

Verringerung des Hintergrundsignals - stringente Waschschritte
Digoxigenin-Detektion: Die Farbentwicklung mull im Dunkeln stattfinden und dauert
in Abhingigkeit von der Menge vorhandener Zielsequenz Minuten bis Stunden.

Der entstandene Farbstoff ist wasserunldslich, aber 16slich in unpolaren Losungsmit-

teln. Das Eindecken erfolgt daher mit Aquatex.

Die Priparate wurden anschlieend fotografiert und bei Raumtemperatur gelagert.
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3 Ergebnisse
3.1 Invitro-Transkription: Konzentration und Spezifitit der Sonde

Die Konzentrationen der RNA-Sonden fiir Positiv- und Negativkontrollen (antisense bzw. sense)
betrugen jeweils 100 ng/ul, beide Labelingreaktionen verliefen also gleich effizient.

® ¢ ¢ o
® & & O

Abb. 8: Aufgetragen wurden 1 ul Dots gleicher Verdiinnungsstufen von sense- (obere Reihe) bzw.
antisense-RNA-Sonde (untere Reihe). Die Konzentrationen wurden durch Vergleich der Farbreak-

tion mit der an einer ebenfalls aufgetragenen markierten Kontroll-RNA abgelesen (nicht darge-
stellt).

Die Konzentrationsbestimmung der RNA stellt nur eine indirekte Methode dar, denn die Farbreak-
tion ist nur von der aufgetragenen Menge an Digoxigenin abhidngig, nicht aber von der Art oder

Lénge der markierten Sequenz. Der zweite Dot Blot demonstriert die angestrebte Spezifitit der

Sonde.

* 9 @ %

b)

¢)

*»® @ @

Abb. 9: Aufgetragen wurden Verdiinnungsreihen bekannter DNA-Sequenzen (beginnend mit ca.
100 ng/ul, Verdiinnungsschritte 1:10).

a: linearisiertes Plasmid einschliefslich einkloniertem CNTFRa-Abschnitt (insert)

b: linearisiertes Plasmid ohne insert und ohne insertbenachbarte Region

¢ human genomic DNA

d: isoliertes Insert.
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Farbreaktionen, die durch den Nachweis der angelagerten markierten Sequenz bedingt sind, finden
sich nur bei a und d. Die RNA-Sonde markiert den komplementéren Strang der einzelstringig

vorliegenden DNA. Es kam zu keiner unspezifischen Anlagerung bei b oder c.

3.2  Insitu-Hybridisierung

3.2.1 Muskelgewebe

Durch Inkubation mit CNTFRo-antisense Sonde wurden insbesondere die zellkernnahen Regionen
von Muskelfasern (perinukledre Regionen) markiert. Gefarbt wurden sowohl histopathologisch
unveranderte als auch atrophische Muskelfasern. Es konnte keine Korrelation zwischen dem Grad
der Atrophie und der Signalintensitét hergestellt werden. Auch innerhalb der Schnitte von neuro-
genen Muskelatrophien waren unauffillig geformte und atrophische Fasern nicht durchgehend ver-
schieden stark markiert. In den beiden untersuchten Fillen chronischer neurogener Muskelatrophie
bei V.a. Motoneuronerkrankung/spinale Muskelatrophie (Abb. 13 und 14) zeigte sich eine deutlich
stirkere Markierung der stark atrophischen Fasern im Vergleich zum iibrigen Gewebe.

Einige der markierten Muskelfasern wiesen zentrale Kerne auf. Diese Verdanderung (normalerweise
sind Skelettmuskelfaserkerne randstindig) weist auf Regeneration bzw. Reinnervation hin. Auch

in dieser Situation wird also weiterhin CNTFR o transkribiert.

Abb. 10: Beginnende neurogene Muskelatrophie. Pfeile: perinukledre Anfdirbung in mehreren
Muskelfasern. Skelettmuskulatur im Querschnitt, 51jdihriger Mann. Paraffinschnitt, in situ-
Hybridisierung.
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Abb. 11: Neurogene Muskelatrophze bei fortgeschrzttener Vaskulitis (Panarterlms nodosa). Pfeile:
perinukledre Anfirbung in mehreren Muskelfasern. Pfeilkopf: Anfdirbung in der Umgebung zen-

tralstdandiger Muskelfaserkerne. M. tibialis anterior im Querschnitt, 68jihriger Mann. Paraffin-
schnitt, in situ-Hybridisierung.

Abb.12: Neurogene Muskelatrophie bei Mikroangiopathie. }_’feilk(')pfe: Farbung um zentralstdindi-

ge Kerne. []: Atrophische Muskelfasern. M. peronaeus im Lingsschnitt, 79jdhriger Mann. Paraf-
finschnitt, in situ-Hybridisierung.
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Abb.13: Chronisch progressive neurogene Muskelatrophie, V.a. Motoneuronerkrankung (ALS).
Vor allem die mit [] gekennzeichneten teilatrophischen und atrophischen Muskelfasern sind sub-

sarkolemmal angefdrbt. M. triceps surae im Querschnitt, 69jdhrige Frau. Paraffinschnitt, in situ-
Hybridisierung.

B e
Abb.14: Ausgeprdgte chronische neurogene Muskelatrophie, keine entziindliche Komponente, V.a.
Motoneuronerkrankung (ALS). Wiederum sind vor allem die mit [] gekennzeichneten teilatrophi-
schen und atrophischen Muskelfasern angefdrbt. Skelettmuskulatur im Querschnitt, 45jdhriger
Mann. Paraffinschnitt, in situ-Hybridisierung. 1 cm entspricht 45 um.

Abb.15: Typ-2-Muskelatrophie bei Psoriasis. M. triceps surae im Querschnitt, 44jihrige Frau.
Paraffinschnitt, Negativkontrolle, Hybridisierung mit sense-Sonde.
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3.2.2 Periphere Nerven
Es fanden sich markierte Zellkorper innerhalb des Nervs, am ehesten entsprechend Schwannschen

Zellen (Pfeile) und GefdBwandzellen (Pfeilkopfe).

Abb.16: Neuropathie bei Panarteriitis nodosa. N. suralis im Querschnitt, 75jihriger Mann. Paraf-
finschnitt, in situ-Hybridisierung.

-

Abb.17: Neuropathie ohne entziindliche Komponente. N. suralis im Ldingsschnitt, 62jdhrige Frau.
Paraffinschnitt, in situ-Hybridisierung.

3.3.3 Sonstige markierte Zellen/Gewebe

Insbesondere in Gewebe mit zusétzlichen entziindlichen Veranderungen (Vaskulitis, Panarteriitis
nodosa) fanden sich Signale in Endothelzellen sowie glatten Muskelzellen von Geféd3wénden.
Auch Fibroblasten wurden z. T. markiert. Dies weist auf eine unerwartete Rolle von CNTFRa bei

Entziindungsprozessen hin. Vorstellbar ist aber auch eine allgemeine Wirkung im Geféf3system.
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Abb.18: Neuropathie bei Panarteriitis nodosa. Schwannsche Zellen (Pfeile) und Endothelzellen
(Pfeilkopfe) sind angefirbt. N. suralis im Lingsschnitt, 75jdhriger Mann. Paraffinschnitt, in situ-
Hybridisierung.

-

Abb.19: Neuropathie bei Mikroangiopathie. Anfirbung v.a. von Endothelzellen (Pfeile) und peri-
vaskuldren Zellen. N. suralis im Querschnitt, Detailvergriofierung Arterie/Vene, 73jdhriger Mann.
Paraffinschnitt, in situ-Hybridisierung.
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4 Diskussion
Durch die vorliegende Untersuchung konnte erstmals an humanem Material (Muskel/Nerv) der
Expressionsort der spezifischen Rezeptoruntereinheit des ciliary neurotrophic factor (CNTFRo) in

peripheren Nerven und der Muskulatur nachgewiesen werden.

4.1 Expression in Skelettmuskulatur

In allen untersuchten Muskeln konnten CNTFRo-Transkripte in den perinukledren Regionen der
Skelettmuskelfaserkerne gefunden werden. Methodenbedingt sind nur dann semiquantitative Aus-
sagen zum Grad der Expression moglich, wenn am gleichen Schnitt in moglichst nah beieinander
liegenden Gewebeabschnitten deutliche Signalunterschiede erkennbar sind. Normal konfigurierte
bzw. verdnderte Muskelfasern waren in den untersuchten Muskelschnitten nicht durchgédngig ver-
schieden stark markiert. Die nachgewiesenen CNTFRo-Transskripte in normalen Muskelfasern
konnten durch die im Normalfall vorhandene Menge an CNTFRo-mRNA bedingt sein. Denkbar
wire auch, daB eine vorliegende Nervenschddigung erst kurze Zeit zuriickliegt, so dal} sich die

Gewebemorphologie noch nicht verdndert zeigt.

In den beiden untersuchten Féllen chronischer neurogener Muskelatrophie mit V.a. Motoneuroner-
krankung/spinale Muskelatrophie (Abb. 13 und 14) zeigt sich eine deutlich stirkere Markierung
der atrophischen Fasern im Vergleich zum iibrigen Gewebe. Die 0.g Vorbedingung zu semiquanti-
tativen Aussagen ist hier erfiillt, es kann also gefolgert werden, dal die Denervierung zu einer

gesteigerten CNTFRo-Expression in den atrophischen Abschnitten gefiihrt hat.

4.2 Expression in peripheren Nerven
Aus vorherigen Studien an peripheren Nerven ist eine geringe Expression von CNTFRo bekannt
(Ip et al., 1993). Die hierfiir verantwortlichen Zellen konnten bislang nicht charakterisiert werden.

Am hier untersuchten Material fanden sich Hinweise fiir eine Expression in Schwannschen Zellen

und GefalBwandzellen (Abb. 16 und 17).

4.3 Expression in anderen Zelltypen

Die Expression von CNTFRa. in Skelettmuskelfasern und Schwannschen Zellen konnte aufgrund
der bislang bekannten Ergebnisse erwartet werden, unerwartet hingegen fanden sich Hinweise fiir
CNTFRa-Produktion in anderen Zelltypen. Insbesondere bei begleitenden entziindlichen Verande-
rungen wurden Gefdflendothelien, Fibroblasten und glatte Muskelzellen der GefaBwande markiert.

Diese Zellen sind also - wenn die RNA tatséchlich in Rezeptorprotein translatiert wird - CNTF-
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responsiv oder dienen als Produktionsort fiir den loslichen Rezeptor. Insbesondere im Fall der En-
dothelzellen ist eine rasche Verteilung des sSCNTFRa iiber den Blutstrom vorstellbar. Diese Er-
gebnisse weisen auf weitergehende physiologische und pathophysiologische Funktionen von
CNTF bzw. einem Liganden fiir CNTFRo hin. Die beobachteten Nebenwirkungen von systemisch
verabreichtem CNTF finden damit einen weiteren Erkldarungsansatz. Auller der hepatischen Induk-
tion einer Akute-Phase-Reaktion durch den Komplex von CNTF bzw. weiteren Liganden mit dem
l6slichen Rezeptor ist auch eine lokale Produktion von Mediatoren wie z.B. Pyrogenen direkt im
Gefidllsystem denkbar. Die bei ALS-Patienten erhohte Menge an zirkulierendem CNTFRo konnte

ebenfalls einen Einfluf auf den Schweregrad der Nebenwirkungen haben.

4.4  Neurotrophe Faktoren in normaler und denervierter Skelettmuskulatur

Nach Denervation durch Nervenfaserdurchtrennung bei Ratten wird die Expression von CNTFRo
in der Muskulatur gesteigert (Davis et al., 1993a). Nach Reinnervation entspricht die CNTFRo-
Transskriptionsrate wieder dem Ausgangszustand (Helgren et al., 1994). Vor kurzem konnte an
humanem Material gezeigt werden, da3 die CNTFo-Expression in der Muskulatur bei chronischer
neurogener Atrophie aufgrund von peripheren Neuropathien bzw. ALS ebenfalls gesteigert wird
(Weis et al., 1998). Bei diesen Erkrankungen ist die Denervation iiblicherweise nicht vollstindig.
Haufig wird sie durch kollaterale Reinnervation und Hypertrophie der Muskelfasern teilweise

kompensiert.

Bei Hiithnern wird in innervierter Skelettmuskulatur eine CNTF-Rezeptorkomponente mit ca.
70%iger Homologie zur Nukleinsduresequenz von CNTFRa bei Ratte bzw. Mensch gebildet. Die
Expression dieser Rezeptorkomponente ist jedoch nach Denervation vermindert (Ip et al., 1996).
Dies weist auf unterschiedliche Regulationsmechanismen und Bedeutungen der CNTFRa-

Expression im Muskel bei verschiedenen Spezies hin.

Durch Denervation wird die Expression verschiedener Muskelfaserproteine beeinfluft, so z.B. von
Untereinheiten des Acetylcholinrezeptors (Eftimie et al., 1991), der muskelspezifischen Kinase (=
MuSK) (Valenzuela et al., 1995), des sog. neural cell adhesion molecule (=N-CAM) (Covault und
Sanes, 1985) sowie von myoD und myogenin (Eftimie et al., 1991; Weis, 1994). Bei Sdugetieren
scheint die gesteigerte CNTFRo-Expression Teil dieses Reaktionsprogramms der Muskelfasern

auf Denervation zu sein.
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Verschiedene neurotrophe Molekiile wie z.B. IGF-II (Glazner und Ishii, 1995), die Neurotrophine
BDNF, NT-3 und NT-4 (Griesbeck et al., 1995) und GDNF (Trupp et al., 1995; Henderson et al.,
1994) werden in der Skelettmuskulatur von Sdugern exprimiert. In intakter Skelettmuskulatur wird
LIF noch nicht exprimiert, nach Verletzung kann er jedoch die Regeneration der Skelettmuskelfa-
sern fordern (Barnard et al., 1994). Die Reaktion der Muskelfasern von Sdugetieren auf Denervati-
on beinhaltet eine Steigerung der Expression von IGF-II und BDNF (Funakoshi et al., 1995). Neu-
rotrophe Molekiile konnten an der Reinnervation der betroffenen Muskelabschnitte beteiligt sein,

indem sie z.B. das Aussprossen von Axonkollateralen von benachbarten motorischen Endplatten

fordern (Gurney et al., 1992; Ulenkate et al., 1994).

Ein Mangel an elektrischer Aktivitdt fiihrt zu einer Senkung der NT-4-Expression (Funakoshi et
al., 1995). Dies weist auf einen weitergehenden Einflul von elektrischer Stimulation auf die Ex-

pression neurotropher Faktoren in der Skelettmuskulatur hin.

Bisher konnte noch kein vom Zielgewebe produziertes Molekiil identifiziert werden, welches das
Uberleben der Motoneurone withrend der Entwicklung entsprechend der klassischen Vorstellung
eines neurotrophen Faktors beeinflult (Oppenheim, 1996). CNTF wird nicht von der Skelettmus-
kulatur selbst gebildet; innerhalb der neuromuskuléren Achse wird es hauptsdchlich in Schwann-
schen Zellen produziert (Sendtner et al., 1994a; Richardson, 1994). Da CNTF f{iber keine hydro-
phobe Signalsequenz verfiigt, wird es wahrscheinlich im Normalfall nicht sezerniert; eine Freiset-
zung erfolgt aber im Fall einer Nervenldsion (Sendtner et al., 1992b). Periphere Neuropathien mit
primédrer oder sekundédrer Beeintrachtigung der Schwannschen Zellen kdnnten zu einer signifikan-
ten Freisetzung von CNTF filihren. Dieser konnte dann an freien oder zellassoziierten CNTFRo

binden.

Wihrend der Embryonalentwicklung kann eine Expression von CNTFRa nachgewiesen werden,
obwohl die Expression von CNTF erst postpartal ein signifikantes Mal} erreicht (Ip et al., 1993).
CNTFRa-knockout-Méduse sterben kurz nach der Geburt; sie besitzen erheblich weniger
Motoneurone als gesunde Vergleichstiere (DeChiara et al., 1995). Andererseits weisen CNTF-
knockout-Mause postpartal nur geringe Defizite auf; wihrend der weiteren Entwicklung tritt nur
ein geringer Verlust an Motoneuronen auf (Masu et al., 1993). Dieser scheinbare Widerspruch
konnte durch einen bisher nicht identifizierten weiteren CNTFRo-Liganden erkliart werden.
Moglicherweise hat auch freigesetzter CNTFRo selbst einen trophischen EinfluB auf die

Motoneurone.
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Die angesprochenen Untersuchungsergebnisse weisen auf mehrere mogliche Funktionen des bei

neurogener Muskelatrophie von Muskelfasern gebildeten CNTFR hin:

e Von der Zelloberflaiche der Muskelfasern freigesetzter CNTFRa konnte trophische Effekte des
von degenerierenden Schwannschen Zellen freigesetzten CNTF auf von ihrem Zielgewebe ab-
geschnittenen Neurone vermitteln. Diese Effekte konnten neben einer verbesserten Uberlebens-
fahigkeit (Sendtner et al., 1990) auch eine Verbesserung des Neuritenwachstums und der Rein-
nervation beinhalten (Gurney et al., 1992; Ulenkate et al., 1994).

e Wihrend der Reinnervation konnten CNTF und CNTFRo auch solche nichtneurale Zellen be-
einflussen, die aufgrund des ihnen fehlenden CNTFRa iiblicherweise nicht CNTF-responsiv
sind, wohl aber LIF-Rezeptoren besitzen.

e Eine gesteigerte CNTFRo-Expression konnte auto- bzw. parakrine Effekte auf die Muskelfa-
sern selbst ausiiben, moglicherweise durch Vermittlung einer myotrophen Wirkung von CNTF
(Forger et al., 1993; Helgren et al., 1994). Ein bislang nicht identifizierter CNTFRo-Ligand o-

der eine nicht rezeptorimmanente Eigenschaft des CNTFRa konnten hierbei involviert sein.

4.5  Ausblick

Mit der vorliegenden Studie wurde u.a. gezeigt, dal eine CNTFRo-RNA-in situ-Hybridisierung an
Archivmaterial moglich ist. Es werden keine besonderen Anforderungen an Fixierung und Einbet-
tung des Materials gestellt. Die in situ-Hybridisierung ist allerdings eine aufwendige Methode.
Zahlreiche Versuchsbedingungen wie z.B. Sondenart und -linge, Hybridisierungsbedingungen,
Materialvorbereitung und Waschschritte miissen fiir Sonde und Gewebe abgeglichen und optimiert

werden.

Zur besseren Unterscheidung verschiedener Zelltypen und zusdtzlichen Markierung sind Gegen-
farbungen bzw. immunhistologische Untersuchungen interessant. Diese zusétzliche Information
konnte in Zukunft durch Weiterverarbeitung hybridisierter Schnitte erzielt werden. Hierbei entste-
hende Probleme verschiedener Loslichkeiten und Interferenzen konnen durch Untersuchungen an

Parallelschnitten vermieden werden.

Ein CNTF-Effekt auf Gefdfle wurde bislang auch in vitro nicht untersucht; denkbar wéren u.a. Ein-
fliisse auf die Perfusion oder die Proliferation von GefaBBwandzellen. Ein interessanter Aspekt ist
auch die Frage eines Einflusses auf die Permeabilitit der GefdBwand. Von besonderer Bedeutung
ist in diesem Zusammenhang die Blut-Hirn-Schranke, durch die der Stoffaustausch mit dem ZNS

einer Kontrolle unterliegt. Als Substrat der normalerweise selektiv durchldssigen Schranke werden
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Kapillarendothel und perivaskuldre Gliastrukturen angesehen. Im Rahmen z.B. von Fieber, Hyp-
oxie und Einwirkung von Bakterientoxinen sowie in vielen Tumoren des Hirnparenchyms ist die
Durchléssigkeit der Blut-Hirn-Schranke erhoht. Bei Schiadigung der GefaBintegritdt durch z.B.
Hypoxie oder bei atypischer GefaBstruktur (Tumorgefif3e) ist eine solche Leckage rein mechanisch
erklarbar. Eine moglicherweise rezeptorvermittelte Permeabilititserhohung der GefiBwand im
Rahmen fieberhafter oder toxinvermittelter Prozesse lieBe sich durch Applikation von rezeptor-

blockierenden Antikorpern evtl. verhindern.

Zu untersuchen bleibt auch, ob noch weitere humane Zell- und Gewebetypen CNTFRo exprimie-
ren. Hierzu steht neben den bereits eingesetzten quantitativen Verfahren nun auch die in situ-

Hybridisierung zur genauen Lokalisation zur Verfiigung.
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5 Zusammenfassung

Das Wissen tiiber die Bedingungen und Substanzen, die Entwicklung, Differenzierung und den
Erhalt des Nervensystems fordern, also ,,neurotroph‘ wirken, hat in den letzen Jahrzehnten enorm
zugenommen. Ausgehend von der Entdeckung und Charakterisierung des nerve growth factor-
(NGF-) Molekiils in den fiinfziger Jahren wurde eine Vielzahl anderer Substanzen identifiziert.
Mittlerweile sind mehrere Molekiil- und Rezeptorfamilien bekannt, die in die Regulation von Zell-
zahl, Zelltyp, Zellziel und Zellerhalt des Nervensystems eingreifen. Das Zusammenwirken unzéh-
liger EinfluBfaktoren auf Uberleben, Differenzierung und Verteilung von Zelltypen ist noch nicht
entschliisselt. Zwar gibt es eine Fiille von in vitro- und in vivo-Daten beziiglich der Wirkungen
einzelner Stoffe auf diverse Zelltypen; die physiologischen Funktionen und das Zusammenspiel
der Effekte konnen jedoch bisher nur erahnt werden. Genauere Kenntnisse sind jedoch unerlaBlich,

um erwiinschte Wirkungen therapeutisch nutzen zu konnen.

Ein Molekiil mit neurotropher Wirkung ist der ciliary neurotrophic factor (CNTF). Er scheint eine
Rolle beim Erhalt und der Regenerationsfahigkeit des Nervensystems zu spielen. So beeinfluf3t
CNTF die Uberlebensfihigkeit von Vorderhornzellen des motorischen Systems und die Regenera-
tion peripherer Nerven. Hieraus ergibt sich ein breites mogliches klinisches Einsatzgebiet. Denkbar
sind Therapien neurodegenerativer Erkrankungen des zentralen Nervensystems oder Verabrei-
chung bei Schéddigungen der peripheren Nerven mit daraus folgender Muskelatrophie. Trotz ermu-
tigender Ergebnisse aus Zellkultur und Tierversuchen verliefen die ersten klinischen Studien ent-
tduschend. Aufgrund systemischer Nebenwirkungen zeigte sich bei den therapierten ALS-Patienten
insgesamt eine Befundverschlechterung. Bei genauerer Kenntnis des Wirkmechanismus von CNTF
sowie daraus folgenden modifizierten Applikationsformen konnte dieses Molekiil dennoch nutz-
bringend angewandt werden. UnerldBlich fiir das Verstdndnis der Wirkung und Funktion von
CNTF in vivo ist die Analyse der Verteilung des spezifischen Rezeptors (CNTFR). Bisher vor-
liegende Analysen wurden insbesondere an Gewebe von Versuchstieren (Ratte, Maus, Huhn, Affe)
und mit Methoden durchgefiihrt, die eine quantitative Bestimmung, aber keine Lokalisation erlaub-

ten.

In der vorliegenden Arbeit wird der Ort der peripheren Expression der spezifischen Rezeptorunter-
einheit in humanem Gewebe (Muskel und Nerv) bestimmt. Mittels der Methode der in situ-
Hybridisierung konnte die transkribierte RNA am Paraffinschnitt lokalisiert werden. Es wurde eine
400 bp-RNA-Sonde eingesetzt, die durch in vitro-Transkription eines Pst-Xmal-Abschnittes der
cDNA von CNTFRa erzeugt wurde.
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In den untersuchten Muskelbiopsien konnten CNTFRa-Transkripte in den perinukledren Regionen
der Skelettmuskelfasern nachgewiesen werden. Eine Korrelation zwischen dem Grad der Atrophie
und der Signalintensitdt konnte bei beginnender neurogener Muskelatrophie und bei begleiten-
den/ursédchlichen entziindlichen Verdanderungen nicht hergestellt werden. Die deutlich atrophischen
Muskelfasern bei chronischer neurogener Muskelatrophie ohne inflammatorische Komponente
(V. a. Motoneuronerkrankung/spinale Muskelatrophie) wiesen hingegen eine im Vergleich zum

geringer neurogen verdnderten Muskelgewebe des Materials eine stirkere Anfarbung auf.

Innerhalb der peripheren Nerven fanden sich diskrete Anfiarbungen der Schwannschen Zellen.
Aufgrund der rel. geringen Signalintensitédt erscheinen hier jedoch weitere Untersuchungen an Par-

allelschnitten und mittels Immunhistochemie erforderlich.

Insbesondere in Material mit entziindlichen Veranderungen konnten CNTFRa-Transkripte in En-

dothelzellen, glatten Muskelzellen der GefaBwénde und Fibroblasten nachgewiesen werden.

Durch die Etablierung eines nichtradioaktiven Verfahrens an Routinematerial ohne besondere
Vorbedingungen an Fixierungs- und Einbettungsabliufe ist die Untersuchung und Uberpriifung der
Rezeptorproduktion auch an Archivmaterial moglich. Diese Mdoglichkeit des Nachweises der Ex-
pression von CNTFRa auf zelluldrer Ebene ermoglicht eine Untersuchung der Rezeptorverteilung

in verschiedenen Phasen pathologischer Prozesse.
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